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Silenciamento génico via CRISPR/Cas de
fatores antinutricionais da soja visando

melhoria da digestibilidade animal
FIGLIANO, G. C."; POLIZELI, S. R. A."; HOSHINO, R. T.2; MARIN, S. R. R. 3;
MERTZ-HENNING, L.M.*; NEPOMUCENO, A. L.

'UEL - Universidade Estadual de Londrina, Bolsista PIBIC/CNPq, Londrina, PR; 2Bolsista Funarbe/Embrapa
Soja; *Analista, Embrapa Soja; “Pesquisador(a), Embrapa Soja.

Introducgao

O Brasil ocupa a posi¢cao de maior produtor mundial de soja, com uma pro-
ducédo aproximada de 155 milhdes de toneladas de soja produzidas na safra
2022/2023 (Conab, 2023), a qual é destinada principalmente para a alimenta-
¢ao animal. No entanto, a introdugéo da soja nas ragdes de animais monogas-
tricos como suinos e aves, apresenta limitagdes em virtude da presenga de
fatores antinutricionais (FA), que dificultam a atuag¢do de enzimas digestivas,
causando danos a parede intestinal com diminuicdo da digestibilidade dos
nutrientes e consequentemente, prejudicando os resultados de desempenho
zootécnicos (Nunes et al., 2001; Brito et al., 2006). Em outras palavras, a soja
se consolidou como fonte proteica das ragdes animais, apesar de apresentar
componentes antagbnicos que impedem a utilizagdo de seu potencial nutri-
tivo por completo, levando a um menor aproveitamento da ragéo e queda na
produtividade desse setor.

Para a utilizagdo da soja como constituinte efetivo na alimentagédo humana e
animal ha necessidade de processamento térmico adequado a fim de inativar
os FAs. Entretanto, esses procedimentos apresentam alto custo, e o calor
excessivo pode resultar na perda de aminoacidos essenciais e na alteragao
de propriedades benéficas da soja. Por outro lado, podem deixar residuos de
FAs quando ndo conduzidos de forma satisfatéria. Assim, tanto o sub quanto
0 super processamento sao prejudiciais para o desempenho animal (Café et
al., 2000; Rodrigues et al., 2002; Brito et al., 2006). Portanto, fica evidente a
importancia do estudo dos FAs e das principais estratégias utilizadas para
diminuir e/ou eliminar o efeito desses compostos na nutricdo de animais mo-
nogastricos, visando melhorar a digestibilidade dos nutrientes e o valor de
energia metabolizavel da racéo.
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A manipulagao genética desses FAs possibilita limitar a atividade inibitoria.
Trabalhos reportam a manipulagdo genética desses genes em linhagens
de soja por meio de melhoramento genético via hibridagdo, tanto no Brasil
(Moraes et al., 2006; Brune et al., 2010) como na literatura internacional
(Schmidt et al., 2015). Estudos foram realizados para desenvolver genoti-
pos de soja com quantidades baixissimas ou nulas de fatores antinutricionais
(Krishnan; Kim, 2003; Donald et al., 2007; Carpentieri-Pipolo, 2015), portanto,
esses genes ja foram funcionalmente caracterizados na cultura de interesse.

O método mais utilizado para transferir um alelo de um doador para um genoé-
tipo elite é o retrocruzamento; entretanto, o processo é laborioso e consome
muito tempo e recursos, particularmente para alelos recessivos. Além disso,
na maioria das situacées o doador ndo € uma linhagem adaptada, sendo
provavel que ocorra a passagem de genes indesejaveis. Isso explica a inexis-
téncia de cultivares de soja com essa caracteristica no mercado atual. Uma
alternativa para superar esse cenario adverso é a utilizagdo de ferramentas
de edigdo de genomas, como CRISPR/Cas, para geragéo de cultivares de
soja com essas caracteristicas.

Neste trabalho visamos utilizar o sistema CRISPR/Cas para aumentar a velo-
cidade da geragao de cultivares de soja altamente produtivas com alelo nulo
de um fator antinutricional da soja.

Material e Métodos

Identificacdo do gene alvo, sintese e clonagem do RNA guia (JRNA)

A sequéncia do gene alvo da edigéo foi obtida a partir do banco de dados do
Phytozome e comparada nas duas versdes do genoma de soja disponiveis
Glycine max a2.v1 e Glycine max a4.v1 (Phytozome v13). Posteriormente
essa sequéncia foi alinhada com o genoma da cultivar de soja BRS 537 (cul-
tivar utilizada no processo de edigéo), apresentando 100% de similaridade.
Realizou-se a caracterizagdo do gene alvo na soja a fim de identificar a pre-
senga de copias e paralogos. Para isso, fez-se a busca da sequéncia de
aminoacidos dos genes pertencentes a familia interesse no banco de dados
Phytozome v13, a partir do genoma referéncia da soja (Wm82.a2.v1 e Wm82.
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a4.v1). Em seguida, realizou-se o alinhamento das sequéncias e a constru-
¢ao da arvore filogenética através dos softwares Muscle (Edgar, 2004) e iTOL
(Letunic; Bork, 2019), respectivamente. A porcentagem de similaridade fisico-
-quimica foi obtida a partir do software Persephone’.

