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INTRODUCAO

O gene da fitoeno desaturase (PDS3) é um precursor de grande relevancia na biossintese de
carotendides e esta associada com outras vias importantes como a producao da clorofila, fitorménio, pigmentos
acessorios da fotossintese e vitaminas. Este gene é responsavel pela protecdo da clorofila contra o foto-
branqueamento da planta (HIRSCHBERG, 2001).

O silenciamento de genes tornou-se um instrumento facilitador na investigacdo de diversos
acontecimentos da biologia vegetal, podendo ser manipulada para obtencéo de caracteristicas desejaveis ou
delecdo das caracteristicas indesejaveis. Ferramentas de edicdo genética como nucleases de dedo de zinco
(ZFNs), nucleases efetoras semelhantes a ativadores de transcricdo (TALENS) e repeticGes palindromicas
curtas com intervalos regulares (CRISPR) sdo utilizadas no silenciamento de genes promovendo quebras de
dupla fitaem DNA (SUN; ZHAO, 2013).

Em plantas modelo como Arabidopsis thaliana a ferramenta CRISPR/Cas9 foi utilizada para silenciar
0 gene da fitoeno desaturase, resultando em um cultivar albino e ando, pois as vias reguladas pela luz foram
cessadas, acarretando em uma perda na realizacdo da fotossintese, assim a biossintese de clorofilas se torna
disfuncional, afetando na producdo de giberelina, o que causa diminui¢do do crescimento do cultivar. Com
isso As caracteristicas visuais geradas a partir da inativacdo deste gene sdo uma planta com sintomas de
“albinismo” ou despigmentacdo (QIN et al., 2007).

Assim, 0 objetivo deste trabalho foi utilizar o sistema CRISPR/Cas9 no silenciamento do gene fitoeno

desaturase (PDS3) em mamoeiro, como um marcador visual e funcional da edigdo génica.



Papaya
Anais do VII Simpsio do Papaya Brasileiro @i,
Brasil

MATERIAL E METODOS

As sementes de mamoeiro do cultivar Golden, fornecidas pelo Incaper, foram cultivadas na casa de
vegetacdo do Nucleo de Biotecnologia/UFES, sob condi¢fes favoraveis a germinacao e crescimento.

A sequéncia do gene fitoeno desaturase -PDS3 (NCBI, cddigo- DQ779922. 2) possui 1752
nucleotideos e 584 aminoacidos. Foi selecionado a sequéncia TGGAAGCAAGAGATGTTCT para a
inativacao génica. Além disso, no downstream da sequéncia desta sequéncia existe uma regido PAM composta
pela sequéncia AGG, necessaria para o reconhecimento da Cas9 e o gRNA do sistema CRISPR.

O vetor binario pKSE401 (Addgene #62202), foi desenvolvido com propésito de edicdo do genoma
vegetal por CRISPR/Cas9 (XING, et. al., 2014). Este vetor possui 0 gene da enzima Cas9 e uma sequéncia
referente a estrutura do gRNA, onde 19 nucleotideos desta sequéncia é customizado de acordo com a sequéncia
alvo do genoma da planta que se deseja alterar. Para tanto, dois oligonucleotideos foram sintetizados: forward
5’- ATTGATCTTAACAGCTCGTGCTT -3° e reverse 5°- AAACAAGCACGAGCTGTTAAGAT -3°,
usando com referéncia a sequéncia do gene fitoeno desaturase -PDS3. A insercdo dos oligonucleotideos no

vetor foi realizada pela técnica Golden Gate Assembly, onde numa Unica rea¢do sdo misturados o vetor
pKSE401, os dois oligonucleotideos e as enzimas Bsal e T4 Ligase. Nesta reacdo o gene da Espectinomicina
do vetor pKSE401 é substituido pelos oligonucleotideos referentes ao gRNA customizado. A mistura de
ligacdo foi utilizada na eletroporacdo da bactéria Escherichia coli DH5a. Os clones transformantes foram
selecionados pela resisténcia ao antibiético Canamicina, na concentracdo de 50ug/ml, em meio LB liquido,
cultivada a 37 °C, por 24h. Posteriormente, foram extraidos o DNA plasmidial dos clones bacterianos
selecionados. O novo plasmideo, chamado de pKS-PD, também foi inserido por eletroporacdo na bactéria
Agrobacterium tumefaciens GV3101.

