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Sometimes the world seems against you
The journey may leave a scar

But scars can heal and reveal just

Where you are

The people you love will change you

The things you have learned will guide you
And nothing on Earth can silence

The quiet voice still inside you

And when that voice starts to whisper

, you've come so far
, listen

Do you know who you are?

Mdasica: | Am Moana
Do filme "Moana" - Disney
Musica e letra por Lin-Manuel Miranda e Mark Mancina
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RESUMO

A soja (Glycine max) é uma das principais comédites agricola do mundo.
Por conter um alto teor de 6leo, a semente de soja € de grande interesse tanto
para os programas de producéo de biodiesel, como para a industria alimenticia.
Sementes de soja apresentam um perfil de acidos graxos composto
principalmente de 13% de acido palmitico (16:0), 4% de acido estearico (18:0),
18% de &cido oleico (18:1), 55% de acido linoleico (18:2) e 10% de &cido
linolénico (18:3). Assim, 0 Oleo da semente de soja € rico em acidos graxos
poli-insaturados, o que contribui para a sua instabilidade oxidativa. Uma
alternativa para o reducdo de teores de acidos graxos poli-insaturados em
semente de soja é a utilizacdo da engenharia metabdlica para diminuir a
expressao dos genes FAD2. Durante a sintese dos &cidos graxos sabe-se que
0s genes FAD2-1A e FAD2-1B sdo importantes na conversdao do Oleo
monoinsaturado (oleico) em 6leo poli-insaturado (linoleico). Neste trabalho
Transcription activator-like effector nucleases (TALENSs) foram desenhados a
fim de obter mutagdes nos genes FAD2-1A e FAD2-1B utilizando um sitio-alvo
conservado em ambos o0s genes. Trés linhagens transgénicas de soja (57, 119
e 137) transformadas com os vetores TALEN, foram analisadas quanto ao seu
perfil de 6leos, mostrando aumento na concentracado do 6leo oleico (variacdo
de 31-66%, contra 18% normalmente produzido pelo tipo selvagem). A regido-
alvo do TALEN foi sequenciada e delecdes, insercbes e mutacdes foram
observadas, sendo também transmitidas para a préxima geracdo. Os genes da
familia FAD2 foram analisados como possiveis genes nao alvos, ja que 0s
genes FAD2-1, FAD2-2, e FAD2-3 compartiham alta similaridade de
sequéncias. Os candidatos ndo alvos apresentaram significativos indices de
atividade do TALEN. Este trabalho foi importante para a consolidacdo da
metodologia TALEN em plantas, e para avaliar os niveis de ndo alvo deste

sistema.
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ABSTRACT

Soybean is one of the most important agricultural commodities in the
world. Because soybean seeds contain a high content of oil, they are of great
interest as for biodiesel production programs as for the food industry. Soybean
seeds have a fatty acid profile composed of 13% palmitic acid (16: 0), 4%
stearic acid (18: 0), 18% oleic acid (18: 1), 55% linoleic acid (18 : 2) and 10%
linolenic acid (18: 3). Thus, the soybean olil is rich in polyunsaturated fatty acids,
which contributes to its oxidative instability. An alternative to reduce the levels
of polyunsaturated fatty acids in soybean seeds is the use of metabolic
engineering to reduce the FAD2 gene expression. During the synthesis of fatty
acids it is known that FAD2-1A and FAD2-1B genes are important in the
conversion of monounsaturated fats in polyunsaturated fats. In this work
Transcription activator-like effector nucleases (TALENS) were designed in order
to obtain mutations in FAD2-1A and FAD2-1B genes using a conserved target
site in both genes. Three soybean lines (57, 119 and 137) transformed with
TALEN vectors were analyzed, and the oil profile showed increases in oleic
concentration (ranging from 31-66%, against 19% normally produced by the
wild type). The target regions of TALEN were sequenced and deletions,
insertions and mutations were observed, and mutations, which were also
transmitted to the next generation. FAD2 gene family have been examined as
possible off targets, since the genes FAD2-1, FAD2-2 and FAD2-3 sequences
shares high similarity. The off-targets candidates were PCR amplified and their
products were sequenced, showing significant off-target rates. This work was
important for the consolidation of this system in plants, and to reevaluate its off-

target range.



INTRODUCAO



INTRODUCAO

O biodiesel vem se destacando como uma importante fonte de energia
renovavel e sustentavel. Se comparado ao petroleo, a emisséo de poluentes na
atmosfera pela queima (combustdo) do biodiesel é significativamente menor,
causando menor impacto ao meio ambiente. A demanda crescente por energia
de forma sustentavel € um constante desafio e tera cada vez mais importancia.
Uma das grandes preocupacdes mundiais esta na busca por alternativas

energéticas que possam substituir os combustiveis fésseis.

Entre as matérias-primas usadas para a producdo do biodiesel, a soja
(Glycine max (L. Merril)) se destaca pelo alto teor e qualidade do dleo de suas
sementes e pelo dominio do sistema de producdo em larga escala, com baixo
custos quando comparado a qualquer outro 6leo (Ribeiro, 2006). A soja por
conter um alto teor de 6leo, é considerada uma planta de grande interesse para
os programas de producdo de biodiesel, desde que seja efetuado o
desenvolvimento de linhagens de plantas com teores reduzido de &cido
linoleico e palmitico. Além de ser matéria prima para producdo de biodiesel, o
Oleo da soja também é uma importante matéria-prima para a industria

alimenticia.

Uma alternativa para a melhoria do conteido de &cidos graxos em
semente de soja € a utilizacdo da engenharia metabdlica. Diversos estudos
tiveram como foco diminuir a expressao dos genes da familia FAD2. Os genes
FAD2-1, sédo responsaveis pela conversao de acido oleico em acido linolénico,
aumentando a concentracdo do Oleo oleico que além de melhorar seu valor
nutricional, também aumenta a perfomance deste 0leo como um biodiesel.
Estudos manipulando as isoformas FAD2-1A e FAD2-1B demonstraram que,
utilizando a engenharia genética metabolica com o intuito de diminuir a
expressao desses genes, foi possivel obter sementes de soja com conteudo de

Oleo oléico elevado (Murad et al., 2014).
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Com o0 avango das técnicas de edi¢cdo de genoma ficou, cada vez mais
pratico e rapido obter plantas expressando caracteristicas desejaveis. O
desenvolvimento de ferramentas moleculares, tais como dedos de zinco (ZFN)
TALENs e CRISPR/Cas9 vem promovendo avancos na pesquisa de plantas,
assim como na melhoria de plantacdes. Estas metodologias séo capazes de
realizar uma quebra na dupla fita de DNA, que sera naturalmente reparado por
uma das vias do sistema de reparo da célula, que podera realizar modificacdes

tais como insersdo ou delecéo no local do reparo.

Dentre estas metodologias, TALEN foi apontado como sendo mais
especifico que ZFN e CRISPR/Cas9, uma vez que pode ter como alvo
sequéncias de DNA pequenas, como microRNAs e potenciadores, que né&o
poderiam ser alvos de ZFN ou CRISPR (Neff et al., 2013). Além disso, TALENs
atuam como dimeros para a clivagem do DNA, o que influencia para a alta
especificidade desta metodologia, uma vez que dificilmente ambos os TALENSs
se ligaram ao mesmo local fora do alvo (Koo et al., 2015). TALEN tem sido
utilizado com sucesso em uma variedade de plantas, incluindo Arabidopsis
thaliana, cevada, Brachypodium spp., milho, batata, arroz, soja, tabaco, tomate
e trigo (Lee et al., 2016). Apesar do significativo avangco desta tecnologia,
muitos aspectos centrais ainda permanecem obscuros. Uma importante
preocupacao é a atividade fora do alvo desta ferramenta, que ainda necessita

ser melhor elucidada.

Diante deste contexto, este trabalho visou produzir plantas de soja
contendo um perfil de 6leo favoravel a indastria de biodiesel, assim como para
a industria alimenticia, aumentando a concentracdo do Oleo oleico nas
sementes de soja, utilizando a tecnologia de TALEN. Tendo conhecimento de
gue esta tecnologia pode gerar mutacdes fora do alvo, genes que sao
relativamente proximos a sequéncia-alvo, os genes da familia FAD2 foram

analisados como potenciais genes afetados.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Aculturada Soja

A soja (Glycine max L.) € uma das principais comaodites agricola do
mundo, sendo utilizada para diversas finalidades como fonte de alimento e
extracdo de 0leo, e devido a esta versatilidade, o complexo soja (gréo, farelo e
0leo) apresenta alto valor econémico a nivel nacional e internacional (SILVA et
al., 2006).

O Brasil é atualmente o maior exportador global do grdo de soja e o
segundo maior produtor do grdo soja no mundo, produzindo na safra de
2015/16 cerca de 96,5 milhdes de toneladas, dos quais 54,4 milhGes de
toneladas foram utilizadas para a exportacdo (Tabela 1). O complexo soja
(gréo, farelo e 6leo) representou 13% das exportaces totais do Brasil em
2015, superando o minério de ferro e liderando as exportacbes da balanca
comercial, sendo o principal produto de exportacdo do Brasil (Secretaria de
Comeércio Exterior- SECEX).

Tabela 1: Producéo de gréo de soja nas safras de 2014/15 e 2015/16 (milhdes

de toneladas) e Exportacdo Mundial do gréo de soja em 2015/16 (milhdes de

toneladas).
Safras Exportacdo
Paises
2014/15 2015/16 2015/16
EUA 106,88 106,86 52,70
Brasil 97,20 96,50 54,40
Argentina 61,40 56,80 9,90
China 12,15 11,79 0,11
Demais 42,15 41,02 15,19
Mundo 319,78 312,97 132,30
Fonte: USDA
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As sementes de soja fornecem cerca de 27% da oferta mundial de Oleos
e 44% da oferta mundial de proteinas (Li et al.,, 2015). A qualidade das
sementes € determinada pela sua composi¢do, incluindo proteina, &cidos
graxos, agucares e minerais (Bellaloui et. al., 2015). As sementes de soja
possuem uma composicao nutricional de em média 40% de proteinas, 19% de

lipideos, 23% de carboidratos e 15% de fibras alimentares.

O Oleo da semente de soja é composto predominantemente por cinco
tipos de acidos graxos: o acido palmitico (16:0), o &cido esteérico (18:0), o
acido oleico (18:1), o acido linoleico (18:2) e o acido linolénico(18:3) (Figura 1),
e a porcentagem destes cinco acidos graxos no 6leo de soja corresponde em
meédia a 13%, 4%, 18%, 55% e 10%, respectivamente (Clemente & Cahoon,
2009). Os &cidos oleico, linoleico e linolénicos sédo considerados insaturados,
pois apresentam uma ou mais dupla ligacado ao longo da cadeia de carbono, e
a posicao desta dupla ligacdo pode ser indicada pelo simbolo A, quando a
primeira dupla ligacdo é contada a partir do grupo funcional ou w (n), quando a
primeira dupla ligacdo é contada a partir do radical metil, como no caso do ,
onde a primeira dupla ligacdo esta presente no carbo 9, contado a partir do
grupo funcional (Rose & Connolly, 1999).

HO™ e S S S NN 16:0 Acido Palmitico (10%)

N e O S N 18:0 Acido Estearico (4%)

@] —

HO™ e S S S TN N S 18:1 Acido Oleico (18%)

HO” S S S TN T N TN 18:2 Acido Linoleico (55%)

0]
Il

HO” S S SN TN TN TN 18:3 Acido Linolénico (13%)

Figura 1: Estrutura quimica dos acidos graxos da soja.

~— Insaturad
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A gqualidade do 6leo da semente de soja depende da composicdo dos
acidos graxos e influéncia nas propriedades fisico-quimicas e biolégicas do
oleo. O perfil de acidos graxos da soja resulta em baixa estabilidade oxidativa,
tendo em vista que os acidos graxos poli-insaturados sdo mais suscetiveis as
hidroperoxidagdes, que resultam em cetonas e aldeidos volateis que alteram as
propriedades fisico-quimicas do 6leo, o que limita o uso do 6leo de soja em
produtos alimenticios e sua aplicacdo na industria (Cardinal et al.,, 2011). A
oxidacdo do Oleo de soja propicia a producdo de peroxidos, que podem se
decompor em produtos secundarios como aldeidos, alcoois, acidos, que séo
responsaveis pela deterioracdo do 6leo, resultando em sabores indesejados e
rancidez; e quando utilizado como biodiesel a oxidacdo do 6leo de soja pode
influenciar no acumulo de substancias viscosas que entopem os filtros de 6leo
(Canakci et al., 1999). Os acidos graxos poli-insaturados (linoleico e linolénico)
estdo diretamente relacionados com processos oxidativos, visto que possuem

um maior numero de duplas ligacdes, que sdo suscetiveis a oxidacao.

Para aumentar a estabilidade oxidativa do 6leo da semente de soja
algumas estratégias podem ser adotadas como a adicdo de antioxidantes
sintéticos, a hidrogenacdo e a diminuicdo do conteldo dos acidos poli-
insaturados. Os antioxidantes sintéticos mais utilizados séo o butil-hidroxianisol
(BHA), o butil-hidroxitolueno (BHT) e o t-butil-hidroquinona (TBHQ), mas
apesar de prevenir a oxidacdo do Oleo de soja, possuem uso restrito, pois
apresentam efeitos carcinogénicos e téxicos em humanos (Nascimento et al.,
2014).

A hidrogenacéo pode ser utilizada para aumentar a estabilidade do 6leo,
mas gera quantidades significativas de gorduras trans que estdo ligadas a
doencas cardiovasculares (Yadav, 1996). Além disso, a hidrogenagéo do 6leo
de soja, entre outras coisas, reduz a lubricidade e aumenta a viscosidade,

limitando assim seu valor como biodiesel (Moser et al., 2007).

Estudos demontram que altas concentra¢cbes de acido oleico podem
aumentar a estabilidade oxidativa do oOleo, a sua utilidade em altas
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temperaturas, e o uso do 6leo de soja com fins farmacéuticos, cosméticos e em

produtos industriais como o biodiesel (Lee et al., 2009).

2. Engenharia Metabdlica

A engenharia de rotas metabdlicas consiste nha manipulacdo das rotas
metabdlicas existentes ou inclusdo de novas rotas, a fim de melhorar
processos genéticos e regulatorios para favorecer a producdo de produtos ou
propriedades celulares, com minimizacao do gasto energético celular (Bayley et
al., 1991). No entanto, devido a complexidade das redes metabdlicas, tanto em
termos de estrutura como em termos de regulacédo, € dificil prever os efeitos
das modificacdes genéticas sobre um determinado produto, j& que muitos
produtos participam de diversas reacdes quimicas, e alterando um desses

produtos alteram-se todas as demais reac¢des (Patil, et al., 2005).

E dentre as diversas éareas de atuacdo, a engenharia de rotas
metabdlicas pode atuar modificando microrganismos especificamente para
produzir produtos que respondam as necessidades do homem como: atuar na
producdo de medicamentos, vacinas e agentes de diagndéstico de doencas;
atuar na deteccao de poluentes e sua degradacdo ou remoc¢édo do ambiente e
producdo de compostos quimicos; produzir alimentos mais nutritivos, que
cause menos reacdes adversas, ou que aumente ou diminua o rendimento de
produtos de interesse biotecnoldgico em plantas (Howard et al., 2013; Avalos &
Fink, 2013; Kondo et al., 2012; O’'Keefe et al., 2015; Cunha et al., 2011; Cunha
et al., 2010).

No contexto da soja, melhorar a qualidade das sementes é cada vez
mais necessario, visto que as sementes com um teor maior de proteinas sao
de interesse pecuario, devido a adicdo no farelo oferecido ao gado. As
sementes de soja promovem uma rica fonte de proteina, ja que 40% da sua
composicdo € de proteina. Devido a esta quantidade, acredita-se ser possivel
expressar grandes quantidades de proteinas recombinantes em sementes de
soja (Hudson et al., 2014). Por outro lado, sementes de soja com um alto teor
de Oleo oleico e baixo teor de Oleo linolénico é interessante, pois contribuiria
7
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para a estabilidade oxidativa do Oleo, aumentando a durabilidade do produto
nas prateleiras. Acrescenta-se as caracteristicas do sistema de producédo de
soja as vantagens relacionadas ao seu cultivo. A soja possui um sistema de
producédo relativamente mais econémico para a producdo em larga escala, e
praticas agrondémicas e infraestrutura necessarias para a colheita,
armazenamento e processamento, ja serem bem estabelecidos quando
comparado a outras oleogenosas. Mono e dissacarideos sdo também ja foram
considerados alvos para o aprimoramento do gosto da soja. JA o aumento da
estaquiose (um tetrassacarideo) nas sementes € indesejavel, devido a sua
contribuicdo para a flatuléncia ou diarreia em nao ruminantes, como frango e

porco (Bellaloui et al., 2015).

O melhoramento em rotas metabdlicas de soja também ja foi realizado,
no intuito de aumentar a quantidade de treonina, um dos aminoacidos
essenciais na industria de alimentacdo animal.A quantidade desse aminoacido
nas racdes pode afetar a producéo de fontes de carnes, como suinos e aves. A
superexpressao da enzima feedback-resistant aspartate kinase (AK) aumentou
0s niveis de treonina livre em 100 vezes, e apresentou também um aumento
substancial nos niveis de outros aminoacidos livres, resultando em um
aumento de até 3.5 vezes o teor total de aminoacidos livres (Qi et al., 2011).
Além disso, outros aminoacidos também ja foram relatados, por terem seus
niveis aumentados, utilizando a engenharia de rotas metabdlicas. A cisteina é
um outro exemplo de aminoacido cuja quantidade em sementes de soja foi
aumentada significativamente por meio da expressdo de uma enzima chave da
assimilacao de enxofre (OASS), resultando em 58-74% de aumento nos niveis
de cisteina ligados a proteinas e 22-32% de aumento nos niveis de cisteina
livre, além de um aumento na acumulacdo de inibidor de protease Bowman-

Birk, uma proteina rica em cisteina (Kim et al., 2012).

Produtos alimentares com baixos teores de gordura trans tem sido foco
do mercado mundial, tendo em vista que a preocupacdo com este tipo de
gordura aumentou, ainda mais, apés 0 mandato da Food and Drug
Administraton (FDA) em 2006, que obriga a informacao em todos os produtos,
da porcentagem de gorduras trans em seus rotulos. Oleos com elevados teores
8
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de acido oleico exigem menos processamento oferecendo uma rota para
diminuirem ainda mais os niveis de gordura trans nos produtos alimentares.
Muitos trabalhos tém sido realizados utilizando como alvo o gene da enzima
A12 acido graxo dessaturase (GmFAD2), uma vez que esta enzima €
responsavel pela conversdo do oleico em linoleico. Uma mutacdo no gene
GmFAD2-1A levou a interrupcéo da via de biossintese do linoleico a partir do
acido oleico, resultando em um aumento de 46% no conteddo de oleico em

sementes de soja Bay, gerando a linhagem M23 (Alt et al., 2005).

Assim a engenharia de rotas metabdlicas se apresenta como um
importante estratégia para a descoberta e manipulacdo de enzimas chaves em
rotas metabdlicas pelo homem.

3. Biosintese de acidos graxos

A biossintese dos acidos graxos se inicia com a formacao de acetil-CoA
a partir do piruvato. Este acetil-CoA é ativado para malonil-CoA, pela enzima
acetil-CoA carboxilase, e o malonil-CoA serd entdo transferido para uma
proteina carreadora de grupo acil (ACP), gerando malonil-ACP, o substrato
primario da sintese de acidos graxos (Browse & Somerville, 1991). Para a
sintese destes acidos, o grupo acetado do acetil-CoA é condensado com
malonil-CoA, resultando na liberagcdo do CO2 e na formacdo de uma ligagéo
carbono-carbono, gerando acetoacil-ACP. Esta reacdo € catalisada pela 3-
cetoacil-ACP sintase Ill (KASIII). A cadeia continua crescendo com um Nnovo
ciclo de alongamento, onde o produto do ultimo ciclo € condensado com
malonil-ACP, reduzido, desidratado e novamente reduzido gerando um novo
produto. Este produto sera condensado com malonil-ACP iniciando um novo
ciclo. Assim, a cadeia em crescimento vai aumentando em duas unidades de
carbonos, a cada ciclo, até formarem palmitoil-ACP e/ou estearoil-ACP (Yadav,
1996). Estas outras reagOes de condensacdo sao catalizadas pelas isoformas
KAS I/ KASB, e as isoformas KASIlI e KASA, promovem a condensacao do
palmitoil-ACP (16 carbonos) a esteroil-ACP (18 carbonos) (Figura 2).
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Figura 2: Representacdo esquematica das reacbOes envolvidas na

biossintese dos acidos graxos.

Estes acidos graxos podem entdo ser incorporados em duas vias para a
producdo de acidos graxos insaturados, a via plastidial e ou a via do reticulo
endoplasmatico. Ambas ocorrem nos tecidos foliares com troca significativa
entre seus intermediarios, mas a via do reticulo endoplasmatico predomina
durante a biossintese de 6leo no desenvolvimento de sementes e em outros
tecidos nédo verdes (YADAYV, 1996).

Em ambas as vias, a dessaturacao dos acidos graxos € obtida por meio
de uma série de enzimas chamadas de acido graxos dessaturases (fatty acid
desaturase - FAD), que sdo responsaveis por introduzir uma dupla ligacdo na
cadeia de hidrocarboneto, produzindo os &cidos graxos insaturados. Estas

enzimas sao codificadas por genes nucleares e diferenciam-se na

10
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especificidade de seus substratos e em sua localizacdo subcelular. A maior
parte destas enzimas foi inferida partindo de uma biblioteca de mutantes de
Arabidopsis, defeituosas em insaturacdo de acidos graxos (Wallis & Browse,
2002).

Em soja, as enzimas FAD2 e FAD3 estdo localizadas no reticulo
endoplasmatico enquanto que as FAB2, FAD5 FAD6 FAD7 e FADS8 estédo
localizadas nos plastideos (Wallis & Browse, 2002). FAB2 € uma dessaturase
soluvel e catalisa a dessaturacdo do acido estearico em acido oleico na forma
ligada a proteina carreadora de grupos acil (ACP) (Murphy & Piffanelli, 1998).
FAD2 e FADG6 sdo w6 dessaturases que sintetizam acido linoleico a partir do
oleico no reticulo endoplasmatico e no plastideo, respectivamente. As enzimas
FAD3, FAD7 e FAD8 sao w3 dessaturases que sintetizam acido linolénico a
partir de linoleico, no reticulo endoplasmatico (FAD3) e nos plastideos (FAD7 e
FADS8) sendo a FADS8 induzida pelo frio (Berberich, et al., 1998).

4. Familia FAD2

A maioria dos &cidos graxos poli-insaturados séo sintetizados por
dessaturases no reticulo endoplasmatico. A FAD2 (1-acyl-2oleoyl-sn-glycero-
3-phophocholine A-12dessaturase ou w-6 dessaturase) € a enzima chave
responsavel pela producéo de &cido linoleico em plantas (Okuley et al., 1994;
Spychalla et al., 1997; Cao, et al., 2013).

A FAD2 foi originalmente caracterizada em Arabidopsis thaliana e
associada com a conversao de &cido oleico em linoleico pela inser¢cdo de uma

dupla ligacdo no 12° carbono na cadeia de acido graxo (Okuley et al., 1994).

Em soja, trés genes para a enzima w-6 dessaturase foram identificados,
FAD2-1, FAD2-2 e FAD2-3 (Schlueter et al., 2007). Estudos mostraram que
FAD2-1 é expressa significativamente no desenvolvimento das sementes,
enquanto FAD2-2 é expresso em tecidos vegetativos e no desenvolvimento das
sementes, embora seu maior nivel de expresséo seja em tecidos vegetativos, e

provavelmente, codifica a w-6 dessaturase responsavel pela producdo de

11
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acidos graxos de membrana (Tang et al., 2005; Schlueter et al., 2007; Heppard
et al., 1996). Adicionamente, o FAD2-3 € um gene de expressao constitutiva (Li
et al., 2007).

