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RESUMO

A soja (Glycine maz (L.) Merrill) é uma das principais fontes de proteina vegetal; con-
tudo, seu aproveitamento nutricional é limitado pela presenca de fatores antinutricionais,
notadamente os Inibidores de Protease do tipo Bowman-Birk (BBI). Estas proteinas,
altamente estaveis termicamente devido a sua estrutura rica em pontes dissulfeto, inibem a
tripsina e a quimotripsina no trato digestivo de monogastricos, reduzindo a digestibilidade
proteica e podendo causar hipertrofia pancreatica. O presente estudo teve como objetivo o
desenvolvimento de linhagens de soja da cultivar brasileira BRS 537 com teor reduzido de
BBI, utilizando a tecnologia de edigdo genomica CRISPR/Cas9 para o knockout do gene
Glyma.16G208900. A selecao deste gene como alvo prioritario baseou-se em anélises in
silico e validagao experimental por RT-qPCR, que indicaram sua expressao predominante
durante o enchimento dos graos na cultivar BRS 537. Anélises estruturais via AlphaFold
v2 e docking molecular atestaram a competéncia do modelo para a inibicao bivalente
(“cabega-dupla”) sobre tripsina e quimotripsina, com lagos reativos centrados em Argl6 e
Arg43. A estratégia de transformacao genética mediada por Agrobacterium tumefaciens em
eixos embrionarios maduros resultou na regeneracao de 220 plantas aclimatadas, com uma
eficiéncia de transformacao de 56,8%. Dentre os dois sgRNAs avaliados, apenas o sgRNA1
mostrou-se eficiente no direcionamento do complexo CRISPR/Cas9 ao gene alvo. Essa
especificidade permitiu a identificacao de 10 eventos de edigdo na geragao Ty (Eventos
23, 32, 85, 88, 34, 21, 18, 84, 31 e 22), os quais exibiram uma diversidade de padrdes
mutacionais, incluindo dele¢oes de —9 pb e —10 pb, além de inser¢oes de +1 pb e +3 pb
entre outros. Essas alteragoes geraram tanto mutacoes do tipo frameshift, que levam a
formacao de cédons de parada prematuros, quanto delegdes in-frame, ambas viabilizando a
perda funcional da proteina alvo. A heterogeneidade das frequéncias alélicas observadas nos
eventos Tj é consistente com o mosaicismo tipico dessa geragao, indicando a necessidade de
avanco para geragoes subsequentes (77 e posteriores) para a segregacgao e fixagdo de alelos
editados em homozigose e para a obtencao de linhagens potencialmente livres de transgene.
Esses resultados ratificam a eficiéncia e a viabilidade da edi¢ao génica na cultivar BRS
537, estabelecendo uma base para o desenvolvimento de soja com qualidade nutricional

superior.

Palavras-chave: Glycine maz. Fatores antinutricionais. CRISPR/Cas9. Transformagao

vegetal. Melhoramento genético. Digestibilidade proteica.



ABSTRACT

Soybean (Glycine max (L.) Merrill) is a primary source of plant protein; however, its
nutritional utilization is limited by the presence of antinutritional factors, notably the
Bowman-Birk protease inhibitors (BBI). These proteins, which are highly thermostable
due to their disulfide-rich structure, inhibit trypsin and chymotrypsin in the digestive
tract of monogastrics, reducing protein digestibility and potentially causing pancreatic
hypertrophy. This study aimed to develop soybean lines from the Brazilian cultivar BRS
537 with reduced BBI content using CRISPR/Cas9 genome editing technology to knockout
the Glyma.16G208900 gene. The selection of this gene as a priority target was based
on in silico analyses and experimental validation by RT-qPCR, which confirmed its
predominant expression during grain filling in the BRS 537 cultivar. Structural analyses
via AlphaFold v2 and molecular docking confirmed the model’s competency for bivalent
(“double-headed”) inhibition of trypsin and chymotrypsin, with reactive loops centered
at Argl6 and Argd3. The Agrobacterium tumefaciens-mediated genetic transformation
strategy in mature embryonic axes resulted in the regeneration of 220 acclimated plants,
with a transformation efficiency of 56.8%. Among the two sgRNAs evaluated, only sgRNA1
proved efficient in targeting the CRISPR/Cas9 complex to the target gene. This specificity
allowed the identification of 10 editing events in the Tj generation (Events 23, 32, 85, 88,
34, 21, 18, 84, 31, and 22), which exhibited a diversity of mutational patterns, including
deletions of —9 bp and —10 bp, as well as insertions of +1 bp and +3 bp, among others.
These alterations generated both frameshift mutations, leading to premature stop codons,
and in-frame deletions, both enabling the functional loss of the target protein. The
heterogeneity of allelic frequencies observed in Tj events is consistent with the typical
mosaicism of this generation, indicating the need to advance to subsequent generations
(T} and beyond) for the segregation and fixation of edited alleles in homozygosity and to
obtain potentially transgene-free lines. These results confirm the efficiency and feasibility
of gene editing in the BRS 537 cultivar, establishing a foundation for the development of

soybean with superior nutritional quality.

Keywords: Glycine maz. Antinutritional factors. CRISPR/Cas9. Plant transformation.

Genetic improvement. Protein digestibility.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine mazx (L.) Merrill), Fabaceae de origem asiatica, representa uma
das principais culturas agricolas de importancia econémica global, sendo fundamental para
a seguranca alimentar (HARTMAN et al., 2011). O cultivo e o comércio de seus derivados
sustentam um complexo agroindustrial robusto. Nas ultimas décadas, esse crescimento
consolidou a cultura como fonte estratégica de proteina vegetal e 6leo (HIRAKURI;
LAZZAROTTO, 2014). Nesse cenario, o Brasil destaca-se como o maior produtor e
exportador mundial, com producao estimada em 176,1 milhoes de toneladas na safra
2025/2026, evidenciando a relevancia da cultura no agronegdcio nacional e na economia

brasileira (Companhia Nacional de Abastecimento, 2026).

O sucesso agronomico da soja estd diretamente associado ao seu perfil nutrici-
onal, caracterizado por elevado teor proteico (aproximadamente 40%) e lipidico (20%),
conferindo ampla versatilidade industrial (CARRAO-PANIZZI; MANDARINO, 1998).
Além do uso consolidado na formulacdo de ragoes animais, a soja tem ampliado sua
participagao na alimentagao humana, impulsionada pela demanda crescente por alimentos
funcionais. O grao ¢ rico em fitoquimicos, como isoflavonas e saponinas, cujo consumo esta
associado a prevencao de doencas cronicas, incluindo doencas cardiovasculares, osteoporose
e determinados tipos de cancer, além de representar uma alternativa essencial para dietas
baseadas em proteinas vegetais (MESSINA, 2016; RIZZO; BARONI, 2018).

Apesar desse potencial, o aproveitamento biolégico da proteina de soja apresenta
limitagoes devido a presenca de fatores antinutricionais, com destaque para os inibidores
de protease, considerados um dos entraves tecnologicos para a industria de alimentos
(GENOVESE; LAJOLO, 2006). No trato digestivo de animais monogastricos, incluindo os
humanos, esses compostos formam complexos estaveis com enzimas pancreaticas essenciais,
como a tripsina e a quimotripsina, e comprometem a hidrolise proteica. O consumo crénico
desses inibidores pode induzir respostas fisioldgicas compensatorias, como hipersecre¢ao
pancreatica, hipertrofia e hiperplasia do érgao, com consequentes prejuizos ao crescimento
e a conversao alimentar (LIENER, 1994).

Na soja, os principais inibidores de protease distribuem-se entre as familias Kunitz
(KTI) e Bowman-Birk (BBI) (KUNITZ, 1947; BIRK, 1985). Ambos apresentam atividade
antinutricional; entretanto, exibem propriedades fisico-quimicas contrastantes. O KTI
possui carater termolabil e sofre inativagao eficiente por agregacao proteica durante
tratamentos térmicos convencionais. Por sua vez, o BBI apresenta elevada estabilidade

estrutural em decorréncia da extensa rede de pontes dissulfeto, caracteristica associada a
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resisténcia ao processamento industrial e a digestao gastrointestinal (DIPIETRO; LIENER,
1989; LIENER, 1994).

A inativacao efetiva do BBI depende de reacbes quimicas lentas, como a -
eliminacao das pontes dissulfeto. Esse processo requer tratamentos quimicos e térmicos
superiores a 100 °C, em pH bésico por periodos acima de 20 minutos para a obtencao
de uma redugao expressiva da atividade inibitéria (CHEN et al., 2014; HE et al., 2017).
Em razao dessa estabilidade térmica, produtos comerciais derivados de soja podem reter
entre 5% e 20% da atividade original. Essa fracao residual é atribuida majoritariamente
a persisténcia do BBI (LIENER, 1994). Sua persisténcia impde desafios nutricionais e
eleva os custos da cadeia produtiva, podendo restringir a aplicacao da soja em produtos
de alto valor agregado, como férmulas infantis e ragoes de alto desempenho, nas quais a
digestibilidade maxima constitui um requisito critico. Portanto, a reducao direcionada do
teor de BBI das sementes por meio de edicao génica surge como uma estratégia promissora

para superar essas limitagoes tecnolégicas e agregar valor a cultura.

A auséncia de cultivares comerciais livres do inibidor Bowman-Birk decorre da
complexidade inerente ao melhoramento genético para essa caracteristica em uma espécie
paleopoliploide como a soja. A presenca de familias multigénicas resultantes de eventos
de duplicacao do genoma favorece mecanismos de redundancia genética. Essa dinamica
explica a dificuldade de eliminagao da atividade inibitéria, uma vez que o knockout de um
gene isolado pode sofrer compensagao pela expressao de genes paralogos ou pela ativacao
de vias regulatérias alternativas (EL-BROLOSY; STAINIER, 2017; GILLMAN et al.,
2015).

O emprego de RNA de interferéncia (RNAi) para o silenciamento especifico em
sementes demonstrou eficicia na reducao drastica dessas atividades antinutricionais, com
consequente melhoria na digestibilidade proteica (KIM et al., 2025). Entretanto, essa
abordagem fundamenta-se na transgenia classica, condi¢ado que implica a insercao estavel
e permanente de DNA ex6geno e sujeita o produto final a processos regulatérios onerosos
e & menor aceitacdo comercial, entraves tipicos dos Organismos Geneticamente Modifi-
cados (OGMs) (KIM et al., 2025). Adicionalmente, a dependéncia inicial de gendtipos
nao comerciais para a transformacgao exige extensos e custosos programas de retrocru-
zamento para a introgressao do alelo de interesse em cultivares elite, como a BRS 537.
Conforme esquematizado na Figura 1, o melhoramento cléssico requer o cruzamento inicial
entre os parentais para a formacao de uma geragao Fy, seguido por multiplas etapas de
retrocruzamento (BC) e sele¢ao fenotipica. Essa abordagem tradicional é severamente
limitada pelo tempo prolongado, estendendo-se frequentemente de 7 a 10 anos, e pela
inevitavel ocorréncia do arraste genético indesejado (linkage drag), no qual fragmentos do

genoma doador sao co-herdados com o gene alvo. Em contrapartida, a edi¢do génica direta
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mediada por CRISPR/Cas9 no background genético da cultivar de interesse contorna essas
limita¢des metodoldgicas, eliminando o arraste genético e reduzindo o tempo de obteng¢ao
de linhagens homozigotas estaveis para 1 a 2 anos (CHEN et al., 2019; TANG et al., 2023).

Figura 1 — Esquema comparativo do fluxo gendmico e temporal: introgressdo genética via
retrocruzamento classico versus edigao génica direta mediada por
CRISPR/Cas9.

(A) Melhoramento Classico (B) Edicdo via CRISPR/Cas9
Elite Doador BRS 537
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Legenda: Os cromossomos em azul representam o genoma da cultivar recorrente elite (BRS
537), enquanto os blocos em vermelho indicam o DNA do doador. Em (A), o cruzamento inicial
entre Elite e Doador forma a Geracao F; (par heterozigoto). Em seguida, ocorre a Formagao da
Geragao F; e Retrocruzamentos (BC), avangando por multiplas geragoes de retrocruzamento
(BCy, BCs...) para restaurar o genoma elite. A introgressao do gene alvo (verde) neste longo
processo é acompanhada por fragmentos genomicos indesejados (linkage drag), levando de 7 a 10
anos. Em (B), a edigdo do alelo ( ) mediada por CRISPR/Cas9 ocorre diretamente no
background elite, eliminando o arraste genético e reduzindo o tempo de obtencao para 1 a 2 anos.
Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Para contornar as limitagoes do melhoramento classico e os entraves regulatorios da
transgenia, o sistema CRISPR/Cas9 consolida-se como uma ferramenta de exceléncia para o
melhoramento genético de precisao. A tecnologia possibilita induzir mutagoes sitio-dirigidas
e obter linhagens livres de DNA exégeno (transgene-free), caracteristica responsavel por sua

distingdo conceitual em relagdo aos organismos transgénicos classicos (CHEN et al., 2019;
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CONG et al., 2013; ARAKI; ISHII, 2015). No Brasil, essa distin¢ao encontra respaldo na
Resolugao Normativa n® 16/2018 da CTNBio, que estabelece que organismos obtidos por
edicao génica podem, a depender da natureza da alteragao introduzida, ser enquadrados

como produtos de melhoramento convencional (BRASIL. Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBio), 2018).

Dessa forma, a realizacao deste estudo na cultivar BRS 537, um genétipo elite
brasileiro, confere maior relevancia translacional aos resultados obtidos. A aplicagao da
edicdo génica em germoplasma comercial representa uma estratégia capaz de encurtar o
intervalo entre a descoberta molecular e sua incorporagdo em programas de melhoramento.
Ao contornar as limitagoes temporais e de arraste genético inerentes ao melhoramento
convencional, essa abordagem fortalece o potencial da engenharia gendémica para o de-
senvolvimento de cultivares de soja com caracteristicas de alto valor agregado e maior

proximidade de aplicagao no setor produtivo.

Nesse contexto, a edigdo gendémica mediada pelo sistema CRISPR/Cas9 emerge
como uma estratégia promissora para a inativacao de fatores antinutricionais em soja.
O presente estudo teve como objetivo desenvolver um gendétipo com niveis reduzidos do
inibidor BBI por meio do knockout do gene Glyma.16G208900, selecionado por corresponder
a isoforma predominantemente expressa durante a maturagao das sementes, conforme
evidenciado por dados de transcriptoma (SEVERIN et al., 2010; SREEDASYAM et al.,
2023).

A hipétese central deste estudo parte da premissa de que a inativacao direcionada
desse gene majoritario teria o potencial de promover uma reducao expressiva da atividade
antinutricional nas sementes. Entretanto, considerando a organizacado multigénica da
familia BBI, torna-se necessario avaliar o potencial de compensacgao transcricional entre
genes paralogos. Para prever se o knockout do locus principal possui o risco de induzir a
ativagdo compensatoria de outros genes, cenario que poderia resgatar o fenotipo inibitério
indesejado, o estudo investiga a arquitetura regulatéria dessa familia por meio da prospeccao

de motivos conservados (cis-elements) em suas regides promotoras.

Em suma, a integracao entre a edi¢do gendémica direcionada e a analise da regulagao
transcricional da familia génica do BBI contribui para elucidar os mecanismos de expressao
desses inibidores. Dessa forma, este estudo estabelece bases sélidas para estratégias de
melhoramento voltadas a reducao de fatores antinutricionais em soja, explorando o principal

gene associado a esse fenotipo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A SOJA: VALOR NUTRICIONAL E FATORES ANTINUTRICIONAIS

A soja (Glycine maz (L.) Merrill) é amplamente reconhecida por seu elevado valor
nutricional, sendo uma das fontes de proteina vegetal mais completas e economicamente
acessiveis disponiveis para a alimentacdo humana e animal. A qualidade de sua proteina,
que corresponde a aproximadamente 80% do valor biolégico da proteina do leite de vaca,
se aproxima dos padrdes de referéncia estabelecidos pela Organizacao das Nagoes Unidas
para a Alimentagao e a Agricultura (FAO) e pela Organizacao Mundial da Satde (OMS)
(BURSSENS et al., 2011). Atualmente, a digestibilidade ileal verdadeira substituiu o
classico valor biolégico (SCHAAFSMA, 2005) como métrica preferencial, por apresentar
maior correlagdo com o anabolismo proteico real (MOUGHAN; LIM, 2024).

Além do seu perfil proteico, o grao de soja é rico em compostos fitoquimicos
com atividade biolégica, como isoflavonas, saponinas e acidos graxos essenciais, os quais
tém despertado a atencao da comunidade cientifica devido aos seus potenciais beneficios
a saude. Diversos estudos cientificos corroboram a associacdo entre o consumo de soja
e a prevencao de doencas cronicas, incluindo doencas cardiovasculares, osteoporose e

certos tipos de cancer, consolidando sua classificagdo como um alimento funcional (RIZZO;

BARONI, 2018; MESSINA, 2016).

Contudo, o aproveitamento integral desses nutrientes é dificultado pela presenca
de compostos endogenos conhecidos como fatores antinutricionais. Essas moléculas podem
interferir na digestibilidade de macronutrientes, na absorcao de minerais ou exercer
efeitos fisiologicos adversos. Na soja, os fatores antinutricionais de maior relevancia sdo os
inibidores de proteases, que constituem cerca de 6% do total de proteinas do grao, sendo

apontados como um dos principais limitantes para a sua ampla utilizacao na dieta humana

(GENOVESE; LAJOLO, 2006; LIENER, 1994).

Os inibidores de protease da soja sao classificados em duas familias principais, com
base em suas caracteristicas estruturais e especificidade: o inibidor de tripsina Kunitz (KTI)
e o inibidor de tripsina e quimotripsina Bowman-Birk (BBI) (KUNITZ, 1947; BIRK, 1985).
Embora ambos sejam genericamente conhecidos como inibidores de tripsina, eles possuem
especificidades distintas e podem inibir outras serinoproteases, como a quimotripsina. A
ingestao desses inibidores em sua forma ativa tem sido associada, em estudos com animais
monogastricos, a inibicdo do crescimento e a alteragoes metabodlicas no pancreas, como

hipertrofia e hiperplasia, decorrentes de um aumento compensatorio na secrecao de enzimas
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digestivas (LIENER, 1994).

Portanto, a neutralizagao desses compostos é uma etapa crucial para garantir a
seguranga e a qualidade nutricional dos produtos a base de soja (GENOVESE; LAJOLO,
2006). Dentre os fatores antinutricionais proteicos da soja, evidéncias acumuladas indicam
que aqueles estruturalmente mais compactos, como os da familia BBI, representam o
maior desafio tecnolégico e nutricional atual (OKEDIGBA et al., 2023), uma vez que sua
extensa rede de pontes dissulfeto permite que persistam ativos mesmo apds os protocolos
de processamento térmico convencionais (DIPIETRO; LIENER, 1989; HE et al., 2017).

2.2 INIBIDORES DE PROTEASE EM SOJA: KUNITZ E BOWMAN-BIRK

Inibidores de protease presentes na soja, embora agrupados pela sua funcao biold-
gica, pertencem a familias proteicas estrutural e funcionalmente distintas. A compreensao
de suas caracteristicas individuais é fundamental para o desenvolvimento de estratégias
eficazes de melhoramento nutricional. As duas principais familias sdo a do inibidor de
tripsina K'TT e a do inibidor BBI, que diferem em massa molecular, especificidade de alvo e,
em sua estabilidade térmica, conforme resumido na Tabela 1 (KOIDE; IKENAKA, 1973).

Tabela 1 — Caracteristicas estruturais e funcionais dos inibidores de protease Kunitz (KTI)
e Bowman-Birk (BBI) da soja.

Caracteristica Kunitz (KTI) Bowman-Birk (BBI)
Massa molecular ~20-25 kDa ~6-10 kDa

Pontes dissulfeto 2 7

Sitios de inibicao 1 (Tripsina) 2 (Tripsina e Quimotripsina)
Termoestabilidade Termolabil Termoestavel

Impacto no processamento Facilmente inativado Persiste apds processamento

Fonte: Adaptado de Koide e Ikenaka (1973), Liener (1994) e Birk (1985).

O inibidor de tripsina KTI, isolado e cristalizado por Kunitz em 1946, é uma
proteina com massa molecular de aproximadamente 21,5 kDa. Sua estrutura polipeptidica,
estabilizada por apenas duas pontes dissulfeto, apresenta um tnico sitio reativo com alta
especificidade para a inibigao da tripsina (KUNITZ, 1947; LIENER, 1994). A caracteristica
mais relevante do KTI para a industria de alimentos é sua termolabilidade. Estudos
classicos demonstram que o KTI apresenta menor estabilidade térmica frente ao inibidor
BBI,; assim, a exposicao a tratamentos térmicos adequados (como o cozimento) é geralmente
suficiente para desnaturar sua estrutura e mitigar sua fungao antinutricional (DIPIETRO;
LIENER, 1989). Por essa razao, embora presente em quantidades significativas no grao
cru, o K'TT é considerado um problema nutricional de menor impacto em produtos de soja

que passam por processamento térmico.
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Em contrapartida, o inibidor BBI representa um desafio tecnolégico mais sig-
nificativo devido a sua elevada resiliéncia estrutural. O BBI é uma proteina de baixo
peso molecular, com massa aproximada de 8 8 kDa, conforme determinado por analises
de espectrometria de massa (MALDI-TOF-MS) (GU et al., 2014). Sua conformacao é
altamente compacta e estabilizada por uma rede de sete pontes dissulfeto, caracteristica
que confere elevada estabilidade frente a tratamentos térmicos e a variagoes extremas de pH
(BIRK, 1985; OKEDIGBA et al., 2023). O inibidor também se caracteriza por um arranjo
estrutural do tipo “cabeca dupla” (double-headed), apresentando dois sitios de ligagao
independentes que permitem a inibigao simultanea da tripsina e da quimotripsina (ODANI;
IKENAKA, 1973). Além disso, manifesta-se como uma familia de isoformas com variagoes
polimérficas em sua sequéncia de aminoacidos, aspecto que amplia a dificuldade de sua
completa inativagao durante o processamento industrial de derivados de soja (LAJOLO;

GENOVESE, 2002).

