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Segundo a OMS, a deficiéncia de ferro € a causa mais comum de anemia no mundo,
acometendo cerca de 1,62 bilhdes de pessoas. No Brasil, aproximadamente 3 milhdes de
criancas menores de 5 anos apresentavam anemia em 2006. O RS é o maior produtor de arroz
do pais e possui caracteristicamente solos &cidos ricos em ferro. O pH baixo aumenta
disponibilidade do ferro para as raizes e leva inclusive a sintomas de toxicidade nas plantas de
arroz. Mesmo com a alta disponibilidade de ferro para as plantas, os grdos de arroz acumulam
muito pouco deste mineral. Desta forma, é essencial elucidar os mecanismos que levam ao
aporte de ferro para as sementes com vistas de viabilizar a biofortificagdo do arroz. Os genes
OsVIT1 e OsVIT2 sdo altamente expressos em folhas bandeira e regulam o transporte de Fe e
Zn atraves do tonoplasto até os vacuolos. Mutantes perda-de-funcdo para cada um dos genes
apresentaram acumulo de Fe e Zn em sementes, tornando-os bons alvos para edi¢do genética
visando a biofortificacdo de arroz. Diante disso, o objetivo do presente trabalho é gerar
mutante duplo, perda-de-funcdo simultanea para os genes OsVIT1 e OsVIT2, utilizando a
tecnologia de edicdo génica mediada por CRISPR/Cas9.

Para isso € necessario a construcdo de um plasmideo contendo os cassetes para a
expressao em células vegetais da enzima Cas9 e o sgRNA que guia o corte da enzima no
genoma da planta. A selecdo da sequéncia alvo do RNA guia foi baseada em um alinhamento
dos genes OsVIT1 e OsVIT2 buscando-se uma regido exclusiva e compartilhada entre os dois
genes dentre todo o genoma do arroz. Desta forma foi sintetizado apenas um RNA guia para a
edicdo de ambos genes. O RNA guia (SgRNA-VIT1/VIT2) foi inserido no vetor
pH7CasQU3pgRNA. Calos de arroz foram transformados utilizando Agrobacterium
tumefaciens e se encontram em processo de selecdo e regeneracdo. As plantas obtidas serdo
avaliadas quanto a presenca das mutacdes nos locus de VIT1 e VIT2 e, se confirmadas,
possibilitardo estudos pioneiros sobre os efeitos da perda de funcdo simultdnea destes genes
na alocagdo de ferro para as sementes.



