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Expressao transiente em embrides de soja
para validacao in vivo de gRNAs visando
a edig¢ao genica via CRISPR/Cas

POLIZELI, S. R. A."; FIGLIANO, G. C."; HOSHINO, R. T.3 MARIN, S. R. R.3;
NEPOMUCENO, A. L.4; MERTZ-HENNING, L. M.#

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

Introducgao

O sistema CRISPR/Cas é um mecanismo no qual uma molécula de RNA
guia (gRNA) direciona nucleases Cas para quebrar um sitio de DNA alvo
(Doudna; Charpentier, 2014). Apds a quebra na dupla fita de DNA, o sistema
de reparo inato da célula corrige o DNA danificado (Ran et al., 2013; Doudna;
Charpentier, 2014), podendo gerar novas mutacdes. O gRNA é componente
chave do sistema CRISPR/Cas e varias ferramentas in silico foram desenvol-
vidas para ajudar a orientar o design do gRNA (Stemmer et al., 2015; Doench
et al., 2016; Haeussler et al., 2016; Chari et al., 2017; Liu et al., 2017). No
entanto, essas ferramentas apenas preveem o desempenho do gRNA como
um guia, exigindo ensaios in vivo para validar sua real funcionalidade ou efi-
ciéncia. Além disso, a validacdo de sistemas CRISPR/Cas com um ensaio
in vivo é fortemente recomendada quando a espécie-alvo € dificil de trans-
formar, como é o caso da maioria das culturas, a fim de otimizar as etapas
subsequentes no pipeline de pesquisa (Shan et al., 2020).

A geracédo de plantas de soja editadas tem sido considerada complexa, de-
morada e trabalhosa, uma vez que a eficiéncia de transformacéo estavel ge-
ralmente permanece abaixo de 10% (Do et al., 2019). Isso mostra a impor-
tancia de validar o sistema CRISPR/Cas aplicando ensaios transientes para
verificar se 0 gRNA tem acesso ao DNA alvo e direciona as nucleases para
a sequéncia desejada (Shan et al., 2020). Na soja, algumas das abordagens
utilizadas incluem agroinfiltracao de células foliares, transfec¢do de proto-
plastos (Kim; Choi, 2021) e transformacéo de raizes usando Agrobacterium
rhizogenes (Do et al., 2019). No entanto, esses métodos as vezes sao traba-
Ihosos e demorados e/ou ainda apresentam uma eficiéncia de transformacgao
relativamente baixa, confirmando que a validagdo do gRNA continua a ser
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um gargalo no pipeline de edi¢cao génica de soja. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver um ensaio in vivo por meio de expressao transiente para valida-
¢ao de gRNAs em soja, visando a edigdo de genes associados a tolerancia
a seca.

Material e Métodos

Identificagao dos genes alvos, desenho dos RNAs guias (JRNAs)
e clonagem

As sequéncias dos genes alvos associadas a caracteristica de tolerancia a
seca foram obtidas a partir do banco de dados do Phytozome e compara-
das nas duas versdes do genoma de soja disponiveis Glycine max a2.v1 e
Glycine max a4.v1 (Phytozome v13). Posteriormente essas sequéncias fo-
ram alinhadas com o genoma da cultivar de soja BRS 537 (cultivar utiliza-
da no processo de edigdo), apresentando 100% de similaridade. Realizou-
se o desenho dos gRNAs para os genes de interesse por meio do software
CRISPRDirect (Naito et al., 2015). Foram selecionados os guias mais pro-
missores e altamente especificos, com auséncia de off-targets 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 ex-
pressar a enzima Cas9 sob controle do promotor 35S do Cauliflower mosaic
virus (CaMV), sequéncia do gene Bar (marcador de selegcéo) que confere re-
sisténcia a herbicida glufosinato de aménio também sob controle do promotor
35S, além dos gRNAs do gene alvo na soja sob controle do promotor U6 de
Arabidopsis thaliana.

Validagdo dos gRNAs in vivo por meio de expressao transiente

A transformacgéo de embrides de soja da cultivar convencional BRS 537 foi
realizada de acordo com o protocolo estabelecido por Kanamori et al. (2011)
com uma modificagéo; a injuria foi realizada nao somente na regido apical,
mas em todo embrido para aumentar a probabilidade de obtencéo de célu-
las transformadas. Apds o processo de injuria, os embrides foram mantidos
por 5 dias em meio sélido (composto por Gamborg B5 Basal Medium 1/10X;
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Vitamina B5 1/10X; sacarose 30g/L; MES 4,62 g/L; phytaagar 4 g/L, suple-
mentado BAP 1,67mg/L; GA3 0,25mg/L; AS 1 M, STS (Tiossulfato de sddio,
1M, 1% de DTT 1M e CYS 400 mg/L, pH 5,4). A seguir, os embrides foram
coletados em 3 bulks composto por 15 embrides cada. O DNA foi extraido de
acordo com o protocolo de Doyle e Doyle (1990) e A integridade do DNA foi vi-
sualizada em gel de agarose 1% (v/v). Para identificar a presenca de células
transformadas foi realizado uma PCR convencional, conforme as condicdes
de ciclagem, desnaturacdo a 95°C por 1 min, seguido por 35 ciclos de 96°C
por 15 s, anelamento a 50°C por 15 s, extenséo a 60°C por 4 min, utilizando
os primers que confirmam a presenga da maquinaria da Cas9, presente no
vetor de transformacao.