Essa disparidade na estabilidade térmica, resumida na Tabela 1, é uma consequén-
cia direta de suas arquiteturas tridimensionais distintas. Conforme ilustrado na Figura 2,
o BBI apresenta uma conformagao globular de intensa coesao estrutural, sendo reticulada
por uma rede de sete pontes dissulfeto. Em contrapartida, o KTI possui uma estrutura de
maior volume e flexibilidade, estabilizada por apenas duas pontes dissulfeto, o que o torna

consideravelmente mais suscetivel a desnaturacao térmica.

Figura 2 — Representacgdo tridimensional comparativa dos inibidores Bowman-Birk (A) e
Kunitz (B) da soja.

Legenda: Modelos moleculares ilustrando a diferenca na arquitetura tridimensional das duas
familias de inibidores. Em (A), o inibidor Bowman-Birk (PDB ID: 1BBI) exibe uma confor-
macao globular altamente compacta, estabilizada por uma densa rede de sete pontes dissulfeto
(destacadas em vermelho). Em (B), o inibidor de tripsina Kunitz (PDB ID: 9CT1) apresenta
uma estrutura tridimensional mais volumosa (20-25 kDa) e flexivel, contendo apenas duas pontes
dissulfeto. O esqueleto polipeptidico (backbone) estd representado em cinza nas estruturas. Essa
expressiva disparidade no padrao de reticulagdo covalente é o principal fator responsével pela
elevada termoestabilidade estrutural do BBI em contraste a termolabilidade do KTI.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).


https://www.rcsb.org/structure/1BBI
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Sob a 6tica do processamento industrial, essa divergéncia torna-se o ponto central
que direciona as estratégias de melhoramento nutricional. Enquanto a atividade do K'TT é
majoritariamente eliminada pelos métodos convencionais de calor, a resiliéncia intrinseca
do BBI permite que ele permaneca funcional nos produtos finais, mantendo seu efeito
antinutricional (DIPIETRO; LIENER, 1989). Visando mitigar esse entrave, abordagens
biotecnolégicas como o silenciamento via RNA de interferéncia (RNAi) foram recentemente
empregadas com sucesso, comprovando que a supressao do BBI eleva substancialmente a
digestibilidade proteica (KIM et al., 2025). Entretanto, nas abordagens que envolvem a
expressao estavel de RNA interferente mediada por transgenia, o desenvolvimento dessas
linhagens esbarra em entraves regulatérios e de mercado. Diante desse desafio, o knockout
génico via CRISPR/Cas9 surge como a abordagem mais eficaz para mutacoes de perda de
funcao desses antinutrientes de forma precisa, otimizando a digestibilidade da proteina de

soja sem comprometer sua integridade nutricional e com maior viabilidade comercial.

2.3 O INIBIDOR BOWMAN-BIRK (BBI): ESTRUTURA, FAMILIA GE-
NICA E IMPLICACOES

O inibidor BBI constitui o foco central deste estudo devido a sua arquitetura
molecular singular e a sua relevancia como fator antinutricional em sementes de soja,
cultura de elevada importancia agronomica e econdmica no cenario nacional e global.
Esta rigidez estrutural ndo apenas confere a estabilidade térmica tipica da familia, mas é
determinante para sua resisténcia a protedlise no trato gastrointestinal, permitindo que a
molécula alcance seu alvo funcionalmente intacta (BIRK, 1985; GITLIN-DOMAGALSKA
et al., 2020).

A funcionalidade inibitéria do BBI reside na presenca de dois lagos reativos
independentes expostos em sua superficie. Esta disposi¢ao topologica permite que uma
unica molécula do inibidor forme complexos ternarios estaveis ao ligar-se simultaneamente
a duas enzimas distintas, a tripsina e a quimotripsina, bloqueando seus sitios ativos e
impedindo a hidrélise das proteinas dietéticas (BIRK, 1985; GITLIN-DOMAGALSKA
et al., 2020) (Figura 3). Curiosamente, essa notéavel estabilidade antienzimatica também
despertou interesse farmacolégico recente, com estudos evidenciando o potencial adjuvante
do BBI no tratamento de mesotelioma humano (KASHIWAGI et al., 2011), o que ilustra

a dualidade funcional da molécula.
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Figura 3 — Mecanismo molecular de formacao do complexo ternario entre um inibidor da
familia Bowman-Birk e as serino-proteases tripsina e quimotripsina.

Legenda: Representacao tridimensional da estrutura cristalografica ilustrando a inibig¢ao es-
tequiométrica simultdnea caracteristica da familia Bowman-Birk. O BBI (verde) interage e
bloqueia de forma independente os sitios ativos da tripsina (ciano) e da quimotripsina (laranja).
Estrutura correspondente ao complexo cristalografico resolvido em alta resolucao sob o PDB ID:
3RUA4.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026), adaptado de Honda et al. (2018).

Do ponto de vista gendmico, a complexidade da familia BBI em soja estd intrinse-
camente ligada a histéria evolutiva de G. maz (L.) Merrill como espécie paleopoliploide.
Esse histérico inclui pelo menos dois eventos de duplicacdo completa do genoma (Whole
Genome Duplication — WGD), ocorridos ha aproximadamente 59 e 13 milhdes de anos,
resultando na retengao de multiplas cépias para cerca de 75% de seus genes (SCHMUTZ
et al., 2010). Por essa razao, anélises bioinformaticas identificaram pelo menos 15 loci com
potencial para codificar proteinas do tipo BBI, frequentemente organizados em clusters
gendmicos (BARROS et al., 2012; SCHMUTYZ et al., 2010). Os localizadores dos 15 genes
estao descritos no suplementar. Essa expansao reflete-se na existéncia de multiplas iso-
formas proteicas que, apesar da alta homologia estrutural, podem apresentar variagoes

cinéticas e de especificidade.

Essa complexidade genémica impoe barreiras biotecnoldgicas significativas para o
melhoramento da soja. Fendmenos de compensacao genética, onde a perda funcional de um
gene induz a regulagao positiva de genes relacionados, sao um desafio critico em familias
genéticas expandidas, isto é, grupos de genes paralogos que retém fung¢oes redundantes
sobrepostas (EL-BROLOSY; STAINIER, 2017). Estudos demonstraram que o knockout
de isoformas majoritarias pode falhar em eliminar a atividade antinutricional devido a

acdo compensatoria funcional desses outros membros da mesma familia (GILLMAN et al.,


https://www.rcsb.org/structure/3RU4
https://www.rcsb.org/structure/3RU4
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2015).

A conservagao evolutiva dessa familia em leguminosas reforca seu papel adaptativo
na defesa vegetal (GITLIN-DOMAGALSKA et al., 2020; CLEMENTE et al., 2019).
Especificamente, os inibidores do tipo BBI atuam na neutralizacao de proteases digestivas
de insetos-praga e patogenos. Contudo, no contexto da nutricao, essa mesma capacidade
inibitoria reduz drasticamente a digestibilidade proteica, consolidando a inativacao do BBI
como uma meta prioritaria. Apesar dessa prioridade, a eliminagdo genérica de inibidores
de protease levanta preocupagoes agrondémicas, pois poderia, hipoteticamente, deixar a

planta mais suscetivel a herbivoria.

No contexto da interagao planta-ambiente, os BBIs desempenham uma funcao
primordial no sistema imune inato das leguminosas, atuando como potentes agentes
de defesa direta contra a herbivoria e a invasao microbiana. Essa resposta defensiva é
frequentemente induzida por estresse biético, como o dano tecidual causado pela mastigagao
de insetos, que sinaliza a liberacao desses inibidores no trato digestivo do herbivoro. Uma
vez no intestino do inseto, os BBIs bloqueiam as proteases digestivas essenciais, como
a tripsina e a quimotripsina exégenas, impedindo a absorcao de nutrientes vitais, o que
acarreta inibigdo do crescimento e aumento da mortalidade larval (XIE et al., 2021;
KUMAR, 2024). Além de sua atividade inseticida, hé evidéncias de que os BBIs sejam
induzidos na resposta imune desencadeada por efetores durante o ataque de patogenos
fangicos e bacterianos, onde operam inativando as enzimas proteoliticas secretadas pelos
microrganismos para degradar as paredes celulares da planta (XIE et al., 2021; GITLIN-
DOMAGALSKA et al., 2020). Portanto, a manutencao dessa arquitetura multigénica em
cultivares modernas reflete uma necessidade adaptativa para a sobrevivéncia em campo, o
que reforga o risco agrondémico de estratégias de edicao que visem a supressao generalizada

de proteases sem considerar a especificidade dos tecidos-alvo (LIU et al., 2026).

Contudo, esse conflito é contornado pela propria biologia e evolugao da cultura.
A soja possui uma extensa familia multigénica de BBIs com forte regulagao tecido-
especifica. O processo evolutivo de duplicacao genémica permitiu que a familia sofresse
uma subfuncionalizagao regulatoria: algumas isoformas especializaram-se na defesa de
orgaos vegetativos e reprodutivos externos, enquanto outras se especializaram no actimulo
de reservas exclusivamente na semente madura (FORCE et al., 1999; VORSTER et
al., 2023). Essa compartimentalizagdo possibilita que a edigdo genomica elimine o fator
antinutricional da dieta ao focar apenas na isoforma especifica da semente, preservando
intacta a maquinaria de defesa nas barreiras fisicas externas da planta (VORSTER et al.,
2023).

Apesar da multiplicidade de copias, dados transcriptomicos indicam que a con-
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tribuicao funcional dos membros da familia ndo é equivalente. Durante os estadios de
enchimento do grao, a expressao ¢ fortemente dominada pelo gene Glyma.16G208900,
identificado como a isoforma predominante em sementes (SEVERIN et al., 2010; KIM et
al., 2024). Em contrapartida, outros tecidos como raizes (Glyma.09G158700) e vagens
(Glyma.18G231500) apresentam niveis basais de expressao de BBI, dependendo de outros

paralogos para a manutencao da defesa contra herbivoria.

Portanto, o knockout direcionado ao Glyma.16G208900 desponta como uma
estratégia altamente vantajosa, pois aponta para a possibilidade de reducao do fator anti-
nutricional no grao com menor probabilidade de comprometimento da protegao agronomica
da planta no campo. Para fundamentar o desenho dessa edi¢do genémica de forma segura,
faz-se necessaria a validagao do alvo em duas frentes complementares: a estrutural e a
regulatoria. Primeiramente, dada a auséncia de uma estrutura cristalografica experimental
para o produto deste gene, exige-se a aplicacao de modelagem molecular de alta precisao
para atestar sua funcionalidade como inibidor. Em paralelo, a caracterizacao detalhada da
arquitetura do seu promotor, contrastada com a de seus paralogos, ¢ essencial para prever

e contornar potenciais mecanismos de compensagao funcional gendmica na espécie.

2.4 BIOTECNOLOGIA APLICADA AO MELHORAMENTO DA QUALI-
DADE NUTRICIONAL

O advento da engenharia genética representou um marco na agricultura moderna,
culminando no desenvolvimento da primeira geracao de culturas geneticamente modificadas.
Essas culturas foram projetadas para expressar caracteristicas agronomicas de interesse
direto para o produtor, como a tolerancia a herbicidas e a resisténcia a insetos-praga, resul-
tando em ganhos de produtividade e redugao no uso de defensivos quimicos (KLiMPER;
QAIM, 2014). Contudo, nas tltimas décadas, a biotecnologia agricola avangou para uma
segunda geracgao, com foco crescente no melhoramento de caracteristicas de qualidade
nutricional e funcional, visando agregar valor ao produto final e oferecer beneficios diretos
a saude do consumidor (KAMTHAN et al., 2016).

A soja tem se destacado como plataforma central no desenvolvimento de produtos
desta segunda geracao de biotecnologia agricola. Historicamente, a mitigacao de compostos
indesejaveis foi conduzida por meio do melhoramento genético tradicional, cujo marco
no Brasil foi o desenvolvimento de cultivares isentas das enzimas lipoxigenases, como a
cultivar BRS 257 (CARRAO-PANIZZI; PIPOLO, 2009). Essas enzimas sio responséveis
pela oxidacao de acidos graxos, gerando compostos voldteis que conferem a soja um
sabor adstringente e de dificil aceitagao por muitos consumidores. O desenvolvimento
desta cultivar representou um grande avango, fornecendo matéria-prima de qualidade

superior para a industria de alimentos. Mais recentemente, impulsionada pelas ferramentas
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biotecnoldgicas de precisao, essa mesma caracteristica tornou-se um exemplo de sucesso na
edicao genomica. Wang et al. (2020) demonstraram a obtengao de sementes de soja isentas
de lipoxigenases através do knockout simultdneo dos genes da familia das Lipoxigenases
(LOX), especificamente GmLOX1, GmLOX2 ¢ GmLOX3, via CRISPR/Cas9 (WANG et
al., 2020), evidenciando o potencial da técnica em reproduzir e acelerar o desenvolvimento

de caracteristicas de alto valor agregado.

Em outra vertente do melhoramento nutricional, os esforcos concentram-se na
modulacao do perfil de acidos graxos do 6leo de soja. Historicamente, a obtencao de
variedades com elevado teor de acido oleico, um acido graxo monoinsaturado associado
a beneficios a satde e elevada estabilidade oxidativa, que favorece aplicagoes industriais
especificas e o uso em blends para frituras, dependia, em grande parte, de abordagens
transgénicas (WARNER; GUPTA, 2005). Estudos pioneiros, como o de Buhr et al. (2002),
demonstraram a viabilidade do silenciamento de genes da via de biossintese de dcidos graxos,
promovendo a acumulagao de acido oleico nas sementes. Tais linhagens apresentavam nao
apenas elevado teor de acido oleico, mas também uma redugao significativa nos niveis de
acido palmitico, cuja diminui¢do contribui para o aprimoramento do perfil nutricional e da
estabilidade oxidativa do 6leo. De forma andloga, a aplicagdo de ferramentas de edicao
génica, como CRISPR/Cas9, para a inativagdao de inibidores de proteases visa elevar o

valor biologico do grao, com foco no aumento da digestibilidade proteica.

No cenério nacional, pesquisadores da Empresa Brasileira de Pesquisa Agrope-
cuaria (EMBRAPA) também obtiveram sucesso ao desenvolver plantas transgénicas de
soja via RNA de interferéncia (RNAi) que apresentavam nao apenas elevado teor de
acido oleico, mas também uma redugao significativa de dcido palmitico (MURAD et al.,
2014). Contudo, assim como observado no silenciamento de fatores antinutricionais, essas

abordagens esbarram nas complexidades regulatorias e na menor aceitagao publica dos
OGMs.

Diante da necessidade continua de aprimorar a qualidade do grao, a supressao de
fatores antinutricionais mediante o emprego de biotecnologias de alta precisao, a exemplo
do CRISPR/Cas9, configura-se como uma abordagem promissora no melhoramento da
cultura da soja. A aplicacao de ferramentas de engenharia genética para o knockout do
inibidor BBI estd em consonancia com essa tendéncia, abordando um importante gargalo
nutricional da soja e reforcando seu potencial como fonte proteica de exceléncia. Esses
exemplos evidenciam que a biotecnologia aplicada a soja transpassou o enfoque estritamente
agronomico, consolidando-se como uma estratégia robusta para o aprimoramento direto

da qualidade nutricional do grao.
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2.5 EDICAO GENOMICA COM CRISPR/CAS9 PARA O MELHORA-
MENTO DE PLANTAS

Para viabilizar modificacbes genéticas de alta precisao, como o knockout de
loci especificos, o sistema CRISPR/Cas9 (Repetigoes Palindromicas Curtas Agrupadas e
Regularmente Interespagadas) consolidou-se como a ferramenta de escolha no melhoramento
de plantas. Esta plataforma destaca-se por sua elevada eficiéncia, versatilidade e relagao
custo-beneficio, superando tecnologias de edi¢ao anteriores, como as Nucleases de Dedos
de Zinco (ZFNs) e as Nucleases Efetoras do Tipo Ativador de Transcrigao (TALENS), que
exigem complexos processos de engenharia proteica para cada novo alvo génico (PORTEUS;
BALTIMORE, 2003; WOOD et al., 2011).

O sistema CRISPR/Cas9 da bactéria Streptococcus pyogenes (SpCas9) foi adap-
tado de um mecanismo de defesa imune procaridtico, utilizado para clivar DNA de
elementos genéticos invasores (GARNEAU et al., 2010). Na sua forma nativa, o sistema
utiliza duas moléculas independentes (crRNA e tracrRNA); contudo, para a aplicagao
biotecnoldgica em eucariotos, a plataforma foi simplificada pela fusao dessas moléculas
em uma unica estrutura quimérica, o RNA guia sintético (sgRNA) (JINEK et al., 2012;
MOLINARI et al., 2020). O sgRNA, que contém a sequéncia complementar ao DNA-alvo
acoplada as estruturas secundérias para o reconhecimento da enzima, conduz a Cas9 até a
sequéncia especifica no genoma. O complexo ancora-se inicialmente a um motivo adjacente

ao protoespagador (PAM), que é reconhecido pelo lobo de reconhecimento da enzima

(MOLINARI et al., 2020).

Em seguida, a atividade da helicase promove a abertura da dupla fita de DNA,
permitindo o pareamento complementar de 20 a 24 nucleotideos entre o RNA guia e a
sequéncia alvo. Apesar de sua elevada precisdo, a tecnologia CRISPR/Cas9 pode gerar
clivagens fora do sitio alvo (off-targets), especialmente quando existem sequéncias gendmicas
altamente similares ao sgRNA. O sistema possui baixa tolerdncia a incompatibilidades
na regiao seed (10 a 12 nucleotideos préximos ao sitio PAM), mas pode tolerar pequenos
mismatches fora dessa regiao (MOLINARI et al., 2020). Por isso, estratégias de desenho
de sgRNAs e andlises bioinforméticas sdo amplamente empregadas para minimizar esse
risco (CHEN et al., 2019; LIU et al., 2017).

Apébs o pareamento completo, os dominios HNH e RuvC, responsaveis pela ati-
vidade endonucleasica da Cas9, promovem a clivagem da fita complementar e da nao
complementar do DNA. Essa clivagem ocorre de forma precisa no terceiro nucleotideo
upstream a PAM (CONG et al., 2013; JACOBS et al., 2015; MOLINARI et al., 2020). Essa
quebra de fita dupla (Double Strand Break - DSB) ativa os mecanismos de reparo da célula

vegetal, predominantemente a Juncao de Extremidades Nao Homélogas (NHEJ). Por ser
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propensa a erros, a via NHEJ introduz inser¢oes ou delegbes (indels) no sitio de clivagem
que frequentemente alteram a matriz de leitura da sequéncia codificante, resultando no

knockout funcional do gene-alvo (JACOBS et al., 2015; MOLINARI et al., 2020).

Figura 4 — Representacdo esquematica da edigdo gendmica via sistema CRISPR/Cas9 e
vias de reparo de DNA.

(as9

l Quebra da dupla fita de DNA

DNA molde

H Insercao de sequénda espedfica
(DNA molde)

Indels estocasticos

Legenda: O diagrama ilustra a dindmica molecular da edicdo, iniciando-se com o reconhecimento
da sequéncia gendmica alvo pelo sgRNA e a ancoragem do complexo ribonucleoproteico ao motivo
PAM. Apés a clivagem das fitas de DNA mediada pelos dominios RuvC e HNH no terceiro
nucleotideo upstream do PAM, a célula vegetal aciona seus mecanismos de reparo. O esquema
contrasta a via de Reparo Dirigido por Homologia (HDR), que depende de um molde para
edigbes precisas, com a Jungdo de Extremidades Nao Homoélogas (NHEJ). Destaca-se a rota
NHEJ, predominante em plantas, que, devido & sua natureza propensa a erros, introduz insergoes
ou delegoes (indels). Estas pequenas mutagoes provocam o deslocamento da matriz de leitura
(frameshift), culminando na produgdo de proteinas truncadas e no knockout funcional do gene.
Fonte: Elaborada pelo autor, adaptado de Molinari et al. (2020).

Essas pequenas mutacgoes indel sdo suficientes para alterar a matriz de leitura

do gene, podendo resultar na producao de uma proteina truncada e nao funcional, o que
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efetivamente causa o knockout do gene. A eficiéncia e a robustez deste sistema foram
demonstradas em intimeras espécies, incluindo Arabidopsis thaliana, arroz, milho e soja
(FENG et al., 2013; JACOBS et al., 2015). Desta maneira, essa tecnologia viabiliza a

otimizacao de caracteristicas nutricionais e agronémicas complexas em larga escala.

Uma vantagem técnica determinante do sistema CRISPR/Cas9 é a independéncia
fisica entre a mutacao gerada e o maquindrio de edigdo (transgene). Diferente da trans-
genia classica, onde o gene exdgeno permanece, a edicdo via CRISPR permite que, por
cruzamentos ou autopolinizagoes subsequentes, o locus contendo o cassete Cas9/sgRNA
seja segregado e eliminado, enquanto a mutagao de interesse é mantida em homozigose.
Essa capacidade de gerar linhagens livres de DNA exégeno (transgene-free) é o requisito
biologico fundamental que embasa o enquadramento dessas plantas como convencionais
(ndo-OGM) em legislacoes baseadas na avaliagdo do produto final, como a vigente no Brasil
e em diversos paises da América Latina (VIEIRA, 2022; ZARATE et al., 2023; BRASIL.
Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio), 2018). Diante desse cenario,
o sistema CRISPR/Cas9 configura-se como a ferramenta de melhoramento genético de

precisao mais empregada para o desenvolvimento de culturas de alto valor agronémico, a
exemplo da soja (YAO et al., 2023; ABDURAKHMON et al., 2025).

