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|dentificagcdo de plantas de soja

transformadas com sistema CRISPR
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Introducgao

A transgenia € uma ferramenta biotecnolégica muito util na modificagao ge-
nética de plantas. Todavia, por questdes de biosseguranga o langamento
de cultivares transgénicas é longo e oneroso, devido a diversas questdes
regulatérias (Nepomuceno et al., 2020). Uma solugao que se apresenta é a
edigdo genética, que consiste na modificacdo dos proprios genes da plan-
ta sem nenhuma introgressao de genes exdgenos ao genoma de interesse.
Desse modo, plantas com tais edigbes genéticas podem ser consideradas
convencionais e nao organismos transgénicos (Jansing et al., 2019).

Atualmente, transformagbes utilizando Agrobacterium tumefaciens asso-
ciadas ao sistema CRISPR-Cas sdo uma poderosa ferramenta na edicao
genética de plantas. (Sandhya et al., 2020). O sistema CRISPR-Cas foi ini-
cialmente identificado em bactérias e descrito como enzimas que associadas
a um RNA-guia (QRNA) desempenham papel de defesa contra infecgdes oca-
sionadas por bacteriéfagos. As enzimas Cas-9 localizam e clivam o RNA viral
através de uma sequéncia homéloga presente no gRNA (Hille et al., 2018).

Ao utilizar este sistema é possivel produzir vetores de plantas contendo a en-
zima Cas-9, que dependendo do gRNA, torna possivel direcionar a clivagem
em posicao especifica do genoma de forma precisa e segura. Apoés a cliva-
gem o sistema de reparo do DNA da planta pode adicionar ou deletar alguns
pares de bases, o que resulta em mutagdes de fase de leitura, truncamento e
inativacao dos genes alvos (Gerashchenkov et al., 2020).

Apos a transformagao com Agrobacterium, a “maquinaria de edi¢gdo” conten-
do a nuclease Cas-9, o gRNA, e os demais genes relacionados a selegao
e a mobilidade do DNA de transferéncia, se incorporam aleatoriamente no
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genoma da planta em apenas um cromossomo, resultando em um hemizigo-
to. A expressdo destes genes de edicéo leva ao silenciamento do gene alvo.
Nesta etapa (TO) a planta editada é transgénica, porém, quando as plantas
sdo autofecundadas ocorre a segregacao da “maquinaria de edicao”, devido
a producéo de hemizigotos pela transformacéo, o que pode resultar em plan-
tas editadas nédo transgénicas (T1) (Molinari et al., 2020).

A identificacdo de eventos editados ndo transgénicos é fundamental para a
continuidade de programas de melhoramento que utilizam a edigdo genémica
de plantas por CRISPR-Cas-9. Inicialmente é necessario identificar as plan-
tas que tiveram a maquinaria CRISPR incorporada em seu genoma, e que
possuem o potencial de edi¢do e silenciamento do gene alvo, que posterior-
mente é validado através de sequenciamento da regido proxima ao gRNA.
Por fim, os transgenes CRISPR podem ser eliminados através da reprodugao
e triagem das populagdes segregantes. Assim, o objetivo deste trabalho foi
identificar, por PCR convencional eventos de soja com potencial de edigéo
pela presenca da maquinaria CRISPR-Cas-9.

Material e Métodos

Plantas de soja transformadas via Agrobacterium tumefaciens foram anali-
sadas pela Reacao em Cadeia da Polimerase, ou PCR (Polymerase Chain
Reaction). A PCR teve por objetivo identificar os eventos transgénicos, uma
vez que a maquinaria de edi¢do esta integrada ao genoma das plantas. Para
tal foram realizadas as seguintes etapas: extracdo de DNA da soja; amplifica-
¢éo por PCR da nuclease Cas9; e eletroforese em gel de agarose.

