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RESUMO

ROCHA, D.C. Efeito da superexpressdo do gene OVP1 em parametros fisiologicos e
caracteres relacionados a produtividade de grdo em arroz de terras altas. 2021. 88f.
Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia,
Universidade Federal de Goias, Goinia, 2021,

O aumento populacional, as mudancas climaticas e a reducao da area para cultivo
sdo alguns dos desafios que a agricultura vem enfrentando nos ultimos anos, fazendo com
que seja necessario desenvolver cultivares que sejam mais produtivas para atender a
demanda global por alimentos. A cultivar de arroz de terras altas BRSMG Curinga foi
transformada via Agrobacterium tumefaciens para superexpressar o gene OVP1. O gene
OVP1 codifica uma proteina capaz de bombear prétons através de membranas usando a
energia da quebra do pirofosfato inorganico (PPi), e pode causar diversas alteragdes
metabdlicas e morfoldgicas nas plantas. Este trabalho objetivou avaliar alguns caracteres
relacionados a produtividade de grdos, a fisiologia e a expressdo génica do arroz
geneticamente modificado (GM) para superexpressar o gene OVP1 (OVP1-E4) em relagéo
ao BRSMG Curinga ndo geneticamente modificado (NGM). Foram realizados dois
experimentos em condigdes controladas na Embrapa Arroz e Feijéo, nas safras 2018/2019 e
2019/2020. O delineamento experimental foi baseado em blocos completos ao acaso com
oito repeti¢Oes para o primeiro ensaio e quatro repeticdes para o segundo. Foram obtidos os
dados de alguns caracteres relacionados a produtividade de grdos em arroz, e dados
fisiologicos foram coletados com o aparelho IRGA durante a fase reprodutiva (estadios R2,
R3, R4, R6, R7, R8 e R9), possibilitando as estimativas da eficiéncia de carboxilacao (A/Ci)
e da eficiéncia no uso instantaneo (A/E) e intrinseco de agua (A/Gs). O gene OVP1 foi
quantificado via RT-gPCR e o transcritoma foi avaliado por RNAseq. Os dados coletados
nos dois ensaios foram avaliados em uma andlise de variancia conjunta (p<0,05). O evento
OVP1-E4 se destacou por produzir 21% mais graos por panicula e 31% mais graos cheios
do que o NGM. Modificacdes fisioldgicas significativas foram encontradas durante o
enchimento de grdos (R6). Nesse estadio, o evento OVP1-E4 apresentou um incremento de
61% na taxa fotossintética e de 89% na eficiéncia de carboxilacdo, sem a ocorréncia de um
aumento na condutancia estomatica e na taxa transpiratéria. As plantas GM também foram
mais eficientes no uso de agua e o gene OVP1 foi mais expresso no evento OVP1-E4 durante
0 enchimento de grdos (R6). Genes envolvidos na fotossintese tiveram a expressdo
aumentada no evento OVP1-E4. A superexpressdo do gene OVPL1 resultou em plantas com
alteracdes fisiologicas e fenotipicas que abrem caminho para o desenvolvimento de
cultivares de arroz fisiologicamente mais eficientes e potencialmente mais produtivas.

Palavras-chave: engenharia genética, produtividade de graos, RT-gPCR, RNAseq, Oryza
sativa.

! Orientador: Prof. Dr. Claudio Brondani. Embrapa Arroz e Feijéo.



ABSTRACT

ROCHA, D.C. Effect of OVP1 gene overexpression on physiological parameters and
traits related to grain yield in upland rice. 2021. 88f. Dissertation (Master in Genetics and
Plant Breeding) — School of Agronomy, Federal University of Goias, Goiania, 20211

Population growth, climate change and reduction of area for cultivation are some
of challenges that agriculture has been facing in recent years, making it necessary to develop
cultivars to meet global demand for food. The highland rice cultivar BRSMG Curinga was
transformed via Agrobacterium tumefaciens to overexpress the OVP1 gene. OVP1 gene
encodes a protein that pumps protons across membranes using the energy from breaking
down inorganic pyrophosphate (Pi) and trigger various metabolic and morphological
changes in plants. This work aimed to evaluate the performance of some traits related to
grain yield, physiology, and gene expression of genetically modified (GM) rice that
overexpressed the OVP1 gene (OVP1-E4) compared to the non-genetically modified
(NGM). Two experiments were carried out under controlled conditions at Embrapa Rice and
Beans in the 2018/2019 and 2019/2020 seasons. The experimental design was based on
complete randomized blocks with eight repetitions for the first experiment and four for the
second. Some traits related to grain yield in rice and physiological data were collected with
the IRGA device during the reproductive phase (stages R2, R3, R4, R6, R7, R8 e R9),
making it possible to estimate the carboxylation efficiency (A/Ci) and the instantaneous
(AJE) and intrinsic water (A/Gs) use efficiency were estimated. The OVP1 gene was
quantified by RT-qgPCR and the transcriptome was evaluated through RNAseq. A joint
analysis of variance (p<0.05) was performed for the collected data in the two experiments.
The OVP1-E4 event stood out for producing 21% more grains per panicle and 31% more
filled grains than NGM. Significant physiological changes were found during grain filling
(R6). At this stage, the OVP1-E4 event showed an increase of 61% in the photosynthetic
rate and was 89% more efficient in carboxylation than NGM, without the occurrence of an
increase in stomatal conductance and in the transpiratory rate. GM plants were also more
efficient in using water. OVP1 gene was more expressed in the OVP1-E4 event during the
grain filling period, and genes involved in photosynthesis were up-regulated in GM plants.
Overexpression of OVP1 gene resulted in plants with physiological and phenotypic changes
that pave the way for the development of rice cultivars more physiologically more efficient
and more productive.

Keywords: genetic engineering, grain yield, RT-gPCR, RNAseq, Oryza sativa.

! Orientador: Prof. Dr. Claudio Brondani. Embrapa Arroz e Feijéo.



1 INTRODUCAO

Aproximadamente 2 bilhdes de pessoas ndo tiveram acesso regular a alimentos
em 2019 (FAO, 2020). Além disso, estima-se que em 2050 a populacdo mundial sera
composta por 9,7 bilhGes de pessoas, um acréscimo de 26% sobre a quantidade atual (UN,
2019). Logo, o desafio é fazer com que todos tenham acesso a alimentacao regular e de
qualidade, a0 mesmo tempo em que a cadeia produtiva, em particular a do arroz, deve se
preparar para atender ao aumento populacional.

Considerando que o arroz faz parte da alimentacao diaria de milhdes de pessoas
ao redor do mundo, a produtividade de grdos se torna um caractere importante comum aos
programas de melhoramento genético dessa cultura (ABIARROZ, 2019; CONAB, 2019;
FAOSTAT, 2017; Fiaz et al., 2019). No Brasil, a producao total de arroz na safra 2017/2018
foi de 12 milhGes de toneladas, porém teve uma reducdo nas duas Ultimas safras (MAPA,
2020a), e no contexto da pandemia da Covid-19, um conjunto de fatores levou o preco do
arroz a subir consideravelmente (MAPA, 2020b), dificultando o acesso de muitos brasileiros
a este cereal. Isso fez com que o Brasil retirasse a aliquota de importacéo até o final do ano
de 2020 para que o produto pudesse ser importado (MAPA, 2020b) com objetivo de atender
a demanda interna e evitar a majoracdo dos precos. Além disso, confirma a necessidade de
se aumentar a producdo de arroz, ja que alimentos caros sdo um dos principais motivos que
causam inseguranca alimentar e desnutricdo (FAO, 2020).

