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O arroz irrigado por inundagdo com plantio pré-germinado é uma
alternativa muito usada pelos produtores no cultivo da lavoura orizicola. O manejo
usualmente adotado consiste na retirada da agua da lavoura cerca de trés dias
apés a semeadura, visando melhor estabelecimento das plantulas. No entanto,
esta pratica acarreta perda de nutrientes, além da reinfestagdo por plantas
daninhas, especialmente o arroz vermelho. Além disso, a realizagdo da drenagem
inicial provoca a perda de consideravel volume de agua, recurso limitante em
algumas regides produtoras e principal item na composi¢ao do custo de produgao.
Estas perdas podem ser evitadas, através do manejo da agua de irrigagdo, com
manutengdo de lamina continua e também é uma alternativa eficiente no controle
de plantas invasoras. Por outro lado, o acamamento de plantas pode ser
potencializado com a adogao de |&mina continua. Este € o principal pardmetro a
ser observado quando se avalia este manejo de irrigacao, pois dificulta a colheita,
interferindo no potencial produtivo e na qualidade de graos (Marchezan et al. 2004).
Desta forma, cultivares que sejam resistentes ao acamamento gerado pela
inundagao continua seria uma alternativa para evitar os problemas mencionados.

O maior problema que restringe a sobrevivéncia da planta durante o
alagamento é a deficiéncia na disponibilidade de oxigénio. Para enfrentar as
condi¢gbes de inundagéo, o arroz alonga rapidamente os tecidos submersos para
alcangar o nivel da agua, evitando assim a anaerobiose (Almeida et al, 2003). Este
alongamento excessivo dos tecidos que leva posteriormente ao acamamento da
planta. O principal horménio que controla esta resposta é a giberelina (GA). Neste
trabalho, foi estudado o comportamento adaptativo sob condicbes de submersao
de plantas transgénicas de arroz que sobre-expressam a GA 2-oxidase, uma
enzima envolvida na degradagéo das giberelinas bioativas. O transgene encontra-
se sob o controle do promotor OsACS-5 (Oryza sativa — sintase do acido
carboxilico), sendo este expresso somente em condi¢gdes de submersao e hipoxia
(Van Der Straeten et al, 2001; Zhou et al, 2002).

Plantas de arroz nao transformado (controle) e plantas de linhagens
transformadas (geragao T,) originadas de eventos de transformagao independentes
foram crescidas em solugdo hidropénica. Para a selecdo das plantas transgénicas
com presenga do inserto foi feio um teste in situ através da aplicag@o do antibidtico
higromicina na superficie foliar de cada planta. No inserto ha o gene de resisténcia
ao antibiético. O ndo aparecimento de necrose é correlacionado a presenga do
inserto nas plantas (figural). Uma andlise destas plantas feita através da
amplificagcdo (PCR) do gene de resisténcia ao antibiético e do transgene da GA 2-
oxidase (figura 1) confirmando a presenga do inserto nestas plantas e também a
eficacia do ensaio com higromicina.

Plantas transgénicas foram analisadas quanto a sua viabilidade de
desenvolvimento em condigdes normais aerdbicas e sob estresse de submerséo.
As plantas transgénicas e as plantas ndo transformadas crescidas em casa de
vegetacdo por 15 dias foram submetidas ao tratamento sendo analisado o
crescimento durante 1, 2, 3, dias de submersdo. Posteriormente, foram



transplantadas para vasos onde foram analisadas até a formagao de sementes. As
plantas viaveis foram submetidas a um novo experimento para analise de
condutancia estomatica (gs), transpiragdo (E), fotossintese (A) e a relagdao CO,
interna/CO; externa (CI/CA) quatro dias apds o tratamento de submersao.