Extragcao de DNA

Dois discos foliares com 5 mm de didmetro foram coletados de trifdlios jovens
e transferidos dentro de microtubos resfriados em gelo. Em cada microtubo
foram colocadas duas esferas de aco, com 3 mm de didametro. Os tecidos
foram macerados por sucessivas agitagdes dos tubos em vértex intercaladas
por congelamento em nitrogénio liquido.

Apods a maceragao foram adicionados 300 uL do tampao de extragdo CTAB
(Doyle; Doyle, 1987) previamente aquecido a 65°C. Os tubos foram agitados
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em vortex e incubados a 65°C por 30 minutos em banho-maria. Posteriormente
foram adicionados 300 uL de cloroférmio, o qual foi misturado por inversdes
em agitador oscilador por 10 minutos. Na sequéncia, os tubos foram centrifu-
gados a 14000 g, por 15 minutos.

A fase aquosa (200 uL) foi transferida para novos microtubos, e adicionados
200 pL de isopropanol resfriado a -20°C. Os tubos foram homogeneizados
por inversdes, seguidas de incubagéo a -20°C por 30 minutos, para a precipi-
tagdo do DNA. O pellet de DNA foi obtido por centrifugagéo a 14000 g, por 15
minutos. O sobrenadante contendo isopropanol foi descartado e o pellet lava-
do com 200 pL de etanol 70% gelado. O etanol foi descartado e o pellet seco
em speed vacum por 5 minutos. Apds a secagem, o DNA foi ressuspenso em
100 pL de tampéo TE contendo RNAse A, na concentracao final de 40 ug mL-
', seguida de incubagéo a 37°C por 30 minutos. A quantificagdo e qualidade
da extragéao foi posteriormente confirmada em espectrofotdbmetro NanoDrop®
e a integridade foi observada em gel de agarose 1%.

Amplificagao por PCR

A confirmacdo da presenca da maquinaria de edigdo no genoma da
soja foi realizada através de PCR convencional utilizado os primers es-
pecificos para nuclease Cas9 que produzem amplicons de 448pb:
Cas9-Foward 3° GGAGTTCTACAAGTTCATCAAGS e Cas9-Reverse 3’
AGTGAAGTACTCGTACAGAAGGS'.

As reacgdes foram realizadas com volume final de 25 uL, sendo cada reagao
composta de 2 yL DNA gendmico, 2,5 uL de tampéo 10x, 0,2uM de cada pri-
mer, 2mM de MgCl,, 0,4mM de dNTPs, 1U de Taq Polimerase.

As condigbes de ciclagem utilizadas foram: desnaturagéo inicial a 95°C por 5
min, seguida por 35 ciclos de desnaturagao 95°C por 30 s, anelamento a 55°C
por 30 s, extensao a 72°C por 45 s, finalizando com um ciclo de 72°C por 7 min.

Eletroforese em gel de agarose

Os produtos das PCRs foram analisados por eletroforese em gel de agarose
a 1%, contendo brometo de etideo em tampé&o SB. Os géis foram submetidos
a uma tensado de 120V por 1h. A presenga dos amplicons foi observada em
transiluminador UV.
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Resultados e Discussao

Na etapa de detecgdo da maquinaria Cas, foram analisadas 24 plantas de
soja oriundas do processo de transformacao via Agrobacterium tumefaciens
com vetor CRISPR. A concentragao e a qualidade do DNA sao apresentadas
na tabela 1. As amostras de DNA extraidas em geral produziram os valores
esperados. Em geral, a quantificacdo de DNA aumenta a confiabilidade dos
resultados da PCR, pois garante o uso de quantidades suficientes do DNA
alvo evitando resultados falso-negativos. Outro ponto a considerar para uma
amplificagéo eficiente sdo os inibidores oriundos do processo de extragédo e
das caracteristicas especificas da amostra. A presencga de inibidores pode ser
identificada pela relagcéo entre as leituras de absorbancia nos comprimentos
de onda A /A indicativa de contaminagao com proteinas, e em A

260nm 280nm’ 260nm

I' A, due informa a presenga de compostos como polissacarideos, sendo
nm

aceitavel, em ambas as rela¢des, um valor de 1,7 ou superior (Sambrook;
Russell, 2001).

