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Resumo

Segundo a OMS, a deficiéncia de ferro € a causa mais comum de anemia no
mundo, acometendo cerca de 1,62 bilhdes de pessoas. No Brasil, aproximadamente
3 milhdes de criangas menores de 5 anos apresentavam anemia em 2006. O RS é o
maior produtor de arroz do pais e possui caracteristicamente solos &cidos ricos em
ferro. O pH baixo aumenta disponibilidade do ferro para as raizes e leva inclusive a
sintomas de toxicidade nas plantas de arroz. Mesmo com a alta disponibilidade de
ferro para as plantas, os grédos de arroz acumulam muito pouco deste mineral. Desta
forma, é essencial elucidar os mecanismos que levam ao aporte de ferro para as
sementes com vistas de viabilizar a biofortificagdo do arroz. Os genes OsVIT1 e
OsVIT2 sao altamente expressos em folhas bandeira e regulam o transporte de Fe e
Zn através do tonoplasto até os vacuolos. Mutantes perda-de-funcdo para cada um
dos genes apresentaram acumulo de Fe e Zn em sementes, tornando-os bons alvos
para edicdo genética visando a biofortificacdo de arroz. Diante disso, o objetivo do
presente trabalho é gerar um mutante duplo, perda-de-funcdo simultdnea para os
genes OsVIT1 e OsVIT2, utilizando a tecnologia de edicdo génica mediada por
CRISPR/Cas9. Para isso, foi construido um vetor contendo os cassetes para a
expressao em células vegetais da enzima Cas9 e o sgRNA que guia o corte da enzima
no genoma da planta. A selecédo da sequéncia alvo do RNA guia foi baseada em um
alinhamento dos genes OsVIT1 e OsVIT2 buscando-se uma regido exclusiva e
compartilhada entre os dois genes dentre todo o genoma do arroz. Desta forma foi
sintetizado apenas um RNA guia para a edicdo de ambos genes, que foi inserido no
plasmideo binério, originando o vetor pH7Cas9U3pgVIT. Calos de arroz foram
transformados utilizando Agrobacterium tumefaciens e foram obtidas 10 linhagens
transgénicas, que se encontram em processo de regeneracdo e aclimatacdo. As
plantas obtidas serédo avaliadas quanto a presenca das mutacdes nos loci de OsVIT1
e OsVIT2 e, se confirmadas, possibilitardo estudos pioneiros sobre os efeitos da perda

de funcao simultanea destes genes na alocacao de ferro para as sementes.

Palavras-chave: arroz, biofortificacao, ferro, CRISPR.



Abstract

According to WHO, the iron deficiency is the most common cause of anemia
worldwide, affecting approximately 1,62 billion people. In Brazil, almost 3 million
children younger than 5 years old presented anemia in 2006. The state of Rio Grande
do Sul is the major producer of rice in the country and have characteristically acid iron-
rich soils. The low pH enhances the iron availability to the roots and can lead to toxicity
symptoms in rice plants. Even with the high iron availability to the plants, rice seeds
accumulate low amounts of this mineral. Thus, it is essential to elucidate the
mechanisms that lead to iron transport to seeds in order to allow rice biofortification.
The OsVIT1 and OsVIT2 genes are highly expressed in flag leaves and regulate the
transport of iron and zinc through the tonoplast to the vacuole. Loss-of-function
mutants for each gene presented higher accumulation of iron and zinc on the seed,
making them good targets for the genetic editing towards rice biofortification.
Therefore, the goal of the present work is to generate a double loss-of-function mutant
for the OsVIT1 and OsVIT2 genes using the genome editing technology mediated by
CRISPR/Cas9 system. For that matter, a vector was constructed containing the
cassettes for the Cas9 expression on plant cells and a single guide RNA (sgRNA),
which guides the enzyme cut in the plant genome. The selection of the sgRNA was
based on an alignment of the OsVIT1 and OsVIT2 genes, searching for an exclusive
and shared region between them in the rice genome. This sgRNA, that can edit both
genes, was inserted in a Cas9 binary plasmid, originating the pH7Cas9U3pgVIT
vector. Rice calli were transformed with Agrobacterium tumefaciens and 10 transgenic
lineages were obtained. The regenerated plants will be evaluated for the presence of
the mutations on the OsVIT1 and OsVIT2 loci and, if confirmed, will enable pioneer
studies of the effects of the simultaneous loss of those genes in the allocation of iron

to the seeds.