A partir dos dados morfolégicos das plantas observou-se que a linhagem
com sobre-expressao do gene que codifica para a GA 2-oxidase, mostrou um
crescimento médio menor que as plantas de arroz ndo transformado quando
crescidas em condigoes de submersao (tabela 1). Esta evidéncia suporta que esta
linhagem possui o transgene da GA 2-oxidase ativo. Quando submetidas ao
tratamento de submersdo, as plantas transformadas mostraram ser mais
tolerantes, pois, apds trés dias de submersao total em solugdo nutritiva, estas
sobreviveram e mostraram desenvolvimento vigoroso em condigbes normais.
Terminado o mesmo periodo de tratamento, as plantas ndo transformadas
apresentaram maior mortalidade (figura 2). Além disso, os individuos nao
transformados que sobreviveram ao tratamento de submersdo mostraram um
retardamento no desenvolvimento quando transferidos para as condi¢gdes normais
(figura 2).

Figura 1 — Fotos de folhas de arroz (esquerda) submetidas ao ensaio com solugdo de
higromicina. (a) planta ndo transformada com necrose; (b) transformada com necrose; (c)
transformada sem necrose. As marcas em preto s&o usadas como referéncia do local de
aplicagdo do antibiético. A direita - analise molecular da incorporagdo do T-DNA. Foi feita
amplificagdo (PCR) com par de primers (HPTF e HPTR) do gene de resisténcia a higromicina
(1 a4) e com os primers PcGA-20x sense e T 35S anti-sense do transgene da GA 2-oxidase
(5 a8). 1 e 5 - controle ndo transformado; 2 e 3, 6 e 7 — linhagens transformadas
independentes; 4 e 8 — plasmideo com o T-DNA (controle positivo).

A andlise dos parémetros fisiolégicos mostrou que a razéo entre CI/CA
tende a aumentar em ambas plantas controle ndo transformadas e plantas
transformadas com o tempo de submerséo (1, 2, 3 dias). A taxa fotossintética foi
maior nas plantas com 3 dias de submersédo, ndo havendo diferenga significativa
entre os demais tempos. Os outros pardmetros analisados nédo tiveram variagdo
significativa durante o periodo do experimento. Estes resultados demonstram que o
tempo de submersdo influencia na resposta da planta quando colocadas em
recuperacao apds um periodo de estresse. Neste caso, foi analisado também o
crescimento das plantas durante a submersdo. As plantas nao transformadas
apresentaram um crescimento médio superior ao das demais linhagens
transgénicas.

As andlises moleculares mostraram que houve a incorporagdo do inserto
no genoma das plantas transgénicas em estudo. As plantas com expressdo do
gene PcGA2-ox controlado pelo promotor OsACS-5, induzido em condigbes de
submersao, sdo normais em florescimento e desenvolvimento dos grédos e mais



tolerante ao estresse provocado pelo alagamento do que as plantas nao
transformadas. Esta maior tolerancia esta associada a sobre-expresséo do gene da
GA 2-oxidase, enzima que degrada giberelinas ativas.
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Figura 2 — Morfologia de plantas nao transformadas (controle) e transformadas com
30 dias e com 80 dias ap6és a germinagdo. As plantas foram crescidas durante 15 dias, sendo
submersas por 2 dias e, posteriormente, transferidas para condi¢gdes normais de aeragdo. As
duas fotos referem-se as mesmas plantas.

Tabela 1 - Caracterizagdo Morfolégica de plantas de arroz transgénico e de arroz nao
transformado submetidos ao estresse por submerséo.

Crescimento
. Dias Taxade médio Folhas’ 90 - o s
Genétipo Submersio subre(\:z;encla s::rrx:‘::z ;o :I:r: ea:::r: Floragéo Espiguilhas’ Sementes’
(cm)
0 100 - 49 57 7 51
Controle 1 67 4,0 15 61 3 60
2 67 6,8 15 61 2 46
3 33 6,6 28 61 5 40
0 100 - 28 57 5 70
A 1 100 1,9 28 57 4 45
Transgé- 2 80 55 28 57 4 50
3 100 4,6 18 61 4 60

' dias apos a semeadura; 2 nimero médio por planta; ® nimero médio por espiguilha
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