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Introdugao

A seca é a principal ameaca agricola no mundo, limitando a produgao e causando impactos no crescimento, na
fisiologia e reproducgdo das plantas. Desse modo, o uso de variedades de bananeira mais tolerantes ao déficit
hidrico, € uma das maneiras eficazes de mitigar esses impactos negativos na producao da fruta. Para isso, a
edicdo do genoma é uma ferramenta que permite a manipulagdo de material genético para induzir mutagoes
em regides pontuais de interesse ou introduzir novos genes para que o organismo apresente um fenétipo de-
sejavel. O programa de melhoramento de bananeira da Embrapa Mandioca e Fruticultura, nas ultimas décadas,
vem investindo em linhas de pesquisa que aportem ferramentas moleculares em suporte ao desenvolvimento
de cultivares com maior tolerancia ao déficit hidrico. Uma dessas ferramentas é o CRISPR-Cas9 (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Region), que ja vem sendo usada em Musa spp. com sucesso. Esta
técnica permite a edi¢cao de partes do genoma por meio de “cortes” e substituicdo ou adi¢cdo de sequéncias ao
DNA de um gendtipo qualquer. No entanto, para inicio do estudo de caso do uso de CRISPR-Cas9 em bananeira,
propde-se fazer o knock-out do gene PDS (Fitoeno desaturase), que participa da rota da produgéo de carotenos
nas plantas e cujo knock-out leva ao albinismo, fenétipo de facil visualizagdo. Desse modo, esse estudo inicial
ird subsidiar estudo de caso com uso de CRISPR-cas9 para tolerancia ao déficit hidrico.

Objetivo
Subsidiar estudo de caso com o uso da técnica de CRISPR-Cas9 para o knock-out do gene PDS em bananeira
por meio do uso de ferramentas computacionais de bioinformatica.

Material e Métodos

Nesse estudo, inicialmente, foi feito o resgate, alinhamento e BLAST de gene(s) PDS de bananeira (Musa
acuminata e Musa balbisiana) contra as sequéncias dos genes PDS em milho, arroz e Arabidopsis, usando
o banco de dados SouthGreen-Banana Genome Hub, assim como também a plataforma do Phytozome. As
sequéncias de genes PDS em bananeira recuperadas foram usadas para projetar primers especificos para a
amplificagdo dessa regido pelo programa software Oligo Explorer 1.2. Posteriormente, as sequéncias do gene
PDS foram alinhadas usando o programa Clustal Omega para identificar as regides conservadas. Os primers
especificos para o gene PDS de M. acuminata foram desenhados usando o software Oligo Explorer 1.2. Para
avaliar o poder discriminatério dos primers identificados, procedeu-se entdo a andlise de PCR (Polymerase
Chain Reaction). Para o desenho dos gRNAs (guide RNAs) as sequéncias foram selecionadas com base no
posicionamento da sequéncia PAM (Protospacer Adjacent Motif), de acordo com os critérios de CRISPR-Cas9, e
a construcao dos vetores levou em consideragdo o manual da Gibson Assembly.

Resultados

0 alinhamento das sequéncias CDS (coding sequence) dos genes PDS para identificagdo dos gRNAs para o
estudo de caso via CRISPR-Cas9, foi realizado. Os gRNAs foram desenhados levando em consideragao as se-
quéncias PAM e os primers para validagao da inser¢do das construgdes via Agrobacterium foram desenhados.
As construgdes/vetores estdo sendo desenhadas e em processo de testes.

Conclusao

Os softwares foram eficientes para a construgao e desenhos dos primers e gRNAs para uso no estudo de caso
da técnica de CRISPR-Cas9.

Significado e impacto do trabalho

A busca por ferramentas mais rapidas, baratas e mais precisas para obtengdo de variedades de bananeiras
mais tolerantes ao déficit hidrico é de suma importancia, uma vez que a bananeira possui limitagdes como par-
tenocarpia e meiose desbalanceada, tornando o melhoramento classico demorado e custoso.