Key-words: rice, biofortification, iron, CRISPR.
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1 INTRODUCAO

1.1 Impactos da deficiéncia de ferro

7

Atualmente, a deficiéncia de ferro € considerada uma das mais graves e
importantes caréncias nutricionais do mundo (Powers and Buchanan, 2017) afetando
principalmente os paises ndo-industrializados, onde o0s casos se concentram
majoritariamente entre criangas menores de cinco anos e mulheres. Entretanto, esta
€ a Unica deficiéncia nutricional que esta significativamente presente, também, nos
paises desenvolvidos (World Health Organization, 2001). A deficiéncia desse nutriente
€ resultado da diminuicdo das reservas de ferro devido a baixa ingestao e absorcéo,
comprometendo o fornecimento de ferro aos tecidos (Qamar et al., 2015). O estagio
mais grave dessa deficiéncia € associado a anemia (World Health Organization,
2001).

Anemia pode ser definida como o estado em que a qualidade ou quantidade da
hemoglobina no sangue se encontram abaixo dos valores normais para a idade e
género. As causas sdo multiplas, entretanto a deficiéncia de fatores hemopoiéticos
sao responsaveis pela grande maioria dos casos, sendo eles o ferro, folato e vitamina
B12 (DeMaeyer et al., 1985). Estima-se que a deficiéncia de ferro seja responsavel

por aproximadamente 50% dos casos de anemia no mundo (Qamar et al., 2015).

A caréncia de ferro mesmo sem causar anemia pode ter consequéncias
funcionais adversas. Em criancas, pode ser responsavel por deficiéncias na
performance cognitiva, comportamental e fisica. Em adolescentes e adultos, interfere
na resposta imune e na morbilidade das infec¢des, além de alterar uso de fontes
energéticas pelos musculos modificando, a capacidade fisica (Berqué et al., 2008).
Embora ndo se disponha de pesquisas populacionais de abrangéncia nacional,
estudos apontam que a prevaléncia da anemia na populacao brasileira é alta: em
média 35% das criancas menores de cinco anos e 65% das mulheres gravidas
(Berquo et al., 2008).



1.2 Biofortificagc&o do arroz

A biofortificacdo é uma estratégia interessante para resolver o problema da
deficiéncia de ferro, especialmente para pessoas que ndo podem mudar seus habitos
alimentares devido a questdes financeiras, culturais ou religiosas (Schreinert et al.,
2017). Além disso, a biofortificagdo € uma alternativa sustentavel e mais efetiva,
guando comparada a programas de suplementacao nutricional. Enquanto programas
de suplementacdo apresentam eficiéncia de até 70%, a curto prazo, programas de
biofortificacdo apresentaram eficiencia de 93%, a longo prazo (World Health
Organization, 2001).

O arroz se apresenta como um alvo ideal para biofortificagdo por ser
considerado um alimento base da alimentacdo da maior parte da populacéo,
principalmente em paises em desenvolvimento, onde a anemia decorrente da
deficiéncia de ferro, &€ mais grave (Becker and Asch, 2005). A producéo global de arroz
€ de 165 milhdes de hectares, sendo nao apenas o segundo cereal mais cultivado no
mundo mas também um modelo para estudos gendémicos em monocotiledéneas
(Schreinert et al., 2017). No Brasil, sdo consumidos 12,14 milhdes de toneladas de
arroz anualmente, sendo 75% da producéo cultivada nos estados de Santa Catarina
e Rio Grande do Sul (Fageria et al., 2014). Outro fator que contribui para a escolha
desse cereal como alvo da biofortificacdo € que os mecanismos de absorcéo,
translocacdo e homeostase do ferro sdo bem estabelecidos e descritos (Masuda et
al., 2012).

1.3 Homeostase do ferro

O ferro € o quarto elemento mais comum na crosta terrestre, além de ser um
micronutriente essencial para animais e plantas. Se encontra, comumente, como
minerais de ferro em ambientes naturais, como solos e sedimentos (Hori et al., 2015).
Apesar da elevada quantidade de ferro no solo, sua disponibilidade para as raizes é
reduzida (Morrissey and Guerinot, 2009). Em solos aerébicos, ou com pH elevado, o
Fe é facilmente oxidado e se encontra predominantemente na forma Fe**, que é
insoltvel e de dificil absor¢cdo. Em contrapartida, em solos de pH mais baixo, o Fe esta

soluvel e prontamente disponivel para as plantas na forma Fe?* (Borch et al., 2010).
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J& em solos alagados, como em condi¢éo anaerobias, o pH decai e ocorre a redugéo
do Fe®* para Fe?*, estando prontamente disponivel (Schreinert et al., 2017).

Uma vez dentro da célula, o ferro € submetido a um controle rigido para evitar
gue se torne toxico (Connolly and Lou Guerinot, 2002), e se acredita que a ferritina
desempenha um papel fundamental nesse processo (Briat & Lobreaux, 1997).
Ferritina € um complexo globular de proteinas com 24 subunidades capaz de
armazenar 4500 atomos de Fe de modo a deixa-lo disponivel a célula em uma forma
ndo toxica (Liu et al., 2003). Entretanto, dada a natureza ndo seletiva de ligacdo a
metais, existe o risco de acumulacdo de metais indesejados (Rama Kumar and

Prasad, 1999), o que dificulta a aplicacao da ferritina na biofortificacao.

