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RESUMO

ALCANTARA, Lucas Vinicius de Sousa. SILENCIAMENTO DO GENE KTI1 VIA
CRISPR/Cas9 VISANDO O AUMENTO DA DIGESTIBILIDADE DA SOJA. 2024. 66
f. Dissertagcao (Mestrado em Biotecnologia — Centro de Ciéncias Exatas,
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

A soja [Glycine max (L.) Merr.] € uma oleaginosa de importancia econémica mundial,
rica em aminoacidos e proteinas, € considerada uma das principais fontes para
alimentacdo humana e animal. Mais de 90% da producéo é destinada para produgao
de farelo de soja, o qual é usado na alimentagcdo animal. Aproximadamente 50% da
dieta de suinos e 26% de aves sao baseadas no consumo de soja. Entretanto, apesar
dos aspectos positivos, a soja possui fatores antinutricionais (FAs) que podem afetar
a saude animal, reduzir a qualidade nutricional do farelo e prejudicar a conversao
alimentar. Os inibidores de proteases constituem o fator antinutricional mais
importante para a soja. O inibidor de tripsina do tipo Kunitz (KTI) é responsavel por
inibir o funcionamento da tripsina, considerado o FA mais importante na alimentacao
de animais monogastricos. A tripsina € uma importante enzima animal, envolvida na
digestdo de diversas proteinas. A inibicdo da tripsina pode reduzir o crescimento
animal entre 30 a 50% devido a hipertrofia/hiperplasia do pancreas. O KTI no farelo
de soja é desativado na industria por aquecimento. Esse processamento, no entanto,
reduz o valor nutricional do farelo pela destruicdo térmica dos aminoacidos e aumenta
o custo energético da produgédo em 25%. O uso de variedades com baixo KTl ou livre
de KTl pode reduzir custos no processamento e também, resultar em melhoria na
conversao alimentar dos animais. Para atingir esse objetivo, neste trabalho realizou-
se o silenciamento génico via CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats/CRISPR-associated proteins), do gene KTI1 na soja, que é um
dos responsaveis pela producéo do inibidor de tripsina do tipo Kunitz. Para obtengao
das plantas editadas, realizou-se a caracterizacdo do gene alvo por meio de
ferramentas da bioinformatica, seguido do desenho do RNA guia, o qual foi clonado
em vetor contendo os elementos da maquinaria CRISPR/Cas. A transformacéao
genética foi realizada por Agrobacterium tumefaciens. As plantas transformadas
tiveram a regido alvo da edicdo sequenciadas, a fim de, identificar a ocorréncia de
mutacdes. Como resultado foi possivel obter plantas editadas com diferentes
frequéncias de edicdo. Por meio de avanco de geracao espera-se obter uma planta
estavel e em homozigose.

Palavras-chave: Glycine max; tripsina; Kunitz; CRISPR; fator antinutricional (FA).



ABSTRACT

ALCANTARA, Lucas Vinicius de Sousa. KTI1 GENE SILECING USING
CRISPR/CAS9 TO INCREASE SOYBEAN DIGESTIBILITY. 2024. 66 f. Dissertation
(Master Degree — Biotechnology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2024.

Soybean [Glycine max (L.) Merr.] is an oilseed of global economic importance, rich in
amino acids and proteins, and is considered one of the main sources for human and
animal nutrition. More than 90% of production is destined for the production of soybean
meal, which is used in animal feed. Approximately 50% of the diet of pigs and 26% of
poultry is based on soy consumption. However, despite the positive aspects, soy has
anti-nutritional factors (ANF'S) that can affect animal health, reduce the nutritional
quality of the bran and impair feed conversion. Protease inhibitors constitute the most
important antinutritional factor for soybeans. The kunitz-type trypsin inhibitor (KTI) is
responsible for inhibiting the functioning of trypsin, considered the most important ANF
in the diet of monogastric animals. Trypsin is an important animal enzyme, involved in
the digestion of various proteins. Trypsin inhibition can reduce animal growth by 30 to
50% due to pancreas hypertrophy/hyperplasia. The KTl in soybean meal is deactivated
in industry by heating. This processing, however, reduces the nutritional value of the
bran through the thermal destruction of amino acids and increases the energy cost of
production by 25%. The use of low-KTI or KTI-free varieties can reduce processing
costs and also result in improved feed conversion for animals. To achieve this
objective, in this work gene silencing was carried out via CRISPR/Cas (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated proteins), of the
KTI1 gene in soybean, which is one of those responsible for the production of trypsin
inhibitor type Kunitz. To obtain the edited plants, the target gene was characterized
using bioinformatics tools, followed by the design of the guide RNA, which was cloned
into a vector containing the elements of the CRISPR/Cas machinery. Genetic
transformation was carried out by Agrobacterium tumefaciens. The transformation
plants had the editing target region sequenced in order to identify the occurrence of
mutations. As a result, it was possible to obtain plants edited with different editing
frequencies. Through generation advancement, it is expected to obtain a stable and
homozygous plant.

Key-words: inhibitor; trypsin; kunitz; CRISPR; anti-nutritional factor (ANF)
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1 INTRODUGAO

A soja [Glycine max (L.) Merr.] € uma oleaginosa de importancia econémica
mundial, sendo o Brasil o maior produtor mundial, com uma producéo de cerca de 154
milhdes de toneladas na safra 2022/23 (CONAB, 2023). Os grdos de soja sao
empregados para diversas finalidades, tais como a alimentagdo humana, produgao de
biodiesel, industria farmacéutica e de cosméticos, entre outros. Entretanto,
aproximadamente 77% da producao € destinada a fabricagao de farelo de soja, o qual
€ utilizado principalmente para produgdo de carne (ABIOVE, 2023). A soja se
consolidou como a principal fonte de proteina vegetal devido a sua alta concentragao
de proteinas e aminoacidos essenciais (CROMWELL et al., 1991; SHARMA et al.,
2014).

O Brasil se destaca na producédo e exportacdo de carne e outros produtos
derivados de animais monogastricos, como frango e porco. Portanto, a industria de
alimentagao animal desempenha um papel crucial na agropecuaria brasileira. Dentro
desse contexto, a avicultura brasileira consome mais da metade do volume total de
racdo produzida, com destaque para a significativa utilizacdo de farelo de soja
(ROSTAGNO et al.,, 2011). Contudo, a inclusdo de soja nas ragdes de animais
monogastricos, como suinos e aves, enfrenta desafios devido a presenga de fatores
antinutricionais (FAs).

Os FAs dificultam a acdo das enzimas digestivas, resultando em danos a
parede intestinal, reduzindo a digestibilidade dos nutrientes e, consequentemente,
prejudicando os resultados de desempenho animal (NUNES et al., 2001; BRITO et al.,
2006). As ragdes para animais podem representar até 80% dos custos de produgao
de carne, e uma conversao alimentar inadequada resulta em um aumento significativo
no uso desse insumo, reduzindo drasticamente os lucros. Os inibidores de proteases
constituem o fator antinutricional mais importante para a soja, reduzindo
significativamente a absorgdo de proteinas (HYMOWITZ, 1986; LIENER, 1996;
HENKEL, 2000; GILLMAN et al., 2015).

As lectinas e o inibidor de tripsina do tipo Kunitz (KTl) sdo os FAs mais
importantes na alimentacdo de animais. O KTl é responsavel por inibir o
funcionamento da tripsina, uma importante enzima animal, envolvida na digestao de

diversas proteinas. O KTI no farelo de soja é desativado na industria pelo aquecimento
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entre 90,5 a 100°C, contudo, o calor excessivo pode ocasionar a perda de
aminoacidos essenciais e a modificacdo das propriedades benéficas da soja. Além
disso, o subprocessamento pode resultar em residuos de fatores antinutricionais,
prejudicando o desempenho animal (CAFE et al., 2000; RODRIGUES et al., 2002;
BRITO et al., 2006). O uso de variedades com baixo KTl ou livre de KTl podem reduzir
gastos com o uso da soja in natura como ragao (KUNITZ, 1945; COOK et al., 1988;
PALACIOS et al., 2004; CHEN et al., 2014).

Um baixo perfil de fatores antinutricionais em graos é necessario para atender
as demandas da industria, reduzindo os impactos a saude animal. O uso de cultivares
de soja com niveis reduzidos de KTI nos graos € uma estratégia para melhorar a
qualidade das ragdes, permitindo aumentar a digestibilidade de proteinas. Para
reducdo de fatores antinutricionais, estratégias de melhoramento classico com o
auxilio da biotecnologia podem ser empregadas.

Os genes KTI1 e KTI3 sao responsaveis por controlar sinergicamente o
conteudo de inibidores de tripsina na soja (WANG et al., 2023). Para o gene KTI3
existem mutantes naturais que podem ser utilizados no melhoramento para
introgressao de alelos nulos. Diversos marcadores moleculares foram desenvolvidos
para o controle de KTI3, permitindo reduzir com eficiéncia essa caracteristica.
Contudo, os programas de melhoramento n&o tiveram sucesso para reducao de KT/1
em cultivares de soja (GILLMAN et al., 2015, ROSSO et al., 2021).

Com auxilio da biotecnologia, o silenciamento génico via CRISPR/Cas
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated
proteins), do gene KTI1 oferece uma alternativa para formacgao de novas variedades
com baixos teores de fatores antinutricionais. O sistema CRISPR/Cas é uma
ferramenta de edicdo de genoma que teve origem na adaptagdo de um mecanismo
natural de bactérias contra bacteriéfagos. A ferramenta CRISPR funciona a partir de
dois componentes principais, a enzima Cas e um RNA guia (gQRNA). O gRNA possui
a funcgéo de direcionar a enzima CAS, para clivagem dupla da fita de DNA em um local
especifico. A quebra da dupla fita provoca a ativacdo do mecanismo natural de reparo
celular, gerando reparos incorretos nos genes-alvo. Dele¢des ou insergcdes de bases
nitrogenadas podem interromper o funcionamento do gene, reduzindo a expressao de
proteinas-alvo (WIEDENHEFT et al., 2012; JINEK et al., 2012; MARRAFFINI, 2015;
ANZALONE et al., 2020).
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Neste trabalho, o objetivo foi o silenciamento do gene KT/1 na variedade de
soja BRS 573 via CRISPR/CAS, visando a melhoria da digestibilidade de proteinas

para o consumo animal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter plantas de soja editadas com silenciamento do gene KTI/1 visando a

reducao desse fator antinutricional para melhoria da digestibilidade animal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter construgdes génicas contendo a maquinaria CRISPR/Cas e gRNA para
transformacao de soja via Agrobacterium tumefaciens;

- Gerar plantas transgénicas positivas para a presenca da maquinaria
CRISPR/Cas;

- Realizar a caracterizagao molecular para identificacdo da edicao;

- Selecionar plantas editadas para silenciamento do gene KTI/1.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SoJA: HISTORICO E IMPORTANCIA ECONOMICA

A soja (Glycine max (L.) Merr.) € uma leguminosa pertencente a familia
Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae e subtribo Glycininae. E uma
cultura anual, com porte ereto e herbaceo, germinagéo epigea, ciclo de vida de 70 a
200 dias e tipos de crescimento determinado, semi determinado ou indeterminado
(SILVA et al., 2022).