Como sintese das abordagens discutidas ao longo deste capitulo, a Tabela 2 con-
solida a evolucao metodoldgica das estratégias empregadas para a mitigacao de inibidores
de protease em soja. A analise dessas abordagens evidencia que a convergéncia de limi-
tagoes tecnoldgicas, agrondmicas e regulatorias inerentes ao processamento térmico, ao
melhoramento classico e a transgenia (RNAi) impulsionou a adogao da edi¢do genémica
(CRISPR/Cas9) como a ferramenta de precisao metodoldgica ideal para superar esse

entrave nutricional.
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Tabela 2 — Comparacao das estratégias utilizadas para a redugao de inibidores de protease

em soja.

Estratégia Vantagem Principal Limitacao

Processamento Estabelecido industrialmente e Nao elimina completamente a

térmico amplamente aplicado. atividade do inibidor Bowman-
Birk (BBI).

Melhoramento Abordagem nao-transgénica. Lento e suscetivel a penalidade

convencional agrondémica pelo arraste gené-

RNA de interfe-
réncia (RNAI)

Edicao gen6mica

via CRISPR

Alta eficiéncia no silenciamento
transcricional do gene alvo.

Modificacao precisa e capaci-
dade de gerar linhagens livres
de transgenes (transgene-free).

tico (linkage drag).

Requer a integragao perma-
nente de DNA exdgeno, sub-
metendo a planta a rigorosas
restrigoes regulatérias (OGM).

Risco de off-targets e alto nivel
de mosaicismo alélico em T\,
exigindo triagem complexa e se-
gregacao para eliminar o cas-
sete Cas9/sgRNA.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).
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3 HIPOTESE

A edicao direcionada do locus codificante para a isoforma majoritdria do Inibidor
Bowman-Birk em sementes de soja, via sistema CRISPR/Cas9, promove o knockout
funcional deste gene, resultando na reducao significativa da atividade inibitoria de tripsina
e quimotripsina na cultivar BRS 537 e no consequente aprimoramento da qualidade proteica

do grao.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Obter e caracterizar molecularmente linhagens da cultivar de soja brasileira BRS
537 com knockout do gene Bowman-Birk majoritario nos graos via sistema CRISPR/Cas9,
visando a reducao da atividade desses inibidores e a melhoria da qualidade proteica das

sementes.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para o cumprimento do objetivo geral, o projeto estruturou-se sob trés eixos

principais:

I. Caracterizacao In Silico

o Consolidar o locus Glyma.16G208900 como alvo prioritario para edicao, fundamen-

tando a escolha em andlises comparativas de expressao génica e filogenia da familia
BBI,;

Y

o Caracterizar a arquitetura cis-regulatoria dos promotores, comparando o perfil de
especializacao regulatoria do gene alvo com seus paralogos para avaliar a redundancia
funcional do grupo, visando identificar padroes de divergéncia funcional e o potencial

de compensacao genética frente a diferentes estimulos fisiolégicos e ambientais;

o Avaliar, por meio de modelagem molecular e docking, a competéncia estrutural
e a funcionalidade dos lagos reativos da proteina alvo na inibicao de tripsina e

quimotripsina.

I1. Engenharia Genética e Transformacao Vegetal

o Projetar os RNAs guias e realizar a montagem dos vetores de expressao génica via
sistemas Golden Gate e Gateway, contendo o cassete da nuclease Cas9 direcionado ao
locus Glyma.16G208900, confirmar a integridade das construgoes por mapeamento

de restricdo e sequenciamento.

o Obter plantas regeneradas in vitro da cultivar de soja BRS 537 transformadas pelo
método combinado de bombardeamento de particulas de tungsténio e infeccao por

Agrobacterium tumefaciens utilizando como explantes os eixos embrionarios.
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III. Triagem Molecular e Selecao de Linhagens

o Identificar plantas transformadas da geracao Ty por meio de PCR para confirmar a

integracao do T-DNA ao genoma;

« Caracterizar a natureza e a eficiéncia das edigdes génicas (mutagoes do tipo indel)

por meio de sequenciamento e analise computacional;

o Identificar a perda da funcao inibitéria do Bowman-Birk sobre as enzimas trip-
sina e quimotripsina nas linhagens editadas, fundamentando-se nas alteragoes da

conformacao proteica causadas por mutacoes de mudanca da matriz de leitura
(frameshift).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANALISES IN SILICO E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DO
ALVO

5.1.1 Prospeccao Gendmica e Selecao do Gene Alvo

A identificacdo dos membros da familia multigénica BBI e a obtencao de suas
respectivas sequéncias de DNA e aminoacidos foram conduzidas por meio de buscas
no genoma de referéncia de G. maz (L.) Merrill (G. maz Wm82.a4.v1), disponivel na
base de dados piblica Phytozome v14 (GOODSTEIN et al., 2012). O alinhamento das
sequéncias e a inferéncia da arvore filogenética foram realizados utilizando o software
MEGA v12.1 (STECHER et al., 2026). A escolha do gene alvo ocorreu por meio de
analise comparativa dos perfis de expressao génica, utilizando dados de transcriptoma
(RNA-Seq) referentes aos diferentes estadios de desenvolvimento da semente, obtidos
do Gene Atlas v.2 (SREEDASYAM et al., 2023). A integragdo desses dados permitiu
correlacionar a filogenia dos paralogos com seus respectivos niveis de acimulo de transcrito
e identificar o gene Glyma.16G208900 como a isoforma predominante durante a fase de
enchimento de graos. Para a visualizacdo, a topologia da arvore gerada no MEGA foi
exportada e renderizada na ferramenta Interactive Tree Of Life iTOL (LETUNIC; BORK,
2007). Concomitantemente, os dados numéricos de FPKM (Fragmentos por Quilobase
de Transcrito por Milhao de Leituras Mapeadas) foram submetidos a um agrupamento
hierdrquico (hierarchical clustering) e plotados em formato de heatmap utilizando o software
Morpheus (Broad Institute). A composic¢ao final da figura e o alinhamento vetorial dos

painéis foram executados no software Inkscape v1.4.2.

5.1.2 Analise da Arquitetura Regulatéria e Prospeccao de Elementos Clis-

Atuantes

Para a caracterizagao da arquitetura regulatéria e investigacao da divergéncia
funcional poés-duplicacao genomica, foram analisadas as regides promotoras do gene alvo
BBI (Glyma.16G208900) e de seus seis paralogos diretos: Glyma.09G158700 (ParlA),
Glyma.09G158600 (ParlB), Glyma.09G158800 (Par2A), Glyma.14/G117600 (Par2B),
Glyma.09G158900 (Par3A) e Glyma.09G158500 (Par3B). Estes pardlogos foram seleciona-
dos com base na identidade de suas sequéncias codificadoras (acima de 70% de similaridade)
e organizados em moddulos de conservagao. As sequéncias correspondentes a 2000 pb ups-
tream do c6don de inicio da traducao (ATG) foram extraidas por meio da plataforma
Phytozome v13. A adocao desse intervalo metodologico é validada para o genoma de G.

maz (L.) Merrill, pois abrange a densidade méxima de elementos cis-regulatérios proximais


https://itol.embl.de/
https://software.broadinstitute.org/morpheus/

36

e distais funcionais, garantindo a captura da sinalizacdo genomica, hormonal e de estresse,
minimizando o risco de sobreposi¢ao com regioes codificadoras adjacentes (CHEN et al.,

2023; WANG et al., 2023a).

Para superar as limitagoes de cobertura e vieses algoritmicos inerentes a bancos
de dados individuais, a identificacdo e o mapeamento dos elementos cis-regulatorios
foram conduzidos por meio de uma abordagem integrativa, empregando trés plataformas
bioinforméticas independentes: PlantCARE (LESCOT, 2002), PlantPAN (CHOW et al.,
2024) e PlantRegMap (TIAN et al., 2020).

Para evitar a polui¢ao analitica com motivos basais de transcri¢ao (ex.: TATA-box)
ou elementos inespecificos (ex.: elementos de resposta a luz), a prospecgao inicial foi
submetida a um filtro. Foram selecionados apenas os motivos que atingiram os seguintes
limiares para cada plataforma: escore de similaridade > 0,95 no PlantPAN, filtragem

funcional por correspondéncia no PlantCARE, e p-value < 1 x 10~* no PlantRegMap.

De maneira concomitante a filtragem estatistica, foi conduzida uma varredura
estrutural in silico focada na prospeccao de elementos de acessibilidade cromatinica,
especificamente os motivos AT-Hook e MARTBOX. Estes elementos, caracterizados por
regioes ricas em adenina e timina (tratos poli-A/T), constituem assinaturas genémicas
tipicas de Regioes de Fixacao a Matriz (Matriz Attachment Regions - MARs). A presenca e
o adensamento destes sitios atuam no recrutamento de proteinas arquiteturais, como as da
familia HMG (High Mobility Group), que se inserem na fenda menor do DNA, induzindo
curvaturas locais e a desestabilizagdo de nucleossomos (ARAVIND; LANDSMAN;, 1998;
ALLEN et al., 1993).

A prospeccao destes modulos arquiteturais fundamenta-se na premissa de que a
formacao de uma “zona de cromatina aberta” é o evento priméario que reduz o impedimento
estérico. Essa acessibilidade fisica atua como um pré-requisito cinético para o acoplamento
eficiente da maquinaria transcricional. Para consolidar essa rede regulatéria, os elementos
funcionais triados deveriam se alinhar especificamente a trés eixos fisiologicos inerentes a
biologia dos inibidores Bowman-Birk (CLEMENTE et al., 2019; VORSTER et al., 2023):

1. Desenvolvimento da Semente e Metabolismo de Reservas: Mapeamento
do motivo RY-element (CATGCA), reconhecido por fatores de transcricao B3
(ABI3/FUS3) em leguminosas, e dos motivos O2-site ¢ GCN/ motif, associados

a sintese de proteinas de reserva e expressao no endosperma.

2. Defesa Aguda e Sistémica: Prospeccdo de motivos de resposta a ferimento

mecénico e herbivoria (WRES e WUN-motif), resposta genérica a estresse (7'C-rich
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repeats), além de elementos responsivos a vias hormonais de imunidade, como o
acido salicilico (TCA-element) e o acido jasménico (sitios de ligagdo MYC e MYB).
Adicionalmente, investigou-se a presenca do W-box, alvo especifico para fatores de

transcricao WRKY associados a senescéncia e defesa especializada.

3. Sinalizacao Hormonal da Maturagao: Foco no complexo responsivo ao acido abs-
cisico (ABA), englobando variantes do ABRE e o G-bozx, que governam a dessecacao

e a entrada em dormeéncia da semente.

Para a triagem da arquitetura regulatéria, em detrimento da contabilizacao bruta
de anotagoes isoladas obtidas nas trés plataformas, foi realizado o rastreamento e o
agrupamento dos fatores de transcricao em janelas de 30 pb ao longo dos 2000 pb. A
adocgao desta métrica baseia-se no impedimento estérico do complexo transcricional, onde
motivos localizados dentro dessa distancia fisica atuam de forma cooperativa em um
mesmo modulo regulatério (WASSERMAN; SANDELIN, 2004). Essa estratégia permitiu
a identificacdo de dominios funcionais integrando dados de multiplos softwares. A anélise
comparativa final buscou elucidar os padroes de conservagao, perda ou ganho de motivos de

regulacdo (subfuncionalizagao regulatéria) entre o promotor do gene alvo e seus paralogos.

5.1.3 Predicao Estrutural e Refinamento

Dada a auséncia de estruturas determinadas experimentalmente (cristalografia
de raios-X ou RMN) para o locus Glyma.16G208900 no Protein Data Bank (PDB), a
arquitetura tridimensional da proteina foi gerada via modelagem computacional utilizando
o algoritmo AlphaFold v2 (JUMPER et al., 2021).

Os inibidores da familia BBI sao sintetizados como pré-proteinas contendo um
peptideo sinal N-terminal (ODANI; IKENAKA, 1973) para direcionamento a via secretora
(CLEMENTE et al., 2019), a identificagdo e remogao dessa regido é imprescindivel para a
correta delimitagdo do dominio funcional (RICHARDSON, 1977). Portanto, a sequéncia
de aminodacidos foi processada no servidor SignalP 6.0 (TEUFEL et al., 2022), que indicou

a presencga de um peptideo sinal com alta probabilidade de clivagem (> 0,99).

Apés a identificagdo do peptideo sinal, realizou-se um refinamento da sequéncia
madura por meio de biologia comparativa. A sequéncia foi alinhada a homélogos com
estrutura cristalografica resolvida (PDB IDs 1K9B, 1D6R, 1BBI, 2BBI, 5J4Q e 5J4S)
utilizando o software Jalview (WATERHOUSE et al., 2009) (Tabela 3). Observou-se que
a sequéncia deduzida de Glyma.16G208900 possuia extensoes N e C-terminais ausentes

nas formas processadas das referéncias citadas.


https://www.rcsb.org/structure/1K9B
https://www.rcsb.org/structure/1D6R
https://www.rcsb.org/structure/1BBI
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Tabela 3 — Alinhamento miltiplo das sequéncias de inibidores de protease do tipo
Bowman—Birk (BBI) com destaque para variacdes em relacido ao consenso

estrutural.

Pos. 1 10 20 30 40 50 60 70

1K9B_1 —---- KPCC D QCACTKSNP P QCRCSDMRL N SCHSACKSC I CALSYPAQC F CVDITDFCY E PCK------ - -
1D6R_2 o —---- KPCC D QCACTKSNP P QCRCSDMRL N SCHSACKSC I CALSYPAQC F CVDITDFCY E PCK------ - -
Glyma.16G208900 DDEYSKPCC D LCMCTRSMP P QCSCEDIRL N SCHSDCKSC M CTRSQPGQC R CLDTNDFCY K PCKSRDD-- - -
1BBI_1 DDESSKPCC D QCACTKSNP P QCRCSDMRL N SCHSACKSC I CALSYPAQC F CYDITDFCY E PCKPSEDDKE N
2BBI_1 DDESSKPCC D QCACTKSNP P QCRCSDMRL N SCHSACKSC I CALSYPAQC F CVDITDFCY E PCKPSEDDKE N
5J4Q_2 DDESSKPCC D QCACTKSNP P QCRCSDMRL N SCHSACKSC I CALSYPAQC F CVDITDFCY E PCKPSEDDKE N
5J4S_2 DDESSKPCC D QCACTKSNP P QCRCSDLRL N SCHSACKSC I CTFSIPPQC F CYDITDFCY E PCKPSEDDKE N

Nota: Residuos idénticos ao consenso estrutural estdo indicados em azul e verde alternados
por coluna; divergéncias estdo destacadas em vermelho; gaps sdo representados por tracos. Os
residuos em negrito e sublinhados (R16 e R43) na sequéncia Glyma.16G208900 indicam os
sitios reativos.

Fonte: Elaborado pelo autor a partir de sequéncias estruturais depositadas no Protein Data
Bank e sequéncia de aminoacidos do gene Glyma.16G208900 retirada da plataforma Phytozome
v13.

Com base nesses parametros, a sequéncia primaria foi editada in silico para a remo-
¢ao da regiao sinalizadora e das extensoes terminais que nao estao presentes, mimetizando a
forma madura da proteina apds o processamento. A sequéncia refinada foi entao submetida
a uma nova rodada de modelagem no AlphaFold v2. Esta abordagem fundamenta-se na
tendéncia de o AlphaFold v2 tender a atribuir baixos valores de confianga (pLDDT < 50)
a regioes intrinsecamente desordenadas ou nao estruturadas, que frequentemente englobam
o peptideo sinal. A remocao dessas regioes evita artefatos conformacionais que poderiam
comprometer a precisao das simulagoes subsequentes de docking molecular (AKDEL et al.,
2022).

Além do processamento das extremidades, o alinhamento evidenciou mutagoes
de carga, polaridade e volume nos aminoacidos da isoforma alvo em comparagdo aos
cristais classicos (como o 1BBI). Uma das alteragdes ocorre no segundo lago reativo, onde
a substitui¢do de uma Leucina por uma Arginina (R43). O alvo também apresenta um
mapa eletrostatico diferente, com ganho de cargas negativas no primeiro lago e inversao
polar na regiao C-terminal, aliado a um aumento de flexibilidade estérica promovido por
residuos como G47 e Q45. Essa divergéncia estrutural limita o uso direto de homdlogos do
PDB, tornando a modelagem computacional (AlphaFold v2) essencial para garantir maior

fidelidade nas andlises de interacao..

5.1.4 Visualizagao e Docking Molecular

Em complemento a validacao topoldgica, realizou-se o mapeamento espacial dos
residuos constituintes dos lacos de inibi¢ao, visando caracterizar os sitios reativos do

modelo predito. Para o locus Glyma.16G208900, os residuos Argl6 e Argd3 (numeragao da


https://www.rcsb.org/structure/1BBI
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proteina refinada) foram identificados como determinantes da especificidade inibitéria, com
base no alinhamento estrutural e conservagao topoldgica. Em contraste com as estruturas
classicas resolvidas do BBI como (PDB ID: 1BBI) e as demais mostradas na Tabela 3,
que possui Lys e Leu (Lisina e Leucina) nos loops reativos (compativeis com inibi¢ao de
tripsina e quimotripsina, respectivamente), o alvo deste estudo apresenta duas Argininas.
Embora distintos, a sobreposicao estrutural indica que a geometria dos loops se mantém

preservada, sugerindo funcionalidade.

As anadlises estruturais e representacgoes graficas foram realizadas no software
PyMOL v2.5.

Para verificar a funcionalidade do modelo, foram realizadas simulac¢des de atraca-
mento molecular (molecular docking) no servidor HDOCK v1.1 (YAN et al., 2020), que
emprega um algoritmo hibrido de reconhecimento de moldes e docking proteina—proteina.
Para simular o potencial de inibicao, foram utilizadas como alvos as estruturas cristalogra-
ficas da Tripsina (PDB ID: 1D6R) e a-Quimotripsina (PDB ID: 5J4Q)). A metodologia
permitiu a avaliacdo de complexos binarios e a viabilidade estérica de complexos ternarios.
Para a modelagem do complexo ternério, adotou-se a estratégia de docking sequencial: o
modelo de melhor afinidade obtido no complexo bindrio inicial (inibidor e a primeira prote-
ase) foi empregado como plataforma receptora para a ancoragem independente da segunda
enzima. Esta abordagem permite a identificacao da interface livre restante, justificando
tecnicamente a obtencao de um modelo final onde as trés cadeias proteicas coexistem em

conformacao espacial estavel.

A validacao das interagoes baseou-se nos scores de energia de docking (indicativos
de afinidade termodindmica favoravel) e na mensuracao da proximidade atdmica entre a
triade catalitica das proteases e os residuos reativos (Argl6 e Arg43) do modelo. Adotou-
se um limiar de disténcia inferior a 4,0 A para a identificacdo de contatos fisicamente
plausiveis, englobando ligagoes de hidrogénio e interagoes de van der Waals. Este critério
foi estabelecido nao apenas para avaliar a complementaridade de superficie, mas para
garantir a viabilidade geométrica necesséaria a formagao do complexo de Michaelis, onde o
oxigénio nucleofilico (O7) da serina catalitica deve estar adequadamente posicionado em
relacao ao carbono carbonilico da alga reativa do inibidor. Essa abordagem ¢é consistente
com o mecanismo de inibi¢do canoénica (mimético de substrato) e de bloqueio estérico
do sitio ativo descrito para inibidores de serino-proteases (LASKOWSKI; KATO, 1980;
VANGONE; BONVIN;, 2015).


https://www.rcsb.org/structure/1BBI
https://www.rcsb.org/structure/1D6R
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40

5.2 DESENHO DOS SGRNAS E CONSTRUCAO DOS VETORES DE EDI-
CAO GENOMICA

5.2.1 Desenho dos RNAs guia e sintese dos oligonucleotidios

Para a edicao genomica direcionada do gene Glyma.16G208900, que codifica o
alvo, foi utilizado o sistema CRISPR/Cas9. A sele¢ao das sequéncias-alvo foi realizada in
stlico por meio da plataforma CRISPR-P 2.0 (LIU et al., 2017). Esta ferramenta permitiu
a identificagdo de regides com motivos PAM (Protospacer Adjacent Motif) do tipo NGG
otimizados para a nuclease SpCas9, garantindo alta eficiéncia de clivagem no genoma da
soja. Foram selecionados dois RNAs guia (sgRNAs), designados sgRNA1 e sgRNAG.

Para avaliar a especificidade dos guias e mitigar o risco de clivagens inespecificas,
o potencial de off-targets foi rastreado utilizando o algoritmo Cas-OFFinder (BAE et
al., 2014). A busca foi parametrizada contra o genoma de referéncia da soja (G.max

Wmé82.a4.v1), tolerando até quatro mismatches e a presenga de protuberancias (bulges) de
DNA ou RNA na sequéncia.

Apés a validacdo computacional, os pares de oligonucleotideos complementares
(Forward e Reverse) correspondentes a cada guia foram sintetizados comercialmente
(Exxtend, Brasil). Para permitir a clonagem direcional no vetor de expressao CRISPR-
zCas9, foram incorporadas extremidades coesivas (overhangs) especificas nas extremidades

5" de cada fita: a sequéncia ggtc nos iniciadores forward e aaac nos iniciadores reverse
(Tabela 4).

Tabela 4 — Sequéncias dos oligonucleotidios (sgRNAs) desenhados para a clonagem no vetor
CRISPR/zCas9.