Foram encontradas duas isoformas para 0 gene FAD2-1 denominadas
FAD2-1A (Glymal0g42470) localizado no cromossomo 10 e anteriormente
descrito como FAD2-1, e FAD2-1B (Glyma20g24530) localizado no
cromossomo 20 (Tang et al., 2005; Schuleter et al., 2007). Ambas as
sequéncias génicas possuem 93.8% de nucleotideos idénticos, diferindo em
apenas 24 residuos de aminoacidos na proteina final, que n&o alteram o
modelo topolégico predito destas enzimas que sdo expressas durante o
desenvolvimento das sementes (Tang et al., 2005).

A dessaturase FAD2-2 possui trés isoformas, os genes FAD2-2A
(Glymal9g32930), FAD2-2B (Glymal9g32940), e FAD2-2C (Glyma03g30070).
Os genes para FAD2-2A e FAD2-2B, enquanto a enzima codificada pelo gene
FAD2-3 se apresenta como uma tipica dessaturase de membrana, responsavel

pela conversdo de acido oleico em acido linolénico.

As modificacBes genéticas com o objetivo de regular a expressdo da
enzima FAD2 foram realizadas para produzir um 6leo com maior teor de oleico
em soja (Oliva et al., 2006; Alt et al., 2005). Por meio da supressao antisense
de FAD2 em soja, uma nova linhagem foi obtida, produzindo sementes com um
contetdo de 6leo que possui uma concentracao de oleico duas vezes superior
em comparacdo com a variedade selvagem (Buhr et al., 2002). Similarmente, a
supressdo de FAD2-1 e FatB, utilizando a metodologia de RNA de
interferéncia, foi capaz de produzir soja com uma concentracdo
significativamente alta de oleico (94%) e uma reducédo de acido palmitico (<3%)
(Murad et al., 2014), enquanto sementes de soja cutivar Plenish, com alto teor
de oleico estdo comercialmente disponiveis pela DuPont, desde 2012, sendo
desenvolvidas também por silenciamento génico (Wilson, 2012). Estes
resultados demonstram que os membros da familia GmFAD2 desempenham
um papel muito importante como alvos para a engenharia metabolica de oleo

em sementes de plantas de soja.
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5. O Genoma da planta de Soja

Em 2010 Schmutz e colaboradores publicaram o sequenciamento
shotgun em larga escala de Glycine max variedade Williams 82.
Aproximadamente 950 megabases foram capturados em 20 cromossomos, e
uma pequena quantidade esta presente em scaffolds ndo mapeados que
consiste em DNA repetitivo. Assim como outras leguminosas, 0 genoma da
soja foi submetido a uma duplicacéo total (WGD) 59 milhdes de anos atras,
seguido pela duplicacdo de uma glicina especifica ha aproximadamente 13
milhdes de anos atras. Como resultado aproximadamente 75% dos genes da
soja estdo presente em mais de uma cépia no seu genoma (Lin et al., 2010;
Roulin et al., 2012). Estas duas duplicacdes foram seguidas de rearranjos do
cromossomo, diversificacdo e perda de genes, o que evidéncia a complexidade

do genoma da soja (Schmutz et al., 2010).

Em 2014, uma nova montagem do genoma da soja tornou-se disponivel

a partir do Phytozome (http:/phytozome.jgi.doe.gov/). Esta nova verséo

substituiu a primeira montagem e foi construida utilizando o montador
ARACHNE. A sintenia com Phaseolus spp e 0s mapas genéticos disponiveis
para soja foram utilizados para identificar falsos grupos (joins) dentro do
genoma anterior. A nova versao do genoma de Glycine max compreende 955,4
Mb, reunidos em 20 cromossomos e 1170 scaffolds ndo mapeados. A
comparacao com o conjunto de etiquetas de sequéncias expressas (ETS) de
soja (soybean EST), sugere que cerca de 98% dos genes codificadores de

proteinas conhecidos estao representados nesta montagem.

A disponibilidade do genoma facilita os estudos de genémica funcional
comparativa, que ajuda responder questionamentos sobre a biologia da planta
e promove um meio eficaz da descoberta de genes envolvidos no metabolismo
da planta, que futuramente poderdo ser alvos de estudo. Além disso, o
sequenciamento da soja nos permite realizar melhorias nas plantas
necessarias para o aumento da producéo, demandada pelo consumo humano

e consumo animal, para a producdo de energia limpa e para um balan¢co na
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agricultura em todo o mundo. Com a disponibilidade do genoma ficou acessivel

a aplicacdo de varias técnicas visando a melhoria de caracteristica alvo.

6. Estratégias génomicas atuais para a aplicacdo na melhoria de
caracteristicas alvo
Tendo em vista que as modificacbes naturais ou introduzidas alteram o
fenotipo do individuo, cientistas vem desenvolvendo novos cultivares, por meio
de plantas geneticamente modificadas, a fim de melhorar a qualidade e o
desempenho das lavouras, visando posterior aplicacdo agricola e industrial
(Petolino, 2015).

Historicamente, mutacfes naturais tém contribuido para o
desenvolvimento de variacfes genéticas em programas de melhoramento de
plantas, com o objetivo de aumentar a qualidade e producéo da plantagéo. Por
muito tempo a utilizacdo de mutagBes induzidas visava buscar fenotipos
especificos em plantas, cujas mutacées eram introduzidas aleatoriamente no
genoma. Entre as técnicas utilizadas, a radiacdo frequentemente era utilizada,
e mutacgdes fisicas e quimicas eram obtidas utilizando methanesulfonate (EMS)
el/ou raios de radiacdo gama e feixes de ions, induziam os sistemas de reparo
do DNA. Estes sistemas ja estdo bem estabelecidos como meio de geracao de
novos fenotipos por meio da introducdo aleatéria de mutacdes no genoma
(Osakabe et al., 2015). Para obter plantas superiores utilizando estas
estratégias € necessario uma grande triagem nas populagbes a fim de
identificar individuos que possuam os fendtipos desejados, sendo um dos

grandes problemas dessas metodologias.

Nos ultimos anos, genomas inteiros tem sido elucidados e anotados
(Michael & Jackson, 2013), e bancos de dados com informacdes sobre uma
infinidade de genes e sua expressao tem sido montados (Wingender et al.,
2000). Aleém disso, tendo em vista a elucidacdo da dindmica estrutural e funcéo
do genoma, a biotecnologia moderna tem disponibilizado ferramentas que
permitem o controle de alteracdes especificas em sequéncias do DNA, dentro
dos genomas de plantas. Com a aplicacéo da engenharia genética foi possivel
14
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modificar cultivares de plantas para melhorar praticas agricolas e acrescentar
valor nutricional aos produtos. Exemplificando, o arroz dourado que foi
projetado para produzir beta-caroteno e aumentar o valor nutricional do gréo
(Gartland et al., 2013), a soja resistente a herbicida (Garcia-Villalba et al.,
2008), o trigo modificado para melhorar a qualidade do processamento (Baker
et al., 2006),e a batata com metabolismo de carboidrato alterado (Shepherd et
al., 2006).

6.1. RNA de Interferéncia

O RNA de interferéncia (RNAi) € um mecanismo natural presente em
varios organismos incluindo protozoarios, invertebrados, vertebrados, fungo
algas e plantas, podendo receber nomes diferentes como silenciamento génico
poés-transcricional (PTGS) (em plantas e quelling em fungos). Em plantas, o
RNAI foi primeiramente descrito em 1990, quando um grupo de pesquisa
resolveu introduzir varias coOpias do gene da chalcona sintase (chs)
responsavel pela a cor purpura em flores de petunia, a fim de obter flores com
cores mais intensa. No entanto, a superexpressdo do gene de alguma forma
bloqueou a sintese do pigmento, gerando 42% de plantas com flores de cor
branca e/ou com partes brancas. Também observaram que o nivel de RNA
mensageiro (MRNA), produzido pelo gene introduzido, era 50 vezes menor nas
plantas geneticamente modificadas, quando comparadas com as plantas

selvagens (Napoli et al., 1990).

Anos mais tarde esse fenémeno foi esclarecido com o trabalho de Fire e
colaboradores (1998), com Caenorhabditis elegans, onde verificaram que o
silenciamento era mais eficiente quando se utilizava um RNA de fita dupla
(dsRNA), ao invés de utilizar cada fita separadamente. Isso sugere que o
dsRNA poderia ser responsavel por desencadear um silenciamento do gene
contendo a sequéncia homdloga ao dsRNA e nomearam este fendmeno como
RNA de interferéncia. Em 2006, Andrew Z Fire e Crag C Mello receberam o
prémio Nobel em fisiologia por esta descoberta.

Os mecanismos de silenciamento de RNA controlam a expresséo dos

genes a nivel transcricional e pos-trancricional, podendo operar nos
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compartimentos nuclear ou citoplasmatico, e estdo envolvidos em Varios
processos de regulacdo de genes no genoma. Esta regulacdo pode ocorrer a
niveis de funcdo do genoma, incluindo a estrutura da cromatina, a segregacao
dos cromossomos, a transcricdo e/ou processamento de RNA, a estabilidade
do RNA e a traducgéao, sendo que os efeitos dos pequenos RNA na expresséo e
controle de genes sédo geralmente de inibicdo da transcricdo (Carthew &
Sontheimer, 2009).

Em plantas, duas classes de dsRNAs envolvidos no mecanismo de
RNAI podem ser destacados, devido a sua origem e fungcdo: os microRNA
(miRNA) e os short interfering RNAs (SiRNA). Os miRNAs sdo todos os
pequenos RNAs originados a partir de um transcrito enddégeno cuja principal
funcdo € atuar como silenciadores pos-transcricionais, inibido a traducédo do
RNAmM em proteina. Os miRNA sao gerados a partir de um precursor de fita
Unica, que forma uma estrutura de grampo auto complementar. Os siRNAs sao
caracterizados por serem moléculas perfeitamente complementares,
introduzidos diretamente no citoplasma das células ou absorvidos do ambiente
(Mello & Conte, 2004). Por muito tempo foram caracterizado por serem
originados apenas por fontes exdgenas. Porém alguns animais podem
empregar enzimas RNA dependente de RNA polimerase (RdRP) para gerar
SiRNA e seus precursores, e em muitos casos, 0s SiRNA dependentes de

RdRP correspondem a loci endégeno (Golden et al., 2008).

Em ambas as classes o dsRNA é processado em siRNAs pela
endonuclease do tipo RNase Ill, especifica para dsRNA, denominada Dicer,
que apresenta dois dominios: um com atividade catalitica (RNaselll) e outro
dominio de ligacao ao dsRNA (dsRBD), gerando moléculas menores com cerca
de 21-24 pares de base (Meister & Tulsch, 2004). Essas moléculas séo entéo
associadas ao complexo denominado RNA-Induced Silencing Complex (RISC).
Todo complexo RISC possui um membro da familia de proteinas chamada
Argonauta (Hammond et al., 2001). Neste complexo uma das fitas do dsRNA é
eliminado e a fita remanescente “guia” o reconhecimento para a degradac¢éo ou
inibicio do mRNA-alvo, por complementaridade de bases (Hutvagner &
Zamore, 2002).
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Apesar de ser uma metodologia muito utilizada em plantas e animais, 0
silenciamento génico por meio de RNAI ainda precisa ser muito estudado, visto
gue alguns experimentos resultaram em um efeito inibitério ndo especifico,
proveniente do tamanho das sequéncias escolhidas como alvo. Além disso,
transgenes expressando constru¢cdes de RNAI sdo sujeitos a variacdo na
expressdo do trasngene, o que requer o rastreio de um grande numero de
eventos transgénicos para identificar possiveis candidatos que estavelmente

expressam a caracteristica ao longo de geracgdes.

6.2. Metodologias de Edicdo de Genoma:

A edicdo de genoma com nucleases modificadas (GEEN) tem sido
desenvolvida como um método de engenharia genética eficaz, que utiliza
nuclease modificadas artificialmente quebrar o DNA no local desejado no
genoma. Neste contexto, uma quebra na dupla fita de DNA (DSB) induzida pela
nuclease em um local especifico, é reparada por meio de recombinacéo
homoléga (HR) ou non-homologous end joining (NHEJ). Em HR, uma
sequéncia altamente similar ao genoma é utilizada como fita-molde para reparo
e, dependendo da similaridade da sequéncia utilizada, as mudancas no sitio
reparado podem ser introduzidas. No sistema de SOS celular, durante a NHEJ,
a extremidade final do DNA quebrado se religa, geralmente com imprecisao,
introduzindo assim mudancas na sequéncia de nucleotideos no local da
guebra. Essas duas vias conservadas podem ser utilizadas para mudar a
sequéncia de uma regido-alvo, inserindo ou retirando bases as sequéncias no
local da clivagem, resultando na interrupcdo da sequéncia e/ou integracao de
sequéncias exogenas por meio de recombinacdo homéloga. Atualmente, trés
tipos de engenharia de nucleasse tem sido utilizadas para a edicdo de genoma
em varias espécies de plantas: dedos de zinco (Zinc-Finger Nucleases - ZFN),
Transcription Activator-like Effector Nucleasse (TALEN), e o0 sistema
CRISPR/Cas9 (Clustered Regulary Interspaced Palindromic Repeats-CRISPR).

A capacidade de modificar a informacdo genética de uma maneira
precisa e especifica e, recuperar plantas modificadas ndo s permite estudos

de funcéo do gene e de mecanismos biologicos, mas também, potencialmente,
17



il
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

o desenvolvimento de novos fendétipos. Como a demanda por producao
agricola cresce com a expansdo da populacdo humana, a necessidade de
modificar mais caracteristicas complexas em culturas, como aumentar a
produtividade e a tolerancia a estresse, exigira abordagens mais sofisticadas. A
edicdo de genoma representa uma das ferramentas que ir4 permitir melhorias

especificas em plantacoes.

6.2.1. Zinc Fingers Nucleases

Os Zinc finger (ZF) sdo pequenos motivos estruturais de proteinas, onde
um ou mais ions de zinco sao responsaveis por estabilizar sua estrutura. Os ZF
foram primeiramente reconhecidos como repetidos motivos com ligacdo com
zinco (repeated zinc-binding motif), contendo uma cisteina e uma histidina
ligantes conservadas, descrita no fator de transcricdo de Xenopus laevis IIIA
(TFIIA). Desde sua descoberta, inameros outros motivos de ligacdo com o
zinco (zinc binding motifs) foram identificados e designados como ZF. Estes
variam amplamente em estrutura assim e funcdo, podendo exercer funcdes
desde a ligacdo com o DNA ou RNA, a interacdo proteina-proteina e

associagdo com membrana.

Proteinas contendo ZF podem ser classificadas em diferentes grupos, de
acordo com sua estrutura, sendo mais comuns 0s grupos treble clef, zinc
ribbon e Cys2-His2-like (Krishna et al., 2003). O grupo Cys2-His2-like € o
melhor caracterizado até o momento e extremamente comum entre 0S
organismos. Assim que a especificidade dos motivos Cys2His2 foi entendida,

estes foram comumente utilizados para reconhecimento de acidos nucléicos.

As Zinc Finger Nucleases (ZFN) séo proteinas hibridas, compostas de
um dominio de clivagem que consiste na enzima de restricdo do Tipo IIS, Fokl,
que é responsavel por catalisar a clivagem do DNA, e um dominio de ligagédo
ao DNA composto de dedos de zinco (zinc fingers- ZF) do tipo Cys2His2 em
tandem. Elas foram construidas inicialmente como endonucleases com

especificidade alterada, sendo logo em seguida desenvolvidas como reagentes
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de clivagem in vivo capazes de estimular as mutacdes e/ou as recombinacgoes

homoldgas localizadas.

O dominio CyszHis2 é composto de aproximadamente 30 aminoacidos,
contendo duas folhas 8 antiparalelas e uma a-hélice, e é caracterizado pelo ion
de zinco coordenado por dois residuos de cisteina nas folhas 3 e dois residuos
de histidina na a-hélice, por isso o nome Cys2His2 (Figura 3A). Em proteinas
naturais, o dominio Cz2H2 esta principalmente envolvido na ligacdo ao DNA.
Assim como muitas proteinas de ligacdo ao DNA, ZF se liga ao DNA por meio
da insercdo de uma a-hélice no sulco maior (major groove) da dupla hélice.
Cada ZF reconhece 3 pares de bases consecutivos do DNA por meio de
interacdes de um aminoacido da cadeia lateral com um par de base, por isso
mais de um ZF é necesséario para dar especificidade na ligagdo com a
sequéncia alvo (Pavletich & Pablo, 1991) (Figura 3B). O numero de ZF em
cada matriz de ZFN pode variar bastante. O numero minimo para se atingir
especificidade € 3, e as combinacdes com até 6 ja foram realizadas e testadas

em algum contexto.

O dominio de clivagem néo especifico do Tipo 1IS, Fokl é normalmente
utiizado como dominio de clivagem em ZFN (Kim et al., 1996). Uma
caracteristica critica deste dominio € que € necessario que ele dimerize para
gue este dominio seja capaz de clivar o DNA. Assim, um par de ZFNs é
essencial para agir no DNA (Urnov et al., 2010). Com a finalidade de permitir
gue os dois dominios de clivagem formem o dimero e clive o DNA, os dois ZFN
devem se ligar em fitas opostas com uma distancia de aproximadamente 6

nucleotideos (Bibikova et al., 2001)(Figura 3C).
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Figura 3: Estrutura dos Zinc Finger Nucleases. A, dominio C2H2, onde o ion
de zinco coordena os residuos de Cisteina e Histidina. B, cada ZF interage com
3 nucleotideos do DNA. C, representacdo esquematica do ZFN interagindo
com o DNA, e a dimerizacdo da Fokl para a clivagem do DNA (Adaptado de
Fichtner et al., 2014).

Em plantas, varios trabalhos ja foram reportados utilizando ZFN para
edicdo de genomas em Arabidopsis, soja, tabaco, canola e milho. O primeiro
trabalho foi realizado em Arabidopsis onde foi demonstrada a expressao de um
ZFN sob controle de um promotor de uma proteina de choque térmico, o qual
seria responsavel pela perda de um sitio de restricdo da enzima EcoRI por
meio de uma correta mutacdo. Foi confirmado ndo sO a interrupcdo da
sequencia alvo, mas também a heranca de alguns genes mutados para a
geracéo T1 (Lloyd et al., 2005). Trabalhos similares foram publicados utilizando
ZFN em Arabidopsis para obter modificacbes em sequéncias de um gene

reporter pré-integrado (de Pater et al., 2009; Tovkach et al., 2009).
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Em soja dois genes DICER-LIKE (DCL4a e DCL4b) foram alvos de ZFN,
gerando plantas com muta¢des nos genes alvos, onde plantas com mutacoes
no gene DCL4a pareciam normais produzindo progénies com mutacdes
segregando 1:2:1 como esperado, enquanto as mutagdes no gene DCL4b
exibiram anormalidades fenotipicas, incluindo sementes abortadas,
evidenciando que a expressdo de genes codificando ZFN podem gerar
mutacBes hereditarias em genes endogenos (Curtin et al.,, 2011). Também
utilizando soja como modelo, Curtin e colaboradores (2013) desenvolveram um
método para utilizacdo de ZFN, com a finalidade de criar muta¢des alvo no

genoma paleopoliploide da soja.

A tecnologia ZFN, embora muito elegante e promissora, enfrenta alguns
obstaculos técnicos e biolégicos. Os niveis de atividade fora do alvo, a
imperfeita modularidade de alguns dominios, certas combina¢des de dominios
ZF sendo menos especificos ou menos eficiente em se ligar ao DNA,
dificuldade de construir as proteinas ZF, entre outros, sdo problemas
enfrentados frequentemente por pesquisadores que utilizam esta técnica. Além
disto, estudos recentes de citotoxicidade mostraram a letalidade potencial em
linhagens de células superexpressando ZFNs (Porteus & Baltimore, 2003, Kim
et al., 2009), embora melhoramentos na arquitetura e desenhos baseados em
bioinformética tem amenizado a atividade fora do alvo (Cradick et al., 2011;
Fine et al., 2014).

A montagem sequéncia especifica de matrizes ZF é trabalhosa e
demorada (Kim et al., 2009; Gupta et al., 2012) e também associada com altas
taxas de falha (Ramirez et al., 2008). Isto tem levado os cientistas a procurar
outras tecnologias, que permitam o desenho, a montagem e a utilizacdo de

forma pratica e comum, na maioria dos laboratdrios de biologia molecular.

6.2.2. Sistema CRISPR/Cas9

A tecnologia de edicdo de genoma denominada CRISPR/Cas 9 provém
de um sistema de defesa em bactérias e arqueas, originalmente encontrada no
genoma de E. coli (Ishino et al., 1987), sendo utilizado para protegé-las de
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acidos nucleicos exogénos, como de virus e plasmideos. Estima-se que cerca
de 40% das bactérias e 90% das arqueas sequenciadas possuam este sistema
de defesa (Moijica et al., 2000). Apesar de descrita em 1987, CRISPR comecou
a realmente a ser investigado apos o ano de 2000, e utilizado como tecnologia
de edicdo de genomas, apartir de 2012 (Ishino et al., 1987; Jinek et al., 2012;
Gasiunas et al., 2012).

Em bactérias e arqueas, o loci CRISPR, que significa repeti¢cdes curtas
palindrémicas agrupadas e regularmente intercaladas (clustered regularly
interspaced palindromic repeats), € constituido por varias sequéncias
palindrémicas conservadas repetidas e intercaladas por trechos de sequéncias
varidveis chamados espacadores (spacers) que basicamente correspondem a
sequéncias derivadas de virus e/ou plasmideo (regido CRISPR); uma
sequéncia lider e um conjunto de genes conservados codificadores de
proteinas associados a CRISPR, denominado genes Cas (CRISPR-
associated).

O sistema CRISPR faz uso de RNA antisenso como memobria de
invasbes anteriores e € composto basicamente por trés fases: aquisicao,
expressdo e interferéncia. O primeiro estagio é a aquisicdo, que ocorre logo
apos a entrada de um DNA invasor, onde novas sequéncias de fagos e
plasmideos séo obtidas e integradas ao locus CRISPR. Na fase de expressao,
o locus CRISPR ¢é transcrito, produzindo um precursor CRISPR RNA (pre-
crRNA), que serd processado liberando pequenos fragmentos CRISPRs RNAs
(crRNASs). Os crRNA maduros levardo a clivagem do DNA exdégeno, em uma
préxima tentativa de invasdo, por meio da formacdo de complexos com

proteinas Cas durante a fase de interferéncia (Figura 4) (Bhaya et al., 2011).

Baseado em classificacdes que integram filogenia, conservacdo de
gene, organizacdo e conteudo do loci CRISPR, o sistema CRISPR-Cas é
classificado em trés diferentes tipos, Tipo I, Tipo Il e Tipo Il (Bhaya et al., 2011;
Wiedenheft et al., 2012; Makarova et al., 2015). Cada tipo possui uma proteina
Cas “de assinatura”, sendo que o Tipo | possui a Cas3 helicase-nucleasse, o

sistema Tipo Il possui Cas9 nucleasse, e o Tipo Ill possui a Cas10.
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Figura 4: Representacdo do Sistema CRISPR-Cas. Fases do Sistema
CRISPR-Cas: Aquisi¢ao, Expresséo e Interferéncia. 1- Fase da Aquisi¢do onde
o DNA invasor é integrado ao locus CRISPR. 2 -Fase de Expresséo,
transcricdo do loci CRISPR, e processamento do Pre-crRNA para liberacdo dos
crRNA. 3- Fase de Interferéncia, clivagem do DNA invasor. Adaptado de Bhaya
et al., 2011.