Nesse contexto, a agricultura enfrenta ainda outros desafios: as mudancas
climéticas e a reducdo da area para cultivo devido a urbanizacdo e a necessidade de
preservacdo dos ecossistemas. Por isso, é importante desenvolver cultivares que sejam
capazes de apresentar alta produtividade mesmo estando sob condi¢gdes ambientais adversas
(Carvalho et al., 2020; UN, 2019).

O arroz de terras altas, também conhecido como arroz sequeiro, € cultivado em
um sistema alternativo ao de irrigacdo por inundac&o, e é caracterizado por demandar uma
menor quantidade de recursos hidricos (Carvalho et al., 2020). Em um contexto de mudangas
climaticas no qual a escassez de agua pode inviabilizar a producdo do arroz irrigado, é
importante ter disponivel plantas que combinem uma alta produtividade de gréos com

tolerancia ao déficit hidrico, uma caracteristica tipica das cultivares de arroz de terras altas
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(Fageria et al., 2014; Ramirez-Villegas et al., 2018; Tuong & Bouman, 2003).

No Brasil, 0 arroz irrigado tem uma produtividade média de 7,7 t/ha com uma
area cultivada de 1,4 milhdo de hectares. Ja 0 arroz de terras altas tem uma produtividade
média de 2,3 t/ha, e apesar de ter apresentado aumento na produtividade nos ultimos anos,
perdeu 63% da &rea destinada a sua producdo (Carvalho et al., 2020; CONAB, 2020). Esses
fatores demonstram que é possivel e necessario investir no aumento da produtividade de
cultivares de arroz de terras altas, fazendo com que o Brasil tenha capacidade de incrementar
sua producéo de arroz ao mesmo tempo que reduz os custos de producdo em relacdo ao arroz
irrigado, por meio do desenvolvimento de cultivares que sejam mais tolerantes ao déficit
hidrico.

O aumento da produtividade de graos de cultivares de arroz de terras altas pode
ser realizado por meio da engenharia genética. Esta por sua vez diminui o tempo de geragédo
de novas variedades de plantas e permite a introducdo de sequéncias de DNA entre
individuos de espécies em que ndo € possivel obter cruzamentos férteis naturalmente.
Quando a sequéncia inserida pertence a outra espécie, obtém-se uma planta transgénica e o
pool génico da espécie receptora é ampliado. Entretanto, quando a sequéncia inserida € da
prépria espécie, obtém-se uma planta cisgénica. Ambos os tipos de transformacao citados
geram 0s organismos geneticamente modificados (OGMs) (Schouten & Jacobsen, 2006).

Quando os genes conhecidos em uma espécie ocorrem em outra espécie, sdo
ditos homologos, e quando esses genes sdo derivados de um gene pertencente a um ancestral
comum que sofreu especiacdo, sdo conhecidos como ortélogos. Normalmente, os ortélogos
apresentam funcao conservada (Dessimoz et al., 2012; Glover et al., 2016).

O gene OVP1 (Oryza Vacuolar Pyrophosphatase 1) é responséavel por codificar
uma proteina chamada de H* pirofosfatase (H*-PPase) (Choura & Rebai, 2005; Gaxiola et
al., 2016; Pan et al., 2011). A proteina H*-PPase foi bem caracterizada em Arabidopsis
thaliana, sendo considerada uma enzima conservadora de energia por conseguir bombear
protons para o interior do vacuolo celular usando a energia resultante da quebra do
pirofosfato inorganico (PP;) (Schilling et al., 2017). Sua funcdo molecular primaria interfere
em outras atividades celulares, e por isso causa diversas alteracbes metabdlicas e
morfologicas em plantas que foram transformadas para superexpressar ou silenciar este
gene.

Como consequéncia, as plantas geneticamente modificadas com o OVP1

apresentaram maior biomassa, produtividade e se mostraram tolerantes ao estresse salino, ao
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déficit hidrico, ao calor e ao frio (Esmaeli et al., 2019; Gaxiola et al., 2016; Pizzio et al.,
2015; Raza et al., 2016; Schilling et al., 2017). Portanto, o gene OVP1, devido a sua
importancia em diversas rotas metabolicas, € um candidato para ser usado pela engenharia
genética com o objetivo de aumentar a produtividade de gréos em arroz.

Uma das estratégias para se avaliar a expressao génica apds a modificacdo
genética é a técnica de RT-gPCR (Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction), que permite fazer a quantificacdo da expressdo de genes de maneira especifica e
sensivel (Martin & Wang, 2011; Morgante & Blawid, 2016; Vinecky et al., 2011). Além
disso, as diferencas metabolicas entre as plantas GM e NGM podem ser analisadas por meio
do estudo dos seus transcritomas usando o sequenciamento do RNA (RNAseq). Essa técnica
permite identificar o perfil de expressdo de uma amostra, possibilitando a identificacdo dos
genes diferencialmente expressos e as vias metabolicas as quais eles pertencem (Martin &
Wang, 2011; Stark et al., 2019; Wang et al. 2009).

Com base nisso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da superexpresséo
do gene OVP1 nos componentes da produtividade de gréos, nos parametros fisiologicos e na
expressdo génica da cultivar de arroz de terras altas BRSMG Curinga geneticamente

modificada.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ACULTURA DO ARROZ

O arroz (Oryza sativa L.) € uma monocotiledénea autbgama pertencente a
familia Poaceae. Seus graos sdo constituidos principalmente de carboidratos, embora sejam
fonte de vitaminas, minerais e proteinas (CONAB, 2015). Mais da metade da populacéo
mundial depende desse cereal para suprir suas necessidades alimentares diarias. Além disso,
ele esta diretamente relacionado com a seguranca alimentar dos paises em desenvolvimento
(Muthayya et al., 2014). No Brasil, aproximadamente 95% da populagédo consome arroz
diariamente, tendo um consumo per capita de 34 kg/ano (CONAB, 2015; ABIARROZ,
2019).

Em média, a producéo de arroz brasileira é de 12 milhdes de toneladas por ano
e a maior parte dessa producdo € destinada ao consumo interno (ABIARROZ, 2019;
CONAB, 2019; FAOSTAT, 2018). Em 2018, o Brasil ocupou a nona posi¢ao no ranking
dos dez maiores produtores do mundo (FAOSTAT, 2018). Porém, a producéo brasileira de
arroz estd diminuindo como consequéncia de fatores climaticos adversos e da reducdo da
area plantada nos principais estados produtores do pais (Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Mato Grosso e Tocantins) (CONAB, 2019; IBGE 2019). Estima-se que a area cultivada de
arroz diminuiu 38% no Brasil ao longo das ultimas safras (CONAB, 2019), e um dos
principais motivos apontados é a op¢do dos agricultores por culturas mais rentaveis, como a
soja (Carvalho et al., 2020; CONAB, 2020).