Alvo (Guia) Identificagdo Sequéncia (5 — 3')
seRNA1 CRISPR-sgl-F  ggtcAGGGGGTTACAGCTGCACGCA
CRISPR-sgl-R  aaacTGCGTGCAGCTGTAACCCCCT
CRISPR-sg6-F ggtcATATCTTCACAGCTGCATTG
CRISPR-sg6-R  aaacCAATGCAGCTGTGAAGATAT

Nota: Sequéncias de RNAs guias (sgRNAs) utilizadas para direcionar o sistema CRISPR/Cas9 a
regido-alvo de edi¢do no genoma da soja. Os sgRNAs foram selecionados utilizando a plataforma
CRISPR-P 2.0, e os potenciais off-targets foram identificados por meio do algoritmo Cas-OFFinder.
As bases em letras mintsculas representam as extremidades coesivas (overhangs) adicionadas
para a clonagem via enzima de restrigdo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026). Oligonucleotideos sintetizados pela Exxtend (Brasil).

sgRNAG

5.2.2 Preparo dos insertos de sgRNA por fosforilacao e anelamento

Para gerar os insertos de fita dupla aptos para ligagao, foi realizada uma reacao
de fosforilagao e anelamento. Em um volume de reacao de 20 pL, foram combinados 1

nL de cada oligonucleotidio (Forward e Reverse a 100 pM), 2 pul. de Tampéao Tampao T4
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PNK 10X com 1 pL. de ATP (10 mM) e 15 pL. de dgua ultrapura. A reagao de fosforilagao
foi incubada em termociclador a 37 °C por 30 minutos. Em seguida, para o anelamento,
a mistura foi submetida a 95 °C por 5 minutos, com resfriamento gradual de -0,1 °C/s
até 25 °C. O produto final foi diluido (1:100) em agua livre de nucleases para a etapa

subsequente.

5.2.3 Clonagem dos sgRNAs no vetor pYPQ141b e validacao molecular

Os sgRNAs foram clonados no vetor de entrada pYPQ141b; como demonstrado
na Figura 5, projetado para a inser¢cao de um tnico guia sob o controle do promotor U3
de A. thaliana (LOWDER et al., 2015). Inicialmente, o vetor foi linearizado por meio de
digestao com a enzima de restricdo BsmBI (Esp3l) (Thermo Fisher Scientific). A reacao de
clivagem seguiu o protocolo do fabricante, empregando o Tampao Tango 1X suplementado
com DTT, com incubacao a 37 °C por 16 horas e posterior inativacao térmica a 65 °C por

20 minutos.

Apés a inativacao, o vetor linearizado foi purificado utilizando o QIAEX IT Gel
Extraction Kit (QIAGEN), seguindo as recomendagoes do fabricante. A reagao de ligagao
foi preparada em um volume final de 10 uL, contendo 100 ng do vetor pYPQ141b digerido,
2 pL do inserto de sgRNA anelado e diluido, 1 nL. de Tampao T4 DNA Ligase 10X e 0,5
nL da enzima T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific). A mistura reacional foi incubada

em termociclador a 20 °C por 16 horas.

Na sequéncia, 5 pL. do produto da ligacao foram utilizados para transformar células
quimicamente competentes de Escherichia coli (linhagem DH5a)) por meio do método de
choque térmico. O protocolo consistiu na incubacao das células com o plasmideo em gelo
por 10 minutos, seguida de incubacao a 42 °C por 45 segundos em banho-maria e imediato
retorno ao gelo por 2 minutos. Apés a adigdo de 1 mL de meio Luria-Bertani (LB) liquido
(SEZONOV et al., 2007), as células foram recuperadas a 37 °C por 1 hora sob agitagao
(250 rpm).

As culturas foram entao centrifugadas, o sobrenadante parcialmente descartado
(restando ~100 pL) e o concentrado celular foi plaqueado em meio LB dgar suplementado
com 50 pg/mL de espectinomicina, com incubagao overnight a 37 °C. Colénias individuais
foram selecionadas para cultivo em meio LB liquido contendo o mesmo antibiético e
incubadas durante a noite a 37 °C com agitagdo (180 rpm). Para a extragdo do DNA
plasmidial, foi utilizado o QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN), seguindo o protocolo
do fabricante. A confirmacao da inser¢ao correta de cada sgRNA foi realizada por se-
quenciamento de Sanger (SANGER et al., 1977) (ACTGene Analises Moleculares, Brasil)

utilizando o oligonucleotideo universal M13-F.
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Figura 5 — Fluxograma da clonagem do sgRNA no vetor de expressao pYPQ141b.
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Legenda: (A) O plasmideo receptor pYPQ141b (3.459 pb), que possui o gene de resisténcia a
estreptomicina (SmR) e a origem de replicagdo (Ori), é submetido & digestdo enzimdtica com a
endonuclease de restricdo BsmBI (Esp3I). Este processo gera extremidades coesivas assimétricas
de 4 nucleotideos. (B) Paralelamente, os oligonucleotideos sintetizados para o sgRNA guide sédo
submetidos ao anelamento e hibridiza¢do para garantir a compatibilidade de ligagao. (C) A
reacao de ligacdo é mediada pela enzima T4 DNA Ligase, promovendo a integracdo do guia ao
vetor e resultando no plasmideo recombinante circularizado. (D) O produto da ligacao é inserido
em células competentes de E. coli DH5« via choque térmico. (E) Selegao fenotipica de colonias
transformantes em meio sélido LB suplementado com spectinomicina. Coldnias isoladas foram
submetidas a extracdo de DNA plasmidial e posterior sequenciamento de Sanger para confirmar
a correta inser¢ao do sgRNA.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

5.2.4 Engenharia do vetor zCas9-BBI por recombinacao Gateway

Apods a validagao por sequenciamento e digestao, os vetores de entrada pYPQ141b
contendo os sgRNAs validados foram utilizados para a montagem dos vetores de expressao
finais, conforme demonstrado na Figura 6 via reagdo de recombinagao Gateway. A reacao
foi preparada em um volume final de 6 L, composta por 150 ng do vetor pYPQ141b
(portando o sgRNA), 150 ng do vetor pYPQ166 (contendo o gene da nuclease zCas9) e 200
ng do vetor de destino pYPQ202 contendo o gene de resisténcia a higromicina(LOWDER
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et al., 2015). A recombinacao foi catalisada pela adi¢ao de 0,8 pl. da enzima LR Clonase
IT (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), seguida de incubagao a 25 °C por 16 horas.

Figura 6 — Fluxograma da engenharia do vetor zCas9-BBI por recombinagao via Gateway.
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Legenda: (A) Vetores utilizados na reagao de montagem. Os vetores pYPQ141b (contendo o
sgRNA), pYPQ166 (contendo o gene da zCas9) juntamente com o vetor pYPQ202 (contendo o
gene HygR). (B) A recombinagio é mediada pela enzima LR Clonase 11, incubada a 25 °C por
16 horas. (C) O produto da reagao é o vetor de expressao zCas9-BBI, que une os trés cassetes
funcionais. (D) O vetor recombinante é introduzido em células competentes de E. coli DH5«
por choque térmico. (E) As colénias obtidas sdo cultivadas e o DNA plasmidial foi isolado pelo
método de lise alcalina, conforme detalhado na Se¢do 5.2.3, seguido de validacao estrutural via
digestao enzimatica com BamHI.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

O produto da recombinacao, que foi chamado de zCas9-BBI 1 e 6, foi utilizado
para a transformacao de células termocompetentes de E. coli (linhagem DHba) via
choque térmico, conforme descrito na Segao 5.2.3. Os clones obtidos foram selecionados e
submetidos a validagao estrutural por meio de digestao enzimatica com a endonuclease
BamHI (sistema Anza™ 5, Thermo Fisher Scientific). Previamente a digestao, o DNA
plasmidial foi isolado pelo método de lise alcalina, conforme detalhado na Secao 5.2.3. A

reagao de clivagem foi realizada com o Tampao Anza 1X, incubada a 37 °C por 60 minutos,
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com posterior inativacao térmica a 80 °C por 5 minutos.

5.2.5 Transformacao de A. tumefaciens

Para cada vetor zCas9-BBI, 200ng do plasmideo foram misturados a 50pL de
células eletrocompetentes de A. tumefaciens GV3101 em uma cubeta de eletroporacao
(espagamento de 0,2 cm). Um pulso elétrico foi aplicado utilizando um eletroporador
Bio-Rad Gene Pulser® sob as configuracoes padrao do equipamento. Imediatamente apods
o pulso, 1 mL de meio LB foi adicionado a cubeta, e a suspensao celular foi transferida
para um tubo de 1,5 mL. As células foram recuperadas por incubagao a 28°C por 2 horas
sob agitacao de 100 rpm. Aliquotas da cultura recuperada foram plaqueadas em meio LB
agar suplementado com Rifampicina (50 mg/L) antibiético usado para selegao da linhagem
GV3101 e Canamicina (100 mg/L) para selecao do vetor de transformacao. As placas
foram incubadas a 28°C por 48 horas, colonias individuais foram selecionadas e a presenca
das construgoes de interesse nos clones transformados foi confirmada por PCR de colonia
(Colony PCR). Para tanto, fracoes de colonias isoladas foram coletadas com auxilio de
ponteiras estéreis e ressuspensas em 50 pLi de dgua ultrapura (Milli-Q) estéril. A lise celular
foi promovida por tratamento térmico a 95 °C por 5 minutos, seguida de centrifugagao a
14.000 rpm por 15 segundos para a sedimentacao dos detritos celulares. Aliquotas de 2
pls do sobrenadante foram utilizadas como DNA molde nas reagdes de amplificagdo. As
reagoes foram preparadas utilizando a DNA polimerase Tag Platus (Sinapse Biotecnologia),

seguindo as condigoes recomendadas pelo fabricante, utilizando os primers ta Tabela 5.

Tabela 5 — Sequéncia dos primers utilizados para a caracterizacao molecular das coldnias
transformadas via PCR de colénia.

Nome do Primer Sequéncia (5 — 3') Tamanho do amplicon (pb)
zCas9 Fw CCGAGCTGAGACAGGTCGAT 1994
zCas9 Rv TGAAAAAGTGGCACCGAGTCG

Nota: Primers desenhados para amplificar fragmento interno contendo os residuos dos vetores
pYPQ141b+sgRNAs, pYPQ166 e pYPQ202 (zCas9-BBI) utilizados na recombinagao.
Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Estes primers foram desenhados para flanquear regices que abrangem parte do
RNA scaffold e parte do gene da nuclease zCas9. Essa estratégia permite verificar a
integridade da montagem final, pois o fragmento amplificado atravessa os sitios de juncao
resultantes da recombinacao dos diferentes vetores utilizados. Clones que apresentaram o

amplicon de tamanho 1224pb foram cultivados e utilizados para a transformacao da soja.



Figura 7 — Mapa esquematico da regiao do T-DNA dos vetores zCas9-BBI e localizagao dos alvos no gene Glyma.16G208900.
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Legenda: (A) Representacao linear esquemaética da regido do T-DNA dos vetores zCas9-BBI.
A estratégia utiliza dois vetores independentes, cada um carreando um guia especifico. Os
componentes ilustram a orientagdo transcricional: Cassete de selecao: gene HygR impulsionado
pelo promotor 35S; Cassete Cas9: nuclease zCas9 impulsionada pelo promotor AtUbil0; Cassete
sgRNA: sgRNA sob controle do promotor AtU3. (B) Organizacao estrutural do gene alvo
Glyma.16G208900. A regiao codificante (CDS) de 327 pb estd representada pela caixa azul, com o
cédon de iniciacdo (ATG) demarcado. Os pequenos retdngulos indicam a posigao de anelamento
dos guias na sequéncia alvo. Abaixo, o detalhamento das sequéncias-alvo alinhadas a fita do CDS,
ladeadas pelos respectivos motivos PAM destacados em vermelho. As setas azuis indicam a fita
em que a sequéncia do sgRNA se liga, sendo a fita senso no caso do sgRNA 1 e a fita antisenso
no sgRNA 6.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).
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5.3 TRANSFORMACAO GENETICA DE SOJA E REGENERACAO DE
PLANTAS

5.3.1 Preparo do Inéculo de A. tumefaciens

Clones de A. tumefaciens da linhagem GV3101, previamente transformados com
os vetores binarios finais e confirmados por PCR de colonia, foram utilizados para preparar
o ino6culo. Culturas bacterianas foram iniciadas em 50 mL de meio LB liquido suplementado
com Rifampicina (50 mg/L) e Canamicina (100 mg/L) e incubadas a 28°C sob agitagao
(200 rpm) por 16 a 20 horas, até atingirem a fase logaritmica de crescimento (DO 0.6-0.9).
As células bacterianas foram entao coletadas por centrifugagao (6000 rpm por 5 minutos),
o sobrenadante descartado, e o pellet celular ressuspenso em meio de co-cultivo liquido
CCM (HOOD et al., 1993) suplementado com acetossiringona (200 pM). A suspensao
bacteriana foi incubada a 28°C sob agita¢ao (200 rpm) por 40 minutos para indugao dos

genes de viruléncia (vir) antes da etapa de infecgdo dos explantes.

5.3.2 Transformacao e Regeneracao In Vitro de Explantes de Soja

Sementes maduras da cultivar de soja BRS 537 foram submetidas a um processo
de desinfestagao superficial consistindo em imersao em etanol 70% (v/v) por 5 minutos,
seguido de tratamento com solugdo de hipoclorito de sédio 2,5% (v/v) por 20 minutos e
trés lavagens consecutivas com agua destilada estéril. As sementes desinfestadas foram
entao embebidas em agua destilada estéril e mantidas no escuro a 25°C por = 20 horas para
hidratagao. Os eixos embrionarios foram excisados das sementes hidratadas, utilizando a
regiao do meristema apical como explante primario conforme o protocolo de (MELO et al.,
2020).

A transformagao foi conduzida seguindo o protocolo adaptado de Melo et al. (2020).
Inicialmente, os eixos embrionarios foram dispostos em meio de cultura e submetidos ao
bombardeamento com microparticulas de tungsténio visando a indugao de microlesoes
no tecido do meristema apical. Imediatamente apds essa etapa, a suspensao celular de
A. tumefaciens previamente preparada na Secao 5.2.5, foi gotejada sobre os explantes,

assegurando o contato efetivo da bactéria com as regides lesionadas.

Apos a inoculagao, os embrides foram incubados no escuro a 28°C por 24 horas. Em
sequéncia, para interromper a fase de infeccao, os explantes foram imersos em solucao de
cefotaxima (500 mg/L) por 40 minutos. O uso deste antibi6tico, de natureza bacteriostética,
permitiu a inibicdo do metabolismo bacteriano residual, assegurando condigoes adequadas
para as etapas subsequentes de regeneracao in vitro. Os explantes lavados foram entao
transferidos para frascos de cultura contendo meio de regeneracao MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado com 0,1% (m/v) de carvao ativado e higromicina (6 mg/L)
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para a selecdo quimica dos transformantes. Os frascos foram mantidos em sala de cresci-
mento a 25°C, sob fotoperiodo de 16 horas, por 3 a 4 semanas de cultivo in vitro, até a

obtenc¢ao de plantulas com parte aérea e sistema radicular desenvolvidos.

5.3.3 Aclimatacao das Plantulas Regeneradas

Os vasos contendo as plantas de soja regeneradas que apresentavam bom desen-
volvimento da parte aérea e radicular foram cuidadosamente removidas do cultivo in
vitro, sendo transplantadas para vasos contendo substrato BioPlant Plus. Os vasos foram
inicialmente cobertos com sacos plasticos transparentes para manter alta umidade relativa
e mantidos em casa de vegetacdo. Apds 5 dias, foram feitas perfuragoes nos sacos plasticos,
e a cobertura foi removida ao longo de 7 a 10 dias para permitir a aclimatacao progressiva
das plantas as condigoes ambientais (geracao Ty). As plantas aclimatadas foram cultivadas
até a maturidade para producao de sementes (geragdo T7). A caracterizagao molecular
inicial para confirmacao da transformacao foi realizada na geracao Ty, conforme descrito

na secao subsequente.

5.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS EVENTOS EDITADOS

5.4.1 Extracao de DNA Gendmico

Para a andalise molecular inicial das plantas transformadas (Geracao Ty), foi
realizada a extragao de DNA gendmico a partir de tecido foliar jovem. Cerca de 100 mg
de tecido vegetal (2-3 discos foliares) foram coletados de cada planta aclimatada assim
que os primeiros trifélios se desenvolveram. A extracao foi realizada utilizando o método
baseado em (DELLAPORTA et al., 1983). Resumidamente, o tecido foliar foi macerado em
nitrogénio liquido, seguido pela adi¢do de tampao de extracdo e incubacgao a 65°C. Apds
etapas de deproteinizagdo com cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e precipitagdo do DNA
com isopropanol, 0 DNA genomico foi lavado com etanol 70%, seco e ressuspenso em agua
ultrapura. A concentracao e a pureza do DNA foram estimadas por espectrofotometria
(NanoDrop™, Thermo Fisher Scientific®) e a integridade foi verificada por eletroforese em

gel de agarose 1% (m/v).

5.4.2 Triagem de Plantas Transformadas por PCR

A confirmagao da presenga do T-DNA (contendo o cassete zCas9) no genoma das
plantas T foi realizada por PCR convencional. A reacao foi preparada utilizando 100 ng
de DNA gendémico como molde e os mesmos primers utilizados para a confirmagao da
transformagao em A. tumefaciens (descritos na segdo 5.2.5), desenhados para flanquear as

regioes do RNA scaffold e do gene da nuclease zCas9.
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A reacdo de amplificacao foi realizada utilizando o kit GoTaq® Master Mix
(Promega®), seguindo o programa de termociclagem detalhado na Tabela 6.

Tabela 6 — Programa de termociclagem utilizado na PCR para a confirmacao dos eventos
de transformacao.

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacao Inicial 95°C 3 min 1
Desnaturacao 95°C 30 seg
Anelamento 57°C 30 seg 40
Extensao 72°C 1,5 min
Extensao Final 72°C 5 min 1
Manutencao 12°C 00 -

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
(m/v), corado com brometo de etidio e visualizados em transiluminador UV (Gel Doc
EZ Gel Imaging System BioRad). As amostras que apresentaram a banda de tamanho
esperado (1224 pb) foram consideradas eventos de transformagao positivos. Como controles
negativos, foram utilizados DNA gen6émico de plantas BRS 537 nao transformadas (tipo

selvagem) e dgua ultrapura (controle sem molde).

5.4.3 Confirmacao das Edi¢coes Génicas por Sequenciamento

Para verificar a ocorréncia de mutacoes do tipo inser¢ao/delecao (indels) no
gene alvo Glyma.16G208900, induzidas pelo sistema CRISPR/Cas9, a regiao genémica
flanqueando os sitios alvo dos sgRNAs foi amplificada por PCR a partir do DNA genomico

das plantas T positivas. Foram utilizados os primers listados na Tabela 7.

Tabela 7 — Sequéncia dos primers utilizados para a amplificagdo e sequenciamento da regiao
alvo no gene Glyma.16G208900.

Nome do Primer Sequéncia (5 — 3') Tamanho do amplicon (pb)
BBI-Seq-F ATGACATGTAACTCCACGACAGA 403
BBI-Seq-R CAACGACACTGTCCTGGCTG

Nota: O primer Forward (BBI-Seq-F) foi utilizado também para a reacdo de sequenciamento de
Sanger.
Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Estes primers foram desenhados para amplificar um fragmento de 403 pb con-
tendo os sitios de clivagem esperados. A reagao de PCR foi realizada conforme descrito
na Sec¢ao 5.4.2; utilizando o kit GoTaq® Master Mix (Promega®), porém ajustando a

temperatura de anelamento para 60°C.
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Os produtos de PCR foram purificados por precipitacao, ajustando-se o volume
da reagao (25 pL) para 200 pL com agua ultrapura, seguido da adi¢do de 400 nL de
isopropanol gelado. A mistura foi incubada a —20°C por 1 hora e, em seguida, centrifugada
a 20.000 x g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o
pellet foi lavado com etanol absoluto, centrifugado novamente a 20.000 x g por 5 minutos

a 4°C, seco e ressuspenso em 20 ul. de agua ultrapura.

O amplicon purificado foi submetido ao sequenciamento pelo método de Sanger
(ACTGene Anélises Moleculares, Brasil). Para o preparo das amostras, foram utilizados
60 ng do amplicon purificado e 5,0 pmol do Primer Fw descrito na Tabela 7, seguindo as

orientagoes técnicas da empresa para o processamento de produtos de PCR.

As sequéncias obtidas foram analisadas quanto a presenca de indels por comparagao
com a sequéncia selvagem do gene Glyma.16G208900. A analise foi realizada utilizando a
ferramenta de bioinformatica online ICE (CONANT et al., 2022) (Inference of CRISPR
Edits) v3.0 (Synthego/EditCo Bio). A presenca de miltiplas sequéncias sobrepostas no
cromatograma a partir do sitio de clivagem esperado e a decomposi¢ao dos tracos pela
ferramenta ICE foram utilizadas para confirmar o sucesso da edi¢ao génica e estimar a
frequéncia e o tipo das mutacoes induzidas. As plantas editadas foram separadas para

completarem o ciclo até a completa maturacao das sementes (77).

5.5 EXPRESSAO TEMPORAL DO GENE BBI (GLYMA.16G208900) DU-
RANTE A MATURACAO DAS SEMENTES

5.5.1 Amostragem Vegetal e Estratégia de Pool Biolbgico

Para assegurar a representatividade populacional e minimizar a variagao individual
entre plantas, adotou-se uma estratégia de amostragem composta (bulk sampling). Vagens

foram colhidas de 20 plantas diferentes da cultivar BRS 537 mantidas em casa de vegetacao.

A classifica¢do dos estddios de desenvolvimento (S1 a S9) foi realizada inicialmente
por morfometria visual das vagens, seguida pela pesagem individual das sementes frescas
para confirmagao da faixa de massa (mg) correspondente a cada estadio. Sementes fora do

intervalo de peso estabelecido para cada classe foram descartadas.

