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por CRISPR/CAS9 em genes associados a dorméncia em
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Resumo — Em macieira, o acumulo insuficiente de horas de frio em climas subtropi-
cais, como no sul do Brasil, limita a superacdo da dorméncia, resultando na reducao
da produtividade. Para superar essa restricdo, utiliza-se a cianamida hidrogenada,
um agente quimico téxico que promove a brotacao e floragcao uniformes em pomares
comerciais. Nesse contexto, as mudancgas climaticas sdo uma ameaca a produgao de
magca ao exacerbar deficiéncias de exposi¢ao ao frio. Para avancar na compreensao
dos mecanismos reguladores da dorméncia e gerar tecnologias para reduzir a depen-
déncia do uso de cianamida hidrogenada, o objetivo deste trabalho foi gerar muta-
cOes sitio-dirigidas em loci de genes dos fatores de transcrigdo MADS-box associa-
dos ao controle da dorméncia (Dormancy-Associated MADS-box — DAM), utilizando
CRISPR/Cas9. Oito RNAs guias unicos (sgRNAs) foram projetados para criar quatro
delegbes combinatérias (MdDAM1-2-4-b, MdDAM1-4, MdDAM1-b e MdDAM2-b).
Quatro mil explantes foram transformados, resultando em 92 brotagdes resistentes
a canamicina, com eficiéncias de transformacao variando de 2,14 a 2,50%. A edicao
do genoma foi validada por sequenciamento de nova geracao (lllumina) de ampli-
cons locus-especificos. Os conjuntos de sequéncias resultantes foram analisados
com os softwares CRISPRess02 e Cas-Analyzer, identificando delegdes, insergdes e
substituicoes indicativas de perda de fungao, tanto em estados homozigotos quanto
bi-alélicos. A eficiéncia de edi¢ao variou de 0,69 a 1,18%. A analise fenotipica e a
avaliacdo da supressdo da dorméncia serao realizadas posteriormente sob condi-
¢des controladas em plantas micro-enxertadas ex vitro.
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