O género Oryza possui 23 espécies silvestres e duas cultivadas, a Oryza sativa
L., proveniente da Asia; e Oryza glaberrima Steud, proveniente da Africa (Nadir et al., 2018;
Sakai & Itoh, 2010). A espécie O. sativa é dividida em duas subespécies principais: a Oryza
sativa ssp. japonica, que surgiu na China e é cultivada principalmente em regides
temperadas, sendo produzida no Brasil em condicdes de sequeiro; e a Oryza sativa spp.
indica, que é originaria da india e concentra sua produg&o em regides tropicais e subtropicais,
sendo produzida no Brasil em locais irrigados (Reifschneider et al., 2015; Sakai & Itoh,
2010; Muthayya et al., 2014).
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Porém, foi sugerida outra divisdo baseada em dados moleculares, na qual Garris
et al. (2005) separaram O. sativa em cinco grupos (indica, aus, aromatico, japonica
temperada e japonica tropical), de acordo com a estrutura genética obtida por 169
marcadores microssatélites. De acordo com essa classificacdo, 0s genotipos tradicionais de
sequeiro no Brasil pertencem ao grupo japonica tropical (Ferreira et al., 2005).

Quanto ao cultivo do arroz, existem dois principais sistemas utilizados: o
irrigado e o sequeiro (ou de terras altas). O sistema de cultivo irrigado apresenta seus campos
continuamente alagados durante o desenvolvimento da planta e, por isso, é caracteristico de
varzeas. Ja o sistema de cultivo de terras altas é dependente da ocorréncia de chuvas, e como
consequéncia, esta sujeito a perda de produtividade se ocorrer déficit hidrico durante a fase
reprodutiva (Muthayya et al., 2014; Xia et al.,2016). As cultivares de arroz irrigado sao
adaptadas ao solo anaerdbico, enquanto as cultivares de arroz de terras altas sdo mais
resistentes ao deficit hidrico (Fageria et al., 2014).

Segundo Carvalho et al. (2020), o arroz de terras altas apresenta como vantagens
a utilizacdo reduzida de agua, menor custo de producdo e o favorecimento de uma
distribuicdo segura e estratégica de arroz por todo pais. Alem disso, por ser cultivado em
condicGes aerdbicas, ndo emite gas metano como acontece com a producdo de arroz irrigado.

Para 2020, a producdo de arroz estimada foi de 11,2 milhdes de toneladas
(CONAB, 2020), o que representa uma reducdo de 7,14% em relacdo a média nacional de
12 milhdes. Dessa producdo, aproximadamente 10,3 milhdes de toneladas foram
provenientes do cultivo irrigado e 0,9 do cultivo sequeiro (CONAB, 2020). Isso demonstra
a necessidade de desenvolver cultivares de arroz de terras altas que sejam mais produtivas,
a fim de reduzir a dependéncia do grdo oriundo do sistema de cultivo irrigado (Carvalho et.
al, 2020; Fageria et al., 2014).

2.2 O CARACTERE PRODUTIVIDADE DE GRAO

A produtividade de grdo é um caractere controlado por muitos genes, ou seja, é
um caractere quantitativo. Normalmente, um caractere quantitativo é muito influenciado
pelas alteracGes ambientais e possui baixa herdabilidade (Xing & Zhang, 2010). Por isso,
para se ter um cultivo com alta produtividade deve-se combinar um bom genotipo com
condic¢Bes ambientais adequadas (Xing & Zhang, 2010).

Em arroz, sdo considerados os seguintes componentes da produtividade: o

namero de paniculas, o nimero de grdos por panicula e o peso total dos grdos. O nimero de
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paniculas depende da habilidade da planta em formar perfilhos; o nimero de grdos por
panicula é determinado principalmente pelo nimero de espiguetas (Xing & Zhang 2010); e
0 peso total dos gréos esta diretamente relacionado ao enchimento dos gréos (Li et al., 2018).
O enchimento dos gréos (estddio R6) € dependente da capacidade de divisdao celular do
endosperma, do equilibrio entre producéo e distribuicao de fotoassimilados, e da capacidade
da planta em produzir amido (Okamura et al., 2018; Zhang et al., 2016b).

A divisdo celular do endosperma é regulada por fitorménios. Zhang et al.
(2016b) demonstraram que existe uma correlagé@o positiva entre a taxa de divisao celular, o
enchimento de gréos e o teor de auxina e citocinina nos grdos. Esses hormonios se
concentram primeiramente nas espiguetas superiores, promovendo divisdo celular e
aumentando as células do endosperma. Posteriormente, se concentram nas espiguetas
inferiores. Plantas mutantes que apresentaram picos de concentracdo desses horménios ao
mesmo tempo em todas as espiguetas da panicula apresentaram menor percentual de gréos
cheios e peso de gréos (Zhang et al., 2016b). Esse resultado demonstrou que € necessario
haver um periodo de enchimento de grdos diferente entre as espiguetas de uma panicula,
para que as plantas consigam transportar nutrientes para os graos.

O percentual de gréos cheios também é limitado pelo suprimento de carbono e
pela capacidade de dreno dos 6rgdos (Okamura et al., 2018). Como as espiguetas superiores
enchem gréo primeiro, se ndo houver suprimento suficiente para encher as espiguetas
inferiores em seguida, pode-se ter uma reducdo no nimero de grdos cheios e no peso dos
grdos. Dessa forma, é importante que haja um equilibrio entre a producéao de fotoassimilados
e a capacidade de dreno das plantas, para que tanto as espiguetas superiores quanto as
inferiores consigam encher os graos (Murchie et al., 2002; Okamura et al., 2018).

Adicionalmente, é importante que as plantas tenham a capacidade de produzir
amido a partir de sacarose (Ahmed et al, 2014; Okamura et al., 2018), ja que o0 amido é a
forma com que os carboidratos sdo armazenados nos graos e a sacarose é a forma com que
0 acucar produzido na fotossintese € transportado (Ahmed et al., 2014). Okamura et al.
(2018) demonstraram que a cultivar de arroz estudada que apresentou maior numero de graos
cheios foi aquela que teve maior quantidade de amido nos entrends, ou seja, a que conseguia
transportar e transformar eficientemente o carbono fixado.

Durante a formacéo das paniculas, as plantas conseguem armazenar carboidratos

na bainha das folhas e nos colmos para o0 enchimento de gréos. Porém, a principal fonte de

21



carbono para o enchimento de grdo é a fotossintese, que ocorre durante este periodo do
desenvolvimento (Murchie et al., 2002).

Genes relacionados ao numero de paniculas, ao nimero de gréos por panicula e
ao peso total dos gréos ja foram previamente usados na transformacéo genética do arroz com
0 objetivo de aumentar a produtividade (Ashikari et al., 2005; Fan et al., 2006; Heng et al.,
2018; Huo et al., 2017; Miuraet al., 2010). Dentre eles, pode-se citar: 0 OsSPL14 (Squamosa
Promoter Binding Protein-like 14), que provoca o aumento das ramificagdes da panicula; o
OsALMT7 (Oryza Aluminum-activated malated transporter 7), que estd relacionado ao
aborto das espiguetas; e 0 GS3 (Grain size 3), que, quando superexpresso, induz a produ¢édo
de gréos mais longos e por isso interfere no peso total dos gréos.

2.3 O GENE OVP1

O gene de arroz OVP1 faz parte de uma familia génica que tem como func¢éo
codificar proteinas H*-pirofosfatases (H*-PPases). As H™-PPases estdo presentes
principalmente na membrana dos vacutolos celulares, o tonoplasto (Choura & Rebai, 2005;
Gaxiolaetal., 2016; Pan etal., 2011). Entre as espécies de plantas para as quais o gene OVP1
ja foi descrito, pode-se citar A. thaliana, Zea mays, Sorghum bicolor, Vitis vinifera e Vigna
radiata (Gaxiola et al., 2016; Pan et al., 2011). Em arroz, a identificacdo do gene OVPL1, de
acordo com a nomenclatura do Rice Genome Annotation Project (RGAP), ¢é
LOC _0s06g43660, enquanto seu ortdlogo em A. thaliana possui a identificacdo
AT1G15690, de acordo com a nomenclatura do The Arabidopsis Information Resources
(TAIR).