O sistema utilizado para ao desenvolvimento da ferramenta de edigédo de
genoma € o sistema Tipo I, que é o mais estudado e mais simples entre 0s
trés sistemas, com apenas 4 genes Cas, sendo um deles sempre Cas9 (Ran et
al., 2013). No sistema de defesa do Tipo II, durante a fase de aquisicdo as
sequéncias precursoras do espacador dependem do reconhecimento da
sequéncia PAM para serem adquiridas (Mojica et al., 2009). A sequeéncia PAM
também é responséavel por direcionar a orientacdo dos espacgadores no locus
CRISPR, que normalmente sao introduzidos na regido 5’ do locus, logo apés a
sequéncia lider (Deveau et al., 2008).

Para o processamento do crRNA no sistema do Tipo Il, uma outra regiao

do loci CRISPR é transcrita gerando os transactivating crRNA (tracrRNA), que
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s80 necessarios para a maturacdo dos crRNAs (Deltcheva et al., 2011). Os
tracRNAs contém uma regido que é complementar a regido repetida no pre-
crRNA, que permite tracrRNA se ligar a sequéncia complementar no pre-
crRNA, formando uma estrutura duplex que é reconhecida e clivada pela
ribonucleasse RNase lll, gerando o crRNA maduro (Van der Oost et al., 2015).
Estudos sugerem que a Cas 9 é necessaria para o processamento do crRNA,
por provavelmente ligar e posicionar as moléculas de RNA para serem clivadas
pela RNase lll (Fonfara et al., 2014). Apds o processamento pela RNase llI
tracrRNA-crRNA se mantém firmemente associados com a Cas9 formando o

complexo Cas9 (Jinek et al., 2012; Gasiunas et al., 2012).

O sistema CRISPR/Cas9 para edi¢cdo de genoma provém de uma versao
melhorada do sistema Tipo Il de Streptococcus pyrogenes (Jinek et al., 2012),
onde uma molécula unica RNA guia (sgRNA- single guide RNA) é construida a
partir da fusdo de crRNA contendo uma sequéncia guia e o tracrRNA (Figura
5). O sgRNA é capaz de direcionar a atividade da Cas9 para qualquer sitio de
interesse adjacente a sequéncia PAM. Ele possui uma sequéncia de 20
nucleotideos complementares ao sitio alvo na por¢cdo crRNA do sgRNA, que
confere ao sgRNA a habilidade de complementaridade. Uma vez clivado pela

Cas9, o alvo pode ser reparado tanto por NHEJ como HR.

Esse sistema se mostrou eficaz como uma ferramenta de edicdo de
genoma pela primeira vez em 2013 com células humanas (Cong et al., 2013;
Mali et al.,, 2013) . Desde entdo tem sido utilizado em diversos organismos
incluindo plantas. Diversos trabalhos ja foram publicados utilizando edicao de
genoma em uma grande variedade de plantas incluindo Arabidopsis, tabaco,

milho, sorgum, trigo, soja, batata, tomate, laranja e arroz.
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Figura 5: Sistema CRISPR-Cas9. A, Sistema Tipo Il CRISPR-Cas9 original. B,
CRISPR-Cas9 quimera. Adaptado de Barrangou 2012.

Os primeiros trabalhos publicados de aplicacbes de CRISPR-Cas9 em
plantas demonstraram uma imensa versatilidade da tecnologia utilizando
espécies modelos como Arabidopsis thaliana e Nicotiana benthamiana, assim
como plantacbes como de arroz, explorando uma vasta plataforma de
transformacao (transfection protoplast, agroinfiltracdo e geracdo de plantas
transgénicas estaveis) sendo utilizado tanto genes endbgenos como
transgenes e explorando tanto NHEJ como HR para gerar pequenas delecoes,
insercdes em genes alvos, e modificagdes multiplex de genoma (Feng et al.,
2013; Li et al.,, 2013; Nekrasov et al., 2013; Shan et al.; 2013; Xie & Yang,
2013).

Trabalhos subsequentes com sorgo, trigo e milho forneceram os
primeiros dados comparativos relativos a aspectos como eficiéncia de mutacgéao,
especificidade de clivagem, resolucdo da estrutura local (resolution of locus
structure) e o potencial de criar grandes dele¢bes cromossémicas e também
demonstraram que sgRNAs podem ser expressos sob o controle de diferentes
promotores, incluindo os reconhecidos por RNA polimerase Il e lll (Fauser et
al., 2014; Feng et al., 2014; Gao et al., 2014, Jiang et al., 2013b; Mao et al.,
2013; Miao et al., 2013; Sugano et al., 2014; Upadhyay et al., 2013; Zhang et

al.,, 2014; Zhou et al.,, 2014; Wang et al., 2014; Liang et al., 2014). Estes
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estudos também confirmaram que uma quimera sgRNA é mais eficiente do que
os componentes crRNA e tracrRNA separados, assim como ocorre em outros
eucariotos (Miao et al., 2013; Zhou et al., 2014).

Devido aos genes de sgRNA serem relativamente pequenos e poderem
facilmente serem colocados em uma unica construcdo plasmidial mdaltiplos
alvos também foram testados em Arabidopsis (Ma et al., 2015), arroz (Ma et al.,
2015; Xi et al., 2015; Wang et al., 2015) e raizes de soja (Cai et al., 2015).
Além de novos métodos de constru¢cées contendo multiplos sgRNAs, algumas
abordagens na montagem dos genes Cas9 tem sido publicadas como a
comparacdo de eficiéncia de diferente tipos de nucleasses CRISPR/Cas9
produzidas em varios cédons otimizados e 12 diferentes de novo genes sgRNA
sintetizados (Johnson et al., 2015). Outro exemplo € o estudo de Cas9/sgRNA
provindas de diferentes fontes, como por exemplo de Staphylococcus aureus
(Ran et al., 2015).

Apesar de ser uma ferramenta recente, robusta e de facil acesso,
possui alta frequéncia de mutagdes ndo alvo como demonstrado em estudos
anteriores (Cong et al., 2013, Fu et al.,, 2013, Hsu et al., 2013, Jiang et al.,
2013a, Mali et al., 2013; Pattanayak et al., 2013). Embora a sequéncia de 20
nucleotideos do sgRNA fosse inicialmente considerada necesséaria para
determinar a especificidade, foi posteriormente demonstrado que apenas 8-12
nucleotideos na extremidade 3’ (sequencia seed) sdo necessarios para o
reconhecimento do sitio alvo e clivagem (Cong et al., 2013, Jiang et al., 2013a;
Jinek et al., 2012), enquanto multiplos mismatches na regido distal de PAM
podem ser tolerados, dependendo do numero total e arranjo (Fu et al., 2013,
Hsu et al.,, 2013 and Pattanayak et al.,, 2013). A baixa especificidade do
complexo CRISPR/Cas9 nas posi¢des ndo seed no crRNA parece ser uma
propriedade intrinseca que reduz a probabilidade de evaséo do sistema imune
por virus com mutac¢des pontuais (Semenova et al., 2011). Aléem disso, outro
fator que negativo desta tecnologia € a limitacdo que a sequéncia PAM impde
ao alvo, visto que esta regido € necessaria para o reconhecimento e clivagem

do alvo.
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6.2.3. TALEN

Efetores de ativacdo de transcricdo like (TALES) sdo uma classe de
proteinas que se ligam ao DNA que podem ser encontradas nas especies da
bactéria patogénica de plantas Xanthomonas. Assim como ZFN, TALEN sé&o
proteinas customizadas compostas de um dominio de ligacdo ao DNA, neste

caso pelo TALEs, e um dominio de clivagem, constituido pela Fokil.

TALE consiste em um fator de viruléncia chave secretado pelo sistema
de secrecdo do Tipo Il de bactéria do género Xanthomonas, sendo
primeiramente isolado de X. Campestres (Bonas et al., 1989). Estas proteinas
sdo translocadas para dentro do citoplasma da célula vegetal pelo sistema de
secrecdo do Tipo lll, e possuem a habilidade de reprogramarem as células
hospedeiras por mimetizar fatores de transcricdo eucarioticos, se ligando a
promotores na planta hospedeira e ativando a expressdo de genes que
facilitam a infecgdo bacteriana (Schornack et al., 2013; Boch et al., 2009;
Cermak et al., 2011).

Na natureza, TALE é composto por 12-27 unidades repetidas quase
idénticas e ordenadas em tandem. Essas unidades sao formadas por uma série
de 33-35 de aminoacidos, e cada unidade reconhece um nucleotideo (Figura
6A)(Kay et al., 2007; Boch & Bonas 2010). O numero destas repetices pode
variar, mas a singularidade de cada TALE, vem de um polimorfismo nos
residuos 12 e 13, referidos como di-residuos variaveis repetidos (repeat-
variable di-residues-RVD), que determinam a especificidade do TALE. Embora
diferentes RVDs possam ocorrer entre TALES, quatro deles, HD, NG, NI e NN,
responsaveis por 75% do total dos RVDs e sdo respectivamente associadas
com uma das quatros bases do DNA C, T, A e G/A. O simples cédigo que
governa a atividade de TALE fez possivel customizar estas proteinas para

conseguir modificagbes em sequencias de DNA de interesse.
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Figura 6: Estrutura do TALEN. A representacdo esquematica de um par de
TALEN, onde cada TALE é composto de 33-35 aminoacidos, e os aminoacidos
nas posicdes 12 e 13, referidos como RVDs (em vermelho), sdo responsaveis
pelo reconhecimento da base nucleica. B, Estrutura em forma de V de cada
TALE, onde o segundo residuo RVD faz contato com o DNA enguanto o

primeiro estabiliza a estrutura. Adaptado de Kim & Kim, 2014.

A estrutura cristalizada de um par de TALEN ligado ao DNA indica que
cada repeticdo compreende duas alfas hélices ligadas para produzirem uma
estrutura em forma de V, onde os RVDs ocorrem no centro do looping
conectando as hélices, no qual o segundo residuo do RVD faz contato com o

DNA, enquanto o primeiro estabiliza o dominio da estrutura (Figura 6B).

Os TALENSs, assim como os ZFN, possuem um dominio de ligacdo ao
DNA, composto pelas proteinas DNA ligantes TALE, e um dominio de clivagem
composto pela enzima endonuclease inespecifica Fok I. O resultado € uma

ferramenta de modificagdo genética capaz de induzir quebras em fita duplas de
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DNA (DSB) in vivo. E importante ressaltar novamente que a Fokl cliva como
um dimero, por isso dois TALENs opostos sdo necessarios para criar a DSB,
sendo que um espaco entre eles deve ser deixado para que os dois dominios
da Fokl possam agir (Cermak et al., 2011; Miller et al., 2011). Dois processos
principais podem estar envolvidos no reparo de DSB: non-homologous end
joining (NHEJ), que resultard em pequenas insercbes ou dele¢cbes (indels) e
recombinacdo homologa (HR), utilizada para modificagbes de sequéncias

providas por uma fita molde doadora (Cade et al., 2012).

A montagem dos TALENs é um processo no qual todos os RVDs, que
conferem especificidade de ligacdo a um TALEN, séo colocados juntos em um
vetor previamente construido que inclui, entre outros, o dominio catalitico Fokl.
ApGs o trabalho de Cermak e colaboradores (2011) a montagem dos TALENSs
se tornou mais acessivel e rapida, visto o desenvolvimento da metodologia de
clonagem Golden Gate que € comumente utilizada na montagem dos TALENS.
Por meio da clonagem Golden Gate, alguns plasmideos separados podem
eficientemente ser clonados em um vetor em uma Unica reagcdo em um tubo.
Utilizando endonucleasses de restricdo do tipo IS, Bsal e Esp3l que clivam
fora dos sitios de reconhecimento, e a enzima de ligacdo, a reacdao é
submetida a mdltiplos passos de digestao/ligacdo, de acordo com a
temperatura 6tima para cada enzima utilizada. Visto que a correta montagem
elimina o sitio de reconhecimento da enzima de restricdo, este processo possui
alta eficiéncia e grande parte das colénias de bactéria, apds a transformacéo,

possuem a construcéo desejada (Engler et al., 2009; Cermak et |., 2011).

A rapida e facil montagem, disponibilidade de recursos, além de uma
alta taxa de sucesso tornaram a tecnologia TALEN uma escolha facil para
aplicacdes de edicdo de genoma. A tecnologia TALEN tem sido amplamente
utilizada em uma gama de organismos incluindo leveduras, plantas, algas,

protozoarios, nematoides, peixes, insetos, mamiferos e células humanas.

Apesar de o primeiro sucesso do uso de TALEN para edicdo de genoma
ter sido em levedura (Christian et al., 2010; Li et al., 2011a) o desenvolvimento
e a facilidade de novas metodologias de montagem de TALENs (Cemark et al.,
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2015; Li et al., 2011b; Reyon et al., 2012, 2013; Schmid-Burgk et al., 2015)
rapidamente levou a aplicacdes dessa ferramenta em plantas (Cermak et al.,
2011; Christian et al., 2013; Li et al., 2012; Mahfouz et al., 2011; Zhang et al.,
2015), incluindo demonstracdo de substituicdo de genes por recombinacao

homéloga (Zhang et al., 2013).

Um dos primeiros trabalhos utilizando TALEN como uma ferramenta de
edicdo de genoma foi realizado utilizando ensaios com leveduras e um
plasmideo do gene reporter lacZ, para comprovar a funcionalidade dos TALEN
(Christian et al., 2010). Neste mesmo tranbalho o gene ADH1 de Arabidopsis
também foi alvo da atividade dos TALENs (Christian et al., 2010). O mesmo
gene foi utilizado com alvo em outro estudo em protoplastos de Arabidopsis,
onde a metodologia Golden Gate foi utilizada para a constru¢cdo dos TALENs
(Cermak et al., 2011). Arabidopsis foi ainda utilizada para demonstrar que
TALENs sdo reagentes Uteis para alcancar mutagéneses dirigida nesta

importante planta modelo (Christian et al., 2013).

Em soja a utilizagdo da tecnologia TALEN incapacitou a atividade de
duas enzimas &cido graxo desaturase 2 (FAD2) envolvidas na biossintese de
acidos graxos em soja, gerando plantas com sementes possuindo alta
concentracdo de &acido oleico (~80%), e baixa concentracdo do &cido poli-
insaturado, o &cido linoleico (4%) (Haun et al., 2014). Recentemente Demorest
e colaboradores (2016) utilizaram as plantas de soja com o teor de oleico
alterado geradas no trabalho de Haun e colaboradores (2014), e introduziram
mutacdes no gene da enzima acido graxo desaturase 3 A (FAD3A), com o
intuito de diminuir os niveis de &cido linolénico, novamente utilizando TALENS,
conseguindo diminuir significativamente os niveis de acido linolénico

inicialmente 4.7% para 2.5%.

Uma clara desvantagem do TALEN, quando comparado a outras
tecnologias, é seu significativo tamanho (aproximadamente 3kb por par) que
pode limitar sua ampla aplicagéo, especialmente nos casos quando nao se tem
uma eficiente entrega do gene TALEN. O grande tamanho do TALEN faz com
gue seja dificil entregar e expressar um par de TALENs nas células, tornando-
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0S menos atrativos para aplicagcOes terapéuticas, onde eles devem ser
entregues em vetores virais com limite de tamanho ou como moléculas de
RNA. O desenvolvimento de estratégias para entrega eficiente dos genes
TALEN nas células poderiam permitir uma edicdo de genoma mediada por
TALEN em mais organismos e células (Gupta & Musunuru, 2014). Outra
desvantagem desta tecnologia € a falta de dados relacionados a efeitos néo
alvo. Assim como em ZFNs e CRISPRs, os efeitos ndo alvo do TALEN ainda

precisam ser melhor estudados.

6.2.4. Atividade néo alvo das metodologias de Edi¢cao de
Genoma:

Uma importante qualidade em qualquer metodologia de edicdo de
genoma € a especificidade. Uma boa metodologia deve inserir mutacdes
apenas no alvo, deixando o resto do genoma intacto. TALEN e CRISPR sé&o
amplamente utilizados em edicdo de genomas, no entanto nenhuma delas
possui especificidade de reconhecimento do DNA perfeita, sendo capazes de
se ligar a outras sequéncias que ndo ao DNA alvo, gerando DSB em locais néo
desejadas no genoma (Carroll, 2014). Estes efeitos ndo alvo podem introduzir
mudancgas indesejadas em sequéncias do genoma com consequéncias
imprevisiveis para as células, orgdos, organismos e até mesmo para 0O

ambiente (Stella e Montoya, 2016).

Com o objetivo de economizar tempo e trabalho, faz-se necessario
minimizar as chances de que ocorra uma atividade fora do alvo. Vérias
medidas podem ser consideradas a fim de evitar atividade néo alvo, quando se
deseja utilizar uma das metodologias de edicdo de genoma, entre elas a
escolha da nucleasse, a escolha do alvo e o método de entrega da nucleasse
(Hendel et al., 2015).

Ao escolher a nucleasse, deve-se ter em mente as diferencas entre os
sistemas, uma vez que ZFN e TALEN sdo mais especificos mas relativamente
mais complexos de se produzir, enquanto CRISPR, sdo considerados simples,
mas possuem um alto indice de atividade ndo alvo quando comparado com
TALEN e ZFN (Hendel et al., 2015) .
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Algoritimos com base em dados coletados em estudos in vitro e in vivo
podem ser utilizados para auxiliar a escolha do alvo e prever possiveis
atividades fora do alvo, sem a necessidade de realizar experimentos mais
complexos. Exemplos de alguns algoritmos incluem PROGNOS, que podem
ser utilizados para predicdo de ndo alvos para ZFNs e TALENs; CRISPR
Design Tool, que foi especificamente desenvolvido para prever e pontuar ndo
alvos para o sistema CRISPR/Cas; e o CHOPCHOP, um algoritmo adequado
para predicéo de ndo alvo em CRISPR/Cas e TALEN (Lee et al., 2016).

O método como a nucleasse é entregue nas células ja demonstrou ter
influéncia na quantidade de atividade fora do alvo. Quando comparado com a
transformacdo de plasmideos de expressdo, a liberacdo de nucleases
manipuladas com RNAmM ou proteina purificada reduz as possibilidades de
efeitos fora do alvo, uma vez que diminui a concentragdo da proteina e o tempo
de expresséao, sendo a escolha do promotor também um fator importante (Liu &
Shiu, 2016).

Apesar das dificuldades, as tecnologias RNAi, ZFNs, CRISPRs e
TALENSs séo poderosas ferramentas de manipulacdo de genomas em plantas e
outros organismos. E provavel que o refinamento destas ferramentas continue
e que elas se adaptem aumentando significativamente novas descobertas na

biologia de plantas e animais.

A tecnologia TALEN tem sido amplamente utilizado em plantas de
diversas espécies, e se mostrado funcional como mutagénico, porem apenas 2
estudos foram realizados com soja, uma planta com significativa importancia
econOmica. Neste trabalho foram criadas mutagéneses nos genes FAD2-1A e
FAD2-1B por meio da tecnologia de TALEN, utlizando um sitio-alvo
conservado entre os dois genes. Com esta estratégia foi possivel gerar trés
linhagens transgénicas de soja com a porcentagem de acido oleico alterada,
mostrando 31%, 39% e 66% de concentragdo de oleico, contra 20%
normalmente produzido pelo selvagem. Além disso, verificou-se possiveis nao

alvos confirmando que apenas o gene de interesse foi alvo do TALEN.
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HIPOTESE
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HIPOTESE:

E possivel obter plantas de soja da variedade BR16, contendo um perfil
de dleo nas sementes alterado por meio da metodologia TALEN, sendo esta

especifica para alvos, nédo atingindo outros locais do genoma?
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OBJETIVO:

O objetivo principal foi alterar o perfil de 6leo em sementes de soja por
meio de mutagbes nos genes FAD2-1A e FAD2-1B utilizando a tecnologia

TALEN, e identificar potenciais genes nao alvos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Este trabalho teve como objetivos especificos selecionar uma regiao
alvo para os TALENs que fosse comum aos genes FAD2-1A e FAD2-1B e
produzir plantas de soja BR16 transgenicas por meio de biobalistica, que
expressassem os vetores TALENs e apresentassem mutacdes e delecdes nos
genes alvos do TALEN, com o intuito de gerar plantas de soja com o contetdo
de Oleo oleico nas sementes aumentado. Este trabalho também buscou
indentificar possiveis acfes fora do alvo provinda da metodologia TALEN em

genes da familia FAD2.
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METODOLOGIA

1. Construcao dos vetores TALEN

Os desenhos dos TALENs foram construidos utilizando o programa
TALE-NT, disponivel online em http://boglabx.plp.iastate.edu/TALENT/ onde

um par de TALEN (contendo 28 RVDs) e uma regido espacadora foram

complementares a uma regiao conservada nos genes FAD2-1A e FAD2-1B. Os
vetores TALEN foram obtidos por meio da metodologia Golden Gate de
Cermak e colaboradores (2011), utilizando o Addgene Golden Gate TALEN Kkit,
gue utiliza reacdes de digestdo e ligacdo na mesma reacdo. Os RVDs
completos foram inseridos no plasmideo pTAL_3 backbone gerando os vetores
pPTAL3_5 para a borda esquerda e o vetor pTAL3_6 para a borda direita. Os
plasmideos foram inseridos em E. coli DH5 alfa, transformadas pelo protocolo
de choque térmico, e o DNA foi amplificado e extraido conforme protocolo de
extracdo de DNA plasmidial. Para a transformacdo em plantas de soja, o0s
vetores pTAL3_5 e pTAL3_6 foram digeridos com as enzimas de restricdo Bgl
Il e Sac | e inseridos no plasmideo pBIl426, gerando os vetores pBl_TAL3 5 e
pBl_TAL3 6 (Figura 7). O vetor pBl426 possui 0 promotor constitutivo 35S, o
AMV translational enhancer e o terminador NOS.
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Figura 7: Desenho representativo dos vetores pBl_TAL3 5e pBI_TAL_3 6.
Os vetores TALEN pTAL_3 5 e pTAL_3_6 foram digeridos com as enzimas Bgl|
Il e Sac | e clonados no mesmo sitio do vetor pBI426, gerando 0s vetores
pBI_TAL3_5e pBI_TAL_3_6.

2. Vetor de recombinacdo pREC56

O vetor pREC56 foi construido com o intuito de recombinar o gene de
selecdo AHAS, que confere resisténcia ao herbicida Imazapyr® (Arsenal), no
local dos genes FAD2-1A e FAD2-1B. Para isso, um fragmento de 500 pb da
regiao 5'e 3' UTR da regido alvo do TALEN foi utilizado para construir o vetor.
Entre as regides 5’ e 3’ UTR foi inserido o gene AHAS, gerando o cassete 56.
Este cassete foi entdo inserido no vetor pREC, gerando o vetor pREC56.

3. Transformacdao das plantas de soja por biobalistica
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6.2.5. Preparo das microparticulas utilizadas para o
bombardeamento

Para o preparo das microparticulas separou-se 60 mg de microparticulas
de tungsténio, que foram colocado em um microtubo de 1,5 mL, onde foi
adicionado 1 mL de etanol 70 % para esterilizagcdo. Homogenizou-se no vortex
por 15 min. e centrifugou-se por 5 min. a 3.000 xg. Com o auxilio de uma
micropipeta de 1 mL, o sobrenadante foi descartado. ApdOs esterilizacdo, as
microparticulas foram lavadas com 1 mL de agua destilada estéril, misturada
vigorosamente por 15 min. em um vortex e, em seguida, centrifugadas por 5
min. a 3.000 xg. As microparticulas foram lavadas 4 vezes, e apés a Ultima
lavagem foram entdo solubilizadas em glicerol 50% (vol/vol), sonicadas por 5

min, agitadas no vortex por 30 s e distribuidas em aliquotas de 50 pL.