As sementes selecionadas de cada estadio, variando de aproximadamente 40
unidades para os estadios iniciais, de menor biomassa, a cerca de 20 unidades para
os estadios finais, foram agrupadas em um tnico pool bioldgico por estadio, visando a
homogeneizacao da variabilidade genética e fisiolégica intraestadio. Todo o material de
cada pool foi macerado simultaneamente em nitrogénio liquido até a obtencao de um po

fino homogéneo.
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A partir deste pool homogeneizado, foram realizadas trés extragoes de RNA
independentes, constituindo trés repeticoes biologicas. Adicionalmente, todas as reacoes de
amplificagdo por RT-qPCR foram conduzidas em triplicata técnica (trés pogos por réplica

biolégica na placa), garantindo a robustez técnica da quantificagao.

O estadiamento do desenvolvimento das sementes foi baseado no sistema de nove
estadios (S1-S9) adotado pelo projeto de transcriptomica de soja do Joint Genome Institute

(JGI), amplamente utilizado em bases publicas como Phytozome v13 e Gene Atlas.

As faixas de massa fresca associadas a cada estadio foram definidas a partir de
critérios operacionais empregados na geragao dos dados de RNA-seq desse projeto, conforme
informacgao obtida diretamente com membros do consércio responsavel (comunicagao

pessoal).

Neste estudo, tais critérios foram utilizados como referéncia para a categorizacao
dos estadios de desenvolvimento, visando a compatibilidade com dados ptblicos de expres-
sao génica. As categorias de desenvolvimento definidas para a coleta, correspondendo as
respectivas faixas de massa fresca e caracteristicas visuais, estao detalhadas na Tabela 8.

Tabela 8 — Categorias dos estadios de desenvolvimento da semente de soja, definidas com
base na massa fresca e em caracteristicas visuais.

Estddio Faixa de Massa Fresca (mg) Caracteristicas

S1 < 10 -

S2 27 — 42 —

S3 70 — 95 -

S4 115 - 150 -

S5 200 — 250 —

S6 > 300 Semente Verde
S7 > 300 Semente Amarela
S8 200 — 250 Semente Amarela
S9 < 150 Semente Amarela

Nota: Os estadios S8 e S9 correspondem a fases avancadas de maturacdo e dessecagdo e nao
foram utilizados nas andlises de expressao génica deste estudo, com base nos valores infimos
gerados pelo Gene Atlas.

Fonte: Elaborada pelo autor. Informacoes detalhadas sobre as faixas de massa foram fornecidas
por Vikranth K. Chandrasekaran e colaboradores, integrantes do projeto de transcriptémica de
soja do JGI, por comunicagao pessoal (2022).

5.5.2 Extracao de RNA Total

A extragdo de RNA total foi realizada a partir de aproximadamente 100 mg
de tecido de sementes pulverizado em nitrogénio liquido. Devido as alteragoes drasticas
na composicao bioquimica da semente ao longo do desenvolvimento, especificamente o

acumulo progressivo de dleos e polissacarideos (amido) nos estddios finais, adotou-se uma
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estratégia diferente de extracao para garantir a integridade e pureza do material em todas

as fases.

Para os estadios iniciais e intermedidrios (S1 a S4), caracterizados por menor teor de
reservas complexas, utilizou-se o kit Direct-zol™ RNA Miniprep (Zymo Research), seguindo
as instrugoes do fabricante. Este método, baseado em colunas de silica, proporcionou alta

recuperagao de RNA com eficiente remogao de contaminantes.

Nos estadios de maturagao tardia (S5 a S7), observou-se que a elevada concentra-
¢ao de polissacarideos (amido) promovia a saturagao fisica das colunas de purifica¢do do
kit anterior. Para superar essa limitagao técnica, a extragao nestas amostras foi condu-
zida com o reagente Plant RNA Reagent (Invitrogen). Este protocolo baseia-se em um
reagente de lise contendo detergentes cationicos (CTAB) e isotiocianato de guanidina,
especificamente formulado para precipitar polissacarideos e polifendis antes da precipitagao
do RNA, evitando a co-precipitacao de inibidores de PCR e possiveis contaminac¢oes com

polissacarideos.

A concentragao e a pureza das amostras de RNA (razdes A260/A280 e A260/A230)
foram avaliadas em espectrofotometro NanoDrop™ (Thermo Scientific). A integridade das
bandas de rRNA (28S e 18S) foi verificada visualmente por eletroforese em gel de agarose

1,0% (p/v) corado com brometo de etidio.

5.5.3 Sintese de cDNA

Para a sintese de DNA complementar (cDNA), foi utilizada a enzima M-MLV
Reverse Transcriptase (M1302, Sigma-Aldrich®) com base nas orientagdes do fabricante.
A reacao foi preparada utilizando 1 ng de RNA total como molde e oligo nv(dT)30 como
primer. O RNA, o primer oligo nv(dT)30 e dNTPs foram incubados a 65°C por 5 minutos
e rapidamente resfriados em gelo. Em seguida, foram adicionados o tampao de reagao 10X
first strand buffer e a enzima M-MLV. A reagao de transcrigao reversa foi incubada a 37°C
por 50 minutos, seguida pela inativacao da enzima a 80°C por 10 minutos. As amostras de
cDNA resultantes foram diluidas 1:10 em &gua ultrapura livre de nucleases e armazenadas

a -20°C para uso nas reagoes de RT-qPCR.

5.5.4 Reacao de RT-qPCR e Analise de Expressao

As reagoes de PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) foram realizadas para
avaliar os niveis de transcritos do gene alvo BBI (Glyma.16G208900), normalizados por
dois genes de referéncia endégenos. As sequéncias dos primers utilizados para a amplificacao
do gene alvo e dos candidatos a controle endogeno estao apresentadas na Tabela 9. Os genes
p-conglicinina (Glyma.20G148400.1) e GAPDH (Glyma.06G172600.1) foram selecionados
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com base na sua validagdo prévia para andlises de expressao em soja (HU et al., 2009;
SEVERIN et al., 2010) e por representarem classes funcionais estritamente distintas. O
GAPDH esta envolvido em processos metabodlicos constitutivos da via glicolitica, sendo
um controle amplamente estével na espécie (HU et al., 2009). Em contrapartida, a f-
conglicinina é uma proteina de reserva cujo uso € estabelecido como marcador especifico
do transcriptoma de sementes (SEVERIN et al., 2010). A adogdo de genes pertencentes a
vias biolégicas independentes segue as diretrizes metodolégicas padrao para evitar o viés
de co-regulacao transcricional no calculo do fator de normalizagdo (BUSTIN et al., 2009).

Tabela 9 — Sequéncia dos primers utilizados para a amplificagcao por RT-qPCR do gene alvo
BBI e dos genes de referéncia endégenos.

Tamanho do

Gene Finalidade Sentido Sequéncia (5 — 3')
amplicon (pb)

BBI Fw TTGACACCAACGACTTCTGC

Alvo 83
(Glyma.16G208900) Rv GGCTTCGTCCATTTGAGAGA
[B-conglicinina, o Fw GATGAGGAACAAGATGAACGTCAAT

Referéncia 70
(Glyma.20G148400.1) Rv CTTGCTTTCGCTCTTCCTTC
GAPDH o Fw GGGTGGTGCAAAGAAGGTTATTA

Referéncia 72
(Glyma.06G172600.1) Rv TCGTTGACACCAACAACAAACA

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Os ensaios de RT-qPCR foram conduzidos em triplicatas biologicas e técnicas
utilizando o equipamento QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems™)
em placas de 96 pocos de 0,2 mL. As reacoes foram preparadas em um volume final de 10

nL, e a composicao detalhada da mistura reacional por poco estd descrita na Tabela 10.

Tabela 10 — Composigao da reagao para os ensaios de RT-qPCR.

Componente Volume por reagao (pL) Concentragao Final
GreenMaster® (2X)(Cellco) 5,0 1X

Primer Forward (10 nM) 0,5 500 nM
Primer Reverse (10 pM) 0,5 500 nM

cDNA (diluigao 1:10)* 2,0 -

Agua livre de nucleases 2,0 -

Volume Total 10,0

Nota: *O ¢cDNA utilizado como molde foi sintetizado a partir de 1000 ng de RNA total.
Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

O perfil térmico e os parametros da curva de dissociagdo (melt curve) adotados

para a amplificacao e verificacao da especificidade dos amplicons estao sumarizados na
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Tabela 11. O ensaio iniciou-se com etapas de pré-aquecimento a 50°C por 2 minutos e
ativacao da polimerase a 95°C por 10 minutos, seguidas de 40 ciclos de desnaturacao a
95°C por 15 segundos e anelamento/extensao a 60°C por 1 minuto. A curva de dissociagdo
foi realizada imediatamente apos o término da amplificacdo, com o objetivo de confirmar
a auséncia de dimeros de primers e verificar a especificidade da amplificacao, consistindo
em um patamar de 60°C por 1 minuto, seguido de aquecimento gradual até 95°C (taxa
de 0,5°C/s). A temperatura da tampa do termociclador foi mantida a 105°C e nao foi

utilizada referéncia passiva.

Tabela 11 — Condigoes reacionais e perfil térmico adotados para as analises de RT-qPCR.

Perfil Térmico de Amplificacao

Fase Temperatura Tempo Ciclos
Pré-aquecimento 50°C 2 min 1
Ativagao da polimerase 95°C 10 min 1
Desnaturacao 95°C 15s A0
Anelamento/Extensao 60°C 1 min

Curva de Dissociacdo (Melt Curve)
Fase Temperatura Tempo Taxa de Aquecimento
Patamar inicial 60°C 1 min -
Dissociagao 60°C — 95°C  Continuo 0,5°C/s

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

5.5.5 Analise dos dados de RT-qPCR

Os dados de amplificagdo foram exportados do software do equipamento QuantS-
tudio™ 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems™). Para cada reagio individual, a
eficiéncia de amplificacao (E) e o valor do ciclo de quantificagdo (Cq) foram estimados
utilizando o algoritmo da ferramenta Miner (ZHAO; FERNALD, 2005). Ressalta-se que
somente os valores calculados por este método foram utilizados nas analises subsequentes,
uma vez que o algoritmo computa esses parametros diretamente a partir da modelagem
cinética das curvas de fluorescéncia de cada amostra, nao assumindo uma eficiéncia de

amplificagdo constante (100%) entre as reagoes.

A analise da expressao relativa foi conduzida com base em um modelo de quantifi-
cagao generalizado que incorpora as eficiéncias individuais de amplificagdo e a normalizagao
por multiplos genes de referéncia (HELLEMANS et al., 2007). Inicialmente, calculou-se
a média aritmética dos valores de Cq e E das réplicas técnicas correspondentes a cada
réplica biologica. Em seguida, as quantidades relativas (RQ) foram calculadas pela férmula
RQ = (1 + E)~%4. Para corrigir possiveis variacdes na quantidade de RNA inicial e na
eficiéncia da transcri¢do reversa, calculou-se um Fator de Normalizagao (NF) para cada
amostra, obtido através da média geométrica dos valores de RQ dos genes de referéncia
selecionados (GAPDH e (-conglicinina).


http://miner.ewindup.info/
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A expressao relativa normalizada (NRQ) do gene alvo BBI (Glyma.16G208900) foi
determinada dividindo-se o RQ) do gene alvo pelo NF da respectiva amostra. Posteriormente,
os valores de NRQ foram reescalonados pelo método comparativo (SCHMITTGEN; LIVAK,
2008), adotando-se o estddio S1 como amostra calibradora (por apresentar a menor

expressao média), ao qual foi atribuido o valor relativo de 1,0.

Para atender a normalidade e homogeneidade de variancias requeridas pelos
testes estatisticos paramétricos, os dados de NRQ reescalonados foram submetidos a
transformagao logaritmica de base 2 (log,). A andlise estatistica para identificar diferencas
significativas na expressao do gene BBI ao longo dos estddios de desenvolvimento (S1
a S7) foi realizada no ambiente de programagdo computacional R (versao 4.5.3). As
diferencas globais foram avaliadas por meio da Andlise de Varidncia (ANOVA) de via
unica. Posteriormente, as médias foram comparadas utilizando o teste post-hoc de Tukey
(p < 0,05) com o auxilio do pacote estatistico agricolae, permitindo o agrupamento

estatistico das médias em classes de significancia.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SELECAO DO ALVO E PERFIL DE EXPRESSAO IN SILICO

A prospecgao gendmica do gene alvo foi realizada por meio de uma analise
comparativa de perfis transcricionais, utilizando dados de RNA-Seq provenientes do Gene
Atlas v.2 (SREEDASYAM et al., 2023). A investigacao conduzida neste estudo permitiu
a identificagao de 15 loci codificantes para inibidores do tipo Bowman-Birk em G. max
(L.) Merrill. A partir desse conjunto, foram integradas andlises filogenéticas e de expressao
génica nos diferentes estadios de desenvolvimento da semente, visando selecionar o locus
de maior relevancia funcional para a estratégia de edicdo. De maneira secundaria, foi
feita a analise de niveis de transcritos dos genes da familia BBI, separado pelos tecidos e

condigoes fisiologicas fornecidos pelo PlantGeneAtlas, constando no suplementar.

Conforme ilustrado na Figura 8, a andlise revelou forte heterogeneidade nos niveis
de transcritos entre os membros da familia. Apesar da presenca de multiplos loci codificantes
no genoma da soja, a contribui¢ao transcricional durante o desenvolvimento da semente
¢ fortemente concentrada em poucos membros. Destaca-se o gene Glyma.16G208900,
que apresentou niveis de expressao significativamente superiores aos demais, com um
pico consistente (atingindo valores superiores a 9.600 FPKM) nos estadios iniciais a

intermediarios associados ao enchimento do grao.

Esse padrao de dominancia indica que este locus responde pela maior parcela da
atividade transcricional da familia Bowman-Birk nesse periodo critico, justificando sua
escolha como alvo prioritario para a confirmacao experimental do perfil de expressao e

para as estratégias de edicao génica via CRISPR/Cas9 propostas neste estudo.
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Figura 8 — Analise filogenética e perfil de expressao transcricional da familia de genes do
Inibidor Bowman-Birk (BBI) em Glycine max (L.) Merrill.
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Legenda: (A) Arvore filogenética ilustrando as relagoes de ortologia e as distancias evolutivas
entre os 15 loci da familia BBI identificados na soja. O inibidor de Lens culinaris (L.culinaris)
foi utilizado como grupo externo para o enraizamento da arvore. Os valores nos nés indicam a
confiabilidade dos ramos (teste de bootstrap com 10.000 réplicas). (B) Heatmap com agrupamento
hierarquico representando os niveis de transcritos ao longo de nove estadios de desenvolvimento
da semente (S1 a S9). A escala de cores (variando do branco ao vermelho) indica a intensidade
de expressao, atingindo um méximo de 9629 (FPKM). O gene alvo selecionado para edi¢ao por
CRISPR/Cas9, Glyma.16G208900, encontra-se destacado em vermelho na arvore filogenética,
e com os maiores valores de FPKM, evidenciando seu expressivo pico de atividade transcricional
nos estadios iniciais a intermediarios do enchimento do grao.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026), com dados de expressao do Gene Atlas v.2.
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6.1.1 Validacao experimental do perfil de expressao na cultivar de soja BRS
537

Embora os dados do genoma de referéncia (G. maz (L.) Merrill) cv. Williams
82 demonstrem a predominéncia transcricional do gene Glyma.16G208900, a validacao
experimental desse perfil é necessaria, uma vez que variagoes genotipicas e ambientais
podem influenciar a regulagao da expressao génica. Assim, para confirmar o padrao de
expressao na cultivar BRS 537, os niveis de mRNA foram quantificados por RT-qPCR ao

longo dos estadios de desenvolvimento da semente selecionados (S1-S7).

Conforme apresentado na Figura 9, a quantificacao revelou um padrao dindmico
de transcri¢ao do alvo. Os niveis de expressao relativa foram normalizados pelos genes de

referéncia GAPDH e [-conglicinina. O estadio inicial de desenvolvimento (S1) foi adotado
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como amostra calibradora (valor relativo igual a 1,00 % 0,20) por representar o momento
fisiolégico de menor atividade transcricional deste gene, servindo como linha de base basal
para a embriogénese inicial.

Figura 9 — Quantificagao relativa dos transcritos de Glyma.16G208900 por RT-qPCR
durante o desenvolvimento da semente da cultivar BRS 537.
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Legenda: Os niveis de expressao foram quantificados nos sete estddios (S1 a S7), representando
a progressao temporal da embriogénese até a maturacio/dessecagdo das sementes de soja. Os
dados brutos (Cq e Eficiéncia) foram extraidos via algoritmo Miner e normalizados pela média
geométrica da expressao dos genes endogenos de referéncia GAPDH e 3-conglicinina. A expressao
relativa foi escalonada adotando o estadio S1 como amostra calibradora (valor = 1). As barras
indicam a média da expressao relativa de trés repetigoes biologicas, cada uma analisada em
triplicata técnica, e as linhas verticais representam o erro padrao da média (EPM). Letras
distintas acima das barras indicam diferenca estatistica significativa pelo teste post-hoc de Tukey
(p < 0,05). Observa-se uma regulagao fortemente positiva (up-regulation) atingindo o pico nos
estadios S5 e S6, seguida de um declinio acentuado no estadio final (S7).

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Em relacao a essa linha de base, observou-se um nivel transcricional basal no estadio
S1 (1,000, 20), seguido por um salto expressivo e estatisticamente significativo (p < 0,001)
j& no estadio S2 (24,78 £9,99). Esse acimulo continuo culminou em niveis massivos
durante a fase critica de enchimento de grao e transicdo para a maturacao. O patamar de
expressao maxima foi detectado de forma ampla nos estadios S5 (339,73 + 51,09) e S6
(404, 04+132, 42), ndo havendo diferenca estatistica entre estes dois estédios, caracterizando

uma janela de intensa atividade transcricional. A andlise confirmou que este bloco de
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expressao maxima (S5-S6) ¢é significativamente superior aos niveis observados no inicio do

desenvolvimento (p < 0,001).

A partir do estadio S6, nota-se uma virada abrupta na biologia da semente. Uma
reducao drastica na abundancia de transcritos ocorre na transicao para o estadio S7
(54,43 + 14,51), configurando um declinio significativo (p < 0,01 em relagdo a S6) em

dire¢ao aos niveis de dorméncia.

Curiosamente, a topologia da curva de expressao obtida experimentalmente re-
vela uma divergéncia temporal marcante em relagdo aos perfis transcricionais genéricos
previstos pela plataforma in silico, Gene Atlas. Enquanto os dados de RNA-seq de refe-
réncia (ancorados na cultivar temperada Williams 82) sugerem um pico de expressao de
Glyma.16G208900 nas fases iniciais de desenvolvimento embrionario (a partir da fase S2),
a quantificacao por RT-qPCR na cultivar BRS 537 demonstrou um deslocamento do pico
de expressdo méxima para os estadios tardios (S5 e S6), com uma indugao superior a 400

vezes.

Essa divergéncia evidencia a necessidade da validacao experimental e pode ser
explicada por fatores genotipicos, metodolégicos e fisioldgicos. Primeiramente, a cultivar
BRS 537 possui adaptagoes ao ambiente tropical que podem alterar a ontogenia e a
cronologia da regulacdo génica em relagao a cultivar de referéncia. Em segundo lugar,
metodologicamente, abordagens de transcriptomica global (RNA-seq) expressam valores de
abundancia relativa que podem sofrer efeito de diluicao devido a massiva sintese simultanea
de diversos transcritos de reserva durante o enchimento de graos, enquanto a abordagem
de RT-qPCR com miultiplas normalizacoes e correcao de eficiéncia oferece uma resolugao

direcionada e altamente sensivel.

Do ponto de vista fisiolégico e evolutivo, a dindmica observada via RT-qPCR
alinha-se de forma mais consistente com a biologia da planta. Nos estddios iniciais (S1
e S2), a semente encontra-se predominantemente na fase de divisao e expansao celular
(JONES; VODKIN, 2013), justificando a atividade moderada de genes ligados a reserva
metabdlica. Em contraste, a marcante e robusta regulacao positiva observada nos estadios
posteriores (S4 a S6) coincide perfeitamente com a fase de enchimento de graos, etapa na
qual a semente desloca sua maquinaria para a sintese massiva de proteinas de reserva e

defesa.

Fisiologicamente, a superexpressao do gene BBI nesta janela temporal tardia
atende a uma demanda de protecao agronomica e de armazenamento. A medida que o
tecido cotiledonar se torna altamente nutritivo, ele eleva o seu risco a herbivoria. Assim, a

planta parece responder com a maximizagao da transcricao de inibidores de protease como
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o BBI (Glyma.16G208900), sugerindo uma estratégia evolutiva para sincronizar a defesa
bioquimica com o acimulo de nutrientes (CLEMENTE et al., 2019; QI et al., 2005). Em
consequéncia, com a chegada do estadio S7, o declinio nos niveis de mRNA reflete a esperada
mudanc¢a metabodlica, onde a transcricao é suprimida para que a semente sofra dessecagao
e entre em dorméncia fisiologica (COLLAKOVA et al., 2013). Em suma, a magnitude de
transcricdo no momento exato do enchimento de graos sustenta a adequacao biologica
desta isoforma como o alvo prioritdario para a eliminagdo do seu trago antinutricional via

edi¢do genOmica.

6.2 VALIDACAO ESTRUTURAL DO ALVO GLYMA.16G208900 E PRE-
DICAO DE FUNCIONALIDADE

6.2.1 Caracterizacao Estrutural da Proteina do Gene Glyma.16G208900
Madura

A validagao funcional de genes candidatos via edi¢do génica requer um conheci-
mento profundo da estrutura tridimensional da proteina alvo. Uma vez que nao hé estrutura
cristalografica experimental depositada para o produto do gene Glyma.16G208900 no
Protein Data Bank (PDB), esta etapa do projeto foi dedicada a constru¢ao de um modelo
molecular que permitisse prever o comportamento do inibidor e validar sua capacidade de

interagao com proteases.

