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1. INTRODUGAO

A mudanca de cor € uma das principais caracteristicas utilizadas como
parametro para avaliar a qualidade e a maturagdo do fruto. Existem trés principais
classes de pigmentos que promovem a coloragdo de plantas:
flavonoides/antocianinas, betalainas e carotendides (TANAKA et al., 2008).

Os flavondides sdao um grupo de metabdlitos secundarios pertencentes a
classe dos fenilpropandides e possuem a mais ampla gama de cores. As
antocianinas, uma classe de flavondides, sao responsaveis pelas cores de laranja a
azul encontradas em muitas flores, folhas, frutos, sementes e outros tecidos
(TANAKA et al., 2008; DIAS et al., 2021). O morango (Fragaria spp) possui a sua cor
vermelha caracteristica em decorréncia do acumulo de uma antocianina baseada em
pelargonidina, a calistefina (ALMEIDA et al., 2007; URRUTIA et al., 2016).

Na biossintese de antocianinas, além das enzimas que catalisam esse
processo, varios fatores de transcrigdo (TFs) demonstraram desempenhar papéis
importantes, regulando a expressao de genes biossintéticos por meio de multiplos
mecanismos, como a interrupcao de sequéncias promotoras, introdu¢cdo de novas
sequéncias promotoras alternativas e silenciamento epigenético (HIRSCH et al.,
2017; REBOLLO et al., 2012; VICIENT et al., 2017). A regulacdo da biossintese de
antocianinas a nivel transcricional € controlada por um complexo ternario de
ativacao transcricional MYB-bHLH-WD40 (MBW), que contém proteinas MYB R2R3
de ligagdo ao DNA, proteinas basicas hélice-alga-hélice (bHLH) e proteina de
repeticdo WD40 (LIN-WANG et al., 2010).

O recrutamento do TF MYB10 na regidao promotora leva a expressao de genes
biossintéticos e ao acumulo de antocianina em espécies como laranja (Citrus x
sinensis), maca (Malus x domestica) e pimenta (Capsicum annuum) (BUTELLI et al.,
2012; ZHANG et al., 2019; JUNG et al., 2019). Em morango (Fragaria x ananassa),
o homodlogo de MYB10, FaMYB10, foi previamente identificado e demonstrou ser o
principal ativador de genes estruturais na via das antocianinas durante o
desenvolvimento do fruto, e sua expressao foi reprimida por auxina e estimulada por
4cido abscisico (MEDINA-PUCHE et al., 2014; SANCHEZ-GOMEZ et al., 2022).
Além do papel de ativagdo transcricional, varios repressores da via de
fenilpropanoides também sdo TFs MYB, incluindo um repressor MYB R2R3 de
morango, o FaMYB1 (AHARONI et al., 2001; KADOMURA-ISHIKAWA et al., 2015).

Sendo assim, a alteracdo na expressao ou fungdo de um unico gene MYB,
como FaMYB10 e FaMYB1, pode alterar drasticamente a biossintese de
antocianinas, tornando-os potenciais alvos para transformagdo genética de
morangos, visando aumentar o conteudo destes compostos.

A tecnologia da proteina Cas9 associada a repeticdo palindrbmica curta
regularmente interespagada em cluster (CRISPR/Cas9) tem sido amplamente
utilizada na edigdo génica. As proteinas Cas9 sédo nucleases guiadas por RNA; sua
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forma nativa contém dois dominios de nuclease, HNH e dominio RuvC, que podem
clivar o DNA alvo quando direcionados por um unico RNA guia (gRNA) na presenca
de um motivo protoespagador-adjacente (PAM). A introducdo de mutagdes nos
dominios HNH e RuvC foi capaz de remover a atividade endonuclease da Cas9,
mantendo a atividade de ligagéo resultando em uma Cas9 cataliticamente deficiente
(dCas9). A dCas9 oferece uma plataforma para regular a expresséo transcricional
com a adigdo de dominios ativador ou repressor, sendo utilizada juntamente com o
seu gRNA complementar ao gene alvo (CASAS-MOLLANO et al.,, 2020; KNOTT,
DOUDNA, 2018).

Tendo isto em vista, para aumentar o acumulo de antocianinas em morangos
através das técnicas de CRISPR/Cas9 e CRISPR/dCas9, faz-se necessario projetar
gRNAs os quais sdo complementares a sequéncia que se pretende editar ou regular.
O objetivo do presente trabalho foi selecionar, através de softwares de
bioinformatica, RNAs guia (gRNAs) complementares para os alvos FaMYB10 e
FaMYB1 para posterior edicdo génica por CRISPR/dCas9 e CRISPR/Cas9,
respectivamente, em morango (Fragaria x ananassa).

2. METODOLOGIA

A sequéncia de nucleotideos do promotor do gene que codifica para FaMYB10,
assim como a sequéncia de nucleotideos da regido codificadora do gene que
codifica para FaMYB1, foram encontradas no National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (https://www.ncbi.nim.nih.gov/).

A sequéncia completa da regido codificadora do gene FaMYB1 e os ultimos
1.700 pares de bases do promotor do gene FaMYB10 foram submetidos a
ferramenta Chopchop (versao 3), utilizando a configuragdo padrdao (LABUN et al.,
2019). O mesmo foi feito com a ferramenta CRISPOR (versdo 5.2), a fim de
comparar o resultado de ambas e selecionar a melhor opgdo (CONCORDET;
HAEUSSLER, 2018).