A uma aliquota das microparticulas foram adicionados 8 pL do
plasmideo solubilizado a ser bombardeado e, rapidamente, homogeinizou-se
em um vortex durante 2s. Entdo, foram adicionados 50 uL de CaClz, 20 ul de
espermidine 0,1 M, e a solugéo foi homogeneizada e incubada a temperatura
ambiente, sob baixa agitacdo, em um vértex, por 10 min. Em seguida, a
amostra foi centrifugada por 10 s a 3.000 xg e o sobrenadante descartado com
o auxilio de uma micropipeta de 100 pL. Ao precipitado foram adicionados 150
uL de etanol absoluto, homogeneizado e centrifugado a 3.000 xg por 10 s. O
sobrenadante foi descartado com o auxilio de uma pipeta de 100 uL e,
novamente lavado com etanol absoluto. Ao final da segunda lavagem, foram
adicionados 24 uL de etanol absoluto ao precipitado, e vigorosamente
homogeneizado. A amostra foi entdo submetida a sonicacdo por 2-3 s e
distribuida em aliquotas de 3,2 pyL na regidao ventral de cada membrana,
previamente posicionada no suporte de membranas, conforme metodologia de
transformacao genética, descritas em Aragéao e colaboradores (2000) e Rech e
colaboradores (2008).
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6.2.6. Preparo do meristema apical de soja para
bombardeamento

Aproximadamente 30 sementes de soja do cultivar BR16 foram
esterilizadas em 30 mL de etanol 70 % por 1 min., depois submergidas em 30
mL de hipoclorito de sédio 1% por 20-30 min., e lavadas cinco vezes com agua
destilada. As sementes descontaminadas foram incubadas por 16-18 horas em
agua estéril a temperatura ambiente. Aproximadamente 6 a 8 sementes
descontaminadas foram selecionadas e transferidas para uma placa esteéril
contendo papel Whatman estéril. Cada semente teve seus cotilédones abertos,
as folhas primérias cortadas, e a regido do meristema apical exposta.

6.2.7. Bombardeamento dos meristemas

Os eixos embrionarios foram posicionados (10-15 axes por placa), em
uma placa de 5 cm de didametro, contendo 12 mL de meio apropriado para
bombardeamento (meio basal de sais MS (Murashige & Skoog, 1962),
sacarose 3% e fitagel 0.8%, pH 5,7 (Sigma). Os eixos embrionarios foram
dispostos em um circulo no centro da placa, com a regido do meristema apical
direcionada para cima. O bombardeamento dos eixos embrionarios foi

realizado de acordo com Rech e colaboradores (2008).

6.2.8. Cultura e selegcdo das plantas transgénicas

Imediatamente apds o bombardeamento, os eixos embrionarios foram
transferidos para uma placa de vidro com 10 cm de diametro e as mdltiplas
brotacbes foram induzidas pela completa imersdo em 15 mL de meio de
indugdo (Meio basal de sais MS, suplementado com benzilaminopurinalO
mg/L, sacarose 3 % e &gar 0,6 % pH 5.7 (Sigma) por 16 h no escuro, a 26 °C.
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Apbs este periodo, os embrides foram transferidos para um frasco “baby food”
contendo 20 mL de meio de selecdo (Meio basal MS suplementado com
sucrose 3 %, Imazapyr® (Arsenal) 500 nM, &agar 0,6%, pH 5.7 (Sigma) e foram
cultivados a 28 °C, com o fotoperiodo de 16 horas. ApGs aproximadamente 4
semanas em meio de cultura, os meristemas apicais bombardeados que
produziram alongamento dos brotos e das raizes foram  transferidos
individualmente, para um copo plastico contendo 0,2 dm® de solo
fertilizado:vermiculita (1:1). Os copos foram cobertos com um saco plastico,
selado com uma liga de borracha e mantidos na casa de vegetacdo a 25 °C .
Apo6s uma semana, a liga foi removida e na semana seguinte, o saco plastico
foi removido. Assim que as plantas aclimatadas alcancaram aproximadamente
10 cm de comprimento foram transferidas para um vaso contendo 5 dm? de

solo fertilizado, para crescerem e produzirem sementes.

4. Extracdo de DNA gendmico

O DNA das plantas TO de soja selecionadas com Imazapyr® foi isolado
utilizado 3 g de folha fresca das plantas. Elas foram maceradas em cadinhos e
pistilo de ceramica, com o auxilio de nitrogénio liquido e colocadas em 2 tubos
falcons de 50 mL. Foram adicionados 15 mL do tampé&o CTAB 2x (brometo de
cetil-trimetil-aménio) pré-aquecido a 65 °C, adicionados 30 pL de beta-
mercaptoetanol, e colocado em um banho-maria a 65 °C por 30 min. Entéo,
foram adicionados 15 mL de clorofil (24 partes de cloroférmio para 1 parte de
alcool isoamilico) e agitado lentamente por 10 min. Os tubos foram ent&o
centrifugados por 10 min a 5.000 xg e a fase aquosa foi transferida para um
novo tubo de 50 mL, e a extragdo com clorofil foi repetida. A nova fase aquosa
foram adicionados 1,5 yL de RNAse A 100mg/MmL e incubado a 37 °C, por 30
min. A soluc&o foi adicionado 0,6 x volume de isopropanol gelado, centrifugou
por 20 min & 10.000 xg, o sobrenadante foi descartado e o tubo contendo o
material precipitado foi colocado na posi¢éo invertida em cima de um papel
toalha para secar. ApGs seco, o precipitado foi solubilizado em 300 pL de agua
destilada autoclavada, quantificado e armazenado a 20° C.
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5. Oligonucleotideos Iniciadores

Os iniciadores utilizados foram desenhados utilizando como referéncia a
as sequencias dos genes, disponivies no banco de dados acessado em
www.soybase.org :Glyma 03g30070., Glyma 09g17170, Glyma 10942470,
Glyma 19932940 e Glyma 20g24530. Os iniciadores utilizados para o
reconhecimento do vetor nas plantas de interesse foram desenhados a partir
da sequencia do vetor pBITAL3-5. Os iniciadores foram sintetizados pela
empresa INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES (IDT) e diluidos com agua
milliQ estéril, para a concentracdo de 1 M, sendo subestocados nas
concentracdos 100 uM e 10 uM. A descricdo de todos os iniciadores utilizados

estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores utilizados para amplificacdo dos genes por
meio de PCR.

Nome do iniciador Sequéncia (5’23’)
GlymaO3F GTGCCATTTGAAAAACCTCCA
GlymaO3R GATATATATATTTGAAGTCGTTCACGA
GlymaO9F CGAAGCTCAGCTACTCTCAAGC
GlymaO9R GCCCTTTTGCCAAGACAGCCTT
GlymalOF GTGGCCAAAGTGGAAGTTCAAGG
GlymalOR GAGGGTTGTTTAAGTACTTGGAAA
Glymal9F GGGTACCATTTGAAAAACCTCAG
Glymal9R GATATATATATTTGAAGTCGTTCTCGG
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Glyma20F GTGGCCAAAGTTGAAATTCAGCA

Glyma20R GAGGGTTGTTCAGGTACTTGGTGT
AHAS P124 senso ACTAGAGATTCCAGCGTCAC
AHAS 500 antisenso GTGGCTATACAGATACCTGG
TAL353 GATCGGATCGTGCTGTCACC
TAL354 CCGGCAACAGGATTCAATCT

6. Analise por PCR das plantas transgénicas.

Para a andlise de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) das plantas
transformadas (To) e das progénies (T1), o DNA das plantas selecionadas com
o herbicida Imazapyr® (Arsenal) foi extraido conforme previamente descrito. A
PCR foi realizada com Tris-HCL 10 mM (pH 8.4), KCl 50mM, MgClz 2 mM, 160
MM de cada dNTP, 200 nM de cada iniciador, 2U de Taq polimerase
(Invitrogen) e cerca de 20 ng de DNA gendmico para um volume final de 25
pL. Para amplificacao do gene de selecdo AHAS a reacdo de PCR ocorreu sob
as seguintes condicdes: 95 °C por 5 min para a desnaturacao inicial do DNA,
seguidos de 35 ciclos a 95 °C por 1 min, 55 °C por 1 min para anelamento dos
iniciadores e 72 °C por 2 min. para extensao, seguidos da extensdao final por 7
min a 72 °C. Para a confirmacdo da insercdo do vetor nas plantas
selecionadas, a PCR foi realizada como descrito anteriormente exceto pela
temperatura de anelamento dos iniciadores, que foi 57 °C por 1 min. Para
amplificagdo dos genes de interesse das plantas selecionadas, e das
progénies, a reacdo de PCR foi realizada da seguinte forma: 95 °C por 5 min

para a desnaturacao inicial do DNA, seguidos de 35 ciclos a 95 °C por 1 min,
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57 °C por 1 min para anelamento dos iniciadores e 68 °C por 2 min para
extensédo, seguidos da extensao final por 7 min a 68 °C para os genes Glyma
03g30070, Glyma 10942470 e Glyma 199g32940. Para os genes Glyma
09917170 e Glyma 20924530 a unica mudanca foi na temperatura de
anelamento, que foi de 60 °C por 1 min.

7. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplicados por PCR foram analisados em um gel de
agarose 1 % (g/v) onde foram aplicados 10 pyL do produto da PCR e coradas
com brometo de etideo na concentracdo de 0,5 ugL e visualizadas sob luz
ultravioleta (UV). A amostra foi dissolvida em tampé&o de amostra 1x (azul de
bromofenol 25%, xileno cianol 25%, Tris 50 mM pH7.6 e glicerol 6%) e corrida
em um sistema de eletroforese horizontal com o tampéo Tris-acetato 1x (Tris
40 mM, EDTA 1mM pH 8.0 e acido acético 0.1%) sob 90 V constantes. Para
analisar o tamanho dos amplicons de DNA, o marcador 1 kb plus DNA ladder
Invitrogen foi utilizado como padrdo, e o marcador High DNA Mass Ladder

Invitrogen foi utilizado para estimativa de massa.

8. PCR-Eletroforese Capilar

Os fragmentos de PCR foram amplificados e analisados em eletroforese
capilar QIAxcel (QIAGEN, Alemanha) com o kit FAST DNA utilizando os
primers e ciclos citados na analise por PCR das plantas e analisadas utilizando
0 QIAXCEL ScreenGel Software (Qiagen). O Marcador Molecular QX
Alignment Marker 15pb/1000 pb foi utilizado para estimativa de massa e

concentragéo das bandas.

9. Clonagem dos fragmentos de PCR
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Os produtos obtidos nas amplificacbes por PCR dos genes Glyma
03g30070, Glyma 09917170, Glyma 10942470 Glyma 19932940 e Glyma
20924530 foram ligados a um plasmideo de clonagem pGEM® T-Easy
(Promega), que possui extremidades de timina livres para complementar a
adenina inserida a extremidade do amplicon durante o ciclo de extensao da
PCR, além de um gene de resisténcia a ampicilina como antibiotico de selecéo,
e um sitio multiplo de clonagem no gene que codifica a enzima J-
Galactosidase. Para a insercdo do amplicon no vetor de clonagem foram
utilizados 6 uL de solucéo tampéao T4 DNA Ligase 2x, 3 U de T4 DNA Ligase,
50 ng de , e 4 pL do produto de PCR. As reagdes de ligagdo ocorreram por 16

horas a 4 °C.

10. Transformacdo em bactérias competentes

Uma aliquota contendo as bactérias competentes de Escherichia coli
DH5-alpha (100 pL) foi incubada no gelo por 45 min., apds receberem 5 uL do
produto de ligacdo em seguida, as células foram submetidas a choque térmico
sendo colocadas por 1 min. a 42 °C, e depois incubadas 2 min no gelo. Em
seguida, foi adicionado 1 mL de meio LB (Luria-Bertani) a solucdo de
suspensao celular de bactérias apds a transformacédo e, elas foram matidas
sob agitadacdo constante por 45 min. a 37 °C. Apds esse periodo, toda a
amostra foi espalhada em placas seletivas contendo meio LB agar, ampicilina
100 pg/mL, X-Gal 80 uygmL e IPTG 0,5 mM, e incubadas por 16 horas a 37 °C,

e as colbnias brancas crescidas foramselecionadas.

11. Extracéo de DNA Plasmideal

As colonias brancas foram entdo colocadas para crescer em 5 mL de
meio LB liquido contendo ampicilina 100 yg/mL em tubos de 15 mL, por 16
horas a 37 °C, e entdao foram centrifugadas por 10 min. a 4.000 RPM. O

sobrenadante foi descartado e ao precipitado recebeu 340 uL de TE gelado
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(Tris 25mM pH 8.0 e EDTA 10 mM pH 8.0, e RNAse 10 ug/mL) e incubado a
temperatura ambiente por 5 min, e adicionado 340 pL da solugdo de lise
alcalina (NaOH 0.2 N e SDS 1%), e homogeneizada gentilmente e incubada a
temperatura ambiente por 5 min. Em seguida, foram adicionados 500 yL de
acetato de potassio 5 M pH 4.8 gelado, homogeneizado e as amostras foram
incubadas no gelo por 5 min. As amostras foram entao centrifugada por 5 min.
a 4 °C e 12.000 RPM, e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de
polipropileno de 1,5 mL, onde foi adicionado 0,7x o volume de isopropanol,
homogeneizado e centrifugado por 10 min. a 12.000 RPM a 4 °C, e o
sobrenadante foi descartado. Ao precipitado foram adicionados 200 uL de
etanol 70 % e centrifugado por 5 min a 12.000 RPM e 4 °C. O sobrenadante foi
entdo descartado, e o material precipitado foi deixado para secar em exposi¢ao
ao ar, e apos a secagem foi solubilizado em 30 uL de agua MilliQ com RNAse
10 pygMmL, sendo incubado a 37 °C por 30 min. O DNA plasmidial foi entdo

armazenado a -20 °C até o uso.

12. Esterificagdo dos &cidos graxos.

Neste trabalho foi avaliada a concentracdo dos diferentes acidos
presentes nas sementes de soja. As reacdes foram realizadas em tubos de
vidro ambar de 3 mL. Foram cortadas 10 mg do cotilédone da semente de soja
e colocadas nos tubos ambar, e secos em um bloco digestor a 90 °C por toda a
noite. Os frascos foram entdo retirados do bloco digestor e as sementes foram
maceradas até virarem um fino p4. Ao p6, foram adicionado 500 uL da solugéo
de KOH 0,5 N em metanol, e foi recolocado no bloco digestor por 1 h a 80 °C.
ApoOs esse periodo, os frascos foram retirados do bloco digestor e esfriados até
alcancarem a temperatura ambiente, e entdo foram adicionado 2 mL da
solucéo de H2S0O4 (6 mL de H2SO4 em metanol), e as amostras foram agitadas
no vortex por 3 min., e aquecidas em um bloco digestor por 1 h a 80 °C. As
amostras foram entédo retiradas do bloco digestor e resfriadas a temperatura
ambiente por 10 min, e foram adicionado 2 mL de hexano, e agitadas no vértex
por 3 min. As amostras foram entdo colocadas na bancada para que possa se
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separar em duas fases e 1 mL do sobrenadante foi coletado e colocado em um
frasco para anélise em GC-MS.

13. Andlise por GC-MS

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria foi conduzida
utilizando modelo GC-2010 (SHIMADZU, Brasil) e um modelo GCMS-QP2010
(SHIMADZU, Brasil). Para isso 2 yL da fase sobrenadante da reacao de
esterificacdo foi aplicada em uma coluna capilar Omega Wax 250 (30 m x 0,25
mm x0,25 um) da Supelco (Sigma-24136). As amostras foram submetidas as
seguintes condi¢cBes durante a cromatografia gasosa: temperatura inicial a 50
°C e a temperatura final 240 °C, com aumento de 5 °C/min até atingir a 240°C,
onde se mantém por 10 min., sendo um total de tempo de corrida de 58 min. A
temperatura de inje¢céo foi 250 °C. Um fluxo linear de 2 mL/min com o gas hélio
sob pressdo de 117,6 kPa foi utilizado, com um fluxo total de 25 mL/min. A
velocidade linear foi configurada para 51,3 cm/s com um purgue de 3 mbL/min e
uma taxa de divisdo de 10. O espectrometro de massa foi operado em uma
temperatura de 250 °C com uma velocidade de scan de 833-Hz de 100-500m~z
por 58 min. Os dados dos picos da cromatografia e os fragmentos de MS foram

pesquisados no banco de dados de fragmentos FAME.
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RESULTADOS
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RESULTADOS

1. Desenho do par de TALEN

Duas isoformas do gene FAD2-1 estdo presentes no genoma da soja, e
correpondem aos genes FAD2-1A e FAD2-1B, que apesar de estarem localizados
em cromossomos diferentes, possuem uma alta conservacdo das sequéncias de
nucleotideos. As sequéncias dos genes FAD2-1A (Glymal0g42470) e FAD2-1B
(Glyma20g24530) disponiveis na pagina www.soybase.org foram alinhadas, e com
o auxilio do programa TAL Effector-Nucleotide Targeter, TALE NT, disponivel

online em http://boglabx.plp.iastate.edu/TALENT/, e uma regido conservada em

ambos os genes foi selecionada para ser utilizada como alvo do par de TALEN.
Esta regido alvo é composta de uma sequéncia conservada de 28 pb no lado
esquerdo do DNA e 28 pb no lado direito do DNA, e uma regido espacadora de 19
pb que nédo precisa ser conservada tendo em vista que esta regido sera alvo da
enzima Fok | que ndo é especifica de uma sequéncia de DNA. A regido-alvo foi
selecionada, sendo conservada em ambas as sequéncias, e dentro de 300 pb do
cédon de inicio dos genes FAD2-1A (Glymal0g42470) e FAD2-1B
(Glyma209g24530) (Figura 8; Figura 9).

Apoés a selecdo do alvo, os TALENSs propostos foram montados utilizando a
metodologia Golden Gate, que corresponde a uma metodologia de montagem de
multiplos fragmentos de DNA em uma determinada ordem numa Unica reacao,
resultando nos vetores pTAL3 5 e pTAL3 6. O vetores pTAL3 5 e pTAL3_6 foram
entdo digeridos com as enzimas de restricdo Bgl Il e Sac | e inseridos no vetor
pBl426, gerando os vetores pBITAL3_5, para o monémero direito, e pBITAL3 6,
para o monémero esquerdo. Estes novos vetores foram digeridos com a enzima de
restricdo Puv Il para confirmagdo das construgcbes, gerando fragmentos de
aproximadamente 620 pb, 1.000 pb, 2.350 pb e 3.800 pb como esperados (Figura
10).
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Figura 8: Alinhamento das sequéncias dos genes FAD2-1A (Glyma 10) e FAD2-
1B (Glyma20). As sequéncias dos genes foram alinhadas e a regido alvo foi
determinada com o auxilio do programa TALE-NT. GlymalO representa a
sequéncia do gene Glymal0g42470 e Glyma20 representa a sequéncia do gene

Glyma20g24530. Em amarelo observamos as sequéncias alvo. Em verde esta
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ATGGGTCTAGCAAAGGAAACAACAATGGGAGGTAGAGGTCGTGTGGCCAA
LIE I 0 01 5 9 T T I 0 R I 5 0 O
ATGGGTCTAGCAAAGGAAACAATAATGGGAGGTGGAGGCCGTGTGGCCAA

AGTGGAAGTTCAAGGGAAGAAGCCTCTCTCAAGGGTTCCARACACAAAGC
A 1O R L A 0 O O T O O 0
AGTTGAAATTCAGCAGAAGAAGCCTCTCTCAAGGGTTCCARACACAAAGC

CACCATTCACTGTTGGCCAACTCAAGARAGCAATTCCACCACACTGCTTT

T 0 e O o 0 0 0 S e
CACCATTCACTGTTGGCCAACTCAAGARAAGCCATTCCACCGCACTGCTTT

CAGCGCTCCCTCCTCACTTCATTCTCCTATGTTGTTTATGACCTTTCATT

L P T U 0 R P 0 G O M R B
CAGCGTTCCCTCCTCACTTCATTGTCCTATGTTGTTTATGACCTTTCATT

TGCCTTCATTTTCTACATTGCCACCACCTACTTCCACCTCC

-5 L9 N R 00 10 O O 0 O 0 0 T O A I
GGCTTTCATTTTCTACATTGCCACCACCTACTTCCACCTCC

ATTGCATGGCCAATCTATTGGGTTCTCCAAGGTTGCCTT

6 5 M 0 o 0 i o O T T o O 4 0 o P
ATTGCATGGCCAATCTATTGGGTTCTCCAAGGTTGCATT

CTCACTGGTGTGTGGGTGATTGCTCACGAGTGTGGTCACCATGCCTTCAG

7 0 e e A 1 5 5 8 L L L L
CTTACTGGCGTGTGGGTGATTGCTCACGAGTGTGGTCACCATGCCTTCAG

CAAGTACCAATGGGTTGATGATGTTGTGGGTTTGACCCTTCACTCAACAC

WL 0 R 0 0 O T T O O O TG 1 1 O
CAAGTACCCATGGGTTGATGATGTTATGGGTTTGACCGTTCACTCAGCAC

TTTTAGTCCCTTATTTCTCATGGAAAATAAGCCATCGCCGCCATCACTCC

U 0 I T 0 0
TTTTAGTCCCTTATTTCTCATGGARRATARGCCATCGCCGCCACCACTCC

AACACAGGTTCCCTTGACCGTGATGAAGTGTTTGTCCCAARACCAAAATC

6 0 et G T e ) I 660 L e )
AACACGGGTTCCCTTGACCGTGATGAAGTGTTTGTCCCAARACCAAAATC

CARAGTTGCATGGTTTTCCAAGTACTTAARACAACCCTCTAGGAAGGGCTG

A0 0 T e ) 0 00 T 0 W
CARAGTTGCATGGTACACCAAGTACCTGAACAACCCTCTAGGAAGGGCTG

destacado a sequéncia espacadora, necessaria para a enzima Fokl.
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Figura 9: Representacdo esquematica do par de TALEN. Em amarelo

observamos a sequéncia-alvo e seus respectivos RVDs. Cada RVD reconhece
uma unica base do DNA. Os RVDs estéo representados em cores onde: azul NN,
reconhece a base adenina; laranja HD, reconhece citosina; verde NG reconhece

timina, e roxo NN reconhece guanina.

A

Figura 10: Analise de restricdo dos vetores pBITAL 3.5 (A) e pBITAL 3.6 (B)
com a enzima Pvull em gel de agarose. Os vetores pBITAL 3.5 e pBITAL 3.6
foram digeridos para confirmacdo do padrdao de tamanho do vetor, onde foram
observados 4 fragmentos com tamanhos aproximados 620 pb, 1.000 pb, 2.350 pb,

3.800 pb. MM: marcador molecular Gene Ruler™ 1Kb ladder (Invitrogen®).
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2. Obtencéao de plantas de soja transgénica expressando 0s vetores
TALEN.

Os vetores pBITAL3 5 e pBITAL3_6 foram sequenciados para confirmacao
da sequéncia da construcdo, e, apos confirmacédo, foram submetidos a midi-
preparacdo dos vetores e utilizados para a transformac@o por biobalistica em
embrides de soja. Apés o bombardeamento de 230 eixos embrionarios, com o0s
vetores pBITAL3 5, pBITAL3 6, e pREC56, os explantes foram cultivados in vitro
por 6 semanas em meio de selecdo contendo herbicida Imazapyr®, e cerca de 130
linhagens foram selecionadas transferidas para vasos, contendo solo na casa de
vegetacdo. O DNA gendmico destas plantas foi extraido a partir de discos foliares,
e a presenca dos vetores foi confirmada por amplificacdo por PCR, que identificou
fragmentos internos do vetor. Quatro linhagens transgénicas To denominadas 57,
119, 137 e 138 apresentaram o fragmento de 818 pb como esperado (Figura 11),
porém em nenhuma das plantas observou-se a presenca do vetor pPREC56 (dados

nao mostrados).