A modelagem inicial da sequéncia completa de aminodacidos revelou uma arqui-
tetura globular compacta, tipica da familia BBI (QI et al., 2005). Essa conformacao
estrutural é caracterizada por um arranjo altamente reticulado e estabilizado por pontes
de dissulfeto, o qual confere a proteina sua notavel estabilidade térmica e extrema resis-
téncia a degradacao proteolitica, caracteristicas estruturais que sao fundamentais para a

manutenc¢ao da sua atividade como inibidor de proteases no ambiente celular.

Contudo, acoplada a esse niicleo estavel, observou-se uma extensao hélice N-
terminal projetada com indices de confianga muito baixos (pLDDT < 50), sugerindo
tratar-se de uma regidao intrinsecamente flexivel ou transitoria, conforme ilustrado na
Figura 10A.

Para investigar e validar a natureza desta regiao, a sequéncia primaria foi submetida
ao servidor SignalP 6.0, que indicou, com probabilidade superior a 99%, a presenca de um
peptideo sinal do tipo Sec/SPI (Figura 10B). O sitio de clivagem foi identificado entre os
residuos 24 e 25 (Ala24-Ala25), delimitando a transi¢io exata para a sequéncia funcional
da proteina madura. Com a confirmacao desta sequéncia sinalizadora de enderecamento,

procedeu-se a obtencao do modelo refinado da forma processada para as andlises funcionais
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e de ancoragem (docking) subsequentes.

Figura 10 — Modelagem estrutural e predicao de peptideo sinal da proteina BBI codificada
pelo gene Glyma.16G208900.
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Legenda: (A) Modelo 3D inicial gerado pelo algoritmo AlphaFold2. O gradiente de cores
reflete o indice de confianga da predi¢do (pLDDT) estimado por residuo: a regido em azul indica
confianca alta a muito alta (pLDDT > 70), correspondendo ao nicleo globular estruturado e
maduro da proteina; a regido em representa confianca baixa (50 < pLDDT < 70); e
a regiao em vermelho denota confianga muito baixa (pLDDT < 50), caracteristica de regides
intrinsecamente desordenadas, evidenciando o peptideo sinal flexivel na extremidade N-terminal.
(B) Gréfico de probabilidade gerado pelo SignalP 6.0, indicando a arquitetura do peptideo sinal
tipo Sec/SPI: a regidao n (linha sélida vermelha), a regido h (linha solida laranja) e a regiao c
( ). A linha vertical verde tracejada (CS) marca o sitio de clivagem predito
entre os residuos Ala24 e Ala25, a partir do qual a probabilidade de proteina madura (linha
tracejada vermelha) atinge o patamar maximo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

6.2.2 Obtencao do Modelo Estrutural da Proteina Madura e Mapeamento

dos Sitios Ativos

A sequéncia da proteina, apés a remoc¢ao do peptideo sinal predito, foi submetida
a uma nova rodada de modelagem estrutural. Conforme ilustrado na Figura 11, foram
observadas regioes de desordem estrutural nas extremidades da cadeia polipeptidica. Essa
constatagao motivou a remocgao in silico dos segmentos nao presentes nos BBIs canonicos

mencionados na Secao 5.1.3, a fim de obter a representacao exata de sua forma madura.
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Figura 11 — Predicao estrutural do inibidor Bowman-Birk apds a remocao do peptideo sinal.

Legenda: Modelo tridimensional predito pelo servidor AlphaFold2. A coloragdo do esqueleto
polipeptidico reflete o indice de confianga da predi¢ao estimado por residuo (pLDDT). O nicleo
estruturado, que abriga os sitios ativos, apresenta confianga alta a muito alta (azul e ciano). Em
contrapartida, as extensoes projetadas nas extremidades N-terminal e C-terminal exibem niveis
de confianga baixos a muito baixos ( e ), evidenciando que se tratam de regices
intrinsecamente flexiveis e desordenadas, que precedem a forma madura e compacta do inibidor.
Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Esta etapa de re-modelagem e corte guiado pelas sequéncias ativas é crucial, ao
permitir que o algoritmo recalcule o enovelamento na auséncia das regioes N-terminal e
C-terminal desordenadas. A exclusao dessas regioes intrinsecamente flexiveis evita interfe-
réncias termodinamicas e espaciais artificiais durante o célculo da predicao, resultando em

uma geometria global mais precisa e energeticamente favoravel (RUFF; PAPPU, 2021).

A predicao estrutural de proteinas de baixa massa molecular e ricas em pontes
dissulfeto representa um desafio conhecido. Essas proteinas frequentemente carecem de
um nucleo hidrofébico volumoso que guie o enovelamento termodinamico, dependendo
fortemente do pareamento correto das cisteinas (MCDONALD et al., 2023). Diante desse
cenario, a confiabilidade do modelo gerado pelo AlphakFold v2 foi avaliada por meio de
superposicao estrutural com o inibidor Bowman-Birk de referéncia de G. maz (L.) Merrill
(PDB ID: 1K9B).

A avaliagao topoldgica global no servidor T'M-align (ZHANG; SKOLNICK, 2005)
resultou em um TM-score (Template Modeling score) de 0,885. Como valores estritamente
superiores a 0,5 indicam que as estruturas compartilham o mesmo enovelamento, este

resultado indica a identidade topoldgica do modelo predito. Complementarmente, o ali-
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nhamento espacial refinado revelou um valor de RMSD (Root Mean Square Deviation) de
0,549 A, calculado sobre as coordenadas de 319 dtomos de carbono alfa (C'ar) constituintes
do esqueleto polipeptidico (Figura 12A). Este valor em escala sub-angstrom, aliado ao
elevado TM-score, evidencia uma coincidéncia estrutural de altissima precisao entre os
backbones. Essas métricas indicam a acuracia do algoritmo na predi¢ao conformacional,
sugerindo um arranjo adequado das pontes dissulfeto em relagao as estruturas depositadas,

fator essencial para a estabilidade do enovelamento.

O modelo foi analisado no software PyMOL v2.5 (SCHRODINGER, LLC, 2021),
exibindo a conformagao canonica de “cabeca dupla” (double-headed), tipica da familia
Bowman-Birk (VOSS et al., 1996). A superposicao com a estrutura de referéncia indicou
a preservacao de dois lagos reativos funcionalmente independentes, fundamentais para a
atividade inibitéria (QI et al., 2005). O Sitio Reativo 1 (lagco N-terminal) é caracterizado
pela exposigao solvente-acessivel do residuo Argl6. O Sitio Reativo 2 (lago C-terminal)
apresenta o residuo Arg43 em conformacao andloga, sugerindo a capacidade de interagao

independente com uma segunda enzima proteolitica conforme demonstrado na Figura 12B.

A inspecao da geometria local desses residuos chave indicou que ambos se encon-
tram adequadamente posicionados no contexto estrutural, apresentando compatibilidade
geométrica com a formacao de complexos proteina—proteina, corroborando a utilizacdo do

modelo nas simulagoes subsequentes de docking molecular.

Figura 12 — Validacgao estrutural e funcional do inibidor Bowman-Birk modelado.

B

Legenda: (A) Superposigao estrutural entre o modelo tridimensional predito pelo AlphaFold
v2 para a proteina madura (em ciano) e a estrutura cristalografica experimental de referéncia
do inibidor Bowman-Birk de (G. maz (L.) Merrill) (PDB ID: 1K9B, cm verde). A elevada
coincidéncia dos esqueletos polipeptidicos, evidenciada pelo baixo valor de RMSD (0, 549 A,
calculado sobre 319 dtomos alinhados), indica a acuracia do enovelamento global e da predigao
da rede de pontes dissulfeto intracadeia. (B) Detalhe dos dois lagos reativos funcionalmente
independentes do modelo, destacando a exposicao dos residuos Argl6 e Argd3 em vermelho,
configurando a arquitetura estrutural competente para inibi¢do simultanea.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).
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6.2.3 Inferéncia Funcional Baseada em Modelagem Molecular: Analise Com-

parativa da Interacao Enzima-Inibidor

A competéncia funcional do modelo Glyma.16G208900 foi verificada via docking
molecular frente as proteases Tripsina Bovina e a-Quimotripsina. As andlises sugerem que
o inibidor possui a plasticidade conformacional necessaria para interagir eficientemente
com ambas as enzimas, comportando-se como um inibidor “cabega-dupla” (double-headed)
classico. Esse mecanismo de acao ¢ associado ao inibidor Bowman-Birk, cuja arquitetura
bifuncional, amplamente validada por cristalografia, permite a neutralizacao simultanea e
independente de duas moléculas de serino-proteases por meio de lagos reativos localizados
em dominios estruturalmente opostos (VOSS et al., 1996; QI et al., 2005).

No complexo binario com a Tripsina, obteve-se um Docking Score altamente
favoravel de —355, 62. A confiabilidade estatistica do modelo foi atestada pelo elevado indice
de confianca (Confidence Score de 0,9839) e por um valor de Ligand RMSD (Root Mean
Square Deviation) residual de 0,23 A. O baixo valor de RMSD indica que o lago reativo
do inibidor sofreu minima deformacao estrutural para se ancorar na enzima, validando a
rigidez predita. A analise estrutural (Figura 13A) confirmou a insergao candnica do residuo
Argl6 na fenda catalitica, com uma distancia de 2,9 A entre o seu carbono carbonilico
(CO) e o oxigénio gama (OG) da Ser195 catalitica da enzima. Esta proximidade espacial
e compatibilidade geométrica sao caracteristicas fundamentais do mecanismo padrao de
inibicao candnica. O lago reativo do inibidor mimetiza a conformac¢ao de um substrato
verdadeiro no complexo, posicionando o carbono suscetivel de forma termodinamicamente
favoravel ao ataque nucleofilico inicial; no entanto, a alta rigidez estrutural do inibidor

previne o avanco do ciclo catalitico e a subsequente clivagem (KROWARSCH et al., 2003).

Para a a-Quimotripsina, o complexo apresentou um Score energético de —357,95
e um indice de confianca estatistica de 0, 9846, indicando uma interacao também altamente
favoravel e estével (Ligand RMSD de 0,37 A) A ancoragem foi mediada pelo lago reativo
C-terminal do inibidor, destacando-se a inser¢ao do residuo Arg43 na fenda catalitica,
com distancia de interacdo de 2,7 A em relacdo & Serl95 catalitica da enzima (Figura
13B). Embora a a-Quimotripsina apresente preferéncia classica por residuos hidrof6bicos
volumosos no seu sitio principal de clivagem, a formagao estavel deste complexo com uma
arginina corrobora o mecanismo padrao de inibi¢ao da familia BBI (LASKOWSKI; KATO,
1980; KROWARSCH et al., 2003). Segundo este modelo, a extrema rigidez estrutural do
laco reativo, mantida pela extensa rede de pontes dissulfeto, aliada as extensas interacgoes
secundarias na interface da proteina, sdo capazes de ancorar a enzima e estabilizar o
complexo de Michaelis, compensando energeticamente a presenca de um residuo subdétimo

na fenda de clivagem.
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Figura 13 — Analise de docking molecular do inibidor BBI em complexos binarios.

Legenda: (A) Detalhe da interacdo entre o residuo reativo Argl6 (verde) do inibidor e a Ser195
catalitica da Tripsina Bovina (ciano), destacando a distancia de 2,9 A entre os 4tomos (CO
e OG). (B) Interagao entre o residuo reativo Arg43 (verde) do inibidor e a Ser195 catalitica
da a-Quimotripsina (laranja), com distancia de 2,7 A. As representacoes em varetas seguem a
coloragao classica de dtomos (Oxigénio em vermelho, Nitrogénio em azul, Carbono na cor da
proteina). Alguns residuos foram suprimidos para melhor visualizacdo das interfaces de ligagao.
Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Conforme descrito na literatura, a especificidade de ligacdo nestes inibidores é
determinada majoritariamente pela conformagao rigida do loop reativo estabilizado pela
rede de pontes dissulfeto e pela superficie de contato com a protease, prevalecendo sobre
a simples complementaridade quimica entre o residuo reativo do inibidor e a fenda de
ligagao da enzima (LASKOWSKI; KATO, 1980; BODE; HUBER, 1992; OTLEWSKI et al.,
1999). Dessa forma, a inibi¢ao ocorre via oclusao estérica do sitio catalitico e estabilizacdo
geométrica do complexo, fendmeno que permite superar a seletividade primaria da enzima
(LASKOWSKI; QASIM, 2000; KROWARSCH et al., 2003).
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A bivaléncia simultanea foi ratificada pela modelagem do complexo ternario
(Tripsina—Inibidor—-Quimotripsina), que alcangou um elevado indice de confianga (Con-
fidence Score de 0,8089), indicando a probabilidade estrutural do modelo, e um Score
energético favoravel de —222,13. Para esta etapa, adotou-se o complexo binario Tripsina-
BBI como receptor estatico, enquanto a a-Quimotripsina atuou como ligante mével.
Durante esta simulacao de docking sequencial, observou-se um valor de Ligand RMSD
de 129,28 A. Este parametro é esperado e reflete o amplo deslocamento translacional
global da a-Quimotripsina desde o seu ponto de partida aleatério até o seu ancoramento
estavel no sitio reativo C-terminal livre do complexo receptor(ANDRUSIER et al., 2008;
MENDEZ et al., 2003).

A estrutura tridimensional final (Figura 14A) demonstra a manutencao da compe-
téncia de ligacdo em ambos os lacos reativos simultaneamente. As distancias interatémicas
nas fendas cataliticas do complexo ternério (3,2 A para a Tripsina e 3,1 A para a Quimo-
tripsina) sofreram apenas variagdes marginais em relagdo aos complexos binérios isolados.
Além disso, a andlise visual do complexo revelou a auséncia de impedimentos estéricos
severos entre as massas globais da Tripsina e da Quimotripsina, indicando que a arquitetura
dicotomica do BBI fornece o espacamento fisico e angular adequado para a acomodagao
simultdnea de ambas as serino-proteases sem repulsao estrutural. Isso corrobora a estabi-
lidade da arquitetura dicotémica do inibidor mesmo sob saturacao total dos seus sitios

ativos.

Este resultado possui implicagoes estruturais e bioldgicas fundamentais, pois a
manutencao das distancias de interagao e a geometria conservada das interfaces indicam
a auséncia de impedimentos estéricos significativos quando ambas as proteases estao
ancoradas. Isso sugere que a molécula do inibidor ¢ estruturalmente robusta e preserva sua
conformacao global, essencial para a manuten¢ao da funcao bivalente, uma caracteristica
classica pela independéncia espacial dos dominios N- e C-terminais da familia Bowman-Birk
(BIRK, 1985; VOSS et al., 1996).

Em conjunto, as analises de modelagem molecular e docking indicam que o BBI
majoritario nas sementes apresenta todas as caracteristicas estruturais e funcionais tipicas
dos inibidores Bowman-Birk candnicos. O modelo revelou elevada conservac¢ao do enovela-
mento global, estabilizado por uma densa de rede de pontes dissulfeto e pela arquitetura
de “cabeca dupla”, abrigando dois lagos reativos funcionais e independentes. As simulacoes
demonstraram que esses sitios sao geometricamente e energeticamente competentes para
promover a oclusao estérica e inibi¢ao simultanea da tripsina e quimotripsina, conforme
os parametros termodinamicos e estruturais sumarizados na Tabela 12. Dessa forma, os
resultados indicam que o locus Glyma.16G208900 codifica uma isoforma integra e alta-

mente responsiva do BBI, sendo um determinante primario da atividade antinutricional
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associada a inibicdo de proteases digestivas em sementes de soja. Consequentemente, o
knockout direcionado deste gene via sistema CRISPR/Cas9 consolida-se como a estratégia
promissora para a supressao desta atividade inibitoria, visando a obtencao de linhagens
transgene-free com alta qualidade proteica, sem comprometer a integridade das demais

proteinas de reserva do grao.

Figura 14 — Modelagem tridimensional do complexo ternario evidenciando a bivaléncia
simultanea do inibidor BBI (Glyma.16G208900.)
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Legenda: (A) Visao geral da arquitetura do inibidor Glyma.16G208900 (verde) mediando a an-
coragem simultanea e independente da Tripsina Bovina (ciano, a esquerda) e da a-Quimotripsina
(laranja, a direita) em polos estruturalmente opostos. Os residuos-chave das interfaces de intera-
¢ao (Argl6 do inibidor pareada & Ser195 da Tripsina, e Arg43 do inibidor pareada a Ser195 da
Quimotripsina) estdo destacados em vermelho. (B) Detalhe estrutural da interface N-terminal,
evidenciando a inser¢do da Argl6 do inibidor na fenda da Tripsina, com distdncia de interagdo
de 3,2 A em relacdo a Ser195 catalitica. (C) Detalhe estrutural da interface C-terminal, apresen-
tando a Argd3 ancorada na fenda da Quimotripsina, com distancia de 3,1 A para a respectiva
Ser195 catalitica. Modelos gerados via docking sequencial (HDOCK) e analisados no software
PyMOL.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Tabela 12 — Sintese dos pardmetros termodindmicos e estruturais obtidos nas simulac¢oes de
docking molecular do BBI (Glyma.16G208900).

Complexo Simulado Score (HDOCK) Confianga RMSD (A) Distancia (A)
Binario: Tripsina—BBI —355,62 0, 9839 0,23 2,9
Binario: Quimotripsina-BBI —357,95 0, 9846 0,37 2,7
Ternério: Trip—-BBI-Quimo —222,13 0, 8089 129, 28 3,2 (Trip)
3,1 (Quimo)

Nota: “O elevado valor de RMSD no complexo ternario corresponde ao amplo deslocamento
translacional do ligante moével no espaco tridimensional durante a ancoragem sequencial, nao
representando deformacao estrutural. Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

6.2.4 Analise de Redundancia e Arquitetura Regulatéria da Familia BBI

Embora a validacao estrutural sugira a competéncia do gene Glyma.16G208900
como inibidor de proteases, a eficacia de uma estratégia de knockout génico em soja visando
a melhoria da digestibilidade do grao depende fortemente da arquitetura gendémica da
espécie. Sendo um organismo paleopoliploide, a soja frequentemente retém miltiplas copias

funcionais de genes (paralogos) oriundos de eventos de duplicacdo completa do genoma
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(WGD), o que poderia mascarar o fenétipo de perda de fungao via compensagao genética
transcricional (SCHMUTZ et al., 2010).

A anédlise de homologia e identidade da sequéncia codificadora (CDS) permi-
tiu agrupar os genes da familia BBI em moddulos de conservagdao em relacdo ao gene
alvo (Glyma.16G208900). Foram identificados trés pares de pardlogos principais: o Mé-
dulo 1, composto pelos genes ParlA (Glyma.09G158700) e ParlB (Glyma.09G158600)
(83,3% de identidade); o Médulo 2, contendo Par2A (Glyma.09G158800) e Par2B
(Glyma.14G117600) (82,9%); e o Médulo 3, formado por Par3A (Glyma.09G158900) e
Par3B (Glyma.09G158500) (70,8% e 70,1% respectivamente).

Notavelmente, a prospeccao in silico desses paralogos revelou uma sobreposicao
com os dados de transcriptomica (RNA-Seq) obtidos de forma independente. Os loci que
satisfizeram o limiar de identidade de sequéncia (>70%) coincidem com o clado de genes
que apresentam expressao basal durante as fases do desenvolvimento da semente (Figura
8). Essa convergéncia metodolégica é um indicativo de que a arquitetura dos elementos
cis-regulatorios nesses paralogos sofreu pressoes evolutivas distintas em relagao ao gene
alvo. Esse perfil é caracteristico de eventos de subfuncionalizacao evolutiva pds-duplicagao
génica (FORCE et al., 1999), onde a divergéncia nas regides promotoras atua como o
principal mecanismo para segregacao espacial e temporal de tarefas, mesmo quando a

identidade da proteina madura é conservada.

A andlise integrativa das regides promotoras (2000 pb upstream), cruzando dados
de densidade espacial de consenso concomitante por PlantCARE, PlantPAN e FIMO/Plan-
tRegMap (janelas de agrupamento de 30 pb), mapeou a sintaxe regulatéria da familia. O
mapeamento demonstrou que, ao invés de uma compartimentalizacao estrita, a familia BBI
opera sob uma regulagdo combinatoria e em gradiente. Todos os membros compartilham
uma forte espinha dorsal ancestral baseada em defesas moduladas por acido jasmonico
(MYC/MYB) e expressao em sementes (RY-element), mas variam na densidade e nas
combinagoes de motivos especializados e motivos ligados a disponibilidade do DNA aos

fatores de tarnscrigdo, ditando a responsividade de cada locus (Tabela 13).

Esta sobreposicao espacial e funcional, evidenciada pela modelagem gendémica

(Figura 15), delineia os perfis de atuagao fisioldgica entre o alvo e seus pardlogos:
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Figura 15 — Mapa de densidade de elementos cis-regulatdrios e elementos de acessibilidade.
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Legenda: Modelagem espacial da arquitetura regulatéria comparativa da familia BBI. (A)
Distribuicao espacial de médulos de motivos cis-regulatérios. (B) Densidade de elementos de
acessibilidade cromatinica (MARTBOX e AT-Hook). Destaca-se a forte co-localizagao destes
elementos nos primeiros 500 pb do gene alvo (em vermelho).

e A Assinatura Aguda e Arquitetura Aberta do Gene Alvo: O gene alvo
(Glyma.16G208900) nao se diferencia por possuir motivos exclusivos, mas por sua
sintaxe topologica desbalanceada. Ele mantém a marcagdo de semente (RY-element
(TAN et al., 2025)), mas ¢ o tnico membro de toda a familia que se desconectou
completamente do metabolismo basal de acimulo de reservas a longo prazo (zero
copias de 02/GCNJ). Em compensagio, ele concentra a densidade méxima do eixo
de resposta aguda a dano mecanico, acumulando seis agrupamentos de ferimento
(WRE8/WUN-motif (CLEMENTE et al., 2019)). A base mecanistica para a sua
hiperexpressao (Figura 9) é elucidada pela topologia proximal do seu promotor:
diferentemente dos paralogos, o gene alvo concentra uma densidade massiva de
elementos de acessibilidade cromatinica estritamente co-localizados com os sitios de
ligagao de fatores de transcri¢ao ativadores nos primeiros 500 pb upstream (Figura
15). Estudos recentes elucidam que as interagdes guiadas por motivos AT-Hook
promovem o remodelamento dindmico da arquitetura da cromatina, mediando a
regulagao epigenética e atuando como potentes integradores de sinais de estresse
bidtico (MARTIN¢OVE; SOUKUP, 2025). Essa co-localizagdo na zona proximal
cria um ambiente fisicamente desimpedido que viabiliza o recrutamento imediato
da maquinaria transcricional. Isso sugere que o alvo pode ndo atuar apenas como
uma proteina de reserva basal, mas apresentar transcricao fortemente induzida em

resposta a danos mecanicos pela mastigacao de pragas.