E originaria da Manchuiria, regido localizada no nordeste da China (SILVA et
al., 2022). Apds sua descoberta, seu cultivo expandiu-se para o sul da China e
sudoeste da Asia. O cultivo da soja permaneceu restrito ao oriente por dois mil anos,
sendo introduzido no ocidente, pela Europa, apenas no final do século XV e inicio do
século XVI (HARLAN et al., 1975). A chegada da soja as Américas ocorreu entre 0os
séculos XVII e XVIII na regido da Pensilvania nos Estados Unidos, enquanto no
Brasil, o primeiro cultivo de soja é datado no ano de 1882 (REIFSCHNEIDER et al.,
2010).

Utilizando cultivares trazidas dos Estados Unidos, a primeira tentativa de
cultivo de soja no Brasil foi identificada no estado da Bahia. A iniciativa ndo obteve
sucesso, uma vez que as cultivares ndo conseguiram se adaptar as condigbes
climaticas da regiao nordeste (EMBRAPA, 2014). Ao contrario do clima quente e seco
da Bahia, foi no Rio Grande do Sul que o cultivo de soja prosperou (SEDIYAMA et
al., 2009). O sul do Brasil com condigdes climaticas mais préximas das regides de
origem das cultivares importadas dos Estados Unidos, favoreceu o desenvolvimento
da soja (SILVA et al., 2022).

Na década de 1930, o cultivo comercial de soja ja acontecia no Rio Grande do
Sul, ocupando uma area de aproximadamente 702 ha (SILVA et al., 2022). Por volta
de 1950, os investimentos na pesquisa de fertilidade do solo e melhoramento
genético permitiram a criacdo de cultivares adaptadas as condi¢des climaticas
brasileiras, fazendo com que o cultivo da soja se expandisse para outras regides
brasileiras (SEDIYAMA et al., 2009). O aumento da area cultivada elevou a produgao
de soja no Brasil, alterando significativamente a participagdo do pais na produgao
mundial de soja, que passou de 0,5% para 16% entre 1954 e 1970 (CONAB 2022).

Na década de 1970, a maior parte da soja cultivada no Brasil ainda estava
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concentrada no estado do Rio Grande do Sul (DALL’AGNOL, 2016). Nessa época, a
cultura abrangia 12 milhées de hectares, com uma producdo de 7 milhdes de
toneladas e uma produtividade média de 1.748 kg.ha™' (SILVA et al., 2022). No
entanto, na década de 1980, o cultivo de soja foi consolidado no cerrado brasileiro,
resultando em uma expansdo significativa da produgdo por unidade de area
(LOBATO et al., 2010). O uso de cultivares adaptadas as condi¢des climaticas do
centro-oeste brasileiro aumentaram significativamente a area de cultivo (CONAB,
2022), impulsionando a produgao nacional.

Bem distante da realidade de 1980, nas safras de 2021/22 e 2022/23 o Brasil
se destacou como lider na producdo mundial de soja, aumentando cerca de 10 vezes
a producédo por unidade de area. Na safra de 2021/22 a area cultivada foi de 41,5
milhdées de hectares, com uma producdo de 1255 milhdes de toneladas e
produtividade de 3.026 kg.ha'. Ja na safra 2022/23 a produgdo foi de
aproximadamente 154,6 milhdes de toneladas, em uma area de aproximadamente
44 milhdes de hectares (CONAB, 2023). Com um aumento de apenas 6,2% de area
cultivada, o valor da produgao aumentou em 23,2% e a produtividade em 15,9% em
relacdo ao ano de 2021 (CONAB, 2023). O cultivo da soja, que representa uma
parcela significativa do produto interno bruto (PIB) brasileiro, tem crescido de forma
exponencial ao longo das ultimas décadas (SILVA et al.,, 2022). Esse resultado
positivo revela a eficiéncia dos agricultores e da pesquisa brasileira na busca por
cultivares mais produtivas e adaptadas as condi¢des climaticas brasileiras (CONAB,
2023).

3.2 Usos, CoMPOSICAO E IMPORTANCIA SOCIAL DA SoJA

A soja é uma das principais commodities mundiais, sendo considerada a fonte
de proteina de melhor custo beneficio para alimentacdo animal (EMBRAPA, 2014).
O grao de soja, possui alto potencial nutritivo e é bastante versatil, sendo utilizado na
alimentagdo humana, animal e na industria de biocombustiveis.

Além do alto teor de proteina, a soja se destaca pelo elevado padrdao de
aminoacidos essenciais entre as proteinas de origem vegetal. E rica em fibras,
vitaminas, minerais e lipidios, possuindo diversos aminoacidos como fenilalanina,

metionina, treonina, valina, isoleucina, leucina, triptofano e lisina. A composicao de



19

aminoacidos da soja € semelhante ao padrao das proteinas de origem animal, com
excegao dos aminoacidos sulfurados metionina e cisteina. O grao de soja possui uma
fragdo protéica altamente significativa, com alto valor biolégico. Grande parte das
cultivares possuem aproximadamente 30 a 45% de proteinas, 15 a 25% de 6leo e 20
a 35% de carboidratos. Além disso, a presencga de vitaminas, minerais, antioxidantes
e diversos aminoacidos essenciais aumentam consideravelmente o valor nutritivo do
grao (KUDELKA et al., 2021)

Derivam dos gréos de soja diversos produtos e subprodutos tais como farinha
de soja desengordurada para fabricagao de produtos alimenticios (barra de cereais,
balas, alimentos dietéticos, bebidas a base de soja, proteina texturizada de soja),
proteina isolada para uso comestivel (aditivos de alimentos e produtos analogos da
carne) e usos industriais (formador de espuma, fabricagéo de fibra), na forma de gréao
para produgdo de alimentos como molho de soja, queijo de soja, soja torrada,
fermentada e através do 6leo cru produz-se 6leo refinado, lecitina, glicerol, esterois
(antioxidantes) e acidos graxos usados na industria farmacéutica, cosmética e
também alimenticia, além de farelo de soja para produgao de ragéo animal (MATTOS
et al., 2015).

Cerca de 63% dos graos de soja brasileira sao destinados a exportacao, 34%
ao processamento e 3% a outros usos (ABIOVE, 2023). Aproximadamente 77% da
soja processada é destinada a fabricagéo de farelo de soja, utilizado na alimentagéo
animal e humana. Os 23% restantes da soja € processada para a fabricagao de 6leo
de soja para alimentacgao e biodiesel (ABIOVE, 2023).

O farelo de soja, amplamente utilizado como fonte de proteina para animais,
possui participagao significativa na produgéao de carnes no mundo, sendo de grande
importancia para economia brasileira e representa mais de 80% do farelo proteico
produzido no mundo (SILVA et al., 2022; USDA, 2022). Outras fontes, como canola,
girassol, algodao, amendoim e peixe representam uma pequena parcela do farelo
proteico produzido (USDA, 2022). Nesse contexto, a soja se consolidou como fonte
protéica das ra¢des animais para producao de carne.

A producao de carnes é um dos pilares da agropecuaria brasileira. Segundo a
Associagao Brasileira de Proteina Animal, o Brasil possui o segundo maior rebanho
pecuario do mundo (ABPA, 2022). A producdo de carnes suina e aves foi de 19,9
milhdes de toneladas no Brasil em 2023 (ABPA, 2023). Aproximadamente 50% da

dieta de suinos e 26% de aves s&o baseadas no consumo de soja, contudo, 0 uso



20

de farelo de soja na alimentagdo é limitado pela presenca de diversos fatores
antinutricionais (GILLMAN et al., 2015). Os FAs da soja reduzem o desempenho dos
animais, principalmente em monogastricos. O desenvolvimento de estratégias para

reduzir os FAs na soja é fundamental para impulsionar o mercado de carnes.

3.3 FATORES ANTINUTRICIONAIS DA SOoJA

Os fatores antinutricionais (FAs) sdo metabdlitos secundarios utilizados pelas
plantas como um mecanismo de defesa contra predadores. A resisténcia de uma
planta pode ser definida como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada
de um patdgeno em seus tecidos. As plantas sdo incapazes de lutar pela
sobrevivéncia de forma “ativa”, recorrendo a formas alternativas para se protegerem,
como a producao de metabdlitos secundarios (COSTA; ROSA, 2010).

Os FAs sdo metabdlitos secundarios que interferem na digestibilidade,
absor¢cdo ou utilizagdo de nutrientes. Os metabdlitos secundarios ndo regulam
processo vitais, mas atuam fortemente na interacdo da planta com o ambiente. A
producao de FAs depende do estadio fenoldgico e condicdo do ambiente. Os FAs
desempenham um papel fundamental na determinacao da utilizacdo das plantas para
o consumo (HYMOWITZ, 1986; ARMOUR et al., 1998; COSTA; ROSA, 2010; SOUZA
et al., 2019). Quando ingeridos por predadores, os FAs podem causar inibicdo da
digestdo ou absor¢cdo de nutrientes, ou até mesmo efeitos danosos no trato
gastrointestinal (HESS et al., 2003; SOUZA et al., 2019).