Apos a selecdo da sequéncia alvo mais eficiente para o desenho de gRNAs a
partir da comparacdo entre as ferramentas citadas, foi realizada a adicdo dos
nucleotideos para ligacdo nos vetores de clonagem. Estas sequéncias foram
submetidas ao software de bioinformatica vector NTI advanced 11.0
(https://www.thermofisher.com/dk/en/home/life-science/cloning/vector-nti-software.ht
ml) para verificar caracteristicas termodinamicas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O gRNA é um componente importante no sistema CRISPR. Como funciona
como um guia para a Cas9, o design do sgRNA é crucial para reduzir ligagdes fora
do alvo. Por exemplo, gRNAs com alto conteudo de GC (40-60%) demonstraram
melhorar as atividades no alvo no trigo, de acordo com WANG et al. (2014), ou se a
alta porcentagem de GC for mais préoxima do sitio PAM, a eficiéncia seria maior. O
comprimento do gRNA é outro aspecto importante para a ocorréncia de mutagoes
indesejadas, sendo ideal que se localize na regido de 20 nt a montante do sitio PAM
(KARLSON et al., 2021; REN et al., 2014).

A partir das ferramentas de bioinformatica utilizadas e dos critérios para
obtencao de gRNAs eficientes para CRISPR/Cas9 e CRISPR/dCas9, foi selecionada
a sequéncia 5 GGAGCACGGCACCGTTTAAAAG 3’, na posigao 288 do promotor,
como alvo para FaMYB10e 5 GTACGTCGAAAATCATCAGA 3’, na posicao 640 da
regido codificadora, para FaMYB1, de acordo com as imagens 1 e 2,
respectivamente.
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Os efeitos fora do alvo do CRISPR/Cas9 podem ser previstos por ferramentas
in silico, onde buscam esses potenciais sitios em todo o genoma e calculam a
probabilidade de uma edi¢ao fora do alvo (Bao et al., 2021). Para a sequéncia alvo
de FaMYB10, a ferramenta ChopChop calculou dois possiveis efeitos fora do alvo,
enquanto CRISPOR nao encontrou nenhum. Para FaMYB1, a ferramenta ChopChop
calculou onze possiveis efeitos fora do alvo, enquanto CRISPOR calculou vinte e
dois.

Classificacéo: 3
Sequéncia de alvos: AGCACGGCACCGTTTAAAAGCGG

cccccccccccccccccc

[}
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

Imagem 1. Sequéncia alvo para o gene FaMYB10, na posig¢ao 288 do promotor, gerada pelo
software ChopChop.

Classificagdo: 5
Sequéncia de alvos: GTACGTCGAAAATCATCAGACGG

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

Imagem 2. Sequéncia alvo para o gene FaMYB1, na posi¢ao 640 da regidao codificadora,
gerada pelo software ChopChop.

A sequéncia do gRNA para FaMYB10 sera posteriormente clonada no
plasmideo pHSN6AO1, o qual apresenta o gene para expressédo de dCas9 fusionada
a um ativador transcricional do tipo VP64 (XING et al., 2014). Enquanto que o gRNA
para FaMYB1 sera clonado no plasmideo pHAtC, que apresenta gene para
expressao de Cas9 (KIM et al., 2016). A clonagem sera realizada pelo método
Golden Gate, onde a montagem é mediada por enzimas de restricdo do tipo IS
(deslocadas). Portanto, foi necessario adicionar ao gRNA nucleotideos para o
reconhecimento e corte pelas enzimas, sendo a enzima Bsal utilizada para o vetor
pHSNG6AO1 e a Aarl para o vetor pHAtC, assim como a adigcdo de uma guanina no
inicio de cada sequéncia para o reconhecimento pelo promotor dos vetores no
momento da clonagem, visto que sao do tipo U6, pequenos RNAs nucleares
(ENGLER; KANDZIA; MARILLONNET, 2008).

Ao final, a sequéncia obtida para FaMYB1 no sentido senso foi
AAACGTACGTCGAAAATCATCAGA, e no sentido antisenso
GATTTCTGATGATTTTCGACGTAC. A sequéncia senso, de acordo com o software
Vector, apresentou temperatura de melting (Tm) 54,6°C, conteudo GC de 37,5% e a
sequéncia no sentido anti senso apresentou temperatura de melting (Tm) 47,7°C e
conteudo GC 47,2%.

A sequéncia obtida para FaMYB10 no sentido senso foi
ATTGGGAGCACGGCACCGTTTAAAAG, com temperatura de melting (Tm) 64°C e
conteudo GC 50%. No sentido antisenso a sequéncia obtida foi
AAACCCTTTTAAACGGTGCCGTGCT, com temperatura de melting (Tm) 66°C e
conteudo GC 48%.
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4. CONCLUSOES

Foram selecionadas sequéncias alvo para construcdo de gRNAs
complementares para futura clonagem e edigdo do gene FaMYB1 e futura clonagem
e superexpressao do gene FaMYB10 em morango (Fragaria x ananassa), utilizando
as ferramentas ChopChop e CRISPOR.
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