Posteriormente realizou-se o desenho dos gRNAs para o gene de interesse
por meio do software CRISPRDirect (Naito et al., 2015). Foram selecionados
0s guias mais promissores e altamente especificos, com auséncia de off-tar-
gets na regido do guia + PAM. Em seguida esses gRNAs foram clonados
em um vetor binario capaz de se multiplicar tanto em Escherichia coli quanto
em Agrobacterium tumefasciens. O vetor contém os seguintes elementos:
sequéncia para expressar a enzima Cas9 sob controle do promotor 35S do
Cauliflower mosaic virus (CaMV), sequéncia do gene Bar (marcador de se-
lecdo) que confere resisténcia ao herbicida glufosinato de amdnio também
sob controle do promotor 35S, além de dois gRNAs do gene alvo na soja sob
controle do promotor U6 de Arabidopsis thaliana.

Transformagao genética e caracterizagdo molecular das plantas obtidas

A construgdo génica contendo todos os elementos necessarios para expres-
séo do sistema CRISPR/Cas e os dois gRNAs do gene alvo foi inserida em
soja por meio de transformacdo genética via Agrobacterium tumefasciens,
seguida da regeneracédo por cultura de tecidos via organogénese, gerando
plantas na geracao TO. Essas plantas foram caracterizadas por meio de PCR
para confirmacgao da presenca da maquinaria da Cas9 e posteriormente reali-
ZOu-se 0 sequenciamento para confirmagao da edi¢ao. Para tal, foi realizado
em sequenciador ABI 3530 DNA Analyzer Applied Biosystems com a utili-
zacgao do kit de sequenciamento BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Invitrogen, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante.

Resultados e Discussao

Pela analise in silico foram identificados 21 genes pertencentes a familia de
interesse e que apresentaram o dominio caracteristico. A similaridade fisico-
-quimica da sequéncia proteica do gene mais proximo ao gene editado foi de
62%, indicando que se trata de um gene de copia Unica.

" https://web.persephonesoft.com
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A analise das plantas na geracdo TO por meio de PCR convencional indicou
a presenca da maquinaria da enzima Cas, o que demonstra que as plantas
foram transformadas com o vetor de interesse. Em seguida, confirmou-se
a ocorréncia de edicdo através do sequenciamento da regido do alvo. As
plantas na geragdo TO geralmente apresentam insergdo do vetor em apenas
um dos cromossomos (hemizigotas para o vetor). Dessa forma, por meio do
avancgo de geracgao através de autofecundacgao foi possivel selecionar uma
planta editada sem a insergao do vetor no final do processo, a qual foi deno-
minada Evento AF12-13. Como resultado da edigéo foi encontrada apenas
mutacgao na regiao do gRNA 2 do gene alvo, originando novo alelo.

A analise do resultado do sequenciamento da regido alvo da edigéo foi reali-
zada através software ICE (Synthego - CRISPR Performance Analysis), uma
ferramenta que permite analisar dados de edigéo a partir de resultados de se-
quenciamento pelo método de Sanger. A ferramenta compara a sequéncia da
regido alvo da edic&o do alelo selvagem com a sequéncia da planta editada
e gera dados sobre a eficiéncia e o tipo de edicdo. A mutagéo identificada no
evento AF12-13 consiste na delegao de quatro nucleotideos.

Por meio do software Muscle? foi possivel predizer os efeitos na proteina
em decorréncia da mutacado gerada. A delegdo dos 4 nucleotideos alterou
o quadro de leitura (frameshit) modificando a tradugéo a partir do ponto em
que ocorreu a mutagao e alterando a sequéncia de aminoacidos da protei-
na. Essas modificagbes afetam a estabilidade da proteina. Conforme analise
pelo software Expasy?, as mudangas em decorréncia da mutagao fazem com
que a proteina seja classificada como instavel, caracterizando uma proteina
ndo funcional. Dessa maneira, a ferramenta CRISPR/Cas foi eficiente em
gerar uma nova mutagado para obtencédo de soja com redugdo nos fatores
antinutricionais.

2 https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/

3 https://web.expasy.org/cgibin/protparam/protparam
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