818 pb

Figura 11: Amplificagcdo dos fragmentos do vetor pBITAL3_5 e pBITAL3_6. O
DNA das plantas transformadas foi extraido e amplificado para confirmacédo da
introducéo dos vetores, utilizando o par de iniciadores TAL 353 e TAL 354. 1,
planta 137; 2, planta 138; 3, controle pBITAL 3 5; 4, controle pBITAL 3 6. 5,

controle negativo. 6, branco. MM, marcador molecular 1Kb Plus DNA (Invitrogen).
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3. Analise do perfil de 6leo das sementes de soja das plantas

transgénicas.

Buscando observar mudancas fenotipicas na composicdo dos 6leos das
sementes de soja transgénicas, as plantas de soja que apresentaram o resultado
positivo para a presenca dos vetores por meio de PCR, tiveram todas suas
sementes T1 coletadas, armazenadas e analisadas quanto a sua composicao de
acidos graxos. As porcentagens de acidos graxos das a sementes de soja 57, 119,
137 e 138 foram obtidas a partir de uma reacdo de esterificacdo e analise dos
acidos em GC-MS. Para a montagem do gréafico apresentado na Figura 12, 5
sementes de soja foram selecionadas e utilizadas para obtencdo da média de
porcentagem de Oleo e do desvio padrdo. Como demonstrado na Tabela 3, as
sementes da planta 57 obtiveram um perfil de 6leo alterado, quando comparado ao
tipo selvagem, apresentando sementes com o perfil contendo em média 13,67% de
palmitico, 0,87% de estearico, 31,48% de oleico, 51,15% de linoleico e 2,82% de
linolénico. As sementes da planta 119 apresentaram o melhor perfil de 6leo, dentre
todas as plantas transformadas apresentando um perfil contendo 8,62% de
palmitico, 1,24% de estearico, 56,25% de oleico, 31,70% de linoleico e 2,17% de
linolénico. Por fim, as sementes de planta 137 apresentaram um perfil de éleos
composto de 12,61% de palmitico, 0,26% de estearico, 29,99% de oleico, 53,07%
de linoleico e 3,82% de linolénico, resultados também diferentes do encontrados
em plantas selvagens. Em contraste, as plantas da linhagem BR 16 nao
transformadas apresentaram um perfil de 6leo de 11,96% de palmitico, 2,22% de
estearico, 19% de oleico, 61,20% de linoleico e 5,60% de linolénico. As sementes
das plantas 138 ndo apresentaram nenhuma modificacdo na composicdo dos
acidos graxos apresentando um perfil de 6leo de 12,32% de palmitico, 3% de
estearico, 19,53% de oleico, 60,78% de linoleico e 5,23% de linolénico (Figura 12).
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Tabela 3. Média da porcentagem das concentragcfes dos acidos graxos em
sementes de sojas nas linhagens transformadas.

Palmitico Estearico Oleico Linoleico Linolénico

57 13,67 0,87 31,48 51,15 2,82
119 8,62 1,24 56,25 31,7 2,17
137 12,61 0,26 29,99 53,07 3,82
138 12,32 3 19,53 60,78 5,23
BR16 11,96 2,22 19 61,2 5,6

70 A

*kk

m57
m119
w137
w138
W BR16

Porcentagem total dos acidos graxos

Palmitico Estearico Oleico Linoleico Linolénico

Figura 12: Perfil de acidos graxos das sementes T1 de soja. As porcentagens
de acidos graxos foram determinadas a partir de reacdo de esterificacdo e
analisadas em GC-MS. As porcentagens dos acidos graxos palmitico, estearico,
oleico, linoleico e linolénico foram obtidas para as sementes de soja T1 das
plantas 57, 119 e 137 e para as plantas BR16 nao transformadas (WT). As linhas
verticais representam desvio padrdo encontrados nas 5 sementes andlisadas.
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Asteriscos representam diferenca sigficativo quando comparado a BR16 (Teste T-
Student; * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001).

4. Sequenciamento das plantas com perfil de 6leo alterado

Apos as analises dos perfis de 6leos das sementes T1 das plantas 57, 119 e
137, 10 sementes com o melhor contetdo de 6leo oleico de cada uma das
linhagem foram selecionadas para serem cultivadas na casa de vegetacdo e
submetidas a futuras andlises de sequenciamento. Ap0s a germinacdo das
sementes em copos plasticos, as plantulas foram transferidas para vasos na casa
de vegetacdo, as quais posteriormente foram submetidas a extracdo de DNA
gendmico de discos foliares, que foram utilizados para amplificacdo por PCR dos
genes FAD2-1A (GlymalO) e FAD2-1B (Glyma20). No mesmo periodo, plantas
BR16 ndo transformadas também foram germinadas e aclimatadas na casa de
vegetacdo, e da mesma forma, o seu DNA gendmico foi extraido de discos foliares
para amplificacdo dos mesmos genes. A comparacdo entre os fragmentos
amplificados das plantas BR16 e das plantas TO e T1, apresentou diferencas de
alguns pares de bases no tamanho dos fragmentos (Figura 13 e Figura 14).

A Figura 13 mostra os diferentes tamanhos de amplicons encontrados para
0 gene Glymal0 em um gel de eletroforese capilar. Na Tabela 4 podemos
observar os diferentes tamanhos em pares de bases e as diferentes concentracdes
detectadas no gel. As plantas de soja T1, 119-9, 119-37 e 119-38 nao tiveram o
tamanho dos seus amplicons alterados, jA as plantas de soja TO 137 e 119
apresentaram um aumento de 9 pb e 4 pb no numero dos pares de bases,
respectivamente. As plantas de soja T1, 119-22, e 119-24 tiveram,
respectivamente, 3 e 1 pares de bases aumentados enquanto a planta de soja T1
137-32 apresentou um tamanho de 493 pb, 3 pares de base menor do que o

esperado.
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137 119-9 119-22 119-24 119-37 119-38 H,O 137-32 WT 119

Figura 13: Analise da amplificagcdo do gene GlymalO em gel de eletroforese
capilar. Utilizando os primers especificos GlymalOF e GlymalOR, o gene
Glymal0 foi amplificado e pequenas diferencas de tamanho foram observadas. Al,
planta 137-TO; A2, planta 119-9; A3, planta 119-22; A4, planta 119-24; A5, planta
119-37; A6, planta 119-38; A7, agua; A8, planta 137-32; A9, controle; A10, planta
119-TO;

Tabela 4. Resultado da amplificacéo do gene GlymaloO.

Gene Planta Tamanho Concentracgéao
Observado (pb) (ng/pl)
Glymal0 137-TO 507 0.02
Glymalo 119-9 496 0.35
Glymal0 119-22 499 0.49
Glymal0 119-24 497 0.34
Glymal0 119-37 496 0.42
Glymal0 119-38 496 0.35
Glymal0 137-32 493 0.41
Glymal0 WT 496 0.00
Glymal0 119-TO 500 0.27
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A Figura 14A apresenta os diferentes tamanhos de amplicons encontrados
para o gene Glyma20 em um gel de eletroforese capilar, e na Tabela 5 podemos
observar os diferentes tamanhos em pares de bases e as diferentes concentracdes
detectadas no gel. As plantas de soja T1, 119-22, 119-24 e 119-38, apresentaram
dois picos de amplicons com tamanhos diferentes, um préximo ao tamanho
esperado, de 495 pb, 495 pb e 493 pb, respectivamente e um de 162 pb, 162 pb e
163 pb, respectivamente (Figura 14B). Nenhuma planta de soja transgénica
apresentou o tamanho esperado de 496 pb. No entanto, as plantas de soja 119-TO,
137-32-T1 e 119-9-T1 demonstraram um tamanho inferior 4, 2 e 1 pb
respectivamente, enquanto a planta de soja T1, 119-37 apresentou um aumento de

2 pb. A planta 137-TO nao teve nenhuma banda detectada.
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Figure 14: Amplificacdo do gene Glyma20 em gel de eletroforese capilar. A,
Utilizando os primers especificos Glyma20F e Glyma20R, o gene Glyma20 foi
amplificado e pequenas diferencas de tamanho foram observadas. B1, planta 119-
37; B2, planta 119-38; B3, planta 137-32; B4, controle; B5, agua; B6, planta 119-
TO; B7, planta 137-TO; B8, planta 119-9; B9, planta 119-22; B10, planta 119-24; B,
Eletroferograma das plantas 119-38, 119-22 e 119-24, mostrando 0s picos de

fluorescéncia e o tamanho em pares de base.
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Tabela 5. Resultado da amplificagéo do gene Glyma20.

Gene Planta Tamanho Concentracao
Observado (pb) (ng/ul)

Glyma20 119-37 498 0.57
Glyma20 119-38 162 0.05
Glyma20 119-38 493 0.46
Glyma20 137-32 494 0.30
Glyma20 WT 496 -

Glyma20 119-TO 492 0.29
Glyma20 137-TO - -

Glyma20 119-9 495 0.25
Glyma20 119-22 163 0.04
Glyma20 119-22 495 0.41
Glyma20 119-24 163 0.05
Glyma20 119-24 495 0.43

Para confirmar a introdugcdo de mutagbes provindas da utilizagdo da
metodologia TALEN nas plantas de soja transformadas, os fragmentos
amplificados com os iniciadores especificos para os genes GlymalO e Glyma20,
foram clonados e sequenciados, inclusive os fragmentos amplificados provindo das
plantas de soja transformadas, que de acordo com o gel de caplaridade, nao
apresentaram diferenca no tamanho do fragmento, uma vez que os TALENs
podem realizar pequenas insercdes e/ou delecdes que poderiam ao final resultar
em um fragmento com o tamanho esperado. Da transformacgédo, 10 col6nias
brancas foram selecionadas, crescidas em meio LB, e utilizadas para realizacéo
de midipreparacdo de plasmideo. Os DNAs extraidos destas bactérias foram
enviados para sequenciamento, e o resultado apresentou mutacdes nos genes
FAD2-1A (Figura 15) e FAD2-1B (Figura 16). A Tabela 6 e 7 apresenta um resumo
das mutagbes encontradas nas diferentes plantas analisadas para os genes
Glymal0 e Glyma20.

Para o gene Glyma 10, constatou-se por meio de sequenciamento na planta
119-24 uma delecdo de 447 pb e uma Unica mutacdo em 1 pb, que foi denominada
mutacéo do tipo GlymalOa, enquanto que para o gene Glyma20 diferentes tipos de
mutacbes foram observadas, como insercdes, delecbes e mutacdes nas
sequéncias, denominadas mutac¢des do tipo Glyma20a, Glyma20b, Glyma20c,
Glyma20d, Glyma20e, Glyma20f, Glyma20g, Glyma20h, Glyma20i, Glyma20j,
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Glyma20k e por fim a mutagéo do tipo Glyma20l. A Tabela 6 apresenta um resumo
de todos os tipos de mutacdes encontrados para o gene GlymalO e a tabela 7
apresenta dos tipos de mutacdes encontrados para o gene Glyma20, sendo que
apenas a mutacdo do tipo GlymalOa foi observada para o gene GlymalO, e a
mutacao do tipo Glyma20j foi a mais frequente (28.58%) no gene Glyma20, sendo
encontrada nas plantas 119-T0, 119-24, 119-38 e 137-32. Também foi possivel
observar por meio da eletroforese capilar do gene Glyma20 uma banda de 162/
163 pb, com intensidade suficiente para ser detectada nas plantas 119-22, 119-24
e 119-38, mas nenhum resultado de sequenciamento apresentou a mesma
guantidade de numero de bases. As muta¢cBes do tipo Glyma20b e Glyma20c
possuem delecdes de 271pb sendo possivel encontrar indels e mutacfes nos
pares de base, sendo que todas as mutacdes observadas apresentaram apenas

indels ou indels e mutacdes.

A Tabela 8 apresenta os diferentes tipos de mutagdes sequenciados nas
diferentes linhagens, o niumero de linhagens que apresentaram a mutacdo e a
frequéncia que a mutacdo ocorreu dentro do gene, sendo que para 0 gene
Glymal0 apenas um tipo de mutacdo foi observada (mutacdo do tipo GlymalOa),
em uma linhagem. Ja o gene Glyma20 apresentou diferentes tipos de mutacdes
(mutacgBes do tipo Glyma20a até Glymal), sendo que a mutacdo mais frequente foi
a Glyma20j, sendo que 4 diferentes linhagens apresentaram este tipo de mutacéo.
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Figura 15: Mutac¢des induzidas por TALENs no gene GlymalO (FAD2-1A) nas
plantas transformadas. Representacdo das mutacdes observadas na planta 119-
24. O sitio alvo do par de TALEN esta indicado em amarelo e em verde esta

indicado o0 espaco para atividade da enzima Fokl. Dele¢des estédo indicadas por

tragos.
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CRRGGTTGCIATTCTITR

STRARARL CARRRAR

CATGGRRAAATRAAGCCA CACTCCRACAC CCTTGACCG GARGTGITTGTCCCARARCCARA AT CCARAGTIGIATGETAS

Figura 16: Mutacdes induzidas por TALENs no gene Glyma20 (FAD2-1B) nas plantas
transformadas. Representacdo de todas as mutacdes observadas nas diferentes plantas.
O sitio alvo do par de TALEN esté indicado em vermelho e em rosa esta indicado o espaco
para atividade da enzima Fok I. Delecdes estédo indicadas por tracos, e estrelas marcam

sequéncias conservadas.
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Tabela 6. Andlise das mutagfes encontras para o gene Glymal0 nas diferentes linhagens
e o perfil de 6leico e linoleico encontrado em cada linhagem.

119 Glyma10 0.00 0.00 1.00 4
iigssy 11 Glymal0 63.02/26.77 0.00 0.00 1.00 3
11937 11 Glymal0 44.31/40.83 0.00 0.00 1.00 2
DiesaT 11 Glymal0 66.35/21.11 0.50 0.00 0.50 2
1922 11 Glymal0 46.60/40.36 0.00 0.00 1.00 5
ige sy 11 Glyma10 52.63/34.11 0.00 0.00 1.00 1
s To Glyma10 0.00 0.00 1.00 3
NEEsey 11 Glyma10 29.80/49.96 0.00 0.00 0.00 0

Tabela 7. Andlise das mutacfes encontras para o gene Glyma20 nas diferentes linhagens
e o perfil de 6leico e linoleico encontrado em cada linhagem.

e 7o Glyma20 0.07 0.33

Niigse T11 Glyma20 63.02/26.77 0.50 0.17 0.33 6
L1987 | 11 Glyma20 44.31/40.83 0.00 0.14 0.86 7
Wie2as 11 Glyma20 66.35/21.11 0.27 0.45 0.28 11
N1z 11 Glyma20 46.60/40.36 0.14 0.14 0.72 7
e 11 Glyma20 52.63/34.11 0.14 0.14 0.72 7
L1’ 7o Glyma20 0.00 0.00 0.00 0
sy T Glyma20 29.80/49.96 0.50 0.00 0.50 10

Tabela 8. Resumo dos diferentes tipos de mutacdes encontrados nos genes
GlymalO e Glyma20 e a frequencia de cada tipo de mutacao.

Gene Tipo de Mutagéao Numero de diferentes Frequencia deste tipo
plantas de soja com de Mutacéo
Mutacéo

6

IS
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Glyma20 Glyma20a 1 7.15%

GlymaZ20 Glyma20c 3 14.28%

Glyma20 Glyma20e 3.57%

Glyma20 Glyma20 3.57%

Glyma20 Glyma20i 2 7.15%

GlymaZ20 Glyma20k 3.57%

Glymal0 Glymal0a 1 100%

5. Busca por potenciais genes Néao alvos

Estudos recentes sugerem que TALENs podem criar mutagdes fora do local
desejado, em sequéncias similares a sequéncia alvo. Na familia dos genes FAD2,
existem os membros FAA2-1 e FAD2-2 que compartilham alta similaridades entre
si. Para verificar a similariedade entre estes membros, realizou-se o alinhamento
das sequéncias dos membros da familia FAD2-1, os genes GlymalO
(Glymal0g42470) e Glyma20 (Glyma20g24530), e as sequéncias dos membros da
familia FAD2-2, Glyma03 (Glyma03g30070), Glyma09 (Glyma09g17170) e
Glymal9 (Glymal9g32940) (Figura 17).
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GlymalO CTCAAGAAAGCAATTCCACCACACTGCTTTCAGCGCTCCCTCCTCACTTCATTCTCCTAT
Glyma20 CTCAAGAAAGCCATTCCACCGCACTGCTTTCAGCGTTCCCTCCTCACTTCATTGTCCTAT
GlymaO9 CTGAAGAAGGCAATTTCACCACATTGCTTCCACCGTTCAACATTCCGTTCATTCTCCTAC
GlymaO3 ATCAAGAAGGTCATTCCACCTCACTGTTTCCAGCGTTCTGTTTTCCGCTCATTCTCCTAT
Glymal$ ATTAAGAAGGCCATTCCACCTCACTGTTTCCAGCGCTCTGTTCTCCGCTCATTCTCCTAT
* kkkkk Kk Kkkk kkkk Xk Kk *k k*k Kk *x* * % Ak kxk KrkKKK
GlymalO GTTGTTTATGACCTTTCATTTGCCTTCATTTTCTACATTGCCACCACC---TACTTCCAC
Glyma20 GTTGTTTATGACCTTTCATTGGCTTTCATTTTCTACATTGCCACCACC---TACTTCCAC
Glyma09 GTCCTCTATGACCTAACCATAGCCTCATGCCTCTTCTATGCCGCAGTAAATTACATCCCT
GlymaO3 GTTTACGACCTCACCATAGCCTTCTGCCTCTATTATGTTGCCACCCAT---TACTTCCAC
Glymal$ GTTTATGACCTCACCATAGCCTTCTGCCTCTATTATGTTGCCACCCAT---TACTTCCAC
X%k Kk Kk kkkkk Kk Kk k*k * * kK *kxKk Kk *kKk Kkk

GlymalO E-——EE ATTGCATGGCCAATCTATTGGGTTCTCCAAGGT
Glyma20 ATTGCATGGCCAATCTATTGGGTTCTCCAAGGT
GlymaO09 CTAGCATGGCCTCTCTATTGGTTCATCCAAGGT
GlymaO3 C---TCC TTGGCATGGCCAATCTACTGGGCTGTCCAAGGT
Glymal9 E-——EEE GTGGCATGGCCAATCTATTGGGCTGTCCAGGGT

* * * Kk kk Kk Kkkkkkkk  KkKkk Kkkk kkkk kkk
GlymalO TGCCTTCTCACTGGTGTGTGGGTGATTGCTCACGAGTGTGGTCACCATGCCTTCAGCAAG
Glyma20 TGCATTCTTACTGGCGTGTGGGTGATTGCTCACGAGTGTGGTCACCATGCCTTCAGCAAG
Glyma09 TCCATCCTAACCGGGGTTTGGGTCATCGCACACGAATGCGGCCACCACGCCTTTAGCGAT
GlymaO3 TGCATCCTTACTGGAGTTTGGGTCATTGCCCATGAGTGTGGCCACCATGCATTCAGTGAC
Glymal$ TGCATCCTTACTGGTGTTTGGGTCATTGCCCATGAGTGTGGTCACCATGCATTCAGTGAC

* k Kk k*k Kk KKk Kkk Xkkkk Kk *k KXk Kk *k *k*k KAkkkk k% **k Xk K

GlymalO TACCAATGGGTTGATGATGTTGTGGGTTTGACCCTTCACTCAACACTTTTAGTCCCTTAT
Glyma20 TACCCATGGGTTGATGATGTTATGGGTTTGACCGTTCACTCAGCACTTTTAGTCCCTTAT
Glyma09 CACCAATGGCTCGATGACCTTGTTGGCCTAATCCTCCACTCACTTCTCCTAGTGCCCTAT
GlymaO3 TACCAGTTGCTTGATGATATTGTTGGCCTTGTCCTCCACTCCGGTCTCCTAGTCCCATAC
Glymal®9 TACCAGCTGCTTGATGATATTGTTGGCCTTATCCTCCACTCCGCTCTCCTAGTCCCGTAC

* k% * X Xxkxkx **x * k% * * X *Xkkk%x * % kkkk Kk kX

Figura 17: Alinhamento dos genes das familia FAD2-1 e FAD2-2. Os genes da
familia FAD2-1, correspondentes aos genes GlmalO e Glyma20, foram alinhados
com os genes da familia FAD2-2 (Glyma09, Glyma03 e Glymal9). Pares de base
destacados na cor amarela representam as regides direita e esquerda escolhidas
como alvo do TALEN neste trabalho. Pares de base destacados em verdes
representam a regido espacodara necessaria para a atividade da enzima Fok I.

A analise comparativa das sequencias dos genes da familia FAD2-1 e
FAD2-2, revelam alta similaridade entre os genes Glymal0 e Glyma20, e os genes
Glyma03 e Glymal9. Para a regiao alvo selecionada neste trabalho, o gene
Glyma03, possui 20 pb diferentes na regido esquerda, sendo que destes, 6 pb séo
unicos deste gene, e 8pb diferentes na regido alvo direita. A regido espacadora nao

necessita ser identica a dos genes alvos, visto que esta regido é necessaria para
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atuacdo da enzima Fok | que ndo é especifica de uma determinada sequéncia de
DNA. Os genes Glyma03 e Glymal9, possuem uma sequéncia contendo 5 pb
diferentes da sequéncia alvo esquerda escolhida neste trabalho, e o gene Glyma03
possui 5 pb diferentes na regido direita, enquanto o gene Glymal9 possui 4 pb

diferentes da regiéo alvo direita.

Tendo isto em vista resolveu-se estudar os genes da familia FAD2-2,
Glyma03g30070 e Glymal9g32940 como potenciais genes nao alvo dos nossos
TALEN. Tendo em vista a alta similariedade das sequencias e com objetivo de
amplificar cada gene separadamente, um par de iniciadores foi desenhado
especifico para cada gene. Os possiveis genes nao alvo foram amplificados a partir
de DNA gendmico extraido de discos foliares da geracdo TO e T1 das plantas
transformadas. Foram amplificados fragmentos com os tamanhos de 1391 pb e
1393 pb que correspondendo aos genes Glyma03g30070, Glymal9g32940,

respectivamente.

A Figura 18 mostra o padrdo de bandas encontrado para a amplificacdo do
gene Glyma03. Nenhuma planta apresentou a banda com o tamanho esperado,
sugerindo que todas as plantas tiveram o gene GlymaO3 alterado pelo TALEN.
Apesar de ndo serem evidentes as diferencas no tamanho das bandas, a Tabela 9
apresenta o tamanho observado e a concentracdo das bandas, mostrando os
diferentes tamanhos encontrados. A planta 137-TO apresentou uma banda se
1425, sendo a Unica planta a apresentar uma banda maior do que o tamanho
esperado de 1391. As plantas 119-22, 119-37, 119-38 e 137-32 apresentaram mais
de 53 pb de diferenca, sendo a planta 119-37 a que apresentou maior diferenca
guando comparado ao WT (60 pb), enquanto as plantas 119-TO, 119-9, 119-24
apresentaram mais de 28 pb a menos do que o esperado.
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Cil C2 C3 C4 C5 Cb Cr C8 C9 Ci10 cCc11

Figura 18: Amplificacdo do gene Glyma03 em gel de eletroforese capilar.
Utilizando os primers especificos GlymaO3F e GlymaO3R, o gene Glyma03 foi
amplificado e pequenas diferencas de tamanho foram observadas. C1, marcador
molecular; C2, planta 119-T0; C3, planta 137-TO; C4, planta 119-9; C5, planta 119-
22; C6, planta 119-24; C7, agua; C8, planta 119-37; C9, planta 119-38; C10, planta
137-32; C11, controle;

Tabela 9. Resultado da amplificagdo do gene Glyma03.