Confirmagao da edigdao por sequenciamento

Foram utilizados primers especificos flanqueando as regides dos gRNAs
onde deve ocorrer a edigao dos genes de cada construgao utilizada na trans-
formagao. As condigbes de ciclagem utilizadas foram: desnaturagdo a 95°C
por 5 min, seguido por 35 ciclos de 95°C por 30 s, anelamento a 55°C por 30
s, extensdo a 72°C por 45 s, seguido por 72°C por 7 min. Para a realizagcao
do sequenciamento, o produto desta PCR foi purificado com o kit Wizard
SV Gel e PCR Clean-Up System (EUA) de acordo com as recomendagdes
do fabricante. O sequenciamento foi realizado em sequenciador ABI 3530
DNA Analyzer Applied Biosystems utilizando o kit de sequenciamento BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Invitrogen, EUA) de acordo com as instru-
¢Oes do fabricante. O sequenciamento direto de produtos de PCR contendo
tais mutagdes resultou em cromatogramas de sequenciamento sobrepostos,
que foram analisados pelo software TIDE".

Resultados e Discussao

Foram validados sete gRNAs (gRNA2; gRNA3; gRNA4; gRNA5; gRNAG;
gRNA2/2.1 e gRNA4/2.1) que apresentaram resultado positivo na amplifica-
¢ao por PCR convencional para genes associados a maquinaria do vetor.
Desses, seis gRNAs foram funcionais e adequados para serem utilizados
na transformacéo transiente de soja de acordo com a analise dos bulks (se-
quenciados) no software TIDE, que comprovaram a ocorréncia de edigdo em

" https://tide.nki.nl/
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ambas as repeticbes bioldgicas (Figura 1). O software TIDE estima a fre-
quéncia de pequenas alteragdes de nucleotideos direcionadas introduzidas
pelo CRISPR e relata a identidade das inser¢des ou delegbes detectados e
suas frequéncias (Brinkman et al., 2018). No caso deste ensaio a eficiéncia
de edicao foi variavel, o que é esperado tendo em vista que se trata de um
ensaio transiente, e que desta forma, nem todas as células séo transforma-
das e editadas.

A Repeticio | gRNA2 Repetigdo 2

E gRNA2/2.1

brides de soja. As analises de sequenciamento Sanger foram realizadas em duplicata
bioldgica da cultivar BRS 537 pelo software TIDE que estima a frequéncia de peque-
nas alteracdes de nucleotideos via CRISPR bem como, a identidade das inserg¢des e
delecdes detectadas e suas frequéncias (Brinkman et al., 2018).
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Embora ferramentas in silico e in vitro sejam usadas para verificar a qualida-
de do gRNA, elas nem sempre representam a realidade in vivo. Naim et al.
(2020), por exemplo, encontrou um baixo consenso para uniformidade predi-
tiva e desempenho entre oito diferentes ferramentas on-line de gRNA-site e
nenhuma correlagéo significativa com sua eficacia in vivo em Nicotiana ben-
thamiana. Portanto, ha variacbes na eficiéncia real das mutacdes derivadas
de CRISPR induzidas por gRNAs selecionados in silico, o que significa que
métodos confidveis para a validacdo de gRNAs sao criticos para melhorar o
sistema.

Em espécies como a soja, as etapas de cultura de tecidos in vitro demandam
mao de obra e tempo para a transformagao da planta. Embora diferentes
métodos tenham sido propostos e aprimorados para a espécie, eles ainda
sao trabalhosos, demorados e apresentam baixa eficiéncia, continuando a
ser um gargalo para a manipulagao genética (Kereszt et al., 2007; Chen et al.,
2018; Xu et al., 2022). Portanto, qualquer etapa otimizada é vantajosa a fim
de garantir que o sistema CRISPR/Cas esteja funcionando antes de iniciar a
transformagéo genética para obtencao de plantas editadas, devido aos altos
investimentos envolvidos na transformacéao estavel da soja, incluindo reagen-
tes e pessoal altamente qualificado.

Conclusao

Os ensaios in vivo descritos neste trabalho demonstraram ser uma alternati-
va rapida e de baixo custo para verificagdo da expressao transiente de genes
associados a tolerancia a seca em soja. O método foi eficiente para validagao
de sete gRNAs, permitindo a observacao de genes editados.
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