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Silenciamento do gene FAD2 via CRISPR visando
a obtencao de soja com alto teor de acido oleico
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Introducao

A soja é uma das principais commodities agricolas globais, amplamente
utilizada nas industrias alimenticia, de ragdo animal, quimica, farmacéutica
e de biocombustiveis, devido a sua elevada composi¢ao de proteinas, 6leo e
carboidratos. O 6leo de soja € composto principalmente pelos acidos graxos
palmitico, estearico, oleico, linoleico e linolénico, sendo aproximadamente
85% insaturados (Combs; Bilyeu, 2019). Apesar dos beneficios nutricionais
dos 4cidos graxos insaturados, os poli-insaturados, como os acidos linoleico
e linolénico, apresentam maior suscetibilidade a oxidagao, comprometendo
a estabilidade e a qualidade dos produtos (Derbyshire et al., 2023). Em
contraste, o acido oleico, um acido graxo monoinsaturado, apresenta
maior estabilidade oxidativa e beneficios a saude, além de ser desejavel
industrialmente por aumentar a vida util dos produtos e reduzir a formagao
de residuos (Winfield et al., 2024).

A conversdo de acido oleico em linoleico é catalisada por enzimas da
familia FAD2, codificadas pelos genes FAD2-1A, FAD2-1B e FAD2-2 (Fu
et al., 2022). Nesse contexto, a edicao génica por CRISPR/Cas9 destaca-
se como uma estratégia eficiente para aumento do teor de acido oleico,
por meio da inativagédo dos genes FAD2-1A e FAD2-1B (Song et al., 2023).
Assim, este trabalho teve como objetivo editar genes da familia FAD2 em
soja visando obter linhagens com maior teor de acido oleico e melhor
estabilidade oxidativa do éleo.
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Material e Métodos

O silenciamento dos genes GmFAD?2 foi realizado por meio da tecnologia
CRISPR/Cas9, explorando a via de reparo por jungdo de extremidades
ndo homoélogas (Non-Homologous End Joining, NHEJ). O RNA guia
(gRNA) foi desenhado utilizando a ferramenta CCTop (https://cctop.cos.
uni-heidelberg.de/), com base em sequéncias dos genes alvos FAD2-1A
(Glyma.10G278000) e FAD2-1B (Glyma.20G111000) obtidas na plataforma
Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/). O gRNA foi selecionado
considerando a auséncia de potenciais efeitos fora do alvo (off-targets), e
a eficiéncia conforme predicdo de complementaridade e analise de sitios
secundarios (Corsi et al.,, 2022). O gRNA foi inserido em vetor binario
contendo as sequéncias necessarias para expressao da maquinaria
CRISPR/Cas9 e do gene de selecédo Bar. O vetor foi inserido na estirpe
EHA105 de Agrobacterium tumefaciens.

O processo de transformacao foi realizada em cotilédones de soja, via
Agrobacterium tumefaciens contendo o vetor recombinante e submetidos
ao co-cultivo, envolvendo as etapas de regeneragdo em meios de cultura
especificos, com selegao baseada na resisténcia ao glufosinato de amdnio.
Os explantes regenerados foram alongados, enraizados e posteriormente
aclimatizados em substrato, sendo transferidos para casa de vegetagao
para desenvolvimento completo (Kanamori et al., 2011).

A confirmagdo das plantas contendo a maquinaria CRISPR/Cas9 foi
realizada por extragdo de DNA seguida de PCR com primers especificos para
enzima Cas9. A edigao nos genes alvos foi identifcada por sequenciamento
Sanger, e a inferéncia quantitativa da eficiéncia de edigédo e da frequéncia
de mutagdes foi realizada por meio do software ICE (https://ice.editco.
bio/#/), que permitem estimar a proporgao de alelos editados com base na
decomposigdo dos sinais de sequenciamento Sanger (Doyle et al., 1990;
Sanger et al., 1977).

Resultados e Discussao

As plantas regeneradas do processo de transformacéo foram avaliadas
quanto a presenca da constru¢ado génica e a ocorréncia de edi¢des nos
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genes FAD2. A analise por PCR convencional de oito plantas, identificou
a insercdo do cassete CRISPR/Cas9 em trés plantas, resultando em uma
eficiéncia de transformacao de 37,5% (Figura 1).
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Figura 1. PCR convencional em gel de agarose 1%. A presenga de produto de am-
plificacdo de 629pb indica planta com maquinaria CRISPR/Cas9, auséncia de banda
indica planta ndo transformada. Controle positivo: vetor de transformagéo. Controle
negativo: DNA de soja nao transformado. Controle Branco: reagdo sem DNA. 1Kb
Plus (Invitrogen®): marcador de tamanho da amplificagao.

O sequenciamento Sanger e posterior analise no software ICE, revelou
a presenga de mutagdes do tipo insergcdo/delecdo (indels) na regido
codificadora dos genes alvos, proximas ao sitio de corte direcionado pelo
gRNA, confirmando a atividade do sistema CRISPR/Cas9 nas plantas
transformadas.

Foram observados diferentes padrées de edigdo, incluindo eventos
quiméricos, frequentemente descritos em geragdes iniciais de plantas
editadas, que apresentam diversos alelos (Figura 2). Sendo importante
selecionar os alelos com as edi¢cdes capazes de gerar mutagdes do tipo
loss-of-function, com potencial impacto na funcionalidade dos genes (Cong
et al., 2013).
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Figura 2. Proporcéo de alelos editados com base na decomposi¢do dos sinais de
sequenciamento Sanger. Pontilhado indica as bases deletadas e respectiva porcen-
tagem do alelo.

Os resultados obtidos sdo consistentes com estudos prévios que demonstram
a eficiéncia do sistema CRISPR/Cas9 na edigdo simultanea de multiplos
genes da familia FAD2 (Do et al., 2019). A obtengdo de mutagdes nesses
genes esta diretamente associada ao aumento do teor de &cido oleico,
indicando o potencial das linhagens obtidas para melhoria da qualidade do
Oleo de soja.

Conclusao

A utilizacdo da tecnologia CRISPR/Cas9 para edi¢cdo dos genes FAD2-
1A e FAD2-1B mostrou-se eficiente na geracdo de mutacbes em soja,
com potencial para alterar o perfil de acidos graxos do d6leo. A estratégia
adotada apresenta relevancia agronémica e industrial, contribuindo para o
desenvolvimento de cultivares com maior estabilidade oxidativa e melhor
qualidade nutricional. Estudos adicionais sdo necessarios para a validagao
fenotipica e estabilidade das edicbes nas geragcdes subsequentes.
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