Plantas ricas em fontes de energia usualmente produzem potentes compostos
de defesa. A producado de FAs € um processo complexo, envolvendo uma série de
reagdes. O reconhecimento de sinais exdgenos do patégeno ativam o metabolismo
celular vegetal e a atividade génica. Os mecanismos de defesa de uma planta podem
ser estruturais ou bioquimicos, podendo ser pré e/ou pds formados apds a tentativa
de penetragédo do patdégeno no hospedeiro (MORAES et al., 2006; COSTA; ROSA,
2010; SOUZA et al., 2019; WANG et al., 2023).

Os mecanismos bioquimicos sao chamados de fatores antinutricionais, acoes
evolutivas da planta para inibir a herbivoria. Os mecanismos bioquimicos também
podem ser divididos em pré ou pos-formados. Os mecanismos bioquimicos pré-
formados sao substancias presentes em altas concentragdes nos tecidos da planta

hospedeira antes do contato com o patdogeno. Os mecanismos pos-formados sao
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substancias ativadas em resposta a presenca do patégeno (CARNEIRO,
FERNANDES, 1996; STANGARLIN et al., 2011; SOUZA et al., 2019).

Em soja, os principais FAs de importancia nutricional s&o os taninos, lectinas,
fitatos e inibidores de protease que reduzem consideravelmente o perfil nutricional do
farelo. Os inibidores de proteases constituem o fator antinutricional mais importante
para a soja, reduzindo significativamente a absor¢do de proteinas dietéticas.
Aproximadamente 6% da proteina total da soja é composta por inibidores de
protéases. Os inibidores de protéases sdo altamente alérgicos para humanos e
animais (MORAES et al., 2006; COSTA; ROSA, 2010; WANG et al., 2023). Apesar
de terem um papel importante nos mecanismos de defesa das plantas, o consumo
excessivo de FAs por animais pode levar ao acumulo de toxinas no organismo,
reduzindo o valor nutricional dos alimentos. Algumas vitaminas podem ser destruidas
pela presenca de fatores antinutricionais. Para mitigar os efeitos adversos dos FAs,
processos industriais, como o aquecimento ou fermentacdo sdo empregados. Essas
técnicas visam desativar ou reduzir a atividade desses compostos, tornando tais
alimentos com maior valor bioldégico para consumo animal (KRISHNAN 2001;
MORAES et al., 2006; CHEN et al., 2014; WANG et al., 2023).

3.3.1 Oligossacarideos

A soja crua possui quantidades consideraveis de polissacarideos nao-
amilaceos na forma de pectinas, hemiceluloses e oligossacarideos. Esses
componentes aumentam a viscosidade dos alimentos ingeridos, reduzindo a
absorcao dos nutrientes pela reducdo na interacdo entre substratos e enzimas na
mucosa intestinal (SMIRICKY et al., 2002).

Além da soja in natura, o farelo de soja pode apresentar altos niveis de rafinose
e estaquiose. A mucosa do intestino de nao-ruminantes como aves e suinos nao
possuem enzimas a-1,6-galactosidases, necessarias para conversdao dos
oligossacarideos em acgucares simples. A reducdo na digestdo de rafinose e
estaquiose podem induzir a uma desregulagdo da microbiota intestinal, causando
inflamacéao e diarreia. A baixa digestdo e absorgédo desses nutrientes pelo intestino,
pode causar desconforto e inchago abdominal devido a produgéo excessiva de gases
(PARSONS et al., 2000; LIMA et al., 2014).
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No intestino grosso, os oligossacarideos sao fermentados a diéxido de
carbono (COz2), gas hidrogénio (H2) e metano (CH4) pela microflora do ceco. A
presenca de fatores antinutricionais, como os oligossacarideos, rafinose e estaquiose
associados a imaturidade do trato gastrointestinal reduz a digestibilidade e
disponibilidade de energia deste ingrediente na fase pré-inicial das aves (PARSONS
et al., 2000; LIMA et al., 2014).

3.3.2 Saponinas

A palavra “saponina” (Sapo, traduzido do latim) significa sab&o. No passado,
plantas que continham saponinas eram usadas para limpeza. As saponinas sao
produzidas principalmente em alfafa, soja, leucena, trevo, quilaia e yucca. Sua
estrutura tem carater anfifilico, uma parte possui caracteristica lipofilica (triterpeno ou
esterdide) e outra hidrofilica (agucares). As saponinas sao glicosideos esterdides ou
triterpenos, possuindo a capacidade de hemolisar hemacias e de produzir espuma
em solucdo. As classificagdes entre os grupos de saponinas dependem da estrutura
da aglicona (SHIMOYAMADA et al., 1990; DAS et al., 2012; GOEL; MAKKAR, 2012).

Saponinas sao substancias derivadas do metabolismo secundario das plantas,
relacionados com o sistema de defesa. Sdo encontrados nos tecidos mais vulneraveis
ao ataque fungico, bacteriano ou predatério dos insetos. A soja € a principal fonte de
saponinas, com um conteudo variando entre 0,5% e 0,6% em peso seco. A quantidade
de saponinas na soja depende das variedades e dos fatores ambientais durante o
cultivo. Os efeitos antinutricionais das saponinas estao relacionados as
modificagdes na permeabilidade da mucosa intestinal, inibindo o transporte
de alguns nutrientes. As saponinas podem causar o rompimento de hemacias e se
complexar a grupos esterdides. Contudo, os niveis  encontrados na soja sao
considerados baixos e insuficientes para causarem problemas no desenvolvimento de
animais (LIENER, 2000; MONTEIRO et al., 2005; COSTA; ROSA., 2010).

3.3.3 Fitatos

O acido fitico (mioinositol hexaquisfosfato, IP6) ou seus sais fitatos séo

abundantes em cereais e leguminosas, representando reservas de fosfato para a
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planta. Na soja e derivados, o teor de acido fitico varia de 1% a 2% do peso seco dos
graos. A molécula de acido fitico apresenta alta capacidade de ligagdo com cations
divalentes, devido aos seis grupos fosfatos anidnicos. Os sais formados tém baixa
solubilidade, reduzindo a absorgdo no trato gastrointestinal (SNOW et al., 2004,
GODOY et al., 2005; KUMAR et al., 2012).

Os principais sais afetados sao de calcio, ferro, magnésio e zinco. Assim, o
principal efeito antinutricional do acido fitico € a diminuigdo da biodisponibilidade de
minerais. O acido fitico também interage com grupos basicos de proteinas, inibindo a
acgao in vitro de enzimas digestivas. Fitatos s&o considerados componentes vegetais
com a fungdo de armazenamento de nutrientes. Podem formar complexos soluveis
resistentes a agao do trato intestinal, participando da inibicado de enzimas digestivas
como a pepsina, pancreatina e alfa-amilase. O fitato € a principal forma de
armazenamento de fosforo nas sementes dos vegetais, representando
aproximadamente 80% do conteudo total. Os fitatos ligam-se a minerais calcio,
magnésio, ferro e zinco, funcionando como forma de armazenamento. Os fitatos
podem se ligar aos minerais ingeridos pela dieta. A capacidade de ligagao ocorre em
funcdo de sua carga negativa, atraindo minerais com valéncia positiva (REDDY et al.,
1989; SILVA; SILVA, 1999; COSTA; ROSA, 2010).

3.3.4 Lectinas

A lectina ou fito-hemaglutinina da soja (SBA, do inglés soybean agglutinin), é
uma familia de glicoproteinas tetraméricas de 120 KDa, compostas por dois tipos de
subunidades. As subunidades possuem aproximadamente 30 KDa com grande
afinidade por compostos N-acetil-D-galactosamina, possuindo quatro locais de
ligacdo. As lectinas ou hemaglutininas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem nao
imunoldgica, capazes de formar ligagdes com alguns tipos de agucares. Podem ser
mondémeros, dimeros ou polimeros da mesma cadeia peptidica, possuindo a
capacidade de ligacdo com agucares de membranas celulares do corpo humano ou
animal. Sao produzidas na maioria dos vegetais, principalmente em leguminosas e
cereais. As lectinas sdo encontradas em maior numero nas sementes, mas também
estdo presentes em menor quantidade nas raizes, folhas, caules e rizomas (GRANT,
1989; COSTA; ROSA, 2010; BENEVIDES et al., 2011).

As lectinas estdo presentes em todos os tecidos vegetais, possuindo
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importantes funcdes para os vegetais. Desempenham grande importancia para
protecao, podendo ser extremamente toxicas para diferentes organismos. Possuem a
capacidade de reduzir a digestibilidade de proteinas no trato intestinal de animais,
causando hipertrofia pancreatica. Sdo moléculas resistentes a protedlise no trato
gastrointestinal, ligando-se aos receptores da superficie das células epiteliais. As
lectinas purificadas da soja inibem o crescimento de animais, provocam dilatagcéo do
intestino delgado, causam dano ao seu epitélio e estimulam a hipertrofia e a
hiperplasia do pancreas. Em doses elevadas induzem a redugédo da massa muscular,
dos lipidios e do glicogénio (MAENZ et al., 1999; SOUZA et al., 2019).

3.3.5 Inibidores De Protease

Em 1945 o pesquisador Kunitz isolou e caracterizou o primeiro inibidor de
tripsina em soja, recebendo o nome de inibidor de tripsina de Kunitz (KTI). Um
segundo inibidor de protease foi largamente estudado e caracterizado por Bowman
em 1944 e Birk em 1961 (BBI). Atualmente, o termo “inibidor de tripsina” é utilizado
para descrever variantes dos inibidores KTl e BBI. O KTl e BBI estao presentes em
quantidades variadas em cultivares de soja (BOWMAN, 1944; KUNITZ, 1947; BIRK,
1961; ODANI; IKENAKA, 1977; GILLMAN et al., 2015).

Os inibidores BBl e KTI sado proteinas nao glicosiladas, genericamente
conhecidos como inibidores de tripsina. Entretanto, sua especificidade nao se
restringe a tripsina, possuindo a capacidade de inibir serinoproteases (quimotripsina
e elastase). Algumas isoformas desses dois tipos de inibidores foram caracterizadas,
apresentando pequenas diferencas na sequéncia de aminoacidos, na mobilidade
eletroforética e na especificidade de ligacado as proteases. O complexo inibidor de
protease é semelhante ao formado entre uma enzima e um substrato. Contudo, a
ligacao entre o inibidor e a protease € extremamente forte, impedindo que o complexo
se dissocie com facilidade (KUNITZ, 1945; BENEVIDES et al., 2011; GILLMAN et al.,
2015).

