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Selecao in silico de introns de cana-de-acucar com potencial para
melhorar o processo de edicao de genoma.
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ALTERNATIVA AOS
COMBUSTIVEIS FOSSEIS

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) desempenha um papel
crucial na producao global de energia de baixa emissao de
carbono. Este cultivo é o segundo mais utilizado para a
producao de biocombustiveis no mundo, e a sua maior
producao destinada a geracao de energia ocorre no Brasil, que
ocupa a posicao de segundo maior produtor de
biocombustiveis no mundo [1].

A aplicacao desse cultivo como alternativa aos
combustiveis nao renovaveis pode auxiliar o desenvolvimento
continuo, sustentavel e a mitigacao das mudancas climaticas.

Contudo, para que se isso seja possivel, ainda é vital
aumentar a eficiéncia do uso da energia proveniente do cultivo
de cana, visto que a venda da energia proveniente de biomassa
€& mais de 7 vezes menor em relacao as fontes nao renovaveis
no Brasil [2].

bia.estevam.25@usp.br e diego.riano@cena.usp.br

ALTA COMPLEXIDADE DO GENOMA DE
CANA-DE-ACUCAR

No entanto, a alta complexidade do genoma de
cana-de-acucar [3] apresenta desafios a edicao genomica.
A cana-de-acucar apresenta um genoma com:

Aneuploidia

Polipléidia

Altas taxas de polimorfismos

Mistura de cromossomos aneuploides e
homo(eo)logos

00

Assim, otimizar técnicas de edicao nesse cultivo
é imperativo. Para isso, propomos explorar o
mecanismo IME (Intron-Mediated Enhancement).
[4].

OTIMIZACAO DAS TECNICAS DE EDICAO
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Quais introns de Cana-de-agucar promovem o efeito desejado?
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Figura 2. Visdo geral da metodologia. Na linha de “selecéo” encontram-se as variaveis utilizadas para

ranqueamento dos introns e seus respectivos pesos para o ranqueamento.

Para promover o efeito desejado os introns selecionados devem 1) Ter sinais claros de splicing; 2) Ter indicios de aumentar a expressao por 12quartil para variedade CTBE igual a 62 e para variedade
IME; 3) Serem removidos de forma constitutiva pelo splicing evitando prejuizos a sequéncia da nuclease e 4) Ter tamanho entre 100 e 150 bp

facilitando processos de manipula¢ao laboratorial.

promovera 0 SP80-3280-1Q/USP SP80-3280-CTBE . . o
efeito desejado Figura 6.. Correlagdo entre todas as variaveis calculadas e a

quantidade de leituras mapeadas nas juncdes de splicing correlacGo entre os resultados de I[IMEter entre versbes e
organismos modelos, razdo pela qual sGo removidos da formula

1Q/USP igual a 65. para ranqueamento.

Posteriormente excluimos as duplicatas entre os genomas usando a ferramenta CD-HIT

Para isso, extraimos 197.323 introns de tamanho apropriado da variedade SP80-3280. Entao, empregamos um conjunto de ferramentas para (https://sites.google.com/view/cd-hit), somando 7.226 introns finais.
avaliar a aptidao desses introns em relacao as caracteristicas de interesse previamente definidas.
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Arabidopsis thaliana e Oryza sativa (Figura 3).

PL

quartil (Figura 5) - sendo no minimo 62 leituras.

Introns com sitio de splicing reconhecivel: Splice2Deep e Spliceator [5, 6](Figura 4).
Sinais claros de splicing: numero de leituras de RNASeq mapeadas nas bordas exon-exon adjacentes igual ou superior ao valor do primeiro

Para concluir, fizemos o ranqueamento dos introns usando o valor de S, calculado com base nos valores
normalizado das variaveis que possuiam menor correlacdao entre si (figura 2 e 6) e que, portanto, oferecem

Capacidade de aumentar a expressao: IMEter (https://bio.tools/imeter) nas versdes V1 e V2 usando como modelo Sorghum bicolor, mais informacdes para diferenciar os introns. Os valores de S variam de 0.22 a 1.30 (figura 7).
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Figura 7. Distribuigéo do valor S - usado para ranquear os
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Assim, obtivemos 7.226 introns unicos ranqueados
pela confianca de que promoverao a ampliacao da
expressao génica e o splicing constitutivo
simultaneamente. Com essa lista obtida, nosso
proximo desafio é responder:

Onde inserir esses introns na sequéncia de
Cas9?
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