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Introducao

Resultados e Discussao

Atualmente, as begomoviroses causam prejuizos em lavouras de
dicotiledoneas cultivaveis. Visando contornar essa situacao, dois genes
de suscetibilidade da planta modelo Arabidopsis thaliana foram
previamente identificados como genes de resisténcia recessiva contra
begomovirus, sendo designados NISP e NIG. Uma vez que o
silenciamento de genes de suscetibilidade levam a resisténcia recessiva,
o sistema CRISPR/Cas9 surge como uma ferramenta promissora para
silenciar estes genes, de forma a neutralizar a infeccao, garantindo
seguridade alimentar com a diminuicao do uso de defensivos agricolas.

Objetivos

Figura 1. Diagnostico molecular das linhagens T1. [A] Confirmacdao dos transformantes
com a construcao nisp-pEE401E. [B] A reacdo de restricao com EcoNI mostrou-se
parcialmente resistente em 6 organismos, caracterizando mutantes em heterozigose.

Silenciar o gene NISP em linhagens NIG nocaute, criando um duplo
mutante nig/nisp com resisténcia recessiva e geneticamente duradoura
contra um amplo espectro de begomoviroses.

Material e Método

Definidas sequencias do gene NISP foram utilizadas para a sintese de
RNAs guias que foram inseridos no vetor de transtormacao pEE-401E.
Linhagens ni¢g nocaute de Arabidopsis foram transformadas com a
referida constru¢cdo de DNA por intermédio do mergulho floral
utilizando agrobactéria, gerando sementes T0. Os transformantes
primarios foram selecionados pelo cultivo de sementes TO em meio MS
12 forca suplementado com higromicina 10 mg/ml, originando
linhagens T1 que foram confirmadas por reacdes de PCR com o DNA
gendmico e 0s pares de primers U6-26p FWD +U6-29p RVS e U6-29p
F+U6-26t. A confirmacao da edicao do gene foi realizada submetendo
um fragmento amplificado do gene NISP contendo o sitio do RNA guia
a reacao de restricdo com a enzima EcoNI. O avanco de geracoes fez-se
necessario na busca de um mutante transformado em homozigose,
sendo o diagnostico molecular do nocaute realizado através de reacdes
de PCR com o par de primers AT4G30240 (1-107) FWD + AT4G30240
(105-200) RVS. As linhagens transtormadas foram cultivadas com a
linhagem controle Col-0 para avaliar possiveis fenotipos resultantes do
nocaute do gene NISP no background genético nig.
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Figura 2. Diagnostico molecular das linhagens T2 do organismo 7. [A] Os organismos
foram selecionados sem a construcao nisp-pEE401E, para evitar mutagOes inespecificas
pela Cas9 [B] O DNA gendmico foi submetido a digestdo e, em seguida, o produto foi
substrato para uma PCR para amplificacdo de NISP. As amplificacbes mostram a
resisténcia a EcoNI, indicando mutagdes no sitio de restricdo de 6 organismos.

Conclusoes

O Sistema CRISPR/Cas9 mostrou-se promissoramente eficaz no
silenciamento dos genes de suscetibilidade e a metodologia nao
ineterferiu negativamente no desenvolvimento das linhagens. Além
disso, silenciamento dos genes NISP e NIG nao causaram efeitos
adversos no desenvolvimento das plantas, viabilizando o silenciamento
dos referidos genes de suscetibilidade.
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