O KTI e BBI podem ser classificados pelo peso molecular, os de alto peso
molecular possuem 20.000KDa, enquanto os de baixo peso possuem entre 6.000 a
10.00KDa. Os de alto peso sdo formados por pontes dissulfeto, 181 residuos de
aminoacidos e possuem alta proporgao de ligagdes dissulfeto. Os de baixo peso sé&o
formados por 71 residuos de aminoacidos e capacidade para inibir tripsina e
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quimotripsina em sitios de ligagdes independentes. Os BBI sao proteinas de 8KDa
responsaveis pela inibicdo de tripsina, quimotripsina e elastase. Cerca de 80% da
inibicdo da atividade triptica de grdos de soja € causada pela agédo do inibidor de
tripsina Kunitz. Estes antinutrientes apresentam especificidade para inibir as enzimas
proteoliticas e, consequentemente, reduzem a digestdo protéica de alimentos,
proporcionando diminuigcdo no ganho de peso e crescimento dos animais (KUNITZ,
1945; WEI, 1983; ROYCHAUDHURI et al., 2003; GILLMAN et al., 2015).

O inibidor de tripsina Kunitz € uma proteina com 21 KDa contendo 181 residuos
de aminoacidos. E considerada uma proteina monomeérica e nao glicosilada, ligada
por pontes de dissulfeto. Na soja, 0os genes responsaveis pela expressao dos genes
KTl sédo altamente regulados durante o ciclo de vida da soja. Sdo expressos em
momentos especificos durante a embriogénese, possuindo niveis de expressao
diferentes no cotilédone e eixo embrionario (COSTA; ROSA, 2010; BENEVIDES et al.,
2011; LIMA et al., 2014; SOUZA et al., 2019; WANG et al., 2023).

A tripsina e a quimotripsina s&o encontradas em uma grande variedade de
plantas, como leguminosas, cereais, frutas e vegetais. A concentragcao dos inibidores
de tripsina nas plantas e em seus frutos e suas sementes depende de uma série de
fatores. A variedade, o estagio fisiolégico de maturagao na época de colheita, os tratos
culturais, as condicbes edafoclimaticas durante o cultivo, infestagdo por insetos,
condigdes de colheita e armazenamento, danos mecanicos a planta e a semente,
entre outros (GRANT 1989; BURNS, 1987; LIENER, 1994; KARR-LILIENTHAL et al.,
2005; STANGARLIN et al., 2011).

A baixa digestibilidade das proteinas da soja pode ser entendida como
resultado de uma combinagéo de fatores. Os inibidores de tripsina em conjunto com
a estrutura quaternaria das principais proteinas de reserva da soja (glicina e
betaconglicinina) sdo os principais fatores. Os inibidores de tripsina sdo proteinas
capazes de impedir a acao de algumas enzimas digestivas de animais monogastricos
e humanos (CROMWELL et al., 1991; LIENER, 1996; LAJOLO et al., 2004).

As presencas de inibidores ativos na dieta causam a inibicado do crescimento
de animais, associado com a diminuigdo na digestibilidade da proteina ingerida na
dieta, hipertrofia e hiperplasia pancreatica (MORAES et al., 2006; LIMA JUNIOR et al.,
2010; SOUZA et al., 2019). A incorporagao de inibidores de tripsina a dietas com
proteinas pré-digeridas ou aminoacidos livres podem levar a inibigao do crescimento.

Isso ocorre porque a inibigdo da protedlise intestinal resulta em aumento na secregao
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de enzimas digestivas (tripsina e quimiotripsina) como mecanismo compensatoério pela
complexacao pelos inibidores (WEI, 1983; LIENER, 1994; GENOVESE; LAJOLO,
1998; COSTA, ROSA, 2010).

O aumento da secrecao de enzimas digestivas em alguns animais € causado
pelo aumento na liberagdo do hormoénio colecistocinina (CCK) pelas células
endécrinas do jejuno. A CCK é o agente mediador entre o pancreas e a tripsina.
Quando os niveis de tripsina estdo reduzidos, ocorre um aumento na liberagao de
CCK e, consequentemente, ocorre secrecgao de tripsina pelo pancreas. Esse aumento
na concentracdo de tripsina suprime a liberacdo de CCK pela mucosa intestinal.
Assim, a complexagao da tripsina pelos inibidores provoca aumento na produgao de
CCK, levando a hipertrofia (aumento do tamanho das células acinares) e hiperplasia
(aumento no numero de células acinares) do pancreas (HYMOWITZ, 1986; COOK et
al., 1988; PUSZTAI et al.,1997; BUTOLO, 2002).

As enzimas proteoliticas sao responsaveis por uma grande variedade de
funcdes fisioldgicas. As enzimas ocorrem em todas as formas de organismos vivos e
possuem grande importancia para conduzir fungdes metabdlicas e reguladoras. Os
inibidores de enzimas proteoliticas (tripsina) e amilolitica (a-amilase) sdo as mais
importantes entre os inibidores encontrados nos alimentos de origem vegetal. Os
inibidores de proteases sédo proteinas capazes de evitar ou reduzir a atuagao de
enzimas que degradam proteinas animais e microbianas. Sdo sintetizadas e
estocadas em sementes e tubérculos, utilizadas como defesa contra a predagao
(LIENER, 1994; BENEVIDES et al., 2011; STANGARLIN et al., 2011).

Os inibidores de tripsina sado resistentes as enzimas digestivas no trato
gastrointestinal, aderindo-se ao epitélio intestinal e afetando as vilosidades. Os
inibidores de tripsina afetam os processos de digestdo, absor¢céo e utilizagdo de
nutrientes. A principal fungdo desse fator antinutricional é prevenir o consumo da
semente contendo o embrido. A inibicdo da digestdo da semente pelo predador
aumenta a probabilidade de sobrevivéncia do vegetal. A ingestdo de inibidores de
tripsina reduz a digestibilidade, absorgdo e aproveitamento das proteinas que séo
ingeridas através da alimentagdo. Os inibidores de enzimas digestivas sao
encontrados com bastante frequéncia nos alimentos (COSTA; ROSA, 2010, LIMA et
al., 2014; SOUZA et al., 2019).

Uma grande variedade de etapas complexas sdao empregadas na industria para

remocgao de inibidores de tripsina, com destaque para utilizagdo de processos
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térmicos. O KTl e BBI podem ser irreversivelmente inativados pelo uso de calor. Os
inibidores BBl sdo mais resistentes ao calor. Entretanto, o processo térmico pode
reduzir a digestibilidade e a qualidade da proteina de soja devido a formagao de
reacdes de Maillard. Além disso, as operagbes com calor consomem muita energia,
elevando o custo do processamento na produgao do farelo. Os Tls sdo monitorados
com frequéncia para controlar os efeitos negativos da aplicagdo térmica no
processamento de soja (CHANG et al., 1987; DI PIETRO, WANG et al., 2023).

3.4 MELHORAMENTO GENETICO PARA AUMENTO DA QUALIDADE NUTRICIONAL DA SoJA

Entre as décadas de 1900 e 1960, grande parte do melhoramento genético de
soja foi desenvolvido nas regides sul do pais. Para o avango do cultivo de soja no
norte do pais, as instituicbes publicas de pesquisa como o Instituto Nacional de
Campinas (IAC) e a Embrapa tiveram grande importancia. Os estudos desenvolvidos
por essas instituicbes permitiram o desenvolvimento de cultivares de soja com periodo
juvenil longo, retardando o florescimento em dias curtos (SEDIYAMA et al., 2009;
SILVA et al., 2022)

Até 1980, as empresas publicas e privadas nacionais ainda eram as principais
responsaveis pelo melhoramento de soja e transferéncia de tecnologia para o
mercado interno. Com a aprovagéo da Lei de Protegdo de Cultivares (Lei n°® 9.456,
1997), os programas de melhoramento genético aumentaram consideravelmente. As
empresas multinacionais tiveram grande importancia no desenvolvimento de novas
tecnologias, principalmente de cultivares geneticamente modificadas (GMs) (BRASIL,
1997).

O melhoramento genético de soja é um processo constante para o
desenvolvimento de novas cultivares. Os programas de melhoramento genético
possuem objetivos gerais e especificos, buscando a solugcédo de problemas bidticos e
abidticos que interferem na produgéo de soja. O desenvolvimento de novas cultivares
€ uma tecnologia que contribuiu significativamente para o aumento de produtividade
e estabilidade de produgdo. As cultivares de soja devem ter alta produtividade,
estabilidade de produgéo e grande adaptabilidade a condi¢des climaticas (MOLINARI
et al., 2020; SILVA et al., 2022)

Nos ultimos anos, grande parte dos estudos com soja foram direcionados para

aumento de produtividade, resisténcia genética as principais doengas e pragas e
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tolerancia a fatores ambientais limitantes. Na literatura, um numero reduzido de
trabalhos cientificos abordam o melhoramento genético para aumento da qualidade
nutricional da soja. Além disso, a maior parte dos estudos para melhoramento da
qualidade nutricional sdo considerados antigos e ndo apresentam solugdes utilizando
cultivares tropicalizadas. A falta de cultivares adaptadas para as condi¢des climaticas
brasileiras com quantidades reduzidas de inibidores de tripsina € um fator limitante
para nutricdo animal no pais.

Os genes KTI1 e KTI3 sao altamente expressos nas sementes de soja,
possuindo grande importancia para a producao de Tls. A identificagdo do acesso Pl
157740 permitiu um avanco importante nos programas de melhoramento genético
para redugao de fatores antinutricionais na soja. O acesso possui a atividade de Tls
significativamente reduzida devido a uma mutagdo frameshift (mutacdo genética
causada pela adi¢ao ou delecao de pares de bases). A mutacao frameshift resulta na
terminacao prematura durante a traducédo do gene KTI3, reduzindo os inibidores de
tripsina na soja. Contudo, nenhuma mutacdo foi identificada para o gene KTI/1
(JOFUKU et al., 1989).