Gene Planta Tamanho Concentracéao
Observado (pb) (ng/ul)
Glyma03 119-TO 1355 0.23
Glyma03 137-TO 1425 0.02
Glyma03 119-9 1363 0.18
Glyma03 119-22 1334 0.39
Glyma03 119-24 1347 0.37
Glyma03 119-37 1331 0.33
Glyma03 119-38 1338 0.35
Glyma03 137-32 1333 0.30
Glyma03 WT 1391 0.03
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A Figura 19 apresenta o padrédo de bandas encontrado quando amplificado o
gene Glymal9. A planta 137-TO foi a Unica que apresentou a banda no tamanho
esperado de 1393 pb. As outras plantas apresentaram o padrdo de bandas com
tamanhos diferentes do esperado para o gene. A Tabela 10 exp6e um resumo do
tamanho das bandas observadas e suas concentragbes. Nenhuma planta
apresentou o tamanho maior do que esperado, sendo que todas as outras plantas,
apresentaram uma banda com o tamanho menor do que o esperado, sugerindo
gue o gene Glymal9 foi modificado pelo TALEN. A planta 119-24 foi a que
apresentou a maior diferenca no tamanho sendo observado uma banda de 1301

pb, 92 pb menor do que o esperado.

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10

300

(PR

el |

Paak S
o

Figura 19: Amplificacdo do gene Glymal9 em gel de eletroforese capilar.
Utilizando os primers especificos Glymal9F e Glymal9R, o gene Glymal9 foi

amplificado e pequenas diferengas de tamanho foram observadas. D1, planta 119-
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22; D2, planta 119-24; D3, planta 119-37; D4, planta 119-38; D5, planta 137-32;
D6, controle; D7, agua; D8, planta 119-TO; D9, planta 137-T0; D10, planta 119-9;

Tabela 10. Resultado da amplificagao do gene Glymal9.

Gene Planta Tamanho Concentracao
Observado (pb) (ng/ul)

Glymal9 119-22 1333 0.81
Glymal9 119-24 1301 0.52
Glymal9 119-37 1355 0.30
Glymal9 119-38 1331 0.37
Glymal9 137-32 1325 0.35
Glymal9 WT 1393 -

Glymal9 119-TO 1341 0.26
Glymal9 137-TO 1393 0.01
Glymal9 119-9 1363 0.20

Uma vez que os fragmentos amplificados apresentaram um tamanho
diferente do esperado, sugerindo uma possivel acdo do TALEN, decidiu-se
sequenciar os fragmentos amplificados buscando possiveis indels para confirmar a
acdo dos TALEN nestes ndo alvos. Os fragmentos amplificados foram entéo
inseridos no vetor de clonagem pGEM-T Easy, e utilizados para transformacéo de
bactérias competentes DH5 alfa segundo o protocolo de transformacdo por meio
de choque térmico. Desta forma, vérias colbnias brancas foram obtidas, das quais
10 foram selecionadas para realizacdo de minipreparacao do vetor e enviadas para
sequenciamento. O resultado do sequenciamento foi comparado com as
sequéncias esperadas para cada gene, e mostrou que o par de TALEN foi capaz
de realizar quebra na dupla fita nos genes nao alvo gerando grandes indels (Figura
20 e Figura 21).
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Glymal3 SCCATTTGRARARLCCTICCR
Glymal3a CATTTGRLARLC
Glymal3b CATTTGRAARRC
Gly 3 . L
Gly
Gly - TG LITTGRAAARCCTC
e e e ke ke e ke e ke ke ke e ke ke ke ke Rk ke
Glymal3 TTGGCATGECCAATCTACTGEECTGT CCAAGETTGCATCCTTACTGEAGT T TGEGTCAT L. ACTATGACCCATATGGTCCCATTTACTCTGAT-CGTGAR CTTCALATATATATATC-
¥mal3a s B L ETTE CARATATATATATC-
ymal3b = mmm e T TTT GAT— CTTCARATATATATAATC
———————————————————————————————————————————————————————————— mmmm————————————————-TT GAT-CG CTTCARATATATATATC-
———————————————————————————————————————————————————————————— mmmm————————————————TTT GAT-GG CTTCARRTATATATATC-
Glymalds —mmmm oo m m T TITTACTCTGAT-GATG CTTCARATATATATATC-

- e e ke e ok e e ook ok ke ok ke e ok kR ok ke

Figura 20: Mutagdes induzidas por TALENs no gene Glyma0O3 nas plantas
transformadas. Representacdo das mutacbes observadas nas diferentes plantas
transformadas. O possivel sitio alvo do par de TALEN esta indicado em amarelo e
em azul estd indicado o espaco para atividade da enzima Fok |. Dele¢Bes estédo

indicadas por tragos e estrelas indicam regides conservadas.

GAARAACCTCAGTTTAGTCTCAGCCAGATTAAGARGGCCATTCCACCT. COTTCTGCCTC AT
snnn e

ST, WA CCTTC

TCARATATATAT-——
ARATATATATAT-
TCRAATATATATATC
TCRAATATATATATC
TCRALTATATAT-——

CRARATATATATAT-

Figura 21: Mutacdes induzidas por TALENs no gene Glymal9 nas plantas
transformadas. Representacdo das mutacdes observadas nas diferentes plantas
transformadas. O possivel sitio alvo do par de TALEN esta indicado em vermelho e
em roxo esta indicado o espaco para atividade da enzima Fok |. Dele¢bes estédo

indicadas por tracos e estrelas indicam regifes conservadas.

Na Tabela 11 e 12 estdo apresentadas os diferentes tipos de mutacdes
encontradas em cada planta nos genes Glyma0O3 e Glymal9. Ja na Tabela 13
podemos observar os diferentes tipos de mutagdes observadas e a frequéncia de

cada mutacdo no gene. Para o gene Glyma03 o tipo de mutagcédo mais frequente foi
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0 Glyma3b (48.39%), sendo que 6 diferentes plantas transformadas apresentaram
este tipo de mutacédo, e a planta 119-9 ndo apresentou esta mutacdo, enquanto
gue para o gene Glymal9 o tipo de mutacdo mais frequente foi Glymal9c
(36.36%), que estava presente 3 plantas de sojas transgénicas, sendo 137-TO,
119-24 e 119-22.

Tabela 11: Analise das mutacdes encontradas nos genes Glyma03 nas diferentes

linhagens obtidas.

1me 1o Glyma03 025 025 0.50 8
iigse s 11 Glyma03 63.02/26.77 040 020 0.40 5
| 11987 T Glymao3 44.31/40.83 016  0.00 0.84

ieoas 11 Glyma03 66.35/21.11 070 0.0 0.20 10
DT T Glyma03 46.60/40.36 043 014 0.43 7
iiges 11 Glyma03 52.63/34.11 075  0.00 0.25 8
s 1o Glyma03 083 0.0 0.17 6
e Glyma03 29.80/49.96 0.00 0.0 0.00 0

Tabela 12: Andlise das mutacdes encontradas nos genes Glymal9 nas diferentes

linhagens obtidas.

1 1o 19 000 0.0 1.00 1
Wiieses 1 19 63.02/26.77 000  0.00 1.00 8
Tieer T T 19 44.31/40.83 000  0.00 1.00 3
ieeas T 19 66.35/21.11 020  0.40 0.40 10
11922 T 19 46.60/40.36 031 046 0.23 13
iigey T 19 52.63/34.11 000 0.4 0.86 7
L1 1o 19 100 0.00 0.00 2
sy n 19 29.80/49.96 000 042 0.58 7

Tabela 13: Resumo das diferentes mutacdes encontradas nos genes Glyma03 e
Glymal9.
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Gene Tipo de Mutacgao Numero de plantas Frequéncia da
com Mutacéo ocorréncia da
Mutac&o no gene
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DISCUSSAO
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DISCUSSAO

A reducdo da expressdo dos genes da familia FAD2 ja se mostrou uma
poderosa ferramenta na busca de aumentar as concentracfes de acidos graxos
monoinsaturados em soja (Clemente & Cahoon, 2009; Wagner et al., 2011; Murad
et al., 2014). Dentre eles, os genes Glymal0 (FAD2-1A) e Glyma20 (FAD2-1B) sao
responsaveis pela conversdo do &cido oleico (monoinsaturado) em linoleico (poli-
insaturado). Estratégias de inibicdo da expressdo destes genes ja resultaram em
acumulo de acido oleico em sementes de soja. Nos ultimos anos o perfil do dleo
em sementes de soja foi modificado com sucesso por meio da engenharia de vias
metabdlicas (Graef et al., 2009; Qu et al., 2012; Qian et al., 2010). Modificando vias
especificas na rota de producao de 6leo em sementes de soja € possivel manipular
sua composicao, de forma que alcance as qualidades desejadas pelas industrias.
Porém ao altermaos uma via metabolica, alteramos o conteudo total das sementes,
inclusive de alguns subprodutos. O aumento da concenracdo do 6leo na semente
leva a uma diminuicdo da producado de proteinas da sementes, o que faz com que
a semente de soja tenha pouco valor como gréo e farelo, porém sendo de grande
interesse para a producao de Oleo. Isto indica uma tendencia na diversificacdo da
producdo de semente de soja, de acordo com o produto desejado. Por exemplo,
uma semente rica em proteinas, seria de grande interesse para a producao de
farelo, mas seria de pouco interesse para a producdo de 6leo, enquanto uma
semente com alta quantidade de Oleo seria de pouco interesse para a

comercializacao de farelo, mas de grande interesse para a producéo de 6leo.

Neste trabalho utilizou-se a metodologia Golden Gate para rapidamente e
eficazmente montar-se os vetores TALENs, onde os desenhos dos vetores
TALENs foram realizados utilizando o programa TALE-NT. Desde o comec¢o do
desenvolvimento dos TALENS, sabe-se que é recomendado que o alvo contenha
um nucleotideo timina na posicdo 0 (Moscou et al., 2009; Boch et al., 2009) . Neste
trabalho foi possivel mostrar que os TALENs também podem se ligar a sequéncias
gue possuam outros nucleotideos na posicédo 0, uma vez que os TALENSs utilizado

neste trabalho possui uma adenina e uma guanina na posic¢éo 0.
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Haun e colaboradores (2014) também utilizaram a metodologia TALEN em
plantas de sojas e obtiveram sementes de soja com o perfil de éleo corespondente
a 80% de oOleo oleico e menos de 4% de oOleo linoleico. Haun e colaboradores
(2014) sintetizaram diferentes 4 pares de TALEN, que tinham como alvo diferentes
sequéncias dos genes FAD2-1A e FAD2-1B. Antes de transformarem as plantas de
soja, fizeram uma avaliacdo da atividade destes TALEN em leveduras e em raizes
de soja. Um dos pares de TALEN utilizados por eles possuia a mesma regido como
alvo do TALEN utilizado neste trabalho (Figura 22), porém o TALEN desenhado
pelo grupo de Hauns continha 3 nucleotideos a menos na regido direita ,quando
camparadocom o alvo deste trabalho, e o TALEN esquerdo possuia 8 nucleotideos
a menos no tamanho (Figura 22). Esse par de TALEN estudado, no trabalho de
Haun, foi denominado FAD2_TO02 e teve sua atividade testada em um ensaio com
leveduras, apresentando a melhor atividade dentre os demais pares testados.
Porém, quando foi testado em ensaio contra raiz de soja, hdo apresentou henhum
clone contendo mutacdes, sendo sugerido pelo autor como téxico para a planta,
por talvez se ligar a locais ndo alvos, sendo assim descartado pelos autores. Neste
trabalho, sonsegui-se demonstrar que aumentando em apenas alguns pares de
bases o tamanho do TALEN, pdde-se aumentar a especificidade do TALEN, e
diminuir, em partes, as ligagcdes em locais nao alvo, reduzindo sua toxicidade. O
par de TALEN utilizado neste trabalho foi capaz de clivar a regido alvo conseguindo

produzir plantas de soja viaveis com muta¢des nos genes alvos.

GlymalO ACATTGCCACCACCTACTTCCACCTCCTECCTCARCCCTTTTCCCTCATTGCATGGCCAATCTATTGGGTTCTCC
HaunFADZ_TO02GlymalO ACATTGCCACCACCTACTTCCACCTECTICCTCARCCCTTITTCCCTCATTGCATGGCCAATCT-~==========
Glymaz20 ACATTGCCACCACCTACTTCCACCTCCTECCTCACCCCTTTTCCCTCATTGCATGGCCAATCTATTGGGTTCTCC
HaunFADZ2_TO02GlymaZ20 ACATTGCCACCACCTACTTCCACCTECTCCCTCACCCCT T ITCCCTCATTGCATGGCCAATCT-===========

hhkhkhkhhhhhhhhhdhhbh bbb hhrhhhdr dhhhhd dhhdhhbhbhhbhbhbhbhdhbdhhddhbdhdddhir

Figura 22: Alinhamento das sequencias alvo e espacadora dos TALENs
utilizados neste trabalho e os utilizados no trabalho de Haun e colaboradores
(2014). Glyma 10 e Glyma 20 correponde a regido alvo do TALENSs utilizados neste
trabalho para o gene Glymal0 e Glyma 20, respectivamente.
HaunFAD2_T02GlymalO e HaunFAD2_T02Glyma20 correspondem ao par de
TALEN denominado FAD2-T02 no trabalho de Haun e colaboradores (2014). Em
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amarelo estdo destacado os pares de base alvos do TALEN, e em verde esta

destacado a sequencia espacadora.

No trabalho de Haun e colaboradores (2014) o par de TALEN
utilizado por eles para a producdo de plantas transgénicas tinha como alvo uma
regido localizada a 24 pares de base de distancia da regido escolhida como alvo
neste trabalho (Figura 23). Esta regido foi escolhida pelo grupo de Hauns devido a
ensaios de teste de atividade em leveduras e em raizes de soja, onde o par de
TALEN FAD2_TO04 apresentou um bom desempenho em ambos os testes. Este par
de TALEN foi capaz de produzir plantas de soja contendo um perfil de oleo
corespondente a 80% de 0leo oleico e menos de 4% de 6leo linoleico, enquanto
gue neste trabalho consegui-se obter plantas de soja contendo um perfil de 6leo
nas sementes de 56,25% de oleico e 31,7 de linoleico. Estas variacbes nos niveis
de acidos graxos pode ser resultado de diferencas na regido alvo escolhida, ou
podem ser provinientes da genética do cultivar de soja selecionado para o trabalho,
tendo em vista que o genoma utilizado para a escolha do alvo foi proviniente do
cultivar Williams 82, e o cultivar utilizado neste trabalho foi BR16. Outro fator
importante que também pode ter influenciado na diferenca de concentracdo de

acido graxo observado foram as condi¢des de crescimento diferentes.

Por fim, o grande diferencial deste trabalho, quando comparado com o
trabalho de Haun e colaboradores (2014), é a busca pela atividade fora do alvo dos
TALENSs. O par de TALEN utilizado por Hauns e colaboradores apresentava 4 e 5
nucleotideos diferentes nas regides esquerda e direita de reconhecimento do
TALEN no gene FAD2-2, e quando analisados quanto a presenca de atividade do
TALEN, nenhuma mutagéo foi observada, diferentemente deste trabalho onde a
analise dos genes da familia FAD2-2 revelou também grandes delecBes e

mutacgdes provinientes da atividade dos TALENS.
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Glymalo 1 ATGGGTCTAGCAAAGGARACAACARTGGGAGGTAGAGGTCGTGTGGCCAA 50
freeerrerrrreerrerrrrrarrerr ettt e rrrrr e
Glyma20 1 ATGGGTCTAGCAAAGGARACAATARTGGGAGGTGGAGGCCGTGTGGCCAR 50
Glymalo 51 AGTGGAAGTTCAAGGGAAGAAGCCTCTCTCAAGGGTTCCAAACACAAAGC 100
R R N RN RN AR R R R RN RN
Glyma20 51 AGTTGARATTCAGCAGAAGAAGCCTCTCTCAAGGGTTCCARACACARAGC 100
Glymalo 101 CACCATTCACTGTTGGCCAACTCAAGAAAGCAATTCCACCACACTGCTTT 150
frererrerrrrerrrerrrrrrrrrrr e e e e e
Glyma20 101 CACCATTCACTGTTGGCCAACTCARGARAGCCATTCCACCGCACTGCTTT 150
Glymalo 151 CAGCGCTCCCTCCTCACTTCATTCTCCTATGTTGTTTATGACCTTTCATT 200
Frrrrrerrerrrrrere et et e e e e e e e
Glyma20 151 CAGCGTTCCCTCCTCACTTCATTGTCCTATGTTGTTTATGACCTTTCATT 200
Glymalo 201 TGCCTTCATTTTCTACATTGCCACCACCTACTTCCACCTCCTHGCTCARE 250
Sheerrrrrrrrrerrrrr e e e e e e e .|
Glyma20 201 GGCTTTCATTTTCTACATTGCCACCACCTACTTCCACCTICCTEGCTCAGE 250
Glymalo 251 EETTTTCCCTCATTGCATGGCCAATCTATTGGGTTCTCCARGGTTGCCTT 300
FLEEEEE et et r el
Glyma20 251 EETTTTCECTCATTGCATGGCCAATCTATTGGGTTCTCCARGGTTGCATT 300
Glymalo 301 CTCACTGGTGTGTGGGTGATTGCTCACGAGTGTGGTCACCATGCCTTCAG 350
Frrrrrr-rerrrrrere et e et e e e e e e e
Glyma20 301 CTTACTGGCGTGTGGGTGATTGCTCACGAGTGTGGTCACCATGCCTTCAG 350
Glymalo 351 CAAGTACCAATGGGTTGATGATGTTGTGGGTTTGACCCTTCACTCAACAC 400
teeererr-rererrrerrrrrerrarrrerrrrrrtarrrrr e
Glyma20 351 CARGTACCCATGGGTTGATGATGTTATGGGTTTGACCGTTCACTCAGCAC 400
Glymal0 401 TTTTAGTCCCTTATTICICATGGAAAATAAGCCATNENEEURICRGIEE 450
frerrererrererrrer et errr e |
Glyma20 401 TTTTAGTCCCTTATTTCTCATGGAAAATAAGCCATEEEEEERECEATNE 450
Glymalo 451 NS A CCGTCATGARGTGTTTGTCCCARARCCARRATC 500
[ bl
Glyma20 451 HENCHSCEEIEEEIE . CCGTCATGAAGTGTTTIGTCCCARARCCARRATC 500
Glymalo 501 CARAGTTGCATGGTTTTCCAAGTACTTAAACAACCCTCTAGGAAGGGCTG 550
Frerrrrrerr et rrr et ber e e e e e
Glyma20 501 CARAGTTGCATGGTACACCAAGTACCTGAACAACCCTCTAGGAAGGGCTG 550
Glymalo 551 TTTCTCTTCTCGTCACACTCACAATAGGGTGGCCTATGTATTTAGCCTTC 600
Shrrreerrerarrerrrrrrerrerrerrrr e e e e
Glyma20 551 CTTCTCTTCTCATCACACTCACAATAGGGTGGCCTTTGTATTTAGCCTTC 600
Glymalo 601 AATGTCTCTGGTAGACCCTATGATAGTTTTGCAAGCCACTACCACCCTTA 650
frrrerrerrrarrrrerrrrrrrrrrrertar e e e
Glyma20 601 AATGTCTCTGGCAGACCCTATGATGGTTTTGCTAGCCACTACCACCCTTA 650

Figura 23: Alinhamento das sequéncias dos genes GlymalO e Glyma20, e
comparacdo das regides alvos selecionadas neste trabalho e no trabalho de
Haun e colaboradores (2014). Em amarelo e em verde estdo destacados as
sequéncias alvo do TALEN utilizado neste trabalho e a sequéncia espacadora. Em
azul e roxo esta destacado a sequéncia alvo e a sequéncia espacadora utilizada no

trabalho de Haun.
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A maioria das metodologias utiizadas para a detec¢cdo de mutacdes em
sequéncias € baseada em reacdo em PCR e, portanto, tendem a subestimar a
frequéncia da atividade no alvo, ja que grandes delecbes que se estendem além
dos limites dos produtos de PCR ndo séo detectadas, e grandes insercfes séo
amplificadas com menor eficiéncia que menores mutacdes, sendo assim menos
provaveis de serem detectadas (Zischewski et al.,, 2016). Neste trabalho foi
possivel, através de PCR obter amplificacbes que apresentasse grande delec¢des.
Isto se deve ao amplo espectro amplificado, para obtencdo de fragmentos que

apresentasse todos os possiveis tipos de mutac¢des sendo pequenas, ou grandes.

Apesar de varios trabalhos ja terem publicado grandes dele¢8es utilizando a
ferramenta TALEN, em plantas, grandes delec6es foram observadas em numero
reduzido. Gupta e colaboradores (2013) utilizando a metodologia TALEN, geraram
delecbes de até 69 kb e retiraram o gene lincRNA por completo em linhagem
germinativa de zebrafish. Semelhantemente, Shan e colaboradores (2013) também
observaram a delecao de genes, porém apenas quando 2 pares de TALENs foram
utilizados com alvos no mesmo cromossomo. Nishizawa-Yokoi e colaboradores
(2015) obtiveram grandes delecdes em arroz, porém utilizaram plantas com
defeitos na DNA ligase 4. Utilizando a ferramenta TALEN, foi observado em tabaco
4-28 pb delecdes (Zhang et al., 2013), e em Arabidopsis foi observado delegdes
variando entre 4-50 pb (Cermak et al., 2011; Christian et al., 2013). Ja em batata,
delecdes entre 1-25 pb foram observadas (Nicolia et al., 2015; Clasen et al., 2016),
enquanto que em soja 1-63 pb dele¢des ja foram observadas (Haun et al., 2014;
Du et al.,, 2016). Em cevada foram observadas delecbes variando de 1-36 pb
(Wendt et al., 2013), e em milho pequenas dele¢des de 2-17pb foram observados
(Liang et al., 2014; Char et al., 2015). Pequenas delecdes variando entre 2-32 pb
também foram observadas em trigo (Wang et al. 2014) e delecbes um pouco
maiores variando entre 1-72 pb foram observadas em arroz (Shan et al., 2013;
Shan et al., 2015; Wang et al., 2015; Li et al., 2012). As maiores dele¢bes foram
obtidas em tomate, variando de 2-168pb (Lor et al.,, 2014). Neste trabalho
observamos grandes dele¢des nos genes FAD2-1A e FAD2-1B variando de 240-
562 pb, decorrentes da agéo dos TALEN nos locais alvos. Um perfil semelhante de
delecédo e insercao foi observado por Haun e colaboradores (2014) em mutacdes
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induzidas em raizes de soja utilizando o par de TALEN FAD2_ 4, porém com um
tamanho menor. Esse perfil pode ser resultado de uma tentativa de recombinacgéo

homologa apds a quebra da dupla fita do DNA.

Um vez que grandes delecbes foram observadas nas plantas de soja
transformadas, estas precisam ser melhor estudadas, ja que plantas M-23 que
possuem uma larga dele¢do no cromossomo 10, apresentam reducao na producéo
de gréo de soja, 0 que parece estar relacionado ao tamanho da delecdo (Taylor et
al., 2002). Neste sentido, as plantas desenvolvidas neste trabalho devem ter sua

produtividade no campo estudada.