Quanto a sua estrutura fisica, o gene OVP1 apresenta 5770 residuos de
nucleotideos localizados no cromossomo 6 do arroz, sendo constituido por 8 éxons e 7
introns, que proporcionam a ocorréncia de trés isoformas diferentes (1, 2 e 3) devido ao
splicing alternativo. A regido codante (CDS) das isoformas 1, 2 e 3 possuem 2349, 2220 e
2163 nucleotideos, resultando em proteinas com 782, 739 e 720 residuos de aminoacidos,

respectivamente (Rice Genome Annotation Project, 2019).

2.3.1 Proteinas H*-PPases: estrutura e funcéo
As proteinas H*-pirofosfatases (EC:7.1.3.1) tém como funcdo bioquimica
transportar H" do citoplasma para o interior do vactolo a partir da clivagem do pirofosfato

inorgénico (PPi), e por isso séo classificadas como translocases (Choura & Rebai, 2005;
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Gaxiola et al., 2016; Pan et al., 2011). O Mg?* é o cofator necessario para que exercam sua
funcdo catalitica e, de maneira geral, elas sdo constituidas por um sitio de ligacdo ao
substrato (complexo Mg?*/ PP;) e por um dominio no qual os prétons sio transportados pela
membrana (Pan et al., 2011).

A reacdo catalisada pelas H*-PPases no vacuolo celular é:

PP; + HO — H* + 2P;

Dessa forma, elas reduzem a concentracdo de pirofosfato inorganico no
citoplasma das células e contribuem para a acidifica¢do dos vacutolos (Figura 1) (Lin et al.,
2012; Schilling et al., 2017).

ATP  ADP, Pi

V-ATPase
>760 kDa H+
90 H* s"1 complex!

pH 7.0: 3.2 x 104 H*
. 29x105H* —>l

pH 6.0: 3.2 x 105 H*

Vacuole

V-PPase diameter, 10 ym
homodimer volume, 52 x 10713 L
80 x 2 kDa

28 H* ¢-1 dimer!
~7.5 x 10° dimers/vacuole

Figura 1. Funcao da enzima H*-PPase no vacutolo celular. Quando esté presente no tonoplasto, a enzima
H*-PPase hidrolisa PP; para retirar a energia resultante e bombear prétons ao interior do vacuolo celular.
Fonte: Segami et al., 2018.

Quanto a sua estrutura, as H"-PPases sdo homodimeros com aproximadamente
75 A de altura e 85 A de largura (Lin et al., 2012), constituidos por 16 hélices
transmembrana, uma regido com muitos residuos hidrofilicos voltados para o citoplasma e
outra regido mais hidrofdbica voltada para o limen do vacutolo. Essa regido hidrofobica é
importante para ndo ocorrer a passagem contraria de prétons do vacuolo para o citoplasma

(Lin et al., 2012). O canal onde ocorre a clivagem de PP; e por onde atravessam 0s protons
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¢ composto por 6 hélices centrais que possuem residuos de aminoacidos altamente
conservados entre 0s genes ortdlogos das H*-PPases (Lin et al., 2012).

Lin et al. (2012) propuseram um modelo de funcionamento para essas proteinas,
em V. radiata, que explica o acoplamento entre a quebra do PP; e a translocacdo de H*
(Figura 2). Na primeira fase, chamada de estado de repouso, o canal estd fechado para o
limen do vacuolo e um préton encontra-se ligado a ele. Na segunda fase, denominada de
estado I, o canal € semiaberto para o lumen vacuolar e ocorre a quebra do pirofosfato em
fosfato com a ajuda de moléculas de agua. Por fim, na terceira fase, os protons atravessam a

membrana para o interior do vacuolo e entdo a proteina volta ao estado de repouso.

Cytosol

PP, binding
Vacuolar
lumen

M16 M6
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Cytosol Cytosol

P, release

—

Vacuolar - e Vacuolar
lumen lumen

@t.._."’ "'.."3 @
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Figura 2. Modelo de funcionamento da enzima H*-PPase proposto para V. radiata. Fonte: Lin et al.,
2012.

2.3.2 Fungdes da proteina H*-PPase no metabolismo da planta

As plantas possuem duas classes de enzimas responsaveis por acidificar o
interior dos vactolos: a H-ATPase e a H"-PPase (Gaxiola et al., 2001; Li et al., 2016;
Schilling et al., 2017). Como o préprio nome sugere, a H*-ATPase depende de ATP para
exercer sua atividade catalitica, enquanto a H*-PPase usa a energia produzida pela quebra

do pirofosfato para realizar a mesma funcdo (Gaxiola et al., 2001), o que possibilita a
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manutencdo do potencial eletroquimico no tonoplasto mesmo em condi¢des de estresse,
quando a disponibilidade de ATP é baixa (Schilling et al., 2017).

De acordo com as fun¢des moleculares da proteina codificada pelo gene OVP1,
pode-se dividir a acdo da enzima no metabolismo da planta em duas classes: a translocacao
de protons e a quebra do PP; em P; (Schilling et al., 2017).

A translocacdo de protons é importante por contribuir para a formacao de um
gradiente eletroquimico que é usado no transporte secundario de outras moléculas. Isso é
essencial para o processo de compartimentalizacdo que é realizado nos vegetais como forma
de regular a distribuicdo de nutrientes e até mesmo de ions toxicos (Gaxiola et al., 2001;
Gaxiola et al., 2016; Schilling et al., 2017). Ao mesmo tempo, como o pirofosfato é um
inibidor natural da gliconeogénese, a atividade de clivagem do PP; em 2P; pela H™-PPase
diminui a inibicdo dessa via (Schilling et al., 2017). Nas plantas, a gliconeogénese se refere
a formacdo de sacarose a partir dos lipideos. Por isso, € uma via importante para a
germinacdo das sementes (Asaoka et al., 2016).

Plantas de A. thaliana GM para superexpressar o gene AVP1 apresentaram maior
biomassa, sugerindo um aumento na fixacdo de carbono (Esmaeli et al., 2019; Gaxiola et al.,
2016; Pizzio et al., 2015; Schilling et al., 2017). Quando submetidas a estresses abidticos,
elas provocaram a acidificagdo do solo, exibiram mais raizes laterais e aumentaram a
condutancia estomatica e a transpiracao (Gaxiola et al., 2016; Pizzio et al., 2015; Raza et al.,
2016; Schilling et al., 2017). Em contrapartida, plantas mutantes ou que tiveram esse gene
silenciado apresentaram o fendtipo contrario (Gaxiola et al., 2016; Li et al., 2005; Pizzio et
al, 2015).

Em condigdes de estresse salino, o gradiente de prétons permite a translocacdo
de Na* para o vacuolo celular através de uma bomba (Na*/H*) (Gaxiola et al., 2016; Schilling
et al., 2017), proporcionando a retencdo de Na* dentro do vactolo, diminuindo seus efeitos
toxicos e facilitando a captacéo celular de K* (Gaxiola et al., 2001).