Através do melhoramento classico, foi possivel melhorar a qualidade nutricional
de cultivares de soja. Nesse contexto, a Embrapa vem conduzindo trabalhos visando
o desenvolvimento de cultivares com melhor qualidade nutricional. Em trabalho
conduzido por Carrdo-Panizzi et al. (2009) a atividade de inibidores de tripsina Kunitz
foi reduzido por meio de melhoramento genético classico na cultivar BRS 216. Baker
et al. (2010) concluiram que é possivel produzir graos com baixo teor de inibidores de
tripsina e oligossacarideos com uso de melhoramento genético, aumentando a
disponibilidade de proteinas para o consumo.

O uso de novos marcadores moleculares foi uma técnica importante para
reduzir os inibidores de tripsina em soja. Os marcadores moleculares sao sequéncias
ou bases nitrogenadas polimoérficas em cultivares, responsaveis por alteragdes em
caracteristicas de interesse. Moraes et al. (2006) desenvolveram marcadores
moleculares para sele¢ao de cultivares de soja com menor quantidade de inibidores
do tipo Kunitz. O uso de marcadores moleculares em programas de melhoramento é
uma ferramenta importante para introgressdo de genes em cultivares elite.

Outros trabalhos também utilizaram estratégias de engenharia genética
visando a redugéao de inibidores de tripsina em soja. Song et al. (2017) utilizaram a

tecnologia de RNA interferente (RNAI) para desenvolver plantas transgénicas capazes
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de reduzir em 77,5% o funcionamento do gene KT/1. Haitao et al. (2010) também
utilizaram a técnica de RNAI para reduzir significativamente a quantidade de inibidores
de tripsina em cultivares de soja. Contudo, o uso de plantas transgénicas apresenta
dificuldades legislativas para comercializagdo, elevado custo de produgédo e baixa
aceitacao pela populagéo. Alguns autores utilizaram a tecnologia CRISPR/CAS para
o silenciamento do gene KTI1. Os autores Wang et al. (2023) obtiveram o
silenciamento simultdneo dos genes KTI/1 e KTI3 na cultivar Wiliams 82 via
CRISPR/CAS, reduzindo significativamente os niveis de inibidores de tripsina na soja.

Atualmente, ferramentas modernas da biotecnologia, como a tecnologia de
CRISPR/Cas (Clustered Regulartly Interspaced Short Palindromic Repeats ou
Repeticdes Palindrdbmicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespagadas)
possibilitam editar genomas de forma precisa, sem necessariamente envolver a
introducdo de transgenes. Associada a técnica de CRISPR, o sequenciamento
completo do genoma da soja em 2010 permitiu ampliar a identificagdo de genes de

interesse.

3.5 EDICAO GENICA VIA CRISPR/CAS

Por muito tempo, o desenvolvimento de novas variedades estava limitado ao
uso de ferramentas baseadas no melhoramento genético classico. Esse método
envolve a hibridagdo controlada para criar novos gendétipos que combinem alelos
favoraveis, utilizando a selegdo com base na observacao do fenétipo (MCCOUCH et
al., 2013; BOREM et al., 2021; SILVA et al., 2022).

Com os avangos na area da biotecnologia e da biologia molecular, surgiram
ferramentas complementares ao melhoramento classico possibilitando acelerar o
desenvolvimento de variedades com caracteristicas de interesse. Desde a década
1970, diversas técnicas de biologia molecular foram fundamentais para auxiliar o
melhoramento genético vegetal. A criagdo da primeira molécula de DNA
recombinante por Paul Berg em 1972 teve grande impacto no avango da
biotecnologia, permitindo a geragao de organismos transgénicos (JACKSON et al.,
1972). Entretanto, as primeiras técnicas utilizadas para produgao de variedades
transgénicas com o uso de marcadores possuiam algumas restricdes. Em especial,
a incapacidade de escolher o local especifico onde o DNA exdgeno é incorporado
(PURUGGANAN; FULLER, 2009; QUE et al., 2010; BOREM et al., 2021).

Aliado aos avangos na biologia molecular, o desenvolvimento de técnicas de
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sequenciamento mais rapidas e a custos mais acessiveis tem possibilitado acessar
informagdes do genoma de diversas espécies, incluindo a soja, que teve o
sequenciamento do genoma finalizado em 2010. A cultivar Williams 82 foi utilizada
como base para o sequenciamento, e essas informagdes vém contribuindo para a
descoberta de genes de interesse (SCHMUTZ et al., 2010).

Mais recentemente, o desenvolvimento das ferramentas de edicdo de
genomas tém possibilitado promover alteracées no DNA de forma precisa. O termo
edicdo génica refere-se a modificagdes em locais especificos no DNA de organismos
in vivo. Para fazer edicdo é necessario o uso de nucleases especificas, permitindo
clivar a molécula de DNA em uma regiao alvo. A clivagem da molécula alvo libera o
mecanismo de reparo da célula, podendo ser direcionados por recombinagao
homodloga (HR, Homologous Recombination) ou por unido de extremidades nao
homodlogas (NHEJ, Non homologous End Joining). O reparo via HR permite a
insercdo de sequéncias na regidao editada, enquanto o NHEJ é capaz de produzir
inser¢cdes ou delegdes préximas ao sitio de clivagem. Diversos mecanismos de
edicdo génica foram aperfeicoados nos ultimos anos, permitindo a manipulagdo do
DNA vegetal de forma altamente especifica (BALTES et al., 2017; HUANG; PUCHTA,
2019; SATHEESH et al., 2019).

A especificidade na manipulagdo do DNA possibilitou melhorar diversas
caracteristicas de interesse simultaneamente, acelerando o processo de
melhoramento vegetal. Nesse contexto, o sistema CRISPR/CAS teve grande
importancia para o avango da edigdo génica (JANSING et al., 2019). O uso de
nucleases especificas possibilitam a realizagcado de pequenas mudangas no genoma,
permitindo clivar o DNA em locais determinados. Organismos gerados com a
clivagem do DNA sem a introdugdo de genes exogenos fogem da classificagao
tradicional de OGM.

As SDN (do inglés, Site-directed nucleases) sao nucleases especificas
utilizadas para realizar modificagcdes no DNA. Com base na aplicagcao das SDN, os
organismos produzidos podem ser classificados como SDN-1, SDN-2 ou SDN-3. Os
organismos SDN-1, sdo produzidos por pequenas inser¢des, modificacbes ou
delecdes em locais especificos. As pequenas modificacdes ativam o mecanismo de
reparo natural celular, permitindo a unido de extremidades ndo homoélogas. Nesse
mecanismo, € possivel silenciar genes de interesse pela utilizagdo da técnica
CRISPR/CAS (GAO, 2018; ZHANG et al., 2019a; JANG; JOUNG, 2019).
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Nos organismos SDN-2, uma mudanga em um local especifico nas bases
nitrogenadas (A, T, G, C) é provocada pela quebra da dupla fita de DNA. No local da
quebra, um fragmento de DNA da propria espécie é direcionado para reparar a fita.
Esse mecanismo é conhecido como HDR (do inglés, Homology Directed Repair). Na
aplicagcao SDN-3, o método de HDR pode ser utilizado para inserir um ou mais
fragmentos de DNA para expressao de um determinado gene (GAO, 2018; JANG;
JOUNG, 2019).

A ferramenta de edicdo de genomas CRISPR é baseada em um sistema
natural de defesa encontrado em procariotos. O sistema CRISPR/CAS é um
mecanismo de imunidade adaptativa utilizado por procariotos, bactérias e arqueas
para defesa contra-ataque de virus e plasmideos. O funcionamento desse sistema
foi demonstrado pela primeira vez em 1980 por Emmanuelle Charpentier, da
Hannover Medical School na Alemanha, e por sua colega de trabalho Jennifer
Doudna, da Universidade de Berkeley na Califérnia (DOUDNA; CHARPENTIER,
2014; PICKAR-OLIVER; GERSBACH, 2019). Anos apos a descoberta do sistema
CRISPR, em 2013 o pesquisador Feng et al. (2013) demonstrou o seu funcionamento
em células humanas. O trabalho de Feng possibilitou a obteng¢ao da primeira patente
sobre a técnica CRISPR.

Nesse mecanismo, o microrganismo invadido € capaz de clivar acidos
nucleicos do invasor (Figura 1). As clivagens dos acidos nucleicos do invasor sao
responsaveis por formar pequenos fragmentos do DNA invasor. Os fragmentos do
DNA invasor séo integrados na regido CRISPR do microrganismo invadido. O DNA
invasor € integrado na forma de espacgadores, conferindo adaptagado do hospedeiro.
Com a invasao pelo mesmo virus ou plasmideo, o procarioto € capaz de transcrever
0s novos espagadores, as transcricdbes dos espacgadores originam crRNAs (RNA
guia), permitindo direcionar as nucleases Cas para clivagem do DNA invasor
(DOUDNA; CHARPENTIER, 2014; ZHANG et al., 2019b).
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Figura 1 — Funcionamento do sistema CRISPR/CAS em procariotos. Uma célula
invadida por virus ou plasmideo pode integrar parte do genoma invasor
como um novo espacgador (em vermelho). O DNA invasor é integrado na
forma de espacgadores, conferindo adaptacdo do hospedeiro.
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Fonte: Molinari et al. (2020).

A ferramenta CRISPR pode ser aplicada no melhoramento genético de plantas
para gerar plantas com caracteristicas desejaveis. A maquinaria da enzima pode ser
inserida de forma direta via ribonucleoproteinas (RNPs) ou por meio de vetores
através de transformacao genética. No caso da soja, a estratégia de transformacéao
via Agrobacterium tumefaciens para inser¢gao do vetor tem sido a alternativa mais
utilizada (XIE; YANG, 2013).

A Agrobacterium tumefaciens permite a transferéncia de genes de interesse
para novas cultivares. Na forma a qual se encontra na natureza trata-se de um
patdégeno de solo, responsavel pelo surgimento da doenga “galha da coroa”. No
processo de infecgdo, a bactéria transfere um fragmento de DNA (T-DNA) portando
genes de hormdnio de crescimento vegetal para a planta hospedeira. A transferéncia
do T-DNA ocorre pela presenga de um plasmideo indutor de tumor (Tl). O aumento
na produgédo de hormdnios resulta no desenvolvimento de um tumor, inviabilizando o
desenvolvimento da planta (ZHANG et al., 2018; RODRIGUES et al., 2021; ALIU et
al., 2022).