« O Espectro de Maturacgao e Tolerancia Abiética (Mddulos 1 e 3): Os
paralogos evoluiram para sustentar o metabolismo continuo da planta em oposicao a
resposta aguda do alvo. Os Moédulos 1 e 3 representam um gradiente de regulagao
ambiental, onde a acessibilidade cromatinica é mais difusa. O Mddulo 3 concentra
a maior maquinaria de metabolismo de reservas do endosperma (02-site/GCN/4
(VERDIER; THOMPSON;, 2008)) com quatro cépias por promotor, ancorada a
maior densidade da familia para vias hormonais sistémicas de ABA (7 a 9 sitios) e
Jasmonato (23 sitios) (LI et al., 2022). O Médulo 1 atua como um intermediério
evolutivo: preserva a expressao basal na semente (pico de sete RY-elements no
ParlA), equilibra a dessecagao pelo ABA (LAMERS et al., 2025) e mantém o alerta
bidtico secundario via MYC/MYB, mas, assim como o Médulo 3, reduziu os motivos

de injdria mecanica presentes no gene alvo.

» Divergéncia Imunolégica Sistémica (Mddulo 2): Dentro da evolugao da familia,

o gene Glyma.14G117600 (Par2B) representa o salto evolutivo em rela¢ao ao
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padrao de semente. Ele perdeu o ativador primério da embriogénese (zero RY-
elements) e as respostas a mastigacao (zero WRE3/WUN). Em contrapartida,
voltou sua expressao celular para a via imunolégica adquirindo densidade para o
elemento W-boz (cinco sitios, reconhecidos por fatores de transcri¢ao sistémicos
WRKY (LESCOT, 2002)). Este rearranjo global indica que o locus Par2B escapou
do paradigma de acimulo no grao para atuar na imunidade inata sistémica (folhas,

vagens e raizes) contra patdgenos biotrdficos e necrotroficos.

Tabela 13 — Heatmap da densidade de elementos cis-regulatérios dos paralogos do BBI alvo.

Semente & Estresse Defesa, Ferimento e
Moébdulo Gene Reservas Abiético Sinalizacao Hormonal
ABA Ferimento . JA
LSy (R e 8o
men G-box)  WUN) x MYB)
Alvo Glyma.16G208900 5 0 2 6 1 0 16
Par 1 Glyma.09G158700 (1A) 7 2 6 3 3 1 20
ar
Glyma.09G158600 (1B) 5 2 2 1 3 1 20
Par 2 Glyma.09G158800 (2A) 5 1 4 1 1 1 18
ar
Glyma.14G117600 (2B) 0 1 4 0 5 0 13
Par 3 Glyma.09G158900 (3A) 6 4 9 1 2 2 23
ar
Glyma.09G158500 (3B) 6 4 7 2 2 1 23

Nota: Valores indicam a contagem de agrupamentos fisicos inicos na regiao promotora (2000
pb) mapeados por meio do score estatistico combinado das ferramentas in silico (limiar de janela
de 30 pb). A intensidade do sombreamento indica a propor¢ao do respectivo motivo (os valores
destacados em negrito indicam a densidade maxima encontrada na familia BBI para cada
eixo). O gradiente de cores reflete a abundancia de sitios de ligagdo de consenso, evitando falsos-
negativos algoritmicos ao cruzar ocorréncias validadas nas plataformas PlantCARE, PlantPAN e
FIMO. Todos os promotores conservaram integralmente (uma cépia base) do T'C-rich repeats.
Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

A partir dessa dindmica transcricional responsiva, a caracterizacdo da regiao
de 2000 pb upstream revela um perfil regulatorio promissor tanto para a compreensao
da fisiologia vegetal quanto para aplicagoes em biologia sintética. A coocorréncia de
dominios estruturais como os AT-hook e elementos MARTBOX sugere que este promotor
coordena a expressao génica para além do recrutamento classico de fatores de transcricao,
atuando na modulacao da arquitetura da cromatina e na sua ancoragem ao arcabougo
nuclear (DOLGOVA; DOLGOV, 2019). Do ponto de vista biotecnoldgico, a conservagao
e funcionalidade desses elementos conferem a este promotor o potencial de atuar como
uma bio-part na construcao de novos cassetes de expressao. Diferentemente de promotores
constitutivos heterélogos, que impoem um custo energético continuo a planta, o uso de
um promotor endoégeno com controle espaciotemporal refinado abre perspectivas para a

expressao sitio-dirigida de proteinas recombinantes, a superexpressao de genes de defesa
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ou o silenciamento génico focado na semente, minimizando potenciais efeitos pleiotrépicos

no desenvolvimento vegetativo (YU et al., 2023).

Esta analise integrativa atende ao arcabouco proposto pela biotecnologia moderna.
Estudos recentes que geraram mutantes para inibidores de protease, como linhagens
duplo-nulas em ervilha (CLEMENTE et al., 2015) e nocautes da familia BBI via CRISPR-
Cas9 em soja (KIM et al., 2024), demonstraram sucesso na redugao drastica da atividade
antinutricional do grao. Contudo, a literatura ressalta que o real impacto agronémico dessas
mutagoes na defesa contra herbivoria em campo ainda carece de validacao (CLEMENTE
et al., 2015; KIM et al., 2024). E exatamente nesta lacuna fisiolégica que a arquitetura
regulatoria e de disponibilidade do DNA aqui demonstrada, em conjunto com os dados de
expressao, atua: ela fornece o embasamento tedrico para prever a viabilidade da planta e

contrapor a hipotese de vulnerabilidade sistémica da cultura a ataques generalizados.

Este knockout, tem o potencial de resultar na diminui¢ao expressiva de um
fator antinutricional contido na semente, melhorando os indices de conversao alimentar.
Simultaneamente, o mapeamento cis-regulatorio indica que a planta editada nao estara
metabolicamente indefesa no campo; seus paralogos, indicam a manutengao do alicerce
ancestral de sinalizacao por MYC/MYB e ABA, e promotores altamente especializados
(como as ilhas de W-box no Par2B) asseguram a capacidade de transativar rapidamente a
maquinaria de resposta imunolégica nos tecidos vegetativos sistémicos (EL-BROLOSY;
STAINIER, 2017). Sob esta 6tica, o melhoramento nutricional do grao é endossado por

uma robusta redundéncia e resiliéncia fisiolégica global.

6.3 CONSTRUCAO E VALIDACAO DOS VETORES PARA EDICAO DO
GENE (GLYMA.16G208900)

Previamente a etapa de clonagem, a especificidade das sequéncias-alvo (sgRNA1
e sgRNAG) foram atestadas. A andlise preditiva de off-targets gerada pelo Cas-OFFinder
(BAE et al., 2014) confirmou a elevada especificidade estrutural dos guias. O mapeamento
global no genoma da soja identificou potenciais regides secundarias de ligacao; no entanto,
todas as ocorréncias mais relevantes apresentaram de trés a quatro mismatches em relacao
ao guia original, distribuidas em cromossomos distintos como o cromossomo 1, 4 e 6. Como
a endonuclease zCas9 possui rigorosa exigéncia por homologia na regiao seed (proximal ao
PAM) para estabilizar a dupla fita e induzir a quebra do DNA| a presenga de multiplos
desajustes nestas posi¢oes indica que a probabilidade de atividade nucleasica off-target é

minima.

Assegurada a viabilidade das sequéncias para a inibicao especifica do gene BBI

majoritario em sementes, prosseguiu-se para a montagem dos construtos. Os resultados


http://www.rgenome.net/cas-offinder/
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obtidos na primeira etapa de clonagem demonstraram a construgao bem-sucedida dos
vetores recombinantes (sgRNA1 e sgRNAG6). A avaliagdo por sequenciamento de Sanger
confirmou a integracao exata dos oligonucleotidios sintéticos no vetor de entrada pYPQ1410,

sob a regulacao do promotor U3 de A. thaliana.

Conforme detalhado no esquema de alinhamento molecular (Tabela 14), a estraté-
gia de clonagem direcional via enzima FEsp3I preservou a integridade das sequéncias. A
validacgao estrutural dessa etapa é critica, uma vez que a ocorréncia de quaisquer muta-
¢oes na regiao do guia comprometeria o pareamento com o genoma da soja e anularia a
capacidade de clivagem pela nuclease zCas9.

Tabela 14 — Esquema representativo da clonagem direcional dos sgRINAs no vetor
PYPQ141b via digestao com Esp3l.

1. Regido do pYPQ141b e Sitios de Clivagem (Esp3I)
5’- CACCATT|GGTCAgagacgcgtctct|GTTTTAGAG -3’
3’- GTGGTAACCAGTTctctgcgcagagaCAAATATCTC -5’
2. Insertos Sintéticos (sgRNAs anelados)

sgRNA1
5’- ggtcAGGGGGTTACAGCTGCACGCA -3’
3’- TCCCCCAATGTCGACGTGCGTcaaa -5’
sgRNA6
5’- ggtcATATCTTCACAGCTGCATTG -3’
3’- TATAGAAGTGTCGACGTAACcaaa -5’

3. Vetores Recombinantes Finais
pYPQ141b + sgRNA1
5’—- CACCATTggtcAGGGGGTTACAGCTGCACGCAGTTTTAGAG -3’
3’- GTGGTAACCAGTCCCCCAATGTCGACGTGCGTcaaaATCTC -5’

pYPQ141b 4 sgRNAG6
5’- CACCATTggtcATATCTTCACAGCTGCATTG GTTTTAGAG -3’
3’- GTGGTAACCAGTATAGAAGTGTCGACGTAAC caaaATCTC -5’

Legenda: O esquema ilustra a estratégia de clonagem direcional. Em (1), os sitios de reconhe-
cimento da enzima de restricdo Fsp3l estdao destacados em vermelho e os locais de clivagem
indicados pelas setas (| e 1), gerando extremidades coesivas assimétricas. Em (2), os oligonucleo-
tidios desenhados contendo os bragos de homologia projetados em azul. Em (3), a sequéncia dos
plasmideos apds a ligacdo enzimatica, com os guias sublinhados, evidenciando a complementari-
dade, validado experimentalmente por sequenciamento.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

A subsequente montagem do vetor final via recombinagdo Gateway® LR resultou
na fusao dos cassetes (pYPQ141b) contendo os sgRNAs com a nuclease zCas9 (oriunda do
plasmideo intermedidrio p YPQ166) no vetor de destino p YPQ202. Para atestar correta

estrutura do vetor, os clones obtidos foram submetidos a anélise de restricao enzimatica.
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A digestao BamHI gerou o padrao de fragmentagao condizente com o in silico
para a montagem correta (Figura 16). A constancia do perfil de bandas entre clones

independentes corroborou a estabilidade das construgoes binarias finais.

Figura 16 — Validacao molecular e mapa esquematico do vetor binario final zCas9-BBI
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Legenda: (A) Analise de restricio enzimética dos vetores bindrios finais em gel de agarose
(1%). Os canais analisam independentemente dois clones (Clone 1 e Clone 2) para os construtos
portando o sgRNA 1 e o sgRNA 6. Para cada clone, o plasmideo digerido com a enzima de
restricdo BamHI é apresentado ao lado do seu controle circular nao clivado (Intacto). As setas
a esquerda apontam os fragmentos gerados pela digestdao. M: Marcador de peso molecular (1 kb
Ladder). (B) Mapa esquemético linearizado do vetor evidenciando a orientagao transcricional
dos cassetes genéticos. As linhas tracejadas indicam a localizacdo dos trés sitios de restri¢do
BamHI. A clivagem simultéanea gera o padrao dos trés fragmentos observados no gel: Fragmento
1 (F1): 13.259 pb, contendo o backbone e cassetes periféricos; Fragmento 2 (F2): 2.038 pb,
correspondente a regido interna da nuclease zCas9; Fragmento 3 (F3): 1.498 pb, abrangendo o
término da zCas9 e o terminador rbcS-E9t, corroborando a integridade arquitetural da montagem.
Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Apo6s a confirmagao estrutural in vitro dos vetores zCas9-BBI-sgRNAT1 e zCas9-
BBI-sgRNAG, a etapa subsequente consistiu na transformacao dessas construcoes para
a linhagem GV3101 de A. tumefaciens. A eficiéncia da transformacgao e a manutencao
estavel do plasmideo integro no interior da bactéria hospedeira foram testadas via PCR de

colénia. Utilizando-se iniciadores (primers) especificos desenhados para a regiao do T-DNA
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(Tabela 5), obteve-se a amplificagdo do fragmento de 1224 pb, o tamanho esperado para o

amplicon da regiao do vetor zCas9-BBI.

6.4 EFICIENCIA DE TRANSFORMACAO E CARACTERIZACAO DAS
EDICOES

A estratégia de transformacgao genética do meristema apical mediada por A. tu-
mefaciens em eixos embrionarios da cultivar de soja BRS 537 resultou na regeneracao e
aclimatizacao de 220 plantas (Ty), representando uma taxa de regeneracao de aproxima-
damente 44% a partir de, aproximadamente, 500 explantes iniciais. A triagem molecular
primaria para a presenca do transgene foi conduzida por selecao quimica celular in vitro,
utilizando higromicina. Posteriormente, a integracao do T-DNA no genoma vegetal foi
confirmada via PCR convencional. Essa andlise genotipica em larga escala atestou a
amplificagdo do fragmento esperado em 125 individuos distintos, indicando uma eficiéncia

de transformacao e selecao de 56,8%.

Para atestar a robustez da genotipagem e ilustrar o padrao de integracao do
T-DNA, a Figura 17A apresenta um perfil eletroforético representativo de dez eventos
transgénicos independentes, amostrados aleatoriamente a partir do conjunto total de 125
plantas positivas. O controle genémico negativo (WT), extraido de uma planta BRS 537
nao submetida ao processo de co-cultivo, confirmou a auséncia de amplificacao inespecifica
no genoma nativo da soja, enquanto o controle positivo plasmidial (zCas9-BBI) estabeleceu

o parametro esperado para o inserto.

A estratégia molecular desenhada para esta genotipagem foi pautada na detecgao
simultanea de multiplos elementos essenciais a edi¢ao, conforme esquematizado no diagrama
do vetor linearizado (Figura 17B). Foram utilizados os primers especificos (zCas9 Fw e
zCas9 Rv) descritos na Tabela 5. O primer reverso (zCas9 Rv) foi desenhado para anelar
na sequéncia do scaffold do sgRNA, enquanto o primer forward (zCas9 Fw) ancora-se na,

nuclease zCas9.

A escolha desses sitios de anelamento que geram o fragmento amplificado de
1224pb nao detecte apenas a nuclease, mas a integracao fisica de uma fita continua
contendo o scaffold do sgRNA, o promotor AtU3 e o terminador rbeS-E9t, adentrando
a sequéncia da Cas9. Esta configuracdo de PCR minimiza o risco de falsos positivos
decorrentes de integragoes truncadas do T-DNA, garantindo que os 125 eventos selecionados
possuam a arquitetura genética minima e integra requerida para a clivagem do gene alvo

Glyma.16G208900.
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Figura 17 — Validagao molecular das plantas T\ e estratégia de genotipagem por PCR para
o transgene zCas9.
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Legenda: Confirmagao da integracdo do T-DNA no genoma da soja cultivar BRS 537. (A)
Eletroforese em gel de agarose (1%) corado com brometo de etidio evidenciando a amplificacao do
fragmento esperado de 1224 pb em uma amostragem representativa de dez eventos transgénicos
independentes (Tp). M: Marcador de massa molecular (1 kb DNA Ladder); Controle Positivo
(PC): Plasmideo zCas9BBI; Controle Negativo Biolégico (WT): DNA genoémico de planta
nio transformada (BRS 537); Controle Negativo da Reagdo (NC): Agua (H0). (B)
Representacao esquematica da regido do T-DNA detalhando a estratégia de genotipagem. As
setas em magenta indicam a localizacdo e o sentido de amplificacdo dos iniciadores zCas9 Fw
e zCas9 Rv. O amplicon de 1224 pb (barra azul) abrange a regiao do scaffold do sgRNA,
perpassa o promotor AtU3 e o terminador rbcS-E9t, adentrando a sequéncia codificante da
nuclease zCas9, confirmando a integridade fisica do cassete de edigao.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Para a validacao da edicao no gene alvo Glyma.16G208900, um total de 122 plantas
transgénicas foram submetidas ao sequenciamento de Sanger. A anélise dos cromatogramas
pela ferramenta ICE (Inference of CRISPR Edits) permitiu a identificagdo de dez plantas
editadas confirmadas (denominadas Eventos 23, 32, 85, 88, 34, 21, 18, 84, 31 e 22),

correspondendo a uma eficiéncia de edigao de 8,2% (10/122) na populagdo genotipada
(Tabela 15).
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Tabela 15 — Resumo das eficiéncias de regeneracao, transformacao e edicao génica obtidas
na cultivar BRS 537.

Etapa do Processo N.2 de Amostras Taxa de Eficiéncia
Explantes Iniciais (Eixos Embrionarios) 500 -

Plantas Regeneradas e Aclimatizadas (Ty) 220 44,0% )
Plantas Transgénicas Confirmadas (PCR+) 125 56,8% ")
Plantas Genotipadas (Sanger/ICE) 122 -

Plantas Editadas 10 8,2%()

Notas: (a) Taxa de regeneragao calculada sobre o niimero de explantes iniciais. (b) Eficiéncia
de transformacao (presenca do T-DNA) calculada sobre o total de plantas regeneradas. (c)
Eficiéncia de edi¢do calculada com base no total de plantas submetidas a genotipagem.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

A caracterizacdo molecular dos dez eventos esta descrita na Tabela 16. A anélise das
sequéncias demonstrou uma diversidade no perfil de reparo mediado pela via NHEJ, porém
somente o sgRNA 1 demonstrou eficadcia na geracao de mutagoes dirigidas nas amostras
analisadas. Os Eventos 32 e 85 destacaram-se por apresentarem altas taxas de contribuicao
de alelos mutados (73% e 69%, respectivamente), caracterizados predominantemente por
delegoes de 9 pb e 10 pb no sitio de clivagem. Em contrapartida, o Evento 23 exibiu um
perfil quimérico mais complexo (29% de edicao total), onde o alelo selvagem (37%) coexiste
com multiplas variantes, sendo as mais representativas uma inser¢ao de 1 pb (+1, 19%) e
uma insercao de 3 pb (+3, 6%).

Além dos eventos com altas taxas de mutacao, a analise identificou um conjunto
de sete plantas (88, 34, 21, 18, 84, 31 e 22) exibindo frequéncias de edigdo, variando entre
2% e 3%. Embora representem uma contribuicao alélica reduzida no tecido amostrado, a
manutencao e o relato desses eventos de baixa eficiéncia sao cruciais. Na geragdo primaria
(Ty), o mosaico genético implica que a taxa de mutagao quantificada nos pequenos
discos foliares especificos podem nao refletir a composicao genémica de toda a planta,
especialmente nos tecidos reprodutivos. Dessa forma, essas plantas confirmam a atividade e
a funcionalidade da nuclease zCas9 no genoma alvo e preservam o potencial de segregagao
de alelos editados estaveis nas geragoes subsequentes, justificando sua inclusao no painel
de genotipagem. Dessa forma, a detec¢ao dessas mutagoes, mesmo em baixa frequéncia no
tecido foliar analisado, constitui o indicativo biolégico necessario para justificar o avanco
dessas plantas para a geracao T;. Nesse estagio subsequente, espera-se que a segregacao
mendeliana permita a fixacao dos alelos editados em homozigose e a obtencao de linhagens

estaveis.