Esmaeli et al. (2019) mediram a concentracdo de Na* e K* em folhas de A.
thaliana, irrigadas com agua salina, e que cossuperexpressavam 0s genes OsSIZ1 e AVP1,
descobrindo que elas retinham 20% e 30% mais ions Na" e K*, respectivamente, se
comparadas aos individuos-controle ndo transformados. Esses autores obtiveram plantas
com alta produtividade de grdo, mesmo quando submetidas ao estresse salino, hidrico e ao
calor. O mesmo foi observado com eventos de arroz transformados com o gene AVP1 de A.

thaliana. Em um trabalho realizado por Kim et al. (2014), as plantas foram tolerantes ao
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estresse salino e apresentaram aumento no peso do colmo, no peso fresco da raiz, no nimero
de paniculas e no peso total dos gréos.

Além da interferéncia no transporte dos ions citados acima, Gaxiola et al. (2001)
demonstraram que a diferenca de potencial eletroquimico produzido pelas H*-PPases
também contribui para a atividade da bomba Ca®*/H*, aumentando em 36% a concentragio
de Ca?* no interior vacuolar de plantas geneticamente modificadas com o gene AVP1. Como
consequéncia do sequestro de cations pelo vacuolo, anions séo captados pela célula e por
esse motivo, a planta passa a absorver mais dgua para manter o potencial hidrico, fazendo
com que o protoplasto e a parede celular sofram distensdo para reter a &gua e gerando, assim,
o chamado turgor celular. O turgor celular é responsavel pelo crescimento e pela rigidez do
vegetal, além de ser um dos fatores que controlam a abertura estomatica (Gaxiola et al.,
2001). O acumulo de agua intracelular favorece a adaptacdo das plantas ao déficit hidrico
(Raza et al., 2016). Plantas de A. thaliana GM com o AVP1 foram capazes de sobreviver e
produzir sementes viaveis mesmo sendo submetidas ao déficit hidrico por 10 dias (Gaxiola
etal., 2001).

Outro exemplo do efeito da superexpressdo do AVP1 foi observado em cana-
de-agUcar, em que trés eventos independentes mostraram um aumento médio da biomassa
aérea e radicular de 78,3% e 82,6%, respectivamente, em relacdo as plantas ndo
transformadas. Também houve um acréscimo significativo no parametro Brix de 13%. Esse
parametro esta relacionado ao contetdo de sacarose da cana-de-acucar (Raza et al., 2016).

A sacarose, por sua vez, é a forma com que os carboidratos, produzidos na
fotossintese, sdo transportados a longas distancias (Khadilkar et al., 2016; Scholz-Starke et
al.,2019). O carregamento de sacarose (SUC) nas células companheiras (CC) do floema €é
realizado por intermédio de bombas SUC/H* (Khadilkar et al., 2016; Pizzio et al., 2015;
Scholz-Starke et al., 2019). Por isso, é necessario que haja uma diferenca de potencial
eletroquimico de prétons entre essas células e o apoplasto para que elas possam exercer sua
funcdo, e tal gradiente é gerado pelas H*-ATPases (Figura 3).

Em A. thaliana, foi comprovado que as proteinas H*-PPases também estéo
presentes na membrana plasmatica das células companheiras do floema, onde atuam
sintetizando PP; (Khadilkar et al., 2016; Pizzio et al., 2015; Primo et al., 2019; Scholz-Starke
etal., 2019). Esse PP; é usado pelas CC para produzir o ATP através da oxidagéo da sacarose.
O ATP, por sua vez, é usado pelas H*-ATPases para manter o gradiente de prétons

necessario para o carregamento da sacarose no floema. Dessa forma, as H*-PPases atuam
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contribuindo para distribuicdo da sacarose entre os 6rgaos-fonte e os 6rgaos-dreno (Figura
3) (Khadilkar et al., 2016; Scholz-Starke et al., 2019).
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Figura 3. Funcéo da enzima H*-PPase em células companheiras do floema. No floema, a enzima H*-
PPase atua sintetizando o PP; necessario para producéo de ATP. Fonte: Primo et. al, 2019.

Adicionalmente, a superexpressdo do OVP1 conferiu toleréncia ao frio em arroz,
aumentando significativamente a taxa de sobrevivéncia de plantas GM cultivadas a 4°C
devido a manutencéo da integridade das membranas e a diminuicao da acidez do citoplasma.
A acidez citoplasmatica diminui devido ao acumulo de prétons no vactolo e do aumento de
prolina celular (Zhang et al., 2011). A prolina é tida como um amino&cido que regula a acidez
do citoplasma, e esses autores relataram um aumento de trés vezes na concentracdo de
prolina no arroz GM superexpressando o OVPL.

Por fim, a expressdo do gene OVP1 esta relacionada a acdo da auxina, um
horménio que atua no desenvolvimento das plantas. Isso porque plantas de A. thaliana que
tiveram o AVP1 silenciado ou superexpresso apresentaram modificacdes morfoldgicas
significativas, como a falta de desenvolvimento completo das flores e 0 aumento do nimero
de folhas e da &rea foliar (Li et al., 2005), respectivamente. A explicacdo dada por esses

autores é que as H*-PPases produzidas pelo AVP1 sdo modificadoras da acidez intracelular
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e extracelular, e como a auxina se move de acordo com o pH, a acdo das H*-PPases acaba

interferindo na atividade desse hormonio de forma sistémica.

2.4 METODOS DE TRANSFORMACAO GENETICA DE PLANTAS

Nos ultimos 20 anos, cerca de 2,1 bilhdes de hectares foram cultivados com
OGMs em 26 paises. A maior area plantada com cultivares geneticamente modificadas (GM)
é a de soja, seguida de milho, algodéao e canola. De acordo com o International Service For
The Acquisition of Agri-Biotech Applications (ISAAA, 2019), o Brasil esta entre os paises
que mais plantam OGMs no mundo, ficando atras apenas dos Estados Unidos. Além disso,
€ 0 pais que apresenta maior crescimento anual de cultivo desses organismos (Chaudhary &
Kumar, 2019). Ainda ndo ha nenhum evento de arroz geneticamente modificado aprovado
para cultivo no Brasil (ISAAA, 2021). Os paises que tém autorizacdo para cultivar arroz GM
até 0 momento sdo China, Estados Unidos e Ird, sendo que as transformacgdes genéticas
aprovadas estdo relacionadas a resisténcia a herbicidas e pragas (ISAAA, 2021).

Os principais métodos de transformacdo de plantas ocorrem via Agrobacterium
spp. e por bombardeamento de particulas (biobalistica) (Esmaeli et al., 2019; Gaxiola et al.,
2001). O desenvolvimento da transformacdo via Agrobacterium tumefaciens, em
laboratério, foi possivel porque esses organismos sdao bactérias de solo que naturalmente
infectam tecidos de plantas ao introduzirem parte de seu DNA plasmidial (T-DNA) no
genoma vegetal, fazendo com que a planta produza os nutrientes essenciais para seu
desenvolvimento (Altpeter et al., 2016; Safitri et al., 2016). Neste caso, para a transformacéo
genética é necessaria a producdo de um vetor de expressdo que contenha a sequéncia
desejada (gene de interesse), além de um gene reporter e/ou um marcador de selecdo que
permitira selecionar as plantas transformadas (Dedicova et al., 2015; Safitri et al., 2016).

A transformacéo via A. tumefaciens exige que o vetor seja inserido nas células
bacterianas e que o tecido vegetal seja exposto a estas bactérias para entdo ser regenerado,
com base em protocolos de cultura de tecido. Como A. tumefaciens infectam naturalmente
dicotiledbneas, sdo propostos varios métodos para adaptar esta técnica para
monocotileddneas. Eles levam em conta os principais fatores limitantes que sdo: o tipo de
explante, a cepa da bacteria, o vetor e a temperatura do cultivo (Safitri et al., 2016; Singh &
Prasad, 2016).