Em razdo da sua capacidade de transferir T-DNA, a Agrobacterium

tumefaciens foi modificada para transformacdo genética de plantas. Para a
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transformacao, o plasmideo Tl foi desarmado, impedindo a transmissdo dos genes
causadores de tumor. Em substituicao aos genes causadores de tumor, s&o inseridos
novos vetores de transformagao na bactéria. Para aplicagao da ferramenta CRISPR,
os vetores de transformacgado, possuem entre bordas RB e LB a maquinaria para
edicado (XU et al., 2020; XU et al., 2022).

3.6 REGULAMENTACAO DE BIOSSEGURANCA

A regulamentagdo de OGMs em muitos paises esta fundamentada nas
diretrizes do Protocolo de Cartagena sobre Biosseguranga (PCB), um acordo
internacional adotado em 2000 para garantir a seguranga na manipulagdo de
organismos vivos modificados derivados da biotecnologia moderna. O CPB
estabelece uma estrutura para a tomada de decisdes informadas sobre a liberagao de
organismos vivos modificados, focando na avaliagdo de riscos e na adogédo de
medidas de biosseguranca (ENTINE et al., 2021). Paises da América Latina, como
Argentina, Brasil e Chile, ttm desenvolvido regulamentos especificos para técnicas
inovadoras de melhoramento, incluindo a edi¢do de genoma (GATICA-ARIAS, 2020).
A Argentina foi pioneira ao estabelecer um processo de decisdo para determinar se
produtos obtidos por essas técnicas devem ser regulamentados como OGMs. Esta
abordagem flexivel tem sido adotada por outros paises da regido, permitindo uma
adaptac&o mais agil as inovagdes tecnolégicas (WHELAN; LEMA, 2017)

No Brasil, a Lei n°® 11.105 de 24 de margo de 2022 foi promulgada para
regulamentar o desenvolvimento de atividades que envolvam organismos
geneticamente modificados (OGMs) e seus derivados no Brasil. Essa lei estabelece
normas de seguranga e mecanismos de fiscalizagdo para a construgéo, cultivo,
producdo, manipulacdo, transporte, transferéncia, importacdo, exportacao,
armazenamento, pesquisa, comercializagado, consumo, liberagdo no meio ambiente
e o descarte de OGMs e seus derivados no pais (BRASIL, 2005).

A Lei n® 11.105, estabelece que qualquer atividade que envolva OGM e seus
derivados precisa de autorizagdo da Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga
(CTNBio). Em funcao do avancgo da ciéncia e do surgimento de novas tecnologias,
como as Técnicas Inovadoras de Melhoramento de Precisdo (TIMPs), a CTNBio
publicou a Resolugdo Normativa N°16 (RN16), publicada em 15 de janeiro de 2018

(BRASIL, 2018). Essa resolugao normativa estabelece os critérios para apresentagao
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de consulta a CTNBio sobre as tecnologias geradas por meio de TIMPs, que incluem
os produtos oriundos de edigao génica.

Conforme a resolugéo, essas novas ferramentas podem gerar tecnologias que
diferem da estratégia de engenharia genética por transgénese, podendo resultar em
produtos com auséncia de DNA/RNA recombinante no organismo final. A RN16
estimula a inovacao e o avancgo cientifico no campo do melhoramento genético de
plantas. Isto permite o desenvolvimento de culturas com caracteristicas melhoradas,
tais como resisténcia a doengas, tolerancia a estresses ambientais e melhor
qualidade nutricional (BRASIL, 2018). Diferentes estratégias para edigdo de genomas
foram desenvolvidas, permitindo a modificagdo do DNA sem a introducédo de genes
exégenos (EMBRAPA, 2018)

Muitas vezes associados a algo nado natural, os alimentos transgénicos
possuem dificuldade para serem aceitos pelos consumidores. Apesar da grande
contribuicdo histérica de variedades transgénicas para aumento da producido de
alimentos, encontrar métodos alternativos para liberagdo de novos produtos é
importante. Os organismos SDN-1 podem ndo ser considerados OGMs, uma vez que
nao possuem genes de um doador. Nesse contexto, o uso de organismos SDN-1 é
um método interessante para garantir a biosseguranga e reduzir os custos de
desregulamentacao (GAVIOLI; NUNES, 2015; EMBRAPA, 2018).
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4 METODOLOGIA

4.1 SELECAO Do GENE ALVO

O gene KTI1 (Glyma.01G09500) foi escolhido como alvo para o silenciamento.
A escolha do alvo foi definida com base em pesquisas bibliograficas em conjunto com
analises de bioinformatica. A expresséo do gene KTI1 foi realizada em bibliotecas de
RNAseq de sementes de soja disponibilizadas nos estudos de Kafer et al. (2023) e
Jones e Vodkin (2013). A expressao dos genes em TPM (do inglés, transcription per
million) foi determinada utilizando a versdo do genoma da soja Wm82.a4.v1 como

referéncia, a partir do banco de dados do Phytozome v13 (Tabela 1).



Tabela 1 - Dados para interpretagdo dos valores de expresséao em TPM dos genes KTI.
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Cadigo Genétipo Tecido Estagio Armazenamento Plataforma Sentlc_io do Tamanho Data
sequenciamento
Cotilédone  100- 200mg peso lllumina Genome ]
52 Nao informado fresco Liofilizado Analyzer Il Unico 75 2015
Cotilédone  100-200mg peso .
53 N&o informado fresco Liofilizado lllumina HiSeq 2000 Unico 75 2013
Cotilédone  400-500mg peso lllumina Genome
54 N&o informado fresco Liofilizado Analyzer Il Pareado 40-130 2015
Cotilédone ~ 400-500mg peso ,
55 N&o informado fresco Liofilizado lllumina HiSeq 2000 Unico 75 2013
Cotilédone lllumina Genome
56 N&o informado Semente seca  Temperatura ambiente Analyzer Il Pareado 40-130 2015
Lo Cotilédone . . . -

57 N&o informado Semente seca  Temperatura ambiente lllumina HiSeq 2000 Unico 100 2013
51F BRS 413 RR Semente Semente seca Nao informado Nao informado Pareado 75 2019
53F BRS 413 RR Semente Semente seca Nao informado Nao informado Pareado 75 2019
62F DM 6563 Semente Semente seca Nao informado Nao informado Pareado 75 2019
63F DM 6563 Semente Semente seca Nao informado Nao informado Pareado 75 2019
81F BRS MG715 Semente Semente seca Nao informado Nao informado Pareado 75 2019
82F BRS MG715 Semente Semente seca Nao informado Nao informado Pareado 75 2019

Fonte: Phytozome v13 e NCBI.
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4.2 DESENHO DO GUIA (GRNA)

O gRNA foi desenhado pelo software CRISPRdirect, selecionando a PAM NGG
(N, qualquer nucleotideo) para Cas9, utilizando o genoma Wm82.a4.v1 para
verificacao de especificidade (NAITO et al., 2015). Os off-targets foram verificados
através do alinhamento do gRNA + PAM no genoma da soja. O gRNA foi escolhido
considerando critérios de auséncia de off-target na regido seed + PAM, tamanho de
20 pb e relagdo GC entre 50 — 70%. A sequéncia final do gRNA escolhida foi: 5’-
GCGATAAAAAGGGCATGTAA-3.

4.3 CONSTRUCAO GENICA

O vetor modular C034p7ioR-35sCas foi desenhado para receber o gRNA
(Figura 2). Entre as bordas direita (RB) e esquerda (LB), estdo posicionados os
elementos necessarios para promover a edicdo. Além disso, o vetor contém a
sequéncia do gene BAR, da endonuclease Cas-9 e do promotor AtU6, elementos que
sao essenciais para a expressao da maquinaria de edicdo. O promotor AtU6 é
responsavel pelo controle da transcricdo do gRNA. O vetor possui dois sitios BsmBl,
responsaveis por promover a linearizagao do vetor para ligagao do gRNA (20 bp).

A digestao do vetor, fosforilagdo do gRNA, anelamento e ligacdo no vetor
digerido foram realizadas de acordo com o protocolo proposto por Shalem et al.
(2014). O vetor final foi clonado em células de Agrobacterium tumefaciens
termocompetentes utilizando o método de choque térmico (Froger & Hall, 2007). As
células competentes de Agrobacterium tumefaciens foram preparadas em solucao de
HEPES (sal sédico) 10mM, CaCl2 15 mM, KCL 250 mM e MgCI2 55 mM.

Para verificar se 0 gRNA foi inserido no vetor modular, foi realizado uma PCR
utiizando o primer AtU6 (5'-CCCTGGGAATCTGAAAGAAGAG-3') que faz o
anelamento na regiao do promotor e gRNA como primer reverso. Todos os produtos
de PCR foram visualizados num gel de agarose a 1,0% e preparados utilizando uma
reagdo de 25 uL, composto por 1x de tampao, 2.0 mmol L-' MgCl2, 400 umol L-' dNTP,
0.2 ymol L' para cada primer e 0.01 ul de Taq polimerase. As condigdes de
amplificagdo foram de desnaturagao a 95°C por 5 min, seguido por 35 ciclos de 95°C

por 30 s, anelamento a 55°C por 30 s, extensédo a 72°C por 30 s e 72°C por 7 min.
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Figura 2 — Vetor modular C034p7ioR-35sCas, contendo entre as bordas LB e RB o
gene de selegdo BAR controlado pelo promotor 35S e a maquinaria para
edicdo via CRISPR. A maquinaria € composta pela endonuclease Cas-9 e
pelo promotor AtU6 para controle da transcricdo do gRNA.

Fonte: Autor, 2024.

