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EDICAO DOS GENES ZmBahd01 E ZmBahd05 EM MILHO VIA
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O sistema CRISPR/Cas9 é formado pela associacdo da enzima Cas9 e um RNA de guia
unica (gRNA), capaz de direcionar a nuclease para uma regido especifica de DNA-alvo no
genoma, onde uma clivagem promovida por essa enzima gera quebras de fita dupla no
DNA (DSB). Estas DSB desencadeiam mecanismos de reparo celular que resultam em
mutagdes nas proximidades ou nos locais clivados. Quando a DSB é reparada, os indels
formados modificam a sequéncia do DNA original, o que pode levar a inativacdo de
genes. Na pratica, esse sistema é usado para obtencdo de plantas melhoradas
geneticamente. O objetivo deste trabalho € caracterizar funcionalmente os genes
ZmBahd01 e ZmBahdO05 e obter plantas de milho silenciadas para estes genes, além de
estabelecer a tecnologia de edicdo via CRISPR na Embrapa Milho e Sorgo. A
caracterizacao funcional dos genes ZmBahdl e ZmBahd5 via CRISPR/Cas9 foi feita com
base no silenciamento desses genes em milho, via transformacédo genética de embrides
imaturos mediada por Agrobacterium tumefaciens. Para o gene ZmBahdOl, duas
estratégias foram adotadas: o desenho de gRNAs unicos, clonados no vetor p7ioR, e
gRNAs multiplos clonados no mesmo vetor de expressao, em uma estratégia denominada
“engenharia de genoma multiplex”. Para ZmBahd05, os gRNAs Unicos desenhados
também serdo clonados no mesmo vetor p7ioR. Para cada um dos genes/estratégias
foram desenhados 4 gRNAs, que tiveram sua eficiéncia avaliada via transformacéo
transiente de embrides. Os embrides utilizados para transformacgédo foram obtidos da
linhagem de milho tropical L3 crescida em casa de vegetacao, aproximadamente 11 dias
apoés a polinizagdo. O milho foi transformado via A. tumefaciens EHA101. As mutagdes
nos genes ZmBahd01l e ZmBahd05 foram identificadas nas plantas transformadas via
amplificacdo do DNA gendmico, utilizando oligonucleotideos flanqueando a regido
mutada, seguido do sequenciamento de alguns eventos, utilizando NGS (Next generation
sequencing) para avaliacdo da sequéncia-alvo mutada. A analise das regides mutadas foi
feita na ferramenta on-line ICE Synthego, através da analise da qualidade das sequéncias
e da porcentagem de indels gerados. Os resultados revelaram eventos mutados, na
primeira geragcdo, com todos os gRNAs testados, para ambos os genes, sendo que a
porcentagem de indels variou de 0 a 76%. Os eventos Bahdl que apresentaram maiores
indels (76%) foram transformados com dois gRNAs ao mesmo tempo, via engenharia
multiplex. JA& os eventos Bahd5 com as maiores taxas de mutacdo (60%), foram
transformados com o guia 4. Assim como ja observado em trabalhos anteriores, o
CRISPR traz novas oportunidades para a manipulacdo genética de genes de interesse
agrondmico, inclusive no milho. O silenciamento dos genes Bahd01 e Bahd05 em milho
torna-se uma alternativa promissora para o melhoramento dessa cultura, assim como 0s
avangos na caracterizagdo desses genes.
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