Esta coexisténcia de diferentes alelos representa um padrao esperado e frequen-
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temente relatado para plantas na geracao Ty, as quais se desenvolvem comumente como
quimeras genéticas (ZHENG et al., 2020). Por se tratar do evento primério de regenera-
¢ao, o tecido vegetal apresenta uma composicao em mosaico, fenémeno que decorre nao
apenas da origem multicelular inerente a organogénese in vitro, que pode abrigar tanto
células transformadas quanto eventuais escapes selvagens, mas, fundamentalmente, da
agao continua da nuclease Cas9 ao longo do desenvolvimento do explante (MALABARBA
et al., 2020). Como a enzima é guiada por um promotor constitutivo, os eventos de
clivagem e reparo ocorrem de forma assincrona durante as sucessivas divisoes celulares.
Esse prolongamento da atividade enzimatica permite que diferentes linhagens celulares
estabelecam perfis de edicao distintos em estadios tardios, consolidando o mosaicismo
biol6gico observado no individuo regenerado (MALABARBA et al., 2020; IMPENS et al.,
2022). Devido a natureza dessas mutagoes (indels de pequena escala), o quimerismo e a
presenca de células nao editadas nao podem ser distinguidos visualmente por meio da
eletroforese em gel de agarose, exigindo a analise de decomposicao de cromatogramas para
sua identificacdo. Assim, as frequéncias alélicas observadas refletem a atividade continua
e assincrona da nuclease Cas9 ao longo do desenvolvimento somético, resultando em

porcentagens variaveis de edi¢ao em diferentes partes da mesma planta.
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Tabela 16 — Perfil das edigbes e alinhamento genémico das linhagens de soja BRS 537 com
edicao no gene Glyma.16G208900

Amostra Sequéncia Alvo Indel Freq. (%)

Referéncia TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTGCACGCATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT 0 -

Evento 32 TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTGCACGCATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT 0 27,0

TTCCTTGTGGGGGTTA- - - - - - - - - GCATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT -9 73,0
Evento 85 TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTGCACGCATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT 0 31,0
TTCCTTGTGGGGGTT- - - - ---- - - GCATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT -10 69,0

Evento 8 TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTGCACGCATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT 0 97,0

TTCCTTGT = = = = = = = = & = m s e oo s o C o oo ool AAAAGT 37 1,0
TTCCTTGTG - = = = = = = = = = m e e oo o = - TGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT -19 1,0
TTCCTTGTGEEEETTACAGCT - === = = - o0 CTTCTTCAAAAGT 17 10
Evento 34 TTCCTTGTGAGAGTTACAGCTGCACGCATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT 0 97,0
TTCCTTGT = = = = = = = = = = & o m o m s m fmm e m e e e e e e e e e e AAAAGT -37 10
TTCCTTGTG - = = = = = mm e mmmm e e e o - TGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT -19 10
TTCCTTGTGGAGGTTACAGCT - = = = = = = = = = = = = = = - - CTTCTTCAAAAGT -17 10

Evento 21 TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTGCACGCATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT 0 97,0

TTCCTTGT - = - = = = - = o - o - oo oo mm o oo oo m i m oo o AAAAGT -37 1,0
MTETTCEME = = = =c==c=ccscco==2 = = TGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT -19 1,0
i ¢ CEhCIEIETETERI Al C LA @] C CTTCTTCAAAAGT -17 1,0

Evento 18 TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTGCACGCATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT 0 97,0

TTCCTTGT = = = = = = == === m o mmm o o oo oo oo oo m oo oo AAAAGT -37 10
TTCCTTGTG - = = = = = = = = = === === = - - TGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT -19 1,0
TTCCTTGTGGGGGTTACAGCT = = = = = = = = = = = & o oo - CTTCTTCAAAAGT -17 1,0

Evento 84 TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTGCACGCATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT 0 98,0

TTCCTT - - - = = = = = = = = = - == - = - - - CATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT -20 1,0
TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTG- - - - - = = = - = - - - - - - - - - - TTCAAAAGT -20 1,0
Evento 31 TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTGCACGCATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT 0 98,0
TTCCTT - = - = = = = = = = == === - = - - - CATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT -20 1,0
TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTG- - - - - = = = - = - - - - - - - - - - TTCAAAAGT -20 1,0
Evento 22 TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTGCACGCATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT 0 98,0
TTCCTT - = - = - = = = === - == o == - - CATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT -20 1,0
TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTG - - - - = = = = = = = = = - = = - - - - TTCAAAAGT -20 1,0

TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTGCACNGCATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAG +1 19,0

Evento 23 TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTGCACGCATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT 0 37,0

TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTGCACNNNGCATGGAACTGAGCTTCTTCAAA 43 6,0

TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTGCA-GCATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT -1 2,0

TTCCTTGTGGGGGTTACAGCTG---GCATGGAACTGAGCTTCTTCAAAAGT -3 1,0

Legenda: Alinhamento in silico estruturado em grade evidenciando as altera¢des nucleotidicas.
Cada célula possui preenchimento em cor para o nucleotideo (A em verde, T em vermelho,
C em , G em azul). A sequéncia alvo correspondente ao sgRNA estd sublinhada.
O motivo PAM distingue-se pela coloragdo vermelha da fonte, mantendo o preenchimento
celular correspondente a base. Mutagoes indels (delegoes representadas por hifens e inser¢oes por
"N'"vermelhos) possuem preenchimento cinza. A frequéncia representa a contribuicao relativa
de cada variante alélica na amostra quimérica estimada pelo algoritmo do software ICE.
Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Do ponto de vista funcional, as mutacoes geradas nos diferentes eventos apresentam
potenciais impactos distintos sobre a integridade da proteina codificada. Mutacgoes cujo
tamanho nao corresponde a multiplos de trés nucleotideos, como a dele¢ao de 10 pb (—10)

no Evento 85 e a inser¢ao de 1 pb (+1) no Evento 23, promovem o deslocamento da matriz
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de leitura (frameshift). Esse tipo de alteracao geralmente resulta na geracao de cédons de
parada prematuros, o que tende a produzir proteinas truncadas e, consequentemente, a
formagao de alelos de perda de fungao (JINEK et al., 2012). Por outro lado, mutages
multiplas de trés nucleotideos (in-frame), como a dele¢ao de 9 pb (—9) predominante no
Evento 32, resultam na remocao especifica de trés aminoacidos. Embora nao causem o
deslocamento da matriz de leitura, delegoes in-frame podem comprometer a funcionalidade
da proteina. A remocao de residuos essenciais, ou a desestabilizacao da rede de pontes de
dissulfeto pode impedir o reconhecimento canénico pelas proteases alvo, inviabilizando a
atividade inibitéria da proteina codificada e potencialmente levando a perda funcional do
inibidor (QI et al., 2005; KROWARSCH et al., 2003; KIM et al., 2024).

Considerando que os inibidores de protease Bowman-Birk dependem criticamente
da integridade estrutural desses lacos reativos e de sua rede de pontes dissulfeto para
manter a interacao com serino-proteases, mesmo pequenas alteracoes na sequéncia podem
comprometer a atividade inibitéria caracteristica dessa familia de proteinas. Dessa forma,
as mutacoes do tipo frameshift observadas sugerem a provavel geracao de alelos de perda
de funcao com potencial para reduzir ou abolir a atividade inibitoria associada ao inibidor
Bowman-Birk, contribuindo potencialmente para a mitigacao do fator antinutricional
em sementes de soja. Entretanto, a confirmacao definitiva do impacto funcional dessas
alteragoes requer andlises adicionais em nivel proteico e bioquimico. Nesse contexto,
abordagens como a quantificagdo da proteina BBI por métodos imunoldgicos(por exemplo,
Western blot), aliadas a ensaios de atividade inibitéria frente a serino-proteases digestivas,
tripsina e quimotripsina, seriam necesséarias para verificar experimentalmente a perda da

atividade caracteristica desses inibidores nas linhagens editadas.

A obtencao de diferentes perfis mutacionais entre os eventos analisados também
evidencia a eficiéncia da ferramenta de edicdo no genoma da cultivar BRS 537. Essa
diversidade de alelos editados demonstra a capacidade da tecnologia CRISPR/Cas9 de gerar
variagao genética dirigida em loci especificos, ampliando as possibilidades de modulagao
funcional de genes associados a caracteristicas agronomicas de interesse. O melhoramento
genético focado na qualidade do grao é um pilar determinante para a seguranca e a
sustentabilidade alimentar, uma vez que a soja atua como uma das principais e mais ricas

fontes de proteina vegetal em escala global.

Nesse contexto, o knockout mediado por CRISPR/Cas9 direcionado aos fatores
antinutricionais representa uma estratégia biotecnolégica de impacto (KAFER et al., ).
O knockout racional de genes codificadores de inibidores de proteases, como o inibidor
de tripsina Kunitz (WANG et al., 2023b), associado a inativa¢ao de outras proteinas
deletérias como a aglutinina da soja (Lel) (KAFER et al., 2026) e a alteragao nas rotas

de biossintese de saponinas (ASA et al., 2025), viabiliza a geragdo de plantas com o
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metabolismo remodelado a favor do consumo. Dessa forma, a aplicacao dessa abordagem
nao apenas tem o potencial de acelerar o desenvolvimento de cultivares transgene-free
com perfil nutricional aprimorado, mas também de maximizar a conversao alimentar e a

eficiéncia da utilizacdo proteica nas cadeias de producao animal e humana.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

7.1 CONCLUSOES

O presente estudo estabeleceu com sucesso uma plataforma funcional para a edicao
gendmica na cultivar brasileira de soja BRS 537, resultando na obten¢ao de gendtipos
mutantes para o inibidor de proteases Bowman-Birk majoritario. Com base nos resultados

experimentais e nas validacoes in silico, destacam-se:

o A analise integrada indicou o gene Glyma.16G208900 como o alvo prioritario para
edicao geénica, visto que sua expressao superior identificada in silico foi corroborada
in vitro. A prospecgao de promotores revelou que, embora a familia compartilhe
sinalizacao basal de semente, o gene alvo apresenta especializacao para resposta
a danos mecanicos, o que sugere que seu knockout via CRISPR/Cas9 reduzira
eficientemente o actiimulo reativo de BBI no grao sem comprometer a resiliéncia
da planta, gracas a redundancia de seus paralogos, a presenca dos elementos de

acessibilidade do DNA e sua manutengao no restante dos tecidos da planta.

o A modelagem molecular via AlphaFold v2 indica a topologia classica “cabeca-dupla”

do alvo, com sitios reativos (Argl6 e Argd3) geometricamente competentes para a
inibi¢do simultanea de tripsina e quimotripsina, ratificando a necessidade de sua

inativagao.

« O protocolo de transformagao genética via organogénese direta em eixos embrionérios
maduros, mediado por A. tumefaciens, mostrou-se robusto para a cultivar BRS 537,
alcangando uma taxa de regeneracao de 44% e eficiéncia de transformagao (presenga
de T-DNA) de 56,8%.

o O sistema CRISPR/Cas9 desenhado foi eficaz na clivagem do DNA genomico,
resultando na identificagdo de dez eventos de edigao independentes (eficiéncia de 8,2%
em uma populagao de 122 plantas genotipadas). As mutagdes geradas abrangeram
perfis distintos, incluindo dele¢oes extensas (-37, -20, -19 e -17 pb), delegdes curtas
(-10 e -9 pb) e insergoes (+1 e +3 pb). Alteragdes que causam frameshift (como -10 e
+1) geram coédons de parada prematuros, enquanto delegdes in-frame (-9) promovem
a exclusao de aminoacidos, ambas as vias convergindo para a desestabilizacao
estrutural e indicando o knockout desejado. Adicionalmente, a deteccao de eventos
com frequéncias de edicao diferenciadas reitera a natureza quimérica das plantas
Ty e a importancia de seu avancgo geracional para a segregacao de alelos estaveis,

reiterando que a presenca de mutagoes em plantas quiméricas da geracao Ty ¢ o
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indicativo bioldgico que valida o avanco para a geracao T e subsequentes, na qual a

segregacao mendeliana atuara na fixacao dos alelos de interesse.

7.2 PERSPECTIVAS

A obtencao destas dez plantas editadas na geracao T, abre novas frentes de
investigacao necesséarias para consolidar o desenvolvimento de uma cultivar de soja com

maior digestibilidade proteica. Como desdobramentos deste projeto, propoe-se:

1. Segregacao e Obtengao de Linhagens Livres de Transgene: Conduzir o avango
de geragoes para identificar, via Sequenciamento de Sanger e Sequenciamento de
Nova Geracao (NGS), plantas da geragao 17 e subsequentes que herdem as mutagoes
em homozigose, mas que tenham segregado o cassete CRISPR/Cas9 (T-DNA). A
obtencao de plantas transgene-free é essencial para facilitar a aprovacao regulatéria

e a aceitacao comercial.

2. Validacao Protedmica e Enzimatica: Realizar ensaios de atividade inibitoria de
tripsina e quimotripsina in vitro utilizando extratos proteicos das sementes editadas
homozigotas frente a sementes NT. Isso permitira quantificar a reducao real da
atividade antinutricional em comparacao a cultivar de soja BRS 537, validando o
efeito estrutural e funcional das diferentes mutagoes geradas (delegbes extensas vs.
frameshifts).

3. Avaliagdo Agrondémica: Monitorar o desenvolvimento fenotipico das linhagens
editadas em casa de vegetacao e campo, avaliando parametros como altura, nimero
de vagens, peso de sementes e teor total de proteina e 6leo, assim como o ataque de
pragas, a fim de assegurar que a inativacao do gene BBI nao acarreta penalidades

pleiotrépicas (perda de produtividade ou aumento da suscetibilidade a insetos).
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Relacao dos Loci Analisados
A Tabela S1 lista os identificadores exatos (Locus) dos 15 transcritos selecionados
no genoma de referéncia de Glycine mar (Wm82.a4.v1) que compoem a familia BBI.

Tabela S1 — Lista de loci dos 15 genes selecionados de Glycine max analisados quanto ao
perfil de expressao basal.

Niumero Locus (GenelD)

1 Glyma.09G158500
2 Glyma.09G158600
3 Glyma.09G158700
4 Glyma.09G 158800
5 Glyma.09G 158900
6 Glyma.09G260301
7 Glyma.09G260400
8 Glyma.09G260500
9 Glyma.14G117600
10 Glyma.14G117700
11 Glyma.16G208900
12 Glyma.18G231400
13 Glyma.18G231500
14 Glyma.18G231600
15 Glyma.18G231700

Tabela S2 — Perfil de expressao génica de 15 transcritos de Glycine maz. A intensidade da

cor azul representa os niveis de transcricdo em Logo(FPKM +1).
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leaf.1130AM 0.0{0.0/0.0{0.0/0.0]0.0/0.0]0.0(0.0| 0.0 | 0.0 |0.0|0.5|0.0{1.0
leaf.1130PM 0.0{0.0/0.0{0.0/0.0]0.0{0.0]0.0(0.0| 0.0 | 0.0 {0.0|0.3{0.0{0.9
leaf.130AM 0.0{0.0]0.0{0.0/0.0]0.0{0.0]0.0(0.0| 0.0 | 0.0 {0.0|0.2{0.1{0.8
leaf.130PM 0.0{0.0]0.0{0.0/0.0{0.0(0.0]0.0(0.0| 0.0 | 0.0 |0.0/0.6|0.0{0.7
leaf.330AM 0.0{0.0]0.0{0.0/0.0]0.0{0.0]0.0(0.0| 0.0 | 0.0 {0.0|0.3{0.0{0.9
leaf.330PM 0.0{0.0]0.0{0.010.0]0.0{0.0]0.0(0.0| 0.0 | 0.0 {0.0|0.3|0.0{1.0
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Tabela S2 — Continuacio da pdgina anterior
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leaf.530AM 0.010.0/0.0/0.010.0/0.0{0.0|/0.0{0.0] 0.0 | 0.0 |0.0/0.2/0.0]0.8
leaf.530PM 0.0(10.0/0.0/0.010.0/0.0{0.0/0.0|/0.0] 0.0 | 0.0 |0.0|0.7|0.0]|1.2
leaf.730AM 0.0/0.0/0.0/0.0/0.0/0.0/0.0/0.0{/0.0/ 0.0 | 0.0 |0.1]0.4|0.1|1.7
leaf.730PM 0.010.0/0.0/0.010.0/0.0{0.0|/0.0{0.0] 0.0 | 0.0 |0.0/0.2/0.0]0.5
leaf.930AM 0.0(0.0/0.0/0.010.0/0.0{/0.0/0.0|/0.0] 0.0 | 0.0 |0.0/0.3|0.1]1.0
leaf.930PM 0.010.010.0/0.0/0.0/0.0{0.0|/0.0{0.0] 0.0 | 0.0 |10.0(0.5/0.0]|0.4
leaf.ammonium 0.0(0.0/0.0/0.0/0.0/1.0{0.0{0.0/0.0{ 0.0 | 0.0 |1.3|1.1|0.2|1.1
leaf.nitrate 0.010.0/0.0/0.010.0/1.1{0.0|/0.0{0.0] 0.0 | 0.0 |1.2/0.8/0.1]0.6
leaf.standard 0.0{0.0]0.0{/0.0]0.0|/2.1/0.0/0.0(0.0/ 0.0 | 0.4 |0.1]|2.2|1.0|5.4
leaf.symbiotic_ condition 0.0(0.0/0.0/0.010.0/1.0{0.0|/0.0{0.0] 0.0 | 0.0 |1.3|0.6/0.1]|2.5
leaf.trifoliate_ stage 1 0.010.010.0/0.010.0/0.0{0.0|/0.0{0.0] 0.0 | 0.0 |0.1}6.1/0.0]/0.0
leaf.trifoliate_ stage 2 0.010.010.0/0.010.0/0.0{0.0|/0.0{0.0] 0.0 | 0.0 |0.0{5.4/0.0|1.6
leaf.trifoliate_ stage 3 0.010.010.0/0.010.0/0.0{0.0|/0.0{0.0] 0.0 | 0.0 |0.0{3.4/0.0]/0.8
leaf.trifoliate_ stage 4 0.0/0.0/0.0/0.0/0.0/0.0{/0.0|/0.0{0.0] 0.0 | 0.0 |0.0(2.1|0.0|1.4
leaf.trifoliate_ stage 5 0.010.010.0/0.010.0/0.3{0.0/0.0{0.0] 0.0 | 0.0 |0.0|1.8/0.3]0.9
leaf.urea 0.0{0.0/0.0(0.0{0.0 0.5/0.9/0.1|1.4
nodules.1130AM 0.010.010.0/0.0/0.0 4.8/3.6/0.2/0.0
nodules.1130PM 0.010.010.0/0.0/0.0 2.9/12.1/10.1]0.0
nodules.130AM 0.010.010.0/0.0/0.0 3.513.0/10.2/0.0
nodules.130PM 0.0{0.0]0.0/0.0]0.0 4.413.6/0.2/0.0
nodules.330AM 0.0{0.0]0.0/0.0/0.0 3.6/3.2/10.2]/0.0
nodules.330PM 0.0{0.0]0.0/0.0]0.0 4.64.3/0.2/0.0
nodules.530AM 0.0{0.0]0.0|0.0/0.0 4.013.4/0.2(0.0
nodules.530PM 0.0{0.0]0.0/0.0/0.0 4.514.0/0.2(0.0
nodules.730AM 0.0{0.0]0.0/0.0/0.0 4.213.4/0.210.0
nodules.730PM 0.010.010.0/0.0/0.0 4.6/3.5/0.3/0.0
nodules.930AM 0.010.010.0/0.0/0.0 4.1/3.0/0.1/0.0
nodules.930PM 0.010.010.0/0.010.0 3.513.2/10.2/0.0
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Tabela S2 — Continuacio da pdgina anterior
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nodules.symbiotic_ condition|0.0{0.0/0.0{0.0{0.0{0.0|0.0
root__tip.standard 0.0]/0.0/0.0{0.1]/0.3]/0.0/0.2
root.ammonium 0.0{0.0/0.0{0.0/0.0/0.0]0.0
root.nitrate 0.0/0.0/0.0{0.0/0.0/0.0]0.0
root.standard 0.1/0.0/0.1/0.1/0.1/0.0/0.0
root.symbiotic_ condition 0.0/0.0/0.0/0.0]0.0|0.0{0.0
root.urea 0.010.0/0.0/0.0/0.0/0.0/0.0
seed.seed sl 0.0 0.010.5/0.7]0.0
seed.seed s2 0.0 IO SREWA 2.6(4.8/1.6/0.0
seed.seed  s3 0.1 OISR 2.2 1.8(1.6(0.0
seed.seed s4 0.0 SRR 3.2(2.3/1.6/0.0
seed.seed_ sH 0.0 2.7/1.9/0.9/0.0
seed.seed_ s6 0.0 592.6/2.0{0.4/0.0
seed.seed_ s7 0.0/0.0/0.1] 2.0 | 3.0 4.2.0.1 0.1
seed.seed  s8 0.3/0.1]0.5/0.3]0.3/0.0{0.0/0.0/0.0] 0.5 | 2.1 {1.5/5.3/0.0|0.0
seed.seed  s9 0.2/0.210.9/0.4]0.5/0.0({0.0/0.0]0.0| 0.5 | 2.3 [2.315.7/0.0]|0.2
shoot_ tip.1130AM 0.0/0.0/0.0/0.0/0.0/3.5/0.0/0.0/0.0/ 0.0 | 0.0 {1.0/0.4|1.6|0.0
shoot_ tip.1130PM 0.0/0.0/0.0/0.0/0.0/4.2/0.0/1.4]0.0| 0.0 | 0.0 [2.3|0.5]2.3]0.0
shoot_ tip.130AM 0.0/0.0/0.0/0.0/0.0/4.1(0.0|0.0/0.0/ 0.0 | 0.0 {1.8|0.3]2.1]0.0
shoot_ tip.130PM 0.0/0.0]0.0/0.0]0.0|3.5(/0.0|0.0/0.0/ 0.0 | 0.0 {1.6/0.3]2.1]0.0
shoot_ tip.330AM 0.0/0.0]0.0/0.0/0.0/4.0(/0.0/0.0]0.0/ 0.0 | 0.0 {1.8|0.2]1.7]|0.0
shoot__tip.330PM 0.0/0.0]0.0/0.0]0.0|3.2(0.0|0.0/0.0/ 0.0 | 0.0 [1.6/0.3]1.6|0.0
shoot_ tip.530AM 0.0/0.0/0.0/0.0/0.0/4.1(0.0/0.0]0.0/ 0.0 | 0.0 [1.9/0.2]2.1]0.0
shoot__tip.530PM 0.0/0.0]0.0/0.0]0.0|3.3(0.0/0.0/0.0/ 0.0 | 0.0 {1.3|0.3]2.0|0.0
shoot_ tip.730AM 0.0/0.0]0.0/0.0/0.0/4.0/0.0/0.0]0.0/ 0.0 | 0.0 [1.9/0.3]2.0|0.0
shoot__tip.730PM 0.0/0.0]0.0/0.0]0.0/3.6/0.0|0.0/0.0/ 0.0 | 0.0 [0.8/0.3]1.8]0.0
shoot_ tip.930AM 0.0/0.0]0.0/0.0]0.0/3.6/0.0/0.0/0.0/ 0.0 | 0.0 {1.0/0.2]1.7]|0.0
shoot_ tip.930PM 0.0/0.0/0.0/0.0/0.0/3.9/0.0/0.0/0.0/ 0.0 | 0.0 {1.3|0.1|1.7]|0.0
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Tabela S2 — Continuacio da pdgina anterior
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