Outro mecanismo importante para a homeostase de Fe é o0 sequestro vacuolar,
gue também serve como um armazenamento seguro para a célula (Zhang et al.,
2012). Diversos genes foram identificados por regularem o transporte de Fe do
citoplasma para o vacuolo em Arabidopsis thaliana, como AINRAMP3 e AtINRAMP4
(Lanquar et al., 2005; Thomine et al., 2003), FPN1 e FPN2 (Morrissey et al., 2009) e
0 gene AtVIT1 (Vacuolar Iron Transporter 1 de Arabidopsis) (Kim et al., 2006;
Roschzttardtz, et al. 2009).

1.3.1 Genes transportadores de ferro vacuolar

O gene AtVIT1 é altamente expresso em sementes em desenvolvimento e
apresenta a capacidade de mediar o sequestro vacuolar de Fe?* e Mn?*, mas néo de
Cd?* (metal pesado contaminante de solos) (Kim et al., 2006), demonstrando ser um
potencial alvo para biofortificacdo. Foi demonstrado que AtVIT1 ndo altera a
concentracdo de ferro, e sim sua localizacdo espacial (Kim et al., 2006). Estudos
subsequentes identificaram um gene ortélogo em Tulipa gesneriana (TgVIT1), que
transporta Fe para dentro das pétalas, alterando a coloracdo das flores (Momonoi et
al., 2009). Essas observacdes sugerem que ortélogos do gene VIT podem regular

diversos processos fisioldgicos, dependendo do organismo em que se encontram.

Em arroz, foram identificados e caracterizados os genes OsVIT1 e OsVIT2, que
sdo altamente expressos na folha-bandeira e bainha foliar. Esses genes sao

responsaveis pelo aprisionamento de Fe e Zn nos vacuolos desses tecidos,
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indisponibilizando esses micronutrientes para o restante da planta. A perda da funcao
desses genes leva ao acumulo de Fe e Zn em sementes de arroz (Figura 1), entretanto
ndo gera mudancas significativas nos niveis de Mn e Cu. Foi observado, também, que
ndo ha alteracdo na concentracao dos metais, e sim uma alteracdo na distribuicdo dos
mesmos, considerando que houve diminuicdo da quantidade de Fe e Zn presente na
folha-bandeira e bainha foliar (Zhang et al., 2012). Dessa forma, é possivel inferirmos
gue as plantas de arroz tendem a controlar firmemente a translocagéo de Fe e Zn para
as sementes, estabelecendo um estoque de nutrientes na folha bandeira e nas
bainhas foliares. Além disso, é possivel estabelecer uma conexao direta entre os
genes OsVIT1 e OsVIT2 e o processo de armazenamento vacuolar de nutrientes
(Zhang et al., 2012).

Figura 1. Mutantes dos genes OsVIT1 e OsVIT2 alteram acumulacéo de ferro em gréos de
arroz.

Representacao da técnica de Perls’ staining em sementes de arroz, indicando pela coloracéo
azul a distribuicao de ferro em mutantes osvitl (a), osvit2 (b), OsVIT1/osvitl (c) e OsVIT2/osvit2
(d). Adaptado de (Zhang et al., 2012)
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Entretanto, as analises desenvolvidas por Zhang et al. 2012 foram baseadas
em mutantes simples de cada gene, que foram obtidos a partir de backgrounds
genéticos diferentes. O mutante osvitl foi isolado no background Zhonghuall e osvit2
em Dongjin, o que dificulta a caracterizagéo do efeito da dupla mutacdo, uma vez que
um cruzamento adicionaria muitos fatores externos indesejados. Frente a isso, a
obtencdo de um mutante duplo osvitl-osvit2 possibilita o entendimento da perda-de-
funcdo simultdnea dos genes em arroz, excluindo os fatores externos. A edicao
mediada por CRISPR possibilita que o RNA guia direcione a Cas9 até as regides alvo
em cada gene. O complexo RNA guia-Cas9 gera a quebra da fita dupla de DNA trés
nucleotideos a montante do motivo PAM (Motivo Adjacente ao Protoespacador). O
reparo se da pelo mecanismo NHEJ (Non-homologous end joinig), que por ser
propenso a erros resultara em possiveis mutacdes nessas regides (Belhaj et al.,
2013). Possivelmente, o mutante duplo apresentaria maior concentracao de Fe e Zn
nos graos de arroz, quando comparado aos mutantes simples, viabilizando, assim, a

biofortificacdo do arroz.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Gerar mutantes, em arroz, com a perda-de-funcdo simultdnea para os genes
OