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Inativagao do KTI1 em soja por CRISPR-
Cas9: Quantificagao da inibi¢ao da tripsina

Matheus Monteiro Quilici®”, Rodrigo Thibes Hoshino®, Angela Maria Vieira
da Silva®, Liliane Marcia Mertz-Henning®

M Estudante de Agronomia, Centro Universitério Filadélfia (UNIFIL), Bolsista PIBIC/CNPq,
Londrina, PR. ® Engenheiro-agrénomo, doutor, bolsista da Fundago de Apoio & Pesquisa
e ao Desenvolvimento (FAPED), Londrina, PR. © Quimica, doutoranda em Biotecnologia,
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR. ® Engenheira-agronoma, doutora, pesqui-
sadora daEmbrapa Soja, Londrina, PR.

Introdugao

A soja (Glycine max Merril.) € uma leguminosa de importancia global,
sendo o Brasil o maior produtor mundial. Apresenta elevado valor nu-
tricional, composta por aproximadamente 40% de proteina, 20% de
6leo e 30% de carboidratos (Choi et al., 2022; Padalkar et al., 2023).
O grao de soja é utilizado em diversas finalidades, porém, devido ao
seu alto teor proteico tem sido utilizada principalmente na alimenta-
¢do animal.

Apesar de seus beneficios, a soja contém fatores antinutricionais,
substancias que afetam a conversao alimentar por diminuem o valor
nutritivo do grao, além de poder causar alteragdes metabdlicas se
consumidas sem tratamento adequado (Liener, 1994). Entre os fato-
res antinutricionais da soja, os inibidores de tripsina e as lectinas sao
0s mais importantes, representando, respectivamente, cerca de 6% e
10% do total de proteina da soja (Wiederstein et al., 2023).

O inibidor de tripsina Kunitz (KTI) destaca-se como o principal ini-
bidor de protease presente na soja, constituindo cerca de 2 a 6% da
proteina total. O consumo de grédos ou farelo de soja nédo tratados
pode afetar significativamente o crescimento e o metabolismo basal
de animais monogastricos. O KTl atua inibindo a agdo de enzimas
proteoliticas, como a tripsina, essenciais para a hidrélise de protei-
nas em aminoacidos absorviveis. Essa inibigcdo pode resultar na di-
minuig¢é@o do crescimento animal em 30-50% e induzir a hipertrofia e
hiperplasia pancredtica devido a hipersecregdo de enzimas (Liener,
1994, 1995).

Historicamente, a inativagao dos inibidores de tripsina é realizada
por tratamento térmico a temperaturas elevadas (90,5°C - 100°C),
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frequentemente com presenca de NaOH (Chen et al., 2014). Apesar
de o KTI ser suscetivel ao calor, ele ainda requer tempo minimo de
inativacdo (Okedigba et al., 2023). Contudo, esse método, ndo inativa
completamente todos os inibidores, encarece o processo de produ-
¢do do farelo, diminui a qualidade e solubilidade das proteinas, além
de aumentar o custo energético em até 25% (Chang et al., 1987).
Diante dessas limitagdes, o melhoramento genético tradicional bus-
cou cultivares com mutagdes naturais (P1157740 - KTI3 e Pl 68679
-KTI17) (Gillman et al., 2015). No entanto, a combinag&o dessas carac-
teristicas por cruzamento e retrocruzamento é um processo demora-
do e pode introduzir caracteristicas indesejaveis (Wang et al., 2022).

Nesse cenario, a edicdo gendémica via CRISPR-Cas9 pode ser uma
alternativa promissora. Essa tecnologia permite mutagdes direcio-
nadas para inativar genes especificos, como os do KT/, diretamente
no genoma da planta, superando as desvantagens do melhoramen-
to convencional (Wang et al., 2022). Embora estudos recentes ja te-
nham demonstrado o silenciamento de KTIT e KTI3 em cultivares
modelo, ainda ha uma lacuna de pesquisa em cultivares elites.

O objetivo deste trabalho foi avaliar um genétipo de soja elite editado
por CRISPR-Cas9, com a inativagédo do gene KTI1, e quantificar a par-
ticipacao do gene na inibi¢cao da atividade da tripsina.

Material e Métodos

0 evento editado de soja utilizado neste estudo foi obtido no Labora-
torio de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Soja e apresenta o gene
KTI 1 silenciado. A variedade empregada como background genético
foi a BRS 573.

A andlise da atividade do inibidor de tripsina foi realizada por espec-
trofotometria, seguindo uma adaptagdo do método de Kakade et al.
(1974). Este método baseia-se na determinac&o da atividade da trip-
sina contra o substrato N-benzoil-DL-arginina p-nitroanilida (BAPA).
A inibicdo da tripsina pelo extrato da amostra de soja é quantificada
pela reducdo da formacgao do produto p-nitroanilina, que é medida
por absorbancia a 410 nm. Durante todo o experimento, foram uti-
lizados tripsina bovina, N-benzoil-DL-arginina p-nitroanilida (BAPA),
Tris base (hidroximetil) amino-metano, cloreto de célcio di-hidratado
e dgua deionizada.
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Preparo de solugoes reagentes

Solugdo de BAPA: 40 mg de N-benzoil-DL-arginina p-nitroanilida
(BAPA) hidrocloreto foram dissolvidas em 1 mL de dimetilsulfoxido
e diluidos para 100 mL com tampé&o Tris (0,05 M, pH 8,2) contendo
0,02 M CaCl,, pré-aquecido a 37 °C. A solug&do de BAPA foi preparada
diariamente e mantida a 37 °C durante o uso.

Solucdo de Tripsina: 4 mg de tripsina bovina (cristalina, livre de sais),
precisamente pesados, foram dissolvidos em 200 mL de HCI 0,001
M. A solugdo foi armazenada sob refrigeracgao.

Tampao Tris: 6,05 g de Tris-(hidroximetil)Jaminometano e 2,94 g de
CaCl, foram dissolvidos em 900 mL de agua. O pH foi ajustado para
8,2, e o volume completado para 1 litro com dgua.

Preparo e desengorduramento das amostras

Quarenta gramas das amostras de soja (cultivar BRS 573 e BRS 573
editada KO-KTI7) foram moidas em moinho refrigerado e transferido
para Erlenmeyers de 250 mL, aos quais foram adicionados 250 mL
de hexano. Os frascos foram selados com parafilme e submetidos a
agitacao em agitador magnético, na velocidade minima, por 15 horas
a temperatura ambiente. Apds o periodo de agitagao, as amostras
foram filtradas a vacuo, e a farinha desengordurada foi peneirada em
malha de 100 mesh para separagéao de particulas.

Extragao proteica

As extragdes foram realizadas em triplicata. Um grama da farinha
desengordurada de cada amostra foi pesado e transferido para Er-
lenmeyers de 125 mL, seguido da adigdo de 50 mL de solugéo de hi-
droxido de sddio (NaOH) 0,01 N. As suspensdes foram mantidas sob
agitacao na velocidade minima por 3 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, o pH de cada suspensao foi ajustado para 9,2 uti-
lizando HCI ou NaOH 1N. Em seguida, 2,0 mL da solugdo extraida
foram pipetados para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume
foi completado com agua destilada, preparando a amostra para o
ensaio.

Ensaio de inibigao da tripsina in vitro
Reacdes foram preparadas em tubos de ensaio, sendo trés para a

amostra diluida da BRS 573, trés para a BRS 573 editada, um tubo
branco e um tubo padrao. Em cada tubo de amostra e padrao, adicio-
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nou-se 2,0 mL da amostra diluida e 2,0 mL de solugdo de tripsina. As
misturas foram agitadas e incubadas em banho-maria a 37 °C por 10
minutos. Apos a incubacgéo, 5,0 mL da solugdo de BAPA (previamen-
te aquecida) foram adicionados. Os tubos foram novamente agita-
dos e mantidos em banho-maria por mais 10 minutos.

Para interromper a reagao, 1,0 mL de solugao de acido acético 30%
foi adicionado a todos os tubos sob agitagdo. Simultaneamente, 2,0
mL de solugao de tripsina foram adicionados apenas ao tubo branco.
As amostras foram entédo filtradas utilizando papel de filtro What-
man n° 3, e o filtrado foi submetido a leitura da absorbancia em
espectrofotometro, com comprimento de onda de 410 nm.

Calculo da atividade do inibidor de tripsina
A atividade do inibidor de tripsina (TI) foi calculada de acordo com a
seguinte férmula:
mg Tl _ (Ab padrdo — Ab amostra) x 2500
g 38 x massa amostra

Andlise estatistica

As diferengas nos niveis da atividade do KTl (mg/g) entre as amos-
tras de soja (BRS 573 e BRS 573 editada) foram submetidas a andlise
de variancia (ANOVA), teste t de Student, e os resultados apresen-
tados por BoxPlot com 95% de intervalo de confianga. As anadlises
foram realizadas utilizando o software RStudio.

Resultados e Discussao

Os resultados da andlise de inibigdo da tripsina demonstraram que
a edigcao genética da cultivar de soja BRS 573 resultou em uma redu-
¢ao significativa nos niveis da atividade do KTI. O material editado
apresentou uma redugé@o média de 9,71% na atividade de inibigcdo em
comparagao com a cultivar ndo editada. Essa diferenga foi estatisti-
camente significativa (p < 0,0001) confirmado pelas andlises de vari-
ancia (ANOVA) e teste t de Student.

A reducao da atividade de inibicdo do KTI1 é claramente observada
pelos graficos de boxplot e de médias com intervalo de confianga
(1C95%) (Figura 1). Os graficos mostram uma clara separagdo entre
0s grupos, indicando que a inativagao do gene KTI1 via CRISPR-Cas9
impactou diretamente na atividade dessa proteina. Adicionalmente
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ao gene KTI1, estamos gerando eventos editados dessa mesma cul-
tivar, com silenciamento do gene KTI3, que é responsdavel pela maior
parte da atividade de inibicdo de tripsina em soja. Posteriormente
essas mutagdes poderdo ser incorporadas por meio de hibridagao
controlada para a geragao de mutantes com duplo nocaute dos ge-
nes KTI1 e KTI3.
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Figura 1. Comparagéao dos niveis da atividade do inibidor de tripsina KTI mg/g entre
BRS 573 e BRS 573 Editada, em grafico de caixa (boxplot) (A). Média dos valores para
cada grupo, barras verticais indicam o intervalo de confianga de 95% (B).

Conclusao

A edigdo gendmica por CRISPR-Cas9 inativou efetivamente o gene
KTI1 na soja, resultando em uma reducgao significativa na inibigao da
atividade da tripsina. Os resultados quantitativos validam a eficacia
da edicao para aprimorar o perfil nutricional da cultivar. Essa abor-
dagem oferece um caminho promissor para o desenvolvimento de
variedades de soja com maior valor nutricional para a alimentagao
animal.
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