A biobalistica é baseada no bombardeamento de microparticulas de ouro ou

tungsténio cobertas com 0 DNA, o0 RNA, ou a proteina que se deseja inserir no organismo a
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ser transformado (Altpeter et al., 2016; Liu et al., 2019). Liu et al. (2019), ao transformarem
arroz por biobalistica, observaram que multiplas formas de danos foram encontradas,
incluindo quebra de cromossomo e variacéo extrema no namero de copias inseridas. Porém,
apesar da insercdo de maultiplas cdpias ndo ser desejada, devido a possibilidade da planta
silenciar a expressdo do gene ou devido a possibilidade de ocorrerem insercGes em genes
essenciais para o desenvolvimento do vegetal, os danos graves no genoma causados pela
biobalistica favorece a insercdo de genes exdgenos inteiros no genoma por estimular o
mecanismo de reparo do DNA por homologia (Altpeter et al., 2016; Liu et al., 2019).

A insercdo randdmica de transgenes feita tanto pela transformacdo via A.
tumefaciens quanto pela biobalistica pode gerar varios eventos de transformacéo que diferem
entre si pelo local de insercao do transgene no genoma da planta e pela quantidade de copias
inseridas (Altpeter et al., 2016; Liu et al., 2019). Considerando que a regulacdo da expressao
génica depende, por exemplo, da acessibilidade da cromatina e da interacdo entre complexos
proteicos e o promotor (Nelson & Cox, 2013), pode-se inferir que diferentes eventos de

transformacédo geram niveis variados de expressao génica.

2.5 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA POR RT-gPCR

Para avaliar a expressdo dos genes que foram usados nas transformacdes
genéticas, pode-se utilizar a técnica conhecida como RT-gPCR. Segundo Morgante &
Blawind (2016), a RT-qPCR combina a amplificagdo de um fragmento alvo com métodos
de quantificacdo que utilizam a emissdo de fluorescéncia associada a sintese do alvo para
quantifica-lo ao longo dos ciclos de PCR (Polymerase Chain Reaction). Essa associa¢ao faz
com que 0 aumento exponencial da sequéncia seja registrado em tempo real, diferentemente
da PCR convencional que permite visualizar o produto da amplificagdo (amplicon) apenas
apos a realizacdo de uma eletroforese (Nolan et al., 2013).

Dois exemplos de sistemas de quantificacdo em tempo real sdo o SYBR Green
e 0 TagMan. O sistema SYBR Green se baseia na capacidade da molécula SYBR se
intercalar na dupla fita de DNA. Ap0s intercalado, esse reagente emite uma fluorescéncia
quando excitado pela luz. O comprimento de onda de méaxima excitacdo do SYBR é 500 nm
e de maxima emissdo € 520 nm (Kozera & Rapacz, 2013; Morgante & Blawid, 2016).

Ja o sistema TagMan utiliza uma sonda que se liga a uma regido interna do
amplicon. Essa sonda possui, na extremidade 5, um fluor6foro reporter e, na extremidade

3°, uma molécula silenciadora chamada quencher. Quando a DNA polimerase cliva a
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extremidade 5°, o fluoroforo € liberado, fazendo com que ele fique longe do silenciador e,
por isso emita um sinal. Esse sistema exige uma reacdo-controle, na qual é realizada uma
gPCR sem a DNA polimerase para verificar se estd ocorrendo emissdo de fluorescéncia
devido a degradacdo da sonda (Kozera & Rapacz, 2013; Morgante & Blawid, 2016; Nolan
etal., 2013).

O sistema SYBR Green é mais barato, porém é necessario que, além de assegurar
uma temperatura de anelamento especifica, seja realizada uma curva de dissociagéo (curva
de melting) para analisar a formacéo de dimeros de primers (Bustin et al., 2009; Nolan et al.,
2013), uma vez que essas estruturas impedem que a eficiéncia da gPCR seja de 100%.

Além desses testes, é essencial que a concentracdo inicial das amostras seja
estimada adequadamente e que elas apresentem boa qualidade, ou seja, ndo tenham
contaminantes, como proteinas, e que 0 RNA/DNA inicial esteja integro, para ndo haver
comprometimento da eficiéncia da gPCR (Kozera & Rapacz, 2013; Morgante & Blawid,
2016; Nolan et al., 2013).

Um exemplo de equipamento adequado para estimar a concentracao de DNA ou
RNA € o Qubit (Invitrogen), porque utiliza fluoréforos intercalantes ou ligantes aos acidos
nucleicos, permitindo detecta-los de maneira precisa (Nolan et al., 2013). Ele é diferente dos
espectrofotdmetros, que medem a concentracao dos acidos nucleicos a partir da absorbancia
da luz UV a 260 nm, provocando geralmente a superestimacdo da quantidade de DNA ou
RNA que esta presente na amostra devido a quantificacdo de outras substancias (Bustin et
al., 2009; Nolan et al., 2013).

Apesar disso, para verificar se existe contaminacdo nas amostras de acidos
nucleicos pode-se usar o espectrofotdmetro, ja que ele permite determinar a presenca de
proteinas por meio da relacdo 260/280 e a contaminacdo como sais e fenol a partir da relacao
260/230 (Bustin et al., 2009; Nolan et al., 2013). Essas medidas sdo importantes, porque a
contaminagdo com outros residuos pode inibir a gPCR.

A qualidade das amostras ainda deve ser avaliada quanto ao nivel de degradacao
ou integridade. Para isso, pode-se usar a eletroforese ou o equipamento microfluidico
Bioanalyzer (Agilent) (Nolan et al., 2013). O Bioanalyzer fornece uma medida da
integridade do RNA total com base na integridade do rRNA (subunidades 18S e 28S para
eucariotos), emitindo valores de 1 a 10 para cada amostra. Quanto maior o valor, mais integro
estd 0 RNA (Mueller et al., 2004).
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Apos a verificagdo da qualidade, existem duas formas de analisar a expressdo
génica por gPCR: por meio de um Unico passo, no qual a reacdo para a sintese do cONA
ocorre no mesmo tubo da gPCR e se utiliza um primer especifico para o gene de interesse;
ou atraves de dois passos, nos quais 0 cDNA é produzido e s6 depois usado para
quantificacdo (Nolan et al., 2013). A segunda metodologia oferece maior flexibilidade para
otimizacdo da qPCR. Além disso, por permitir 0 uso de primers randémicos ou oligo d(T),
ela possibilita a analise de expressdo de varios genes a partir de uma Unica amostra
(Morgante & Blawid, 2016; Ruiz-Villalba et al., 2017).

Para calcular os resultados dos ensaios de quantificagdo via gPCR, pode-se usar
a quantificacdo absoluta ou relativa. A quantificacdo absoluta é realizada através da
interpolacdo dos resultados em uma curva padrdo que contém amostras com concentracdes
conhecidas, feita com base em um método independente (Bustin et al., 2009; Nolan et al.,
2013). J4 a quantificagdo relativa se baseia em genes de referéncia (housekeeping/controles
internos) para fazer a estimativa dos resultados de cada amostra/gene em estudo, alem de
uma amostra de controle negativo da reacdo (Kozera & Rapacz, 2013; Morgante & Blawid,
2016; Nolan et al., 2013).