A bactéria A. tumefaciens/pKS-PD foi inoculada em meio LB liquido, acrescido de Canamicina
50ug/mL, e cultivada a 28 °C, por 24h. Para o controle negativo, a linhagem A. tumefaciens sem plasmideo
também foi cultivada da mesma forma, exceto pela auséncia de Canamicina. Posteriormente, as culturas foram
centrifugadas, lavadas com agua destilada estéril e centrifugadas novamente. As massas celulares foram
diluidas em Y2 MS (MS sais 2,16 g/L; sacarose 30 g/L; 2 mg/L de 2,4-D; pH 5,6-5,8) como tamp&o de
transformacao e ajustadas numa a densidade 6tica (OD600) de 0,5. A viruléncia da A. tumefaciens foi induzida,
acrescentando acetosiringone 20puM ao tampdo, com incubagdo a 28 °C, por 3h. Para o0 processo de
agroinfiltracdo, as folhas das plantas foram mergulhadas no tampéo de transformacao contendo as respectivas
bactérias. Estes conjuntos foram alocados num dessecador, e submetidos a um véacuo de 500 mmHg por 2
minutos. Ao todo foram quatro plantas agroinfiltradas com A. tumefaciens/pKS-PD e as outras duas mudas
com A. tumefaciens sem plasmideo. As plantas agroinfiltradas foram mantidas em casa de vegetagdo em
temperatura e fotoperiodo ambiente, por uma semana.

As folhas foram coletadas 48 horas ap6s a agroinfiltracdo. Também foi coletada folha de mamoeiro
ndo agroinfiltrado, como segundo controle negativo. De cada folha foi retirada uma amostra de 1200mg, da qual
foi realizada a extracdo do RNA total por TRIzol® (Thermo). O RNA extraido foi tratado com “DNase |
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RNase-free” (New England BioLabs) e em sequéncia foi feita a reacdo de transcri¢do reversa com a enzima
“M-MLV Reverse Transcriptase” (Thermo). O cDNA obtido foi utilizado como molde reacdo de PCR onde
foram empregados os oligonucleotideos U6-26p-F 5’-TGTCCCAGGATTAGAATGATTAGGC-3’ e U6-26t-
R 5’-CCCCAGAAATTGAACGCCGAAGAAC-3’ (Figura 1). Os fragmentos de PCR obtidos foram

analisados em gel de agarose apo6s eletroforese.
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Figura 1. Representacéo de parte da sequéncia do vetor pKS401. Em vermelho estdo destacados os locais de
alinhamento dos oligonucleotideos U6-26p-F e U6-29t-R. Em amarelo, encontra-se a regido referente ao

gRNA que foi customizada.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A construcédo do plasmideo pKS-PD, foi confirmada por extragdo do DNA plasmidial (Figura 2).
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Figura 2. Gel de agarose apo6s eletroforese, onde: L) Ladder Plus 1Kb Thermo; 1) vetor pKSE401; 2) novo
plasmideo pKS-PD.

As plantas agroinfiltradas por vacuo (Figura 3) foram mantidas em casa de vegetacao, com temperatura
e fotoperiodo ambiente, por uma semana.

As folhas das 4 mudas de mamoeiro que foram submetidas a agroinfiltracdo por A. tumefaciens/pKS-
PD apresentaram uma despigmentacdo, evidenciando a expressdo transiente do sistema CRISPR/Cas9,
levando a inativacdo do gene fitoeno desaturase. Plantas que foram agroinfiltradas, mas ndo receberam o

plasmideo ndo tiveram alteracGes visuais em suas folhas (controle negativo).
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Figura 3. A) Representacgdo da agroinfiltracdo por vacuo, em dessecador. Apds uma semana da agroinfiltracéo,
nota-se que as folhas de mamoeiro que foram mergulhadas em tampdo de transformacdo contendo A.
tumefaciens/pKS-PD apresentaram uma despigmentacao (*) e as mudas controle ndo (**).

Em outro experimento, para se avaliar a expressdo transiente do gRNA nas folhas agroinfiltradas,
foram feitos PCR (Figura 4) do cDNA, a partir da extracdo do RNA total.
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Figura 4. Gel de agarose apos eletroforese, onde: L) Ladder Plus 1Kb Thermo; 1 e 2 ) folhas ndo
agroinfiltradas (controles negativos); 3) Fragmento de aproximadamente 1500 pb referente ao gene
Espectinomicina do vetor pKSE401 que serviu como controle positivo; 4 e 5) Nao houve amplificacdo do
cDNA das folhas agroinfiltradas com A. tumefaciens sem o vetor (controles negativos); 6 a 8) correspondem
aos fragmentos de PCR de aproximadamente 400 pb, referente a expressao da regido U6-26p / gRNA / U6-
26t. Os resultados corroboram para o sucesso da construgédo de pKS-PD.
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De acordo com Matzke (2009), as ferramentas de silenciamento génico tém sido amplamente
utilizadas em plantas devido a sua agilidade, supressdo transiente da expressdo génica e clonagem de
fragmentos pequenos de genes de interesse. Em mamoeiro este foi o primeiro trabalho de inativacdo do gene
fitoeno desaturase. Os resultados aqui apresentados servirdo como modelo visual do efeito da edicdo génica,

em trabalhos futuros, o plasmideo pKS-PD sera usado na transformacédo de cultura de tecidos de mamoeiro.

CONCLUSAO

As plantas que foram agroinfiltradas por pKS-PD obtiveram uma despigmentacdo das folhas, quando
comparadas as plantas do controle negativo. Os resultados obtidos através da extragdo de RNA e amplificacéo

por PCR evidenciam a funcionalidade do sistema CRISPR/Cas9 na inativacdo do gene fitoeno desaturase.
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