4.4 TRANSFORMACAO E CULTURA DE TECIDOS
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Para a transformacéao via Agrobacterium tumefaciens foi utilizado o método de

half-seed (do inglés, meia semente), descrito por Paz et al. (2006) e adaptado pela

Embrapa Soja (KANAMORI et al., 2017). No protocolo sao utilizadas quatro etapas,

sendo elas, crescimento de Agrobacterium tumefaciens para o co-cultivo, assepsia e

germinagao das sementes para preparo dos cotilédones, infecgdo dos explantes,

regeneracao e selecdo de plantas em cultura de tecidos (Figura 3).
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Figura 3 — Processo de infecgdo dos explantes pelo método de half seed e etapas da regeneracgéo e selegao dos explantes.
A) Sementes apos 16h em Meio de Germinagéao; B) Corte horizontal das sementes; C) Remogao da ponta da
radicula; D) Semente apds a remocgéao da ponta da radicula; E) Retirada do tegumento; F) Abertura dos cotilédones;
G) Remocgéo dos primordios foliares; H) Realizagédo do ferimento com auxilio de micro escova; |) Transferéncia dos
explantes para o Meio de Co-Cultivo Sélido. J) Lavagem com agua destilada; K) Explantes antes do corte do
hipocétilo; L) Explantes apdés o corte do hipocétilo; M) Transferéncia para placas com Meio de Indugédo de
Multibrotamento 1; N) Explantes em Meio de Alongamento; O) Corte dos brotos; P) Imersao em solucao de acido

indolbutirico; Q) Transferéncia dos brotos para o meio de enraizamento; R) Plantas com desenvolvimento adequado
para transferéncia e aclimatagao em vasos.

Fonte: Kanamori et al., 2017.
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4.5 IDENTIFICACAO DE PLANTAS TRANSFORMADAS E CONFIRMACAO DA EDICAO

Para identificacdo das plantas transformadas, foram utilizados primers
especificos flanqueando as regides do gene Atu6. Os primers utilizados foram 5’-
GTCGACGAATTCCTTCGTTGAACAACG-3’ (u6-Cloning-F) e 5’-
GGTACCGACAAAAAAAGCACCGACTC-3 (ub-Cloning-R). Posteriormente, para
identificacdo de plantas editadas, o DNA das plantas transformadas foi extraido,
amplificado por PCR convencional e sequenciado pelo método de Sanger (SANGER
etal., 1977).

Para identificagdo de plantas editadas foram utilizados primers especificos
flanqueando a regido do gRNA. As condigbes para amplificagdo do DNA pela PCR
foram de: desnaturacdo a 95 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 95°C por 30
s, anelamento a 55 °C por 30 s, extensao a 72 °C por 45s e 72 °C por 7 minutos. Para
o sequenciamento, o DNA amplificado foi purificado com o Kit da Wizard SV Gel e
PCR Clean-Up Sytem (EUA) de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

O DNA purificado foi utilizado para o sequenciamento, que foi realizado em
sequenciador ABI 3530 DNA Analyzer Applied Biosystems, utilizando o kit de
sequenciamento BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Invitrogen, EUA) de
acordo com as instru¢des do fabricante. A analise do sequenciamento foi realizada
pelo software Inference of CRISPR Edits (ICE) (Synthego, Red Wood City, CA, USA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DA EXPRESSAO Do GENE KTI

A familia dos genes KTl em soja se apresenta em multiplicas copias sendo os
genes expressos em diversos tecidos da soja, incluindo sementes, folhas, caules e
raizes. Especificamente, dois genes KT/ estdo localizados no cromossomo (Chr)
Chr01, um gene no Chr3, 14 genes no Chr8, 14 genes no Chr9, dois genes no Chr12,
um gene no Chr15, oito genes no Chr16, um gene no Chr18 e um gene no Chr19.

A Tabela 2 agrupa os dados para analise de expressdao em TPM dos genes da
familia KTl. Com relacdo ao gene KTI/1 (Glyma.01G095000), verificou-se uma
expressao significativa nos cotilédones e sementes (Tabela 2). O maior valor de
expressao para o gene KT/1 foi verificado nas sementes secas do genotipo DM 6563,
possuindo 4491 TPM (62F). Outros estudos também encontraram uma expressao
significativa do KT/1 em sementes de soja.

Wang et al. (2023) analisando a expressao via PCR em tempo real de quatro
genes KTI, verificaram uma expressao significativa de KT/1 em sementes de soja da
variedade Williams 82. Gillman et al. (2015) avaliando 520 acessos de soja para
identificar linhas com quantidades reduzidas de inibidores de tripsina e quimiotripsina,
encontraram uma alta expressao de KT/1 em sementes. Além disso, os trabalhos de
Moraes et al. (2006), Perez-Maldonado et al. (2003) e Jofuku et al. (1989) também

reportaram uma expressao aumentada de KT/7 em sementes de soja.



Tabela 2 — Expressao dos genes KTl em TPM.
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Gene_id 52 53 54 55 56 57 51F 53F 62F 63F 81F  82F Phytozome/Gene atlas
Glyma(.%ﬁt))gsooo 1302 1529 1 1413 0 986 2208 1808 4491 1331 2287 1852 Altamente expresso em sementes
Glyma.06G219900 2 3 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 Altamente expresso em folhas
Glyma.08G341100 6 47 0 11 0 0 0 0 0 0 0 0 Altamente expresso em folhas
Glyma.08G341300 0 0 0 0 0 53 19 11 46 11 36 20 Alto em raizes/folhas/flores/nddulos
Glyma.08G341400 0 0 0 0 0 81 21 15 137 24 47 43 Alto em raizes/folhas/flores/nddulos
Glyma.08G341500 1282 1364 37 1316 1 1019 1252 968 1393 408 3289 2645 Altamente expresso em sementes
Glyma.08G341600 67 224 0 46 0 0 2 0 0 0 4 4 Altamente expresso em folhas
Glyma.08G341800 0 12 0 37 1 165 82 57 499 134 261 217 Altamente expresso em folhas
Glyma.08G341900 0 0 0 0 0 5 0 0 5 0 7 0 Alto em caule/flor
Glyma.08G342000 0 8 0 0 0 24 13 6 26 9 4 0 Coexpressdo com genes em folhas
Glyma.08G342100 1 11 0 59 0 292 173 147 1068 317 665 532 Coexpressdo com genes em folhas
Glyma.08G342300 701 1130 2 1084 O 45 34 13 49 15 15 27  Alto em flor/folha/raiz/semente/espiga/parte aérea
Glyma.18G191400 0 0 0 1 0 3 0 0 0 0 0 0 Baixa expressdo em sementes/nédulos
Glyma.09G155000 28 101 0 96 0 40 12 5 77 20 4 3 Alto em raizes/folhas/flores/caules/polegares
Glyma.16G206300 0 2 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 Alto em vagem/semente

Fonte: lucas aqui coloque vc como o autor, os dados do phytozome s&do apenas os da ultima coluna. Os demais vieram das bibliotecas do laboratério
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A reducao de inibidores de tripsina é fundamental para melhorar a qualidade
nutricional da soja, aumentando a digestao de proteinas. Estes compostos tém efeitos
diretos sobre a fisiologia de pragas e herbivoros, impedindo-os de consumir alimentos
que contenham inibidores de tripsina. Em estudos realizados com alfafa, os inibidores
de tripsina Msti-94 e Msti-16 demonstraram possuir o efeito semelhante a um veneno
no estdmago de pulgdes, reduzindo significativamente as taxas de sobrevivéncia e
reproducao dos insetos (ZHAO et al., 2019). Assim, foi observado na literatura que
plantas com um numero reduzido de inibidores de tripsina sdo mais suscetiveis ao
ataque de patoégenos e herbivoros (LI et al., 2008; JUNKER et al., 2012; ARNAIZ et
al., 2018; ZHAO et al., 2019; WANG et al., 2023).

No trigo, os inibidores das enzimas tripsina e a-amilase foram identificados
como as principais moléculas de resisténcia para defesa contra pragas e parasitas
(JUNKER et al., 2012). Além disso, os pesquisadores Arnaiz et al. (2018) observaram
que o silenciamento dos genes AtKTI4 e AtKTI5 aumentaram a suscetibilidade a
Tetranychus urticae em Arabidopsis thaliana. No estudo de Li et al. (2008), o
silenciamento do gene AtKT107 via RNAi aumentou o numero de lesdes em tecidos
foliares apos a infiltracdo da toxina fumonisina B1, responsavel por provocar morte
celular programada.

Apesar de nao terem sido descritos efeitos semelhantes em plantas de soja na
literatura, Wang et al. (2023) identificaram que linhagens de soja com KT/ reduzido
possuem maior suscetibilidade a diversos patdgenos, incluindo todas as ragas de
nematoide do cisto (Heterodera glycines), Diaporthe aspalathi, Cercospora kukuchii,
virus da necrose da haste da soja e Peronospora manshurica. Esses resultados
indicam que os genes KT/ da soja possuem uma fungédo importante para defesa da
planta.

Contudo, considerando que o KT/1 é expresso exclusivamente nas sementes
de soja, o silenciamento deste gene pode nao interferir na imunidade da planta em
outros tecidos. Portanto, a investigagao dos efeitos na defesa em plantas de soja com

edicdo para o gene KTI/1 devem ser realizadas no futuro.
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5.2 IDENTIFICACAO DE EVENTOS TRANSGENICOS

A analise das plantas na geracao TO por meio de PCR convencional indicaram
a presenca do promotor AtU6, demonstrando que os eventos foram transformados
com o vetor de interesse (Figura 4). Neste estudo, foram transformadas 890 sementes
de soja utilizando o protocolo de half-seed (PAZ et al., 2006). Como resultado, 13
plantas foram identificadas transgénicas, mostrando um avanco significativo com uma
eficiéncia de transformacgéao (ET) de 1.46%. O tamanho do amplicon gerado foi de 564

pb, confirmando a transformacéo dos eventos.

Figura 4 — Gel de agarose 1%, utilizando brometo de etidio para visualizagédo do DNA.
A identificagdo das plantas transgénicas foi realizada por meio de PCR
utilizando primers que se ancoram no promotor AtU6. Para auxiliar a
visualizagao dos resultados, foram utilizados trés controles. O “Vetor vazio”
(vetor com a presenca do promotor AtU6 e sem gRNA) foi utilizando como
controle positivo, enquanto o “Negativo” e “Bco, ou branco” foram utilizados
como controle para auséncia de amplicons. As amostras identificadas como
positivas foram as plantas nas quais houve amplificagcdo, confirmando a

presenca
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Fonte: Autor, 2023.
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A eficiéncia de transformagao por Agrobacterium tumefaciens para a maioria
dos gendtipos de soja tem permanecido em geral abaixo de 5% (YAMADA et al., 2012;
JIA et al., 2015; LI et al., 2017). Paz et al. (2006) utilizando o método de half-seed
encontraram uma eficiéncia média geral de transformacéo de 3,8%, a qual foi 1,5
vezes maior em comparagao com os nos cotiledonares. As primeiras plantas de soja
transgénicas foram produzidas pela utilizagdo de nos cotiledolares como fonte de
explantes (HINCHEE et al., 1988). Desde entdo, muitos pesquisadores usaram nos
cotiledonares de soja como explantes para transformacdao via Agrobacterium
tumefaciens (Dl et al., 1996; ZHANG et al., 1999).