Os genes de referéncia sdo aqueles que apresentam expressdo estavel em
diferentes condicdes, tecidos ou fase do desenvolvimento. Sdo genes constitutivos, ou seja,
envolvidos em atividades essenciais para a sobrevivéncia das células (Kozera & Rapacz,
2013; Nolan et al., 2013) e, por isso, sdo usados como normalizadores no método
comparativo de Ct (threshold cycle) da RT-gPCR. E recomendado usar no minimo dois
genes de referéncia a0 mesmo tempo para minimizar 0s erros provenientes de eventuais
diferencas de expressdo destes genes entre amostras ou experimentos (Kozera & Rapacz,
2013; Nolan et al., 2013).

O Ct € o ciclo no qual o sinal da fluorescéncia emitida passa o threshold, isto €,
o0 desvio padrdo médio do sinal da fluorescéncia repdrter normalizada (background) (Kozera
& Rapacz, 2013). Em outras palavras, é o ciclo no qual é possivel detectar a fluorescéncia
emitida, devido a amplificacdo exponencial do alvo, pela primeira vez. De modo que a
quantidade inicial da sequéncia tem relagdo direta com a maior producdo dos fragmentos
amplificados. Por isso, amostras que apresentarem maior quantidade do alvo inicial,
precisardo de menos ciclos para comecar a emitir fluorescéncia, ou seja, terdo um Ct menor.

No caso do método comparativo de Ct, é necessario que seja estimada a

eficiéncia de reacdo dos primers usados para 0 gene de interesse e para 0S genes
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normalizadores, ja que os valores de eficiéncia devem ser préximos para que haja confianca
na comparacgdo (Morgante & Blawid, 2016). A eficiéncia ideal é de 100% por indicar que a

cada ciclo o numero de amplicons € dobrado (Kozera & Rapacz, 2013).

2.6 ANALISE DO TRANSCRITOMA VIA RNAseq

Entender o transcritoma é essencial para conhecer e interpretar os elementos
funcionais do genoma e sua atuacao espago-temporal (Martin & Wang, 2011). O RNAseq é
uma técnica que permite ter uma visdo global dos transcritos de uma determinada amostra
em um momento especifico, possibilitando conhecer os genes diferencialmente expressos e
suas isoformas. Além disso, 0 RNAseq permite determinar quais genes foram positivamente
regulados (up-regulated) ou negativamente regulados (down-regulated) sob determinada
condigdo ambiental (Martin & Wang, 2011; Stark et al., 2019; Wang et al. 2009).

A forma mais comum de se obter um transcritoma via NGS (Next Generation
Sequencing) ocorre por meio do sequenciamento do cDNA. Os principais passos realizados
para sequenciar cDNA séo: extracdo do RNA total, sintese do cDNA, ligacao de adaptadores
as duas pontas (paired end) ou em apenas uma das pontas (single end), amplificacéo via
PCR e sequenciamento (Martin & Wang, 2011; Wang et al. 2009).

Exemplos de plataformas de sequenciamento de cDNA incluem Illumina,
Pacific Biosciences (PacBio) e Oxford Nanopore (ONT). A Illumina gera fragmentos
pequenos (short reads), enquanto a PacBio e Oxford Nanopore geram fragmentos longos
(long reads) (Stark et al., 2019). O surgimento da tecnologia da Oxford Nanopore
possibilitou sequenciar moléculas de mRNA diretamente (dRNAseq), porém € uma técnica
recente, e, portanto, a estratégia mais usada continua sendo o sequenciamento do cDNA com
etapas de amplificacdo por PCR (Stark et al., 2019).

O sequenciamento de short reads possui menor taxa de erro e gera mais
fragmentos por corrida. Entretanto, a montagem do transcritoma € mais complicada se
comparada aos long reads, que precisam juntar menos fragmentos e por isso acabam sendo
mais confiaveis na montagem. Por outro lado, o sequenciamento de long reads apresenta
maior taxa de erro (Stark et al., 2019). Assim, a escolha por uma ou outra estratégia deve
considerar diversos aspectos, como objetivo da pesquisa € o0 custo.

Apo6s a obtencdo das sequéncias, o arquivo contendo o resultado do
sequenciamento e as informagdes de qualidade de cada base possui formato FASTqc (Martin
& Wang, 2011; Stark et al., 2019; Wang et al. 2009). A partir dele, pode-se montar o
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transcritoma usando ou ndo um genoma de referéncia. No primeiro caso, as sequéncias
obtidas séo alinhadas em um genoma de referéncia e, a partir desse alinhamento, é feita a
montagem por meio de softwares, como 0 STAR (Dobin et al., 2013). No segundo caso,
chamado de sequenciamento de novo, usam-se os grafos de Bruijn para a montagem. Os
grafos de Bruijn se baseiam na sobreposic¢éo de pequenas sequéncias nucleotidicas (k-mers)
obtidas a partir dos reads para montar o transcritoma (Grabherr et al., 2013; Martin & Wang
2011).

Uma das vantagens da montagem do transcritoma usando um genoma de
referéncia € uma menor preocupagdo com contaminantes ou artefatos na amostra, ja que eles
ndo deverdo se alinhar na referéncia e, portanto, ndo deverdo ser incluidos no transcritoma.
Porém, o sucesso da montagem dependera da qualidade do genoma de referéncia e da
eficacia do alinhamento (Grabherr et al., 2013; Martin & Wang 2011).

Ja a principal vantagem da montagem de novo é que novos transcritos podem
ser descobertos. Contudo, essa estratégia exige alta cobertura de sequenciamento
(quantidade de vezes que um nucleotideo é sequenciado) para obter os transcritos completos,
além de ser sensivel a contaminantes e demandar maquinas com muitos gigabytes de
memoria RAM (Grabherr et al., 2013; Martin & Wang 2011; Stark et al., 2019). Por esse
motivo, alguns pipelines de montagem de transcritoma combinam as duas estratégias ao usar
softwares que fazem a montagem de novo, como o Trinity, e em seguida usar softwares,
como o Bowtie2, para fazer alinhamentos que permitem verificar a qualidade do
transcritoma (Martin & Wang, 2011).

Apos a conducédo do sequenciamento de novo, é essencial eliminar as bases com
baixa qualidade, a regido dos adaptadores e os contaminantes (Martin & Wang, 2011), a fim
de realizar a montagem e quantificar a expressdo de cada gene. Em seguida, é necessario
normalizar os dados para ndo se ter uma medida enviesada da expressao entre amostras
distintas (Stark et al., 2019) e, entdo, determinar quais genes foram diferencialmente
expressos (up e down-regulated). Ao fim da analise pode-se fazer a anotacéo de tais genes
determinando as proteinas putativas, as vias metabdlicas de atuacdo e as categorias GO

(Gene Ontology).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 TRANSFORMACAO GENETICA DO ARROZ COM O GENE OVP1

A cultivar de terras altas BRSMG Curinga foi previamente transformada via
Agrobacterium tumefaciens (cepa EHA 105), resultando em 16 eventos independentes de
arroz superexpressando o gene OVP1 (Dedicova et al., 2015). Essa cultivar foi escolhida por
se destacar quanto a tolerancia a seca e apresentar boa produtividade de graos (Morais et al.,
2005). O plasmideo utilizado (p7i2x-Ubi) na transformacdo genética contém a regido
codificadora (2349 pb) do gene OVP1l de arroz (LOC_0Os06g43660) precedido pelo
promotor da ubiquitina do milho. Além do gene de selecdo bar, que confere toleréncia ao
glufosinato de amonia, com expressdo dirigida pelo promotor CaMV35S (Dedicova et al.,
2015). Os eventos foram cultivados até a geracdo T4 e o mais promissor (OVP1-E4), quanto
a produtividade de grdos, foi selecionado para os experimentos em casa de vegetacdo e
laboratério.