Diferentes metodologias ja foram descritas na literatura para a identificacao
de mutacdes em eventos mediados por nucleases especifica para sequéncias alvo.
Dentre elas podemos destacar o0s ensaios de detec¢do de mutacdo baseado em
gel, onde o protocolo mais comum utiliza a nucleasse CEL-I ou T7 endonucleasse |
(T7E1), ensaios de PCR fluorescente, andlise de DNA derretido, e analise de
polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP). Eventos de
Mutacdes também podem ser identificados através de sequénciamento do DNA,
gue séo baseados em sequénciamento de amplificagcdes de PCR por Sanger ou
pela técnica de sequénciamento de nova geracdo. Neste trabalho foi possivel
identificar mutacdes utilizando Eletroforese Capilar, uma técnica rapida e
economica, e através de sequenciamento de amplificac6es de PCR. Apesar do gel
de eletroforese capilar apresentar possiveis mutacées nos genes, as mesmas nao

foram confirmadas por meio de sequenciamento.

Apesar de um maior nimero de sequéncias mutadas neste trabalho terem
sido observadas no sequenciamento do gene FAD2-1B (Glyma20), acredita-se que
o fendtipo andlisado provém de mutacbes em ambos 0s genes, uma vez que
estudos recentes sugerem que FAD2-1A e FAD2-1B sao redundantes e contribuem
de forma igual para a conversado de acido oleico em linoleico, ja que plantas com
mutacdes apenas nos genes FAD2-1A ou FAD2-1B nao tiveram seus niveis de

oleico alterado (Haun et al., 2014).

Tendo em vista os eventos de duplicagdo do genoma da soja a 13 e 59

milhdes de ano, estima-se que cerca de 75% dos genes preditos em soja estéo

80



il
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

presentes em multiplas copias(Schmutz et al., 2010). Neste sentido € importante
gue as novas metodologias de edicdo de genoma sejam capazes de editar mais de
um gene sem que seja necessario a Este trabalho também mostrou que € possivel
obter mutacfes em multiplos genes usando apenas um par de TALEN, o que é
uma caracteristica importante para 0 seu uso em plantas, visto que diversas
plantas possuem genes redundantes espalhados pelo genoma, mostrando ser

possivel usando apenas um par de TALEN, modificar mais de um gene.

A diminuicdo da atividade dos genes FAD2-1A e FAD2-1B ja foi foco de
diversos trabalhos utilizando a tecnologia de RNAIi. Murad e colaboradores (2014)
produziram plantas de soja contendo os genes FAD2-1A (GlymalO), FAD2-1B
(Glyma20) e FatB, regulados para baixo devido a utilizacdo da tecnologia de RNAI,
sendo capazes de obter plantas possuindo até 94.58% de 6leo oleico e menos de
3% de 6leo palmitico, enquanto plantas nao transgénicas possuiam em média 25%
de oleico e 13% de palmitico. Este trabalho foi capaz de obter plantas de soja
contendo 56,25% de 6leo oleico e 8.62% de palmitico. Neste trabalho o gene FatB
nao foi alvo do par de TALEN, mas mesmo assim foi possivel em alguns
transgenes observar uma diferenca significativa na concentracdo de palmitico,
provavelmente devido a uma forma de compensassdao metabdlica. Apesar de
possuir um maior nivel de oleico, plantas de soja expressando constru¢cdes RNAI
séo sujeitas a variacbes na expressdo do transgene durante as geragdes, 0 que

requer uma triagem da expressao por varias geracgoes.

Outro grande problema enfrentado por variedades de soja derivadas dessa
metodologia € que elas sdo necessariamente transgénicas e necessitam ser
aprovadas para comercializagdo, um processo que pode ser longo e caro. Por
outro lado, plantas provinientes de metodologias de edicdo de genoma, como
TALEN e CRISPR nado neccessariamente sdo consideradas transgénicas uma vez
gue, apos triagem, podem se obter plantas que apenas apresentem a mutagdo no
local desejado, sem a presenca do vetor de transformacdo, e sem a adicdo de
nenhum gene ou fragmento de DNA provindo de outro organismo. Neste sentido, a
USDA ja esta aprovando o cultivo de plantas provinda destas metodologias, sendo
um processo muito mais agil e com custos significativamente reduzidos (Waltz,
2016).
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A estratégia de edicdo de genoma pode desencadear alteracbes no DNA
por meio de recombinacdo homologa ou NHEJ provindas da tentativa de reparo da
guebra da dupla fita de DNA. Quando comparadas com as metodologias de
genética classica, as técnicas de ediacdo de genoma apresentam uma grande
vantagem j4 que posseuem um tempo reduzido para obtencdo de eventos, e
possui um direcionamento para o alvo a ser modificado, 0 que em tese diminui o
risco da ocorréncia de mutacbes em diversos locais do genbma. Varias
ferramentas vem utilizando a estratégia de com sucesso, entre elas ZFN, TALEN e
CRISPR. ZFN foi uma das primeiras ferramenta desenvolvida (Urnov et al., 2010),
porém € uma ferramenta laborosa e possui vérias limitacbes de desenho e
implementacéo, o que dificulta sua utilizacdo por parte de diversos pesquisadores.
Por outro lado, o TALEN e o CRISPR tiveram uma maior aceitacdo por parte dos
pesquisadores, por serem mais praticos e por produzirem resultados em menor

tempo.

Du e colaboradores (2016) recentemente realizaram uma analise
comparativa entre as tecnologias de TALEN e de CRISPR em soja. Eles utilizaram
como alvo os genes GMPDS11 e GmPDS18, envolvidos na via de biossintese de
carotenoides, e desenharam um par de TALEN, e dois CRISPR contendo
promotores diferentes. Quando comparado com CRISPR, a ferramenta TALEN
obteve maior frequéncia de mutagéneses (17,5 - 21,1 %) do que o CRISPR
contendo o promotor AtU6-26 (11,7 - 18,1%), porém, ao utilizar o promotor GMU6-
169-1 (43,4 - 48,1 %) houve um aumento significativo na frequéncia de

mutagéneses.

Outros trabalhos publicados com CRISPR em soja mostraram uma média de
frequéncia de mutagéneses baixa quando comparado ao TALEN. Sun e
colaboradores (2015) estudando os genes Glyma06g14180, Glyma08g02290 e
Glymal2g37050, utilizaram os promotores U6-10 de soja e AtU6-26 de Arabidopsis
thaliana, e conseguiram uma média de frequéncia de mutagéneses de 14,7-20,2%,
utilizando o promotor de soja, e 6,6-9,7% utilizando o promotor AtU6-26 em raizes
transgénicas. Cai e colaboradores (2015) também utilizaram a ferramenta CRISPR
para obter mutacdes em genes endogenos e exdgenos de soja, e obtiveram uma

meédia de frequéncia de mutagéneses semelhante a observada utilizando TALEN.
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Utilizando um gene exdgeno como alvo eles conseguiram uma média de 36,7%,
enquanto utilizando genes enddgenos GmFEI2 e GmSHR conseguiram uma média
variando entre 10-93.3% para o gene GmFEI2 e 35,7-50% para o gene GmSHR.
Sun e colaboradores ressaltam que um aumento nas concentracdes do complexo
Cas9-SgRNA gerado pelo promotor utilizado para expressao pode levar a um
aumento da atividade n&o alvo do CRISPR.

Além disso Cermak e colaboradores (2015) também observaram que TALEN
e CRISPR tiveram eficiéncias similares em atingir o alvo em tomate, e Liang e
colaboradores (2014) também observaram que TALEN e CRISPR tiveram

eficiéncias de mutacao similares em milho.

Varios critérios devem ser considerados na hora da escolha de uma
metodologia de edi¢cdo de genoma. Variaveis como a nucleasse especifica, o stio
alvo, o tipo de célula, o método de entrega, entre outros podem contribuir para
determinar qual metodologia € melhor para um propdsito particular. Um dos
principais critérios para a selecdo da metodologia utilizada € o quanto essa
metodologia é especifica para o alvo. Metodologias de edicdo de genoma sao
capazes de realizar uma quebra na dupla fita de DNA em lugares especificos, mas
também sdo capazes de clivar em lugares ndo desejados, em locais que possuem
alta homologia com as sequencias alvo. Varios estudos ja mostraram que
mutacgdes fora do alvo € comum quando utilizando a metodoogia CRISPR (Wright
et al., 2014), e embora ocorra em menor taxa quando comparados a outras
ferramentas de edicdo de genoma, a possibilidade de acdo fora do local alvo
utilizando a metodologia TALEN deve ser melhor estudada, uma vez que varios
estudos foram realizados no sentido de mostrar a atividade fora do alvo em
CRISPR e poucos dos estudos realizados com TALEN estudaram possiveis

interagbes com nao alvos.

Neste sentido este trabalho também teve como objetivo buscar como
potenciais genes nao alvos 0s genes pretencentes a familia FAD2, uma vez que
possuem maior similaridade com os genes alvos, sendo possivel demonstrar a
presenca de grandes delecbes causadas pela acdo do TALEN nestes locais.

Mesmo sendo possuindo diferecas nas sequéncias, quando comparadas com a
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sequéncia alvo, as sequéncias dos genes Glyma03 e Glymal9 foram alvo dos
TALENSs. Haun e colaboradores quando estudaram a possivel utilizacdo de um par
semelhante ao utilizado neste trabalho, o par de TALEN denominado FAD2_TO02,
durante o teste de atividade em raiz de soja, observaram uma potencial atividade
fora do local alvo, que poderia esta levando a uma toxicidade na planta fazendo
com que poucas ou nenhuma raizes fossem recuperadas. Neste trabalho
observou-se que mesmo aumentando o numero de bases na sequéncia alvo, ndo
foi possivel evitar uma atividade fora do alvo, mas foi possivel recuperar plantas

vidveis, porém em pequena quantidade.

Uma possivel justificativa para a pouca quantidade de plantas recuperadas,
uma vez que aproximadamente 230 eixos foram transformados, 130 foram
selecionados e apenas 4 apresentaram os vetores TALEN, poderia ser a atividade
fora do local alvo, que poderia ter aumentado a toxicidade das plantas,
inviabilizando as plantas. Outra possibilidade poderia ser a grande quantidade de
vetores que foram utilizados para a transformacdo, jA que para a planta ser
selcionada, ela deveria apresentar o vetor pREC, responsavel por conferir
resistencia ao meio de selecéo, e apresentar os dois vetores TALEN, um para cada
lado alvo do DNA.

Outro diferencial neste trabalho foi a utilizacdo de biobalistica para a
obtencdo de plantas transgénicas. O trabalho de Haun e colaboradores (2014)
utilizou a técnica de transformacdo por meio de agrobactéria para obtencdo das
plantas de soja contendo mutacfes nos genes FAD2-1A e FAD2-1B, enquanto
neste trabalho obteve-se plantas de soja com mutacfes nos mesmos genes por
meio de biobalistica. Jacobs e colaboradores (2015), realizaram uma analise
comparativa da eficiéncia de transformacédo utilizando as tecnologias de
biobalistica e agrobactéria, para os vetores de CRISPR, e observaram que o gene
completo do Cas9 foi incorporado em apenas 12.5% dos eventos transformados
com biobalistica, enquanto 95% dos eventos transformados com agrobactéria
apresentaram o gene completo. Jacobs e colaboradores (2015) sugerem que esta
grande diferenca observada entre o numero de eventos transformados com
biobalistica e agrobactéria pode ser resultado de uma possivel incompleta
incorporacdo do gene Cas9 quando transformado por meio de biobalistica. Esta
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também poderia ser uma possivel justificativa para o baixo numero de eventos
encontrado neste trabalho, uma vez que utilizou-se a metodologia de biobalistica, e
obteve-se uma planta que apresentou a amplificacdo do vetor TALEN em PCR,

mas nao obteve-se mutacfes nos genes.

Assim este trabalho foi capaz de corroborar a atividade de TALENs em
plantas de soja, sendo capaz de produzir plantas contendo o conteddo de éleo
alterado como o esperado. Porém esta metodologia também se mostrou
inespecifica sendo capaz de atingir genes nao alvo. A determinacao da atividade
nao alvo é essencial para o sucesso das metodologias de edicdo de genoma, e
uma vez que a metodologia TALEN vem sendo amplamente utilizada faz-se

necessario um estudo mais profundo para verificar e aprefeicoar esta metodologia.
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CONCLUSAO

87

Os resultados apresentados neste trabalho nos permite concluir que:

A ferramenta TALEN pode ser utilizada com sucesso em plantas de soja
BR16;

A montagem dos vetores TALENS utilizando a metodologia Golden Gate foi
eficiente;

O protocolo de transformacédo genética de soja por meio de biobalistica
mostrou-se eficiente para integrar os vetores TALEN no DNA da planta de
soja;

Foi possivel observar mudancas no perfil de 6leo da soja apdés a
transformacao com os vetores TALEN;

Os genes FAD2-1A e FAD2-1B sofreram mutacdes, insercdes e delecbes
decorrentes do uso da ferramenta TALEN;

A metodologia de eletroforese capilar permitiu a identificacdo de diferentes
tipos de mutacdo e a concentracdo de cada amplificacdo, mostrando-se
uma ferramenta eficaz na identificacdo de possiveis mutantes;

Foi observado atividade off target provinda da utilizacdo da ferramenta
TALEN nos genes Glyma03 e Glymal9;

E necessario realizar maior analise de ndo alvo quando utilizando

metodologias de edi¢cdo de genomas;



s
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

88



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALT, Jessie L. et al. Phenotypic and molecular analysis of oleate content in the mutant soybean line
M23. Crop Science, v. 45, n. 5, p. 1997-2000, 2005.

ARAGAO, F. J. L. et al. Selection of transgenic meristematic cells utilizing a herbicidal molecule
results in the recovery of fertile transgenic soybean [Glycine max (L.) Merril] plants at a high
frequency. TAG Theoretical and Applied Genetics, v. 101, n. 1, p. 1-6, 2000.

AVALOS, José L.; FINK, Gerald R.; STEPHANOPOULOQOS, Gregory. Compartmentalization of
metabolic pathways in yeast mitochondria improves the production of branched-chain alcohols.
Nature Biotechnology, v. 31, n. 4, p. 335-341, 2013.

BAKER, John M. et al. A metabolomic study of substantial equivalence of field-grown genetically

modified wheat. Plant Biotechnology Journal, v. 4, n. 4, p. 381-392, 2006.

BAILEY, James E. Toward a science of metabolic engineering. Science, v. 252, n. 5013, p. 1668-
1676, 1991.

BARRANGOU, Rodolphe. RNA-mediated programmable DNA cleavage. Nature biotechnology, v.
30, n. 9, p. 836, 2012.

BELLALOUI, Nacer et al. Agricultural practices altered soybean seed protein, oil, fatty acids, sugars,

and minerals in the Midsouth USA. Frontiers in plant science, v. 6, 2015.

BERBERICH, Thomas et al. Two maize genes encoding w-3 fatty acid desaturase and their
differential expression to temperature. Plant molecular biology, v. 36, n. 2, p. 297-306, 1998.

BHAYA, Devaki; DAVISON, Michelle; BARRANGOU, Rodolphe. CRISPR-Cas systems in bacteria
and archaea: versatile small RNAs for adaptive defense and regulation. Annual review of genetics,
v. 45, p. 273-297, 2011.

89



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

BIBIKOVA, Marina et al. Stimulation of homologous recombination through targeted cleavage by

chimeric nucleases. Molecular and cellular biology, v. 21, n. 1, p. 289-297, 2001.

BOCH, Jens et al. Breaking the code of DNA binding specificity of TAL-type Ill effectors. Science, v.
326, n. 5959, p. 1509-1512, 2009.

BOCH, Jens; BONAS, Ulla. Xanthomonas AvrBs3 family-type Ill effectors: discovery and function.
Phytopathology, v. 48, n. 1, p. 419, 2010.

BONAS, Ulla; STALL, Robert E.; STASKAWICZ, Brian. Genetic and structural characterization of the
avirulence gene avrBs3 from Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Molecular and General
Genetics MGG, v. 218, n. 1, p. 127-136, 1989.

BROWSE, J.; SOMERVILLE, C. Glycerolipid synthesis: biochemistry and regulation. Annual review
of plant biology, v. 42, n. 1, p. 467-506, 1991.

BUHR, Tony et al. Ribozyme termination of RNA transcripts down-regulate seed fatty acid genes in
transgenic soybean. The Plant Journal, v. 30, n. 2, p. 155-163, 2002.

CAl, Yupeng et al. CRISPR/Cas9-Mediated Genome Editing in Soybean Hairy Roots. PloS one, v.
10, n. 8, p. e0136064, 2015.

CADY, Kyle C. et al. The CRISPR/Cas adaptive immune system of Pseudomonas aeruginosa
mediates resistance to naturally occurring and engineered phages. Journal of bacteriology, v. 194,
n. 21, p. 5728-5738, 2012.

CANAKCI, M.; MONYEM, A.; VAN GERPEN, J. Accelerated oxidation processes in biodiesel.
Transactions of the ASAE, v. 42, n. 6, p. 1565, 1999.

CAO, Shijiang et al. A large and functionally diverse family of Fad2 genes in safflower (Carthamus
tinctorius L.). BMC plant biology, v. 13, n. 1, p. 1, 2013.

90



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

CARDINAL, Andrea J. et al. Molecular Analysis of in Two Soybean Populations Segregating for the,
and Loci. Crop science, v. 51, n. 5, p. 2104-2112, 2011.

CARROLL, Dana. Genome engineering with targetable nucleases. Annual review of biochemistry,
v. 83, p. 409-439, 2014.

CARTHEW, Richard W.; SONTHEIMER, Erik J. Origins and mechanisms of miRNAs and siRNAs.
Cell, v. 136, n. 4, p. 642-655, 2009.

CERMAK, Tomas et al. Efficient design and assembly of custom TALEN and other TAL effector-
based constructs for DNA targeting. Nucleic acids research, p. gkr218, 2011.

CERMAK, Tomas; STARKER, Colby G.; VOYTAS, Daniel F. Efficient design and assembly of
custom TALENS using the Golden Gate platform. Chromosomal Mutagenesis, p. 133-159, 2015.

CHAR, Si Nian et al. Heritable site-specific mutagenesis using TALENSs in maize. Plant

biotechnology journal, v. 13, n. 7, p. 1002-1010, 2015.

CHRISTIAN, Michelle et al. Targeting DNA double-strand breaks with TAL effector nucleases.
Genetics, v. 186, n. 2, p. 757-761, 2010.

CHRISTIAN, Michelle et al. Targeted mutagenesis of Arabidopsis thaliana using engineered TAL
effector nucleases. G3: Genes| Genomes| Genetics, v. 3, n. 10, p. 1697-1705, 2013.

CLASEN, Benjamin M. et al. Improving cold storage and processing traits in potato through targeted

gene knockout. Plant biotechnology journal, v. 14, n. 1, p. 169-176, 2016.

CLEMENTE, Tom E.; CAHOON, Edgar B. Soybean oil: genetic approaches for modification of
functionality and total content. Plant physiology, v. 151, n. 3, p. 1030-1040, 2009.

91



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

CONG, Le et al. Multiplex genome engineering using CRISPR/Cas systems. Science, v. 339, n.
6121, p. 819-823, 2013.

CRADICK, Thomas J. et al. ZFN-site searches genomes for zinc finger nuclease target sites and off-
target sites. BMC bioinformatics, v. 12, n. 1, p. 152, 2011.

CUNHA, N. B. et al. Correct targeting of proinsulin in protein storage vacuoles of transgenic soybean
seeds. Genet Mol Res, v. 9, n. 2, p. 1163-1170, 2010.

CUNHA, Nicolau B. et al. Expression of functional recombinant human growth hormone in transgenic
soybean seeds. Transgenic research, v. 20, n. 4, p. 811-826, 2011a.

CURTIN, Shaun J. et al. Targeted mutagenesis of duplicated genes in soybean with zinc-finger
nucleases. Plant physiology, v. 156, n. 2, p. 466-473, 2011.

CURTIN, Shaun J. et al. Targeted mutagenesis for functional analysis of gene duplication in
legumes. Legume Genomics: Methods and Protocols, p. 25-42, 2013.

DE PATER, Sylvia et al. ZFN-induced mutagenesis and gene-targeting in Arabidopsis through

Agrobacterium-mediated floral dip transformation. Plant biotechnology journal, v. 7, n. 8, p. 821-
835, 2009.

DE PATER, Sylvia et al. ZFN-mediated gene targeting of the Arabidopsis protoporphyrinogen

oxidase gene through Agrobacterium-mediated floral dip transformation. Plant biotechnology
journal, v. 11, n. 4, p. 510-515, 2013.

DELTCHEVA, Elitza et al. CRISPR RNA maturation by trans-encoded small RNA and host factor
RNase lll. Nature, v. 471, n. 7340, p. 602-607, 2011.

DEMOREST, Zachary L. et al. Direct stacking of sequence-specific nuclease-induced mutations to
produce high oleic and low linolenic soybean oil. BMC plant biology, v. 16, n. 1, p. 225, 2016.

92



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

DEVEAU, Hélene et al. Phage response to CRISPR-encoded resistance in Streptococcus
thermophilus. Journal of bacteriology, v. 190, n. 4, p. 1390-1400, 2008.

DU, Hongyang et al. Efficient targeted mutagenesis in soybean by TALENs and CRISPR/Cas9.
Journal of biotechnology, v. 217, p. 90-97, 2016.

ENGLER, Carola et al. Golden gate shuffling: a one-pot DNA shuffling method based on type lls
restriction enzymes. PloS one, v. 4, n. 5, p. 5553, 2009.

FAUSER, Friedrich; SCHIML, Simon; PUCHTA, Holger. Both CRISPR/Cas-based nucleases and

nickases can be used efficiently for genome engineering in Arabidopsis thaliana. The Plant Journal,
v. 79, n. 2, p. 348-359, 2014.

FENG, Zhengyan et al. Efficient genome editing in plants using a CRISPR/Cas system. Cell
research, v. 23, n. 10, p. 1229, 2013.

FENG, Zhengyan et al. Multigeneration analysis reveals the inheritance, specificity, and patterns of
CRISPR/Cas-induced gene modifications in Arabidopsis. Proceedings of the National Academy of
Sciences, v. 111, n. 12, p. 4632-4637, 2014.

FICHTNER, Franziska; CASTELLANOS, Reynel Urrea; ULKER, Bekir. Precision genetic
modifications: a new era in molecular biology and crop improvement. Planta, v. 239, n. 4, p. 921-
939, 2014.

FINE, Eli J. et al. An online bioinformatics tool predicts zinc finger and TALE nuclease off-target
cleavage. Nucleic acids research, v. 42, n. 6, p. e42-e42, 2014.

FIRE, Andrew et al. Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA in
Caenorhabditis elegans. nature, v. 391, n. 6669, p. 806-811, 1998.

93



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

FONFARA, Ines et al. Phylogeny of Cas9 determines functional exchangeability of dual-RNA and
Cas9 among orthologous type Il CRISPR-Cas systems. Nucleic acids research, v. 42, n. 4, p.
2577-2590, 2014.

FU, Yanfang et al. High-frequency off-target mutagenesis induced by CRISPR-Cas nucleases in
human cells. Nature biotechnology, v. 31, n. 9, p. 822-826, 2013.

GAO, Han et al. TALE activation of endogenous genes in Chlamydomonas reinhardtii. Algal
Research, v. 5, p. 52-60, 2014.

GARCIA-VILLALBA, Rocio et al. Comparative metabolomic study of transgenic versus conventional
soybean using capillary electrophoresis—time-of-flight mass spectrometry. Journal of
Chromatography A, v. 1195, n. 1, p. 164-173, 2008.

GARTLAND, K. M. A. et al. Progress towards the ‘Golden Age’of biotechnology. Current opinion in
biotechnology, v. 24, p. S6-S13, 2013.