Tabela 1. Quantificacdo espectrofotométrica da concentragcado e relagdo de quali-
dade do DNA (relagdo da absorgéo dos comprimentos de onda A260nm/A280nm e
A260nm/A230nm) de 24 plantas transformadas via Agrobacterium tumefaciens, com
vetor CRISPR

D Con::\(; r;;fgéo A Con::lzrllltlllf-agéo A A, AA,
PL1 238 2,2 1,9 PL13 852,4 1,9 2
PL2 523,6 1,8 1,8 PL14 990,1 1,8 1,9
PL3 433,6 1,9 1,9 PL15 845,7 2 2,2
PL4 114,9 1,8 1,8 PL16 537,9 1,9 1,3
PL5 104,8 2 2 PL17 843,1 2 2,2
PL6 493 1,8 1,7 PL18 542,1 1,7 2,0
PL7 398,9 1,9 2 PL19 498,1 1,9 2,2
PL8 159,5 2 2 PL20 4451 1,8 2,3
PL9 4154 1,9 2 PL21 384,1 2 1,5
PL10 469,8 1,9 2,1 PL22 877,2 2 2,1
PL11 443,9 1,8 1,8 PL23 212,3 1,6 1,8

PL12 964,1 1,7 153 PL24 431 1,8 1,8
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Todas as técnicas de quantificacdo de DNA tém limitagdes em seu uso e
aplicagao, portanto, amostras de DNA com alta concentragao e relagdes ade-
quadas, podem ainda apresentar degradagcdo do DNA comprometendo a de-
teccdo por PCR, sendo recomendavel a verificagao da integridade que pode
ser realizada através de eletroforese em gel de agarose. Todas as amostras
de DNA apresentaram boa integridade com baixa degradacgéao (Figura 1).

Figura 1. Integridade em gel de agarose 1% de DNA gendmico de 24 plantas de soja
transformadas via Agrobacterium tumefaciens, com vetor CRISPR.

Com os parametros de qualidade e quantidade verificados, a PCR convencio-
nal resultou em 12 plantas com produto de amplificagdo de 448pb referente
a presenca da nucleasse Cas9 (Figura 2). As amostras PL12, PL16 e PL21
apresentaram intensidade de banda inferior, possivelmente devido a presen-
¢a de inibidores da PCR na amostra, como pode ser constatado pela baixa
relagéo A A, (Tabela 1)

260nm

Figura 2. Identificagdo de plantas transgénicas com maquinaria Cas9 por PCR con-
vencional em gel de agarose 1%. A presenca de produto de amplificagdo de 448pb
indica planta transgénica com maquinaria CRISPR-Cas9, auséncia de banda indica
planta ndo transgénica. Marcador de DNA 1Kb Plus (Invitrogen®).

A variabilidade genética da soja promove diferentes respostas na eficiéncia
de infecgao pela agrobactéria, desenvolvimento e regeneragdo em cultura in
vitro, tornando baixa a eficiéncia de transformacgéo (Donaldson; Simmonds,
2000; Yang et al., 2016) e, ainda, a eficiéncia de edicao das plantas transfor-
madas com sistema CRISPR pode ser afetada por diversos fatores desde a
estratégia de construgao do vetor (Carrijo et al., 2021) até a forma de entrega
dos componentes CRISPR/Cas9 (Sandhya et al., 2020). A somatéria desses
fatores, reduz ainda mais a eficiéncia geral do processo e o numero de plan-
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tas editadas. Assim é fundamental que a etapa inicial de deteccao via PCR
da maquinaria de edicdo CRISPR seja eficiente para reduzir falsos negativos
e aumentar o potencial de identificagéo de plantas editadas.

Conclusao

Foram identificadas 12 plantas de soja com maquinaria CRISPR e portanto,
com potencial de edi¢cdo do gene alvo. Sera necessario o sequenciamento da
regido proxima ao gRNA para validar o silenciamento do gene alvo.
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