Os nos cotiledonares tém uma eficiéncia de regeneragcdo mais alta do que
outros tipos de explantes na soja (KIM et al., 1990; SATO et al., 1993; LIU et al., 2004).
No entanto, a taxa de transformacédo deste método é muito baixa. Em geral, os
protocolos de transformacao para soja ainda permanecem com baixa eficiéncia em
comparagao com outras culturas, como arroz 23% e milho 30—-40% (LIN; ZHANG,
2005; GE et al., 2006; ISHIDA et al., 1996; YANG et al., 2006).

Ao todo, grande parte dos estudos tém utilizado variedades modelo de soja,
como Jack, Bert e Williams, e outros genoétipos especificos devido a sua facilidade de
transformacao (PAZ et al., 2004, 2006; ZENG et al., 2004; LUTH et al., 2015). Por
outro lado, transformacdes de soja com alta ET foram relatadas utilizando gendétipos
especificos. Por exemplo, foi obtido uma eficiéncia de transformacéao de 23,1% com a
variedade Zhonghuang13 e uma média de 14% para o gendtipo DS-9712 (ZHANG et
al., 2014; HADA et al., 2018).

Todavia, a transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens com alta
eficiéncia foi alcangada em apenas um numero limitado de linhagens elite (ZHANG et
al., 2014; ARUN et al., 2015; LI et al., 2017; CHEN et al., 2018). A transformacao
mediada por Agrobacterium tumefaciens é o método mais utilizado para produgao de
soja transgénica devido diversos motivos, incluindo a sua operagao simples, alta
reprodutibilidade e baixo custo experimental. Além do protocolo de half-seed, diversos
tipos de tecido podem ser usados como explantes, como nds foliares primarios,
epicotilos e hipocotilos, embrides imaturos e gemas axilares (XU et al., 2020; XU et
al., 2022).

A soja transgénica cobre 50% da &area global de cultivos transgénicos,

ocupando 94,1 milhdes de hectares, e por isso desempenha um papel importante na
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producao de soja em todo o mundo (NANDULA, 2019). Em conjunto com a técnica de
transgenia, a edigdo do genoma de soja mediada por CRISPR/Cas9 tem sido utilizada
para silenciar genes envolvidos em diversas caracteristicas, como a altura da planta,
desenvolvimento de nds, caules e flores (JIA et al., 2015; XU et al., 2022). Diversas
plantas com caracteristicas alteradas foram obtidas, demonstrando o potencial dessa
tecnologia para aprimoramento de caracteristicas das culturas (XU et al., 2020).

Neste trabalho, apesar da aplicacdo bem-sucedida da técnica de half-seed para
gerar mutantes de soja, o atual protocolo de transformagcdo mediado por
Agrobacterium tumefaciens permanece dependente do gendtipo. Essa limitagao
dificulta a adogdo generalizada da técnica CRISPR/Cas9 em programas de
melhoramento de soja. Na literatura, diversos motivos foram atribuidos para explicar
a dificuldade em obter plantas transgénicas de soja, em especial a recalcitrancia dos
genodtipos e a existéncia de quimeras sao fatores importantes (XU et al., 2022).

A suscetibilidade dos gendtipos de soja para infecgdo via Agrobacterium
tumefaciens é um fator chave para aumentar a eficiéncia de transformagao genética
(SONG et al., 2013; PAREDDY et al., 2020). Jia et al. (2015) avaliando os genétipos
Williams 82, Shennong 9 e Bert verificaram uma alta eficiéncia de transformacéao e
melhor suscetibilidade a infeccdo por Agrobacterium tumefaciens, enquanto os
gendtipos General, Liaodou 16 e Kottman apresentaram uma suscetibilidade
relativamente fraca e baixa ET.

Plantas quimeras sdo formadas pela infeccdo parcial de Agrobacterium
tumefaciens, resultando na incorporagao do T-DNA em apenas algumas células (XU
et al., 2022). Posteriormente, as células ndo transformadas possuem o potencial para
gerar brotos que ndo expressam as caracteristicas introduzidas pelo T-DNA. O
quimerismo na transformacéo é responsavel pela ndo transmissao dos transgenes
para geragdes subsequentes, seja completamente ou em uma propor¢do menor do
que o esperado pela genética mendeliana (PAREDDY et al., 2020).

Portanto, minimizar o quimerismo é necessario para aumentar a eficiéncia de
transformacdo em gendtipos de soja. Melhorias para reduzir escapes ou taxa
quimérica foram feitas pela utilizacao de agentes de selecdo, como os genes BAR e
AHAS, responsaveis por conferir resisténcia aos herbicidas glufosinato de aménio e
imazapir, respectivamente (ARAGAO et al., 2000; RECH et al., 2008; WANG et al.,
2023).
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5.3 IDENTIFICACAO DE PLANTAS EDITADAS.

A Figura 5 apresenta a frequéncia de edigao (indels, inser¢cdes ou deleg¢des de
bases) e o escore de knockout (knockout-score) das linhas transformadas em TO. As
frequéncias de edigao variaram significativamente entre as amostras, indo de 14% a
95%. A amostra 8AC40-1 teve a maior frequéncia de edigdo, com 95% e um escore
de knockout significativo de 76. A amostra 15AC37-3 apresentou a menor frequéncia
de edigdo, com 14% e um escore de knockout de 14.

Outros estudos também reportaram uma alta variagao na frequéncia de edi¢cao
utilizando CRISPR/Cas9 em gendtipos de soja. Lu e Tian. (2022) encontraram uma
variagao de 3-100% na eficiéncia de edigdo para o gene que sintetiza para a enzima
Phytoene Desaturase (PDS) em plantas de soja. Cai et al., (2018), observaram uma
variagao de 35.7-72.2% na eficiéncia de edicio utilizando CRISPR/Cas9 em plantas

de soja transgénicas geradas em TO.
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Figura 5 — Frequéncia de edi¢ao (indels) e Knockout-score das linhas geradas em
TO.

W INDEL %
B KNOCKDUT-SCORE
B KNOCIIN-SCORE

MODEL FIT  KNOCKOUT-
sampLe @ GUIDE TARGET & DAM SEQUENCE®D NOEL® B - @®H D SCORE @

@ Fa_Fo4 8ACA40-1 GCGATAAAAAGGGCATGTAA T66 95 ) 7%
@ Bs.BoS 15AC36-5 GCGATAAAAAGGGCATETAA T66 7 08 ™
@ Dbs_pos 8AC45-2 GCGATAAAAAGGGCATETAA 166 ™ o8 s7
& cs_cos 8AC29-7 GCGATAAAAAGEGCATETAA T66 7% 0o7 7%
& E4_E04 8AC31-1 GCGATAAAAAGGGCATGTAA T66 63 48
@ Asn0a 8AC29-2 GCGATAAAAAGGGCATGTAA T66 59 54
@ cacos 8AC30-1 GCGATAAAAAGEGCATGTAA T66 20 20
@ cacos 8AC40-3 GCGATAAAAAGGGCATGTAA T66 ] 097 ©
@ E5_E05 15AC37-3 GCGATAAAAAGGGCATETAA 166 " ) “"

Fonte: Autor, 2023.

Ao todo, a utilizagao do sistema CRISPR/Cas para edi¢ao genémica em plantas
tem sido eficaz no desenvolvimento de variedades geneticamente melhoradas.
Diversas caracteristicas foram modificadas por essa tecnologia, incluindo resisténcia
a doencgas, tolerancia a estresses abidticos e 0 aumento da produtividade agricola
(WANG et al., 2014; MA et al., 2015). Além disso, diversas espécies de plantas
também foram melhoradas pelo uso de CRISPR/Cas9, como arroz, algodao, tomate,
milho e trigo (ZHOU et al., 2014; WANG et al., 2017; GAO et al., 2017; RODRIGUEZ-
LEAL et al., 2017; Ql et al., 2016; CERMAK; CURTIN, 2017).

Neste estudo, o sistema CRISPR/Cas9 foi utilizado para induzir mutagdes no
gene KTI1 via NHEJ resultando na obtencédo de 9 plantas editadas com diferentes
frequéncias de edigdo. Considerando que o mecanismo NHEJ atua como mecanismo
de reparo do DNA, podendo causar mutagdes do tipo inser¢cdes ou delegcdes no sitio
de clivagem (SATHEESH et al., 2019) a produgao de inibidor de tripsina oriundo do

gene KTI1 pode ter sido interrompida. A expressao dos genes no local onde houve
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reparo por NHEJ podem ser parcialmente ou totalmente interrompidas, e as proteinas
codificadas podem nao ser funcionais (MARRAFFINI, 2015; ANZALONE et al., 2020).

Essas linhas editadas sdo promissoras para serem utilizadas no avango de
geragdo visando a obtencdo de mutantes em homozigose e OGM-free, os quais

possuem potencial para apresentar reduzida atividade antinutricional.
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6 CONCLUSAO

Com o uso da técnica de transformacao via Agrobacterium tumefaciens, foi
possivel obter construgées génicas que integraram com sucesso a maquinaria
CRISPR/Cas e o gRNA para o gene KT/1 em uma cultivar elite de soja, resultando
na obtencao de 13 plantas transgénicas.

Das 13 plantas transgénicas obtidas, 9 apresentaram uma alta frequéncia de
edicdo no gene KTI1. Entre essas, a linha 8AC40-1, por apresentar alta frequéncia de
edicdo, foi selecionada para o avango de geragdocom o objetivo de desenvolver
plantas homozigotas que sejam livres de OGM e com niveis reduzidos do fator
antinutricional KT/1.

A utilizacdo da tecnologia CRISPR/Cas associada a Agrobacterium
tumefaciens para a edicdo do gene KTI/1 na soja, mostrou ser uma abordagem
promissora, para tornar a soja mais nutritiva e adequada para o consumo humano e

animal.
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