Bel-Dam 10026
Pvull 1546

SHfl 1915
SFIE 1944

Kasl 9408
Bbel 9403
Sse2321 9404

p7i2x-Ubi
11380 bps

Ubi-int

Intran

MOS-T

pve REB

Sall 3524
Aflll 3571
SFiA 3840

ColE1

Figura 4. Modelo do vetor utilizado na transformacéo genética das plantas OVP1-E4. LB e RB séo as
bordas esquerda e direita que delimitam o T-DNA do plasmideo. O gene de sele¢do utilizado foi o bar com
expressdo dirigida pelo promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV35S). J& o gene de interesse

(OVP1) foi precedido pelo promotor da ubiquitina do milho.
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3.2 CONDICOES EXPERIMENTAIS

O experimento realizado na safra 2018/2019 foi conduzido na Plataforma de
Fenotipagem Semi-Automatizada SITIS, na Embrapa Arroz e Feijdo (49° 17°W, 16° 28°,
779 m de altitude), localizada em Santo Antonio de Goias (GO), entre outubro de 2018 e
marco de 2019, com base no delineamento de blocos completos ao acaso, com oito
repeticdes para cada gendtipo: OVP1-E4, geneticamente modificado (GM), e BRSMG
Curinga, ndo geneticamente modificado (NGM - controle). Cada parcela foi constituida por
uma coluna de PVC (40 cm altura x 30 cm de didmetro) contendo duas plantas. O solo
utilizado foi da classe latossolo vermelho distréfico. A irrigacdo ocorreu uma vez ao dia para
repor 80% da capacidade de campo do solo, que foi calculada ap6s 24 horas do
encharcamento do solo presente na coluna, com o auxilio de uma balanca digital. A
capacidade de campo é definida como 0 méaximo de agua retida pelo solo ap6s 0 excesso ter
sido drenado (Mello et al., 2002).

As plantas GM pertencentes a geracdo T4 foram submetidas a aplicacdo com
herbicida glufosinato de aménia (produto comercial Liberty®, BASF) com o objetivo de
certificar que todas as plantas eram transformadas. Para isso, foi aplicada com pincel na parte
adaxial das folhas de arroz, uma solugdo de glufosinato de amonio 2% com Tween-20 a
0,1%.

Entre outubro de 2019 e mar¢o de 2020 realizou-se outro experimento com o
evento OVP1-E4 e a cultivar BRSMG Curinga como controle. A planta mais produtiva de
cada gendtipo do experimento anterior teve suas sementes utilizadas para a avaliagdo na
geracdo T5. O delineamento experimental foi baseado em blocos completos ao acaso com
quatro repeti¢cdes para cada genotipo. O experimento foi conduzido novamente na Embrapa
Arroz e Feijao, no telado 14 (T14), sob licenca para manipulacdo de OGMs. O solo e as

condicdes de irrigacdo foram os mesmos do experimento anterior.

3.3 ANALISES FENOTIPICAS
3.3.1 Analise dos dados morfoldgicos e dos componentes da produtividade

O tamanho da folha bandeira foi estimado com base na média do comprimento
e da largura de trés folhas por parcela durante a maturacao fisiologica dos gréos. Para medir
o comprimento, foi utilizada uma régua (escala em cm) e para medir a largura foi utilizado
um paquimetro digital (escala em mm). O namero de perfilhos e paniculas foram contados

no final da fase reprodutiva.
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Com o objetivo de estimar o nimero de gréos cheios e vazios, trés paniculas por
planta foram separadas aleatoriamente para contagem dos grdos. Logo apds, foi obtida a
média do numero de gréos cheios, do numero de grdos vazios e do numero total de gréos por
panicula. Por fim, todos os gréos cheios foram separados manualmente e pesados em uma

balanca digital de preciséo para se obter o peso total de gréos por planta (producéo de graos).

3.3.2 Analises dos dados fisioldgicos

No experimento que ocorreu em 2018/2019, parametros fisioldgicos foram
medidos em uma planta por parcela durante os estadios (segundo Counce et al., 2000): R3
(formacédo das paniculas), R6 (enchimento de grdos) e R8 (maturacao fisiolégica com ao
menos um grdo marrom desenvolvido). Ja no experimento de 2019/2020, foram realizadas
medic¢des nas fases R2 (formacdo da folha bandeira), R4 (florescimento), R6 (enchimento
dos grdos,) R7 (inicio da maturacéo fisioldgica dos graos com ao menos um grdo amarelo)
e R9 (final da maturacéo fisioldgica dos grdos com paniculas contendo a maioria dos graos
da cor marrom) (Figura 5). Desse modo, houve uma ampliacdo do nimero de fases avaliadas
no segundo ensaio para que pudesse verificar se em outro estadio iria ocorrer alguma
alteracdo fisioldgica significativa entre os genotipos, ao mesmo tempo em que se repetiu as
medicdes da fase R6, com o objetivo de verificar se os resultados encontrados no
experimento 2018/2019 iriam se repetir.

Figura 5. Estadios nos quais foram coletados os dados fisiologicos e o tecido foliar para anélise de
expressdo génica. No ensaio 2018/2019 foram coletados dados nas fases R3, R6 e R8. No ensaio 2019/2020
foram coletados nas fases R2, R4, R6, R7 e R9.

Utilizando o aparelho Infrared Gas Analyzer (IRGA LCpro-SD, ADC
BioScientific) foram obtidas a taxa fotossintética (A) (umol x m2s™?), a taxa de transpiracio
(E) (mmol x m2s?), a condutdncia estomatica (Gs) (mol x m?s?) e a concentragio de

carbono interno (Ci) (vpm). A densidade do fluxo de fotons de luz ativo utilizada foi de
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1200 pmol [quanta] m? e a area foliar foi 3,8 cm? Foram estimadas a eficiéncia de
carboxilagdo (A/Ci), a eficiéncia no uso instantaneo de agua (A/E) (umol x m™?) e a eficiéncia

no uso intrinseco de agua (A/Gs) (umol x m™).

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar os dados obtidos nos dois experimentos, foi realizada uma analise
de variancia conjunta no software Rstudio (v.4.0.2), seguida do teste de Tukey (p<0,05). Os
pacotes estatisticos utilizados foram: Readxl (Wickham et al., 2019), Lattice (Sarkar et al.,
2020) e Agricolae (Mendiburu, 2020). Ja os dados dos parametros fisiol6gicos obtidos
apenas no experimento de 2019/2020 foram avaliados por uma ANOVA simples. Os pacotes
utilizados para esse teste foram: Expedes.pt (Ferreira et al., 2018) e Easyanova (Arnhold,
2019). O programa GraphPad Prism foi utilizado para construcdo de alguns gréaficos. Além
disso, as andlises de correlacdo de Pearson foram feitas no RStudio usando os pacotes
Corrplot (Wei, 2017) e Hmisc (Harrell, 2020).

3.5 EXPRESSAO GENICA

Para analise de expressdo génica, folhas das plantas GM e NGM foram coletadas
simultaneamente a obtencdo dos dados fisioldégic