GASIUNAS, Giedrius et al. Cas9—crRNA ribonucleoprotein complex mediates specific DNA cleavage
for adaptive immunity in bacteria. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 109, n.
39, p. E2579-E2586, 2012.

GOLDEN, Daniel E.; GERBASI, Vincent R.; SONTHEIMER, Erik J. An inside job for siRNAs.
Molecular cell, v. 31, n. 3, p. 309-312, 2008.

GRAEF, George et al. A high-oleic-acid and low-palmitic-acid soybean: agronomic performance and
evaluation as a feedstock for biodiesel. Plant biotechnology journal, v. 7, n. 5, p. 411-421, 2009.

GUPTA, Maniju et al. Transcriptional activation of Brassica napus (3-ketoacyl-ACP synthase Il with an

engineered zinc finger protein transcription factor. Plant biotechnology journal, v. 10, n. 7, p. 783-
791, 2012.

GUPTA, Ankit et al. Targeted chromosomal deletions and inversions in zebrafish. Genome
research, v. 23, n. 6, p. 1008-1017, 2013.

94



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

GUPTA, Rajat M.; MUSUNURU, Kiran. Expanding the genetic editing tool kit: ZFNs, TALENs, and
CRISPR-Cas9. The Journal of clinical investigation, v. 124, n. 10, p. 4154-4161, 2014.

HAMMOND, Scott M.; CAUDY, Amy A.; HANNON, Gregory J. Post-transcriptional gene silencing by
double-stranded RNA. Nature Reviews Genetics, v. 2, n. 2, p. 110-119, 2001.

HAUN, William et al. Improved soybean oil quality by targeted mutagenesis of the fatty acid
desaturase 2 gene family. Plant biotechnology journal, v. 12, n. 7, p. 934-940, 2014.

HENDEL, Ayal et al. Quantifying on-and off-target genome editing. Trends in biotechnology, v. 33,
n. 2, p. 132-140, 2015.

HEPPARD, Elmer P. et al. Developmental and growth temperature regulation of two different
microsomal [omega]-6 desaturase genes in soybeans. Plant Physiology, v. 110, n. 1, p. 311-319,
1996.

HOWARD, Thomas P. et al. Synthesis of customized petroleum-replica fuel molecules by targeted
modification of free fatty acid pools in Escherichia coli. Proceedings of the National Academy of
Sciences, v. 110, n. 19, p. 7636-7641, 2013.

HSU, Patrick D. et al. DNA targeting specificity of RNA-guided Cas9 nucleases. Nature
biotechnology, v. 31, n. 9, p. 827-832, 2013.

HUDSON, Laura C. et al. Soybean seeds: a practical host for the production of functional subunit
vaccines. BioMed research international, v. 2014, 2014.

HUTVAGNER, Gyorgy; ZAMORE, Phillip D. A microRNA in a multiple-turnover RNAi enzyme
complex. Science, v. 297, n. 5589, p. 2056-2060, 2002.

ISHINO, Yoshizumi et al. Nucleotide sequence of the iap gene, responsible for alkaline phosphatase
isozyme conversion in Escherichia coli, and identification of the gene product. Journal of
bacteriology, v. 169, n. 12, p. 5429-5433, 1987.

95



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

JIANG, Wenyan et al. RNA-guided editing of bacterial genomes using CRISPR-Cas systems.
Nature biotechnology, v. 31, n. 3, p. 233-239, 2013a.

JIANG, Wenzhi et al. Demonstration of CRISPR/Cas9/sgRNA-mediated targeted gene modification
in Arabidopsis, tobacco, sorghum and rice. Nucleic acids research, p. gkt780, 2013b.

JINEK, Martin et al. A programmable dual-RNA—guided DNA endonuclease in adaptive bacterial
immunity. Science, v. 337, n. 6096, p. 816-821, 2012.

JOHNSON, Ross A. et al. Comparative assessments of CRISPR-Cas nucleases’ cleavage efficiency
in planta. Plant molecular biology, v. 87, n. 1-2, p. 143-156, 2015.

KAY, Sabine et al. A bacterial effector acts as a plant transcription factor and induces a cell size
regulator. Science, v. 318, n. 5850, p. 648-651, 2007.

KIM, Hye Joo et al. Targeted genome editing in human cells with zinc finger nucleases constructed
via modular assembly. Genome research, v. 19, n. 7, p. 1279-1288, 2009.

KIM, Hyongbum; KIM, Jin-Soo. A guide to genome engineering with programmable nucleases.
Nature Reviews Genetics, v. 15, n. 5, p. 321-334, 2014.

KIM, Won-Seok et al. Transgenic soybean plants overexpressing O-acetylserine sulfhydrylase
accumulate enhanced levels of cysteine and Bowman-Birk protease inhibitor in seeds. Planta, v.
235, n. 1, p. 13-23, 2012.

KIM, Yang-Gyun; CHA, Jooyeun; CHANDRASEGARAN, Srinivasan. Hybrid restriction enzymes:
zinc finger fusions to Fok | cleavage domain. Proceedings of the National Academy of Sciences,
v. 93, n. 3, p. 1156-1160, 1996.

KONDO, Takashi et al. Genetic engineering to enhance the Ehrlich pathway and alter carbon flux for
increased isobutanol production from glucose by Saccharomyces cerevisiae. Journal of
biotechnology, v. 159, n. 1, p. 32-37, 2012.

96



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

KOO, Taeyoung; LEE, Jungjoon; KIM, Jin-Soo. Measuring and reducing off-target activities of
programmable nucleases including CRISPR-Cas9. Molecules and cells, v. 38, n. 6, p. 475-481,
2015.

KRISHNA, S. Sri; MAJUMDAR, Indraneel; GRISHIN, Nick V. Structural classification of zinc fingers
SURVEY AND SUMMARY. Nucleic acids research, v. 31, n. 2, p. 532-550, 2003.

LEE, Hyung Joo; KIM, Eunji; KIM, Jin-Soo. Targeted chromosomal deletions in human cells using
zinc finger nucleases. Genome research, v. 20, n. 1, p. 81-89, 2010.

LEE, Jeong-Dong et al. Environmental effects on oleic acid in soybean seed oil of plant introductions
with elevated oleic concentration. Crop Science, v. 49, n. 5, p. 1762-1768, 2009.

LEE, Junwon et al. Designed nucleases for targeted genome editing. Plant biotechnology journal,
v. 14, n. 2, p. 448-462, 2016.

LI, Jian-Feng et al. Multiplex and homologous recombination-mediated genome editing in
Arabidopsis and Nicotiana benthamiana using guide RNA and Cas9. Nature biotechnology, v. 31,
n. 8, p. 688-691, 2013.

LI, Lingyong et al. Molecular cloning and characterization of a novel microsomal oleate desaturase
gene from soybean. Journal of plant physiology, v. 164, n. 11, p. 1516-1526, 2007.

LI, Ling et al. A systems biology approach toward understanding seed composition in soybean. BMC
genomics, v. 16, n. Suppl 3, p. S9, 2015.

LI, Ting et al. TAL nucleases (TALNSs): hybrid proteins composed of TAL effectors and Fokl DNA-
cleavage domain. Nucleic acids research, v. 39, n. 1, p. 359-372, 2011a.

LI, Ting et al. Modularly assembled designer TAL effector nucleases for targeted gene knockout and
gene replacement in eukaryotes. Nucleic acids research, p. gkr188, 2011b.

LI, Ting et al. High-efficiency TALEN-based gene editing produces disease-resistant rice. Nature
biotechnology, v. 30, n. 5, p. 390-392, 2012.

97



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

LIANG, Zhen et al. Targeted mutagenesis in Zea mays using TALENs and the CRISPR/Cas system.
Journal of Genetics and Genomics, v. 41, n. 2, p. 63-68, 2014.

LIN, Jer-Young et al. Structural and functional divergence of a 1-Mb duplicated region in the soybean
(Glycine max) genome and comparison to an orthologous region from Phaseolus vulgaris. The Plant
Cell, v. 22, n. 8, p. 2545-2561, 2010.

LIU, Jia; SHUI, Sai-lan. Delivery methods for site-specific nucleases: Achieving the full potential of
therapeutic gene editing. Journal of Controlled Release, 2016.

LLOYD, Alan et al. Targeted mutagenesis using zinc-finger nucleases in Arabidopsis. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, v. 102, n. 6, p. 2232-
2237, 2005.

LOR, Vai S. et al. Targeted mutagenesis of the tomato PROCERA gene using transcription activator-
like effector nucleases. Plant physiology, v. 166, n. 3, p. 1288-1291, 2014.

MA, Xingliang et al. A robust CRISPR/Cas9 system for convenient, high-efficiency multiplex genome
editing in monocot and dicot plants. Molecular plant, v. 8, n. 8, p. 1274-1284, 2015.

MAHFOUZ, Magdy M. et al. De novo-engineered transcription activator-like effector (TALE) hybrid
nuclease with novel DNA binding specificity creates double-strand breaks. Proceedings of the
National Academy of Sciences, v. 108, n. 6, p. 2623-2628, 2011.

MAKAROVA, Kira S. et al. An updated evolutionary classification of CRISPR-Cas systems. Nature
Reviews Microbiology, 2015.

MALI, Prashant et al. RNA-guided human genome engineering via Cas9. Science, v. 339, n. 6121,
p. 823-826, 2013.

MAO, Yanfei et al. Application of the CRISPR—Cas system for efficient genome engineering in
plants. Molecular plant, v. 6, n. 6, p. 2008, 2013.

98



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

MEISTER, Gunter; TUSCHL, Thomas. Mechanisms of gene silencing by double-stranded RNA.
Nature, v. 431, n. 7006, p. 343-349, 2004.

MELLO, Craig C.; CONTE, Darryl. Revealing the world of RNA interference. Nature, v. 431, n. 7006,
p. 338-342, 2004.

MIAO, Jin et al. Targeted mutagenesis in rice using CRISPR-Cas system. Cell research, v. 23, n.
10, p. 1233, 2013.

MICHAEL, Todd P.; JACKSON, Scott. The first 50 plant genomes. The Plant Genome, v. 6, n. 2,
2013.

MILLER, Jeffrey C. et al. A TALE nuclease architecture for efficient genome editing. Nature
biotechnology, v. 29, n. 2, p. 143-148, 2011.

MOJICA, Francisco JM et al. Biological significance of a family of regularly spaced repeats in the
genomes of Archaea, Bacteria and mitochondria. Molecular microbiology, v. 36, n. 1, p. 244-246,
2000.

MOJICA, F. J. M. et al. Short motif sequences determine the targets of the prokaryotic CRISPR
defence system. Microbiology, v. 155, n. 3, p. 733-740, 2009.

MOSCOU, Matthew J.; BOGDANOVE, Adam J. A simple cipher governs DNA recognition by TAL
effectors. Science, v. 326, n. 5959, p. 1501-1501, 2009.

MOSER, Bryan R. et al. Evaluation of partially hydrogenated methyl esters of soybean oil as
biodiesel. European Journal of Lipid Science and Technology, v. 109, n. 1, p. 17-24, 2007.

MURAD, André M. et al. Mass spectrometry characterisation of fatty acids from metabolically
engineered soybean seeds. Analytical and bioanalytical chemistry, v. 406, n. 12, p. 2873-2883,
2014.

MURASHIGE, Toshio; SKOOG, Folke. A revised medium for rapid growth and bio assays with
tobacco tissue cultures. Physiologia plantarum, v. 15, n. 3, p. 473-497, 1962.

MURPHY, D. J.; PIFFANELLI, P. Fatty acid desaturases: structure, mechanism and regulation.
99



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

Plant lipid biosynthesis. Cambridge University Press, Cambridge, p. 95-130, 1998.

NAPOLI, Carolyn; LEMIEUX, Christine; JORGENSEN, Richard. Introduction of a chimeric chalcone
synthase gene into petunia results in reversible co-suppression of homologous genes in trans. The
plant cell, v. 2, n. 4, p. 279-289, 1990.

NASCIMENTO, Jaqueline A. et al. Ethanolics extracts of Moringa. Journal of Thermal Analysis
and Calorimetry, v. 117, n. 1, p. 265-268, 2014.

NEFF, Kevin L. et al. Mojo Hand, a TALEN design tool for genome editing applications. BMC
bioinformatics, v. 14, n. 1, p. 1, 2013.

NEKRASOQV, Vladimir et al. Targeted mutagenesis in the model plant Nicotiana benthamiana using
Cas9 RNA-guided endonuclease. Nature biotechnology, v. 31, n. 8, p. 691-693, 2013.

NICOLIA, Alessandro et al. Targeted gene mutation in tetraploid potato through transient TALEN
expression in protoplasts. Journal of biotechnology, v. 204, p. 17-24, 2015.

NISHIZAWA-YOKOI, Ayako et al. A defect in DNA ligase 4 enhances the frequency of TALEN-
mediated targeted mutagenesis in rice. Plant physiology, p. pp. 01542.2015, 2015.

O'KEEFE, Barry R. et al. Engineering soya bean seeds as a scalable platform to produce cyanovirin-

N, a non-ARV microbicide against HIV. Plant biotechnology journal, v. 13, n. 7, p. 884-892, 2015.

OKULEY, John et al. Arabidopsis FAD2 gene encodes the enzyme that is essential for
polyunsaturated lipid synthesis. The Plant Cell, v. 6, n. 1, p. 147-158, 1994,

OLIVA, M. L. et al. Stability of fatty acid profile in soybean genotypes with modified seed oil
composition. Crop Science, v. 46, n. 5, p. 2069-2075, 2006.

OSAKABE, Yuriko; OSAKABE, Keishi. Genome editing in higher plants. In: Targeted Genome
Editing Using Site-Specific Nucleases. Springer Japan, p. 197-205, 2015.

100



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

PATIL, Kiran et al. Evolutionary programming as a platform for in silico metabolic engineering. BMC
bioinformatics, v. 6, n. 1, p. 1, 2005.

PATTANAYAK, Vikram et al. High-throughput profiling of off-target DNA cleavage reveals RNA-
programmed Cas9 nuclease specificity. Nature biotechnology, v. 31, n. 9, p. 839-843, 2013.

PAVLETICH, Nikola P.; PABO, Carl O. Zinc finger-DNA recognition: crystal structure of a Zif268-
DNA complex at 2.1 A. Science, v. 252, n. 5007, p. 809-817, 1991.

PETOLINO, Joseph F. Genome editing in plants via designed zinc finger nucleases. In Vitro
Cellular & Developmental Biology-Plant, v. 51, n. 1, p. 1-8, 2015.

PORTEUS, M.H. AND BALTIMORE, D. Chimeric nucleases stimulate gene targeting in human cells.
Science, v. 300, p.763, 2003.

Ql, Qungang et al. Metabolically engineered soybean seed with enhanced threonine levels:
biochemical characterization and seed-specific expression of lysine-insensitive variants of aspartate

kinases from the enteric bacterium Xenorhabdus bovienii. Plant biotechnology journal, v. 9, n. 2,
p. 193-204, 2011.

QIAN, Junfeng; SHI, Haixian; YUN, Zhi. Preparation of biodiesel from Jatropha curcas L. oll
produced by two-phase solvent extraction. Bioresource technology, v. 101, n. 18, p. 7025-7031,
2010.

QU, Jing et al. Development of marker-free transgenic Jatropha plants with increased levels of seed
oleic acid. Biotechnology for biofuels, v. 5, n. 1, p. 10, 2012.

RAMIREZ, Cherie L. et al. Unexpected failure rates for modular assembly of engineered zinc fingers.
Nature methods, v. 5, n. 5, p. 374-375, 2008.

RAN, F. Ann et al. Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system. Nature protocols, v. 8, n.
11, p. 2281-2308, 2013.

RAN, F. Ann et al. In vivo genome editing using Staphylococcus aureus Cas9. Nature, v. 520, n.
7546, p. 186-191, 2015.

REYON, Deepak et al. FLASH assembly of TALENS for high-throughput genome editing. Nature
101



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

biotechnology, v. 30, n. 5, p. 460-465, 2012.

REYON, Deepak et al. Engineering Customized TALE Nucleases (TALENs) and TALE Transcription
Factors by Fast Ligation-Based Automatable Solid-Phase High-Throughput (FLASH) Assembly.
Current protocols in molecular biology, p. 12.16. 1-12.16. 18, 2013.

ROSE, David P.; CONNOLLY, Jeanne M. Omega-3 fatty acids as cancer chemopreventive agents.
Pharmacology & therapeutics, v. 83, n. 3, p. 217-244, 1999.

ROULIN, Anne et al. The fate of duplicated genes in a polyploid plant genome. The Plant Journal,
v. 73, n. 1, p. 143-153, 2013.

SCHLUETER, Jessica A. et al. The FAD2 gene family of soybean. Crop Science, v. 47, n.
Supplement_1, p. S-14-S-26, 2007.

SCHMID-BURGK, Jonathan L.; SCHMIDT, Tobias; HORNUNG, Veit. Ligation-independent cloning
(LIC) assembly of TALEN genes. Chromosomal Mutagenesis, p. 161-169, 2015.

SCHMUTZ, Jeremy et al. Genome sequence of the palaeopolyploid soybean. Nature, v. 463, n.
7278, p. 178-183, 2010.

SCHORNACK, Sebastian et al. Engineering plant disease resistance based on TAL effectors.
Annual review of phytopathology, v. 51, p. 383-406, 2013.

SCHUSTER, Ivan et al. Soybean gene flow in the Western Region of Parana. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v. 42, n. 4, p. 515-520, 2007.

SEMENOVA, Ekaterina et al. Interference by clustered regularly interspaced short palindromic
repeat (CRISPR) RNA is governed by a seed sequence. Proceedings of the National Academy of
Sciences, v. 108, n. 25, p. 10098-10103, 2011.

SHAN, Qiwei et al. Targeted genome modification of crop plants using a CRISPR-Cas system.
Nature biotechnology, v. 31, n. 8, p. 686-688, 2013.

102



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

SHAN, Qiwei et al. Creation of fragrant rice by targeted knockout of the OsBADH2 gene using
TALEN technology. Plant biotechnology journal, v. 13, n. 6, p. 791-800, 2015.

SHEPHERD, Louise VT et al. Assessing the potential for unintended effects in genetically modified
potatoes perturbed in metabolic and developmental processes. Targeted analysis of key nutrients
and anti-nutrients. Transgenic Research, v. 15, n. 4, p. 409-425, 2006.

SILVA, Maria Sebastiana et al. Composicao quimica e valor protéico do residuo de soja em relagéo
ao gréo de soja. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 26, n. 3, p. 571-576, 2006.

SPYCHALLA, James P. et al. Identification of an animal w-3 fatty acid desaturase by heterologous
expression in Arabidopsis. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 94, n. 4, p.
1142-1147, 1997.

STELLA, Stefano; MONTOYA, Guillermo. The genome editing revolution: A CRISPR-Cas TALE off-
target story. Bioessays, v. 38, n. S1, p. S4-S13, 2016.

SUGANO, Shigeo S. et al. CRISPR/Cas9 Mediated Targeted Mutagenesis in the Liverwort
Marchantia polymorpha L. Plant and Cell Physiology, p. pcu014, 2014.

TANG, Guo-Qing et al. Oleate desaturase enzymes of soybean: evidence of regulation through
differential stability and phosphorylation. The Plant Journal, v. 44, n. 3, p. 433-446, 2005.

TAYLOR, David C. et al. Field testing of transgenic rapeseed cv. Hero transformed with a yeast sn-2
acyltransferase results in increased oil content, erucic acid content and seed yield. Molecular
Breeding, v. 8, n. 4, p. 317-322, 2002.

TOVKACH, Andriy; ZEEVI, Vardit; TZFIRA, Tzvi. A toolbox and procedural notes for characterizing
novel zinc finger nucleases for genome editing in plant cells. The Plant Journal, v. 57, n. 4, p. 747-
757, 2009.

URNOV, Fyodor D. et al. Genome editing with engineered zinc finger nucleases. Nature Reviews
Genetics, v. 11, n. 9, p. 636-646, 2010.

103



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

UPADHYAY, Santosh Kumar et al. RNA-guided genome editing for target gene mutations in wheat.
G3: Genes| Genomes| Genetics, v. 3, n. 12, p. 2233-2238, 2013.

VAN DER OOST, John; BROUNS, Stan JJ. CRISPR sabotage. Genome biology, v. 16, n. 1, p. 1-3,
2015.

WAGNER, Nicholas et al. RNAI trigger fragment truncation attenuates soybean FAD2-1 transcript
suppression and yields intermediate oil phenotypes. Plant biotechnology journal, v. 9, n. 7, p. 723-
728, 2011.

WALLIS, James G.; BROWSE, John. Mutants of Arabidopsis reveal many roles for membrane lipids.
Progress in lipid research, v. 41, n. 3, p. 254-278, 2002.

WALTZ, Emily. CRISPR-edited crops free to enter market, skip regulation. Nature Biotechnology,
v.34, p.582, 2016.

WANG, Mugui et al. Gene editing by co-transformation of TALEN and chimeric RNA/DNA
oligonucleotides on the rice OSEPSPS Gene and the inheritance of mutations. PloS one, v. 10, n. 4,
p. e0122755, 2015.

WANG, Yanpeng et al. Simultaneous editing of three homoeoalleles in hexaploid bread wheat
confers heritable resistance to powdery mildew. Nature Biotechnology, v. 32, n. 9, p. 947-951,
2014.

WENDT, Toni et al. TAL effector nucleases induce mutations at a pre-selected location in the
genome of primary barley transformants. Plant molecular biology, v. 83, n. 3, p. 279-285, 2013.

WIEDENHEFT, Blake; STERNBERG, Samuel H.; DOUDNA, Jennifer A. RNA-guided genetic
silencing systems in bacteria and archaea. Nature, v. 482, n. 7385, p. 331-338, 2012.

WILSON, Richard F. The role of genomics and biotechnology in achieving global food security for
high-oleic vegetable oil. Journal of oleo science, v. 61, n. 7, p. 357-367, 2012.

WINGENDER, Edgar et al. TRANSFAC: an integrated system for gene expression regulation.

104



L S -
Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Edicéo de genes de soja

Nucleic acids research, v. 28, n. 1, p. 316-319, 2000.

XIE, Kabin; YANG, Yinong. RNA-guided genome editing in plants using a CRISPR-Cas system.
Molecular plant, v. 6, n. 6, p. 1975-1983, 2013.

XIE, Kabin; MINKENBERG, Bastian; YANG, Yinong. Boosting CRISPR/Cas9 multiplex editing
capability with the endogenous tRNA-processing system. Proceedings of the National Academy
of Sciences, v. 112, n. 11, p. 3570-3575, 2015.

YADAV, N. S. Genetic modification of soybean oil quality. Soybean: genetics, molecular biology
and biotechnology, 1996.

ZHANG, Yong et al. Transcription activator-like effector nucleases enable efficient plant genome
engineering. Plant physiology, v. 161, n. 1, p. 20-27, 2013.

ZHANG, Hui et al. The CRISPR/Cas9 system produces specific and homozygous targeted gene
editing in rice in one generation. Plant biotechnology journal, v. 12, n. 6, p. 797-807, 2014.

ZHANG, Hui et al. TALEN-mediated targeted mutagenesis produces a large variety of heritable
mutations in rice. Plant biotechnology journal, v. 14, n. 1, p. 186-194, 2015.

ZHOU, Huanbin et al. Large chromosomal deletions and heritable small genetic changes induced by
CRISPR/Cas9 in rice. Nucleic acids research, v. 42, n. 17, p. 10903-10914, 2014.

ZISCHEWSKI, Julia; FISCHER, Rainer; BORTESI, Luisa. Detection of on-target and off-target
mutations generated by CRISPR/Cas9 and other sequence-specific nucleases. Biotechnology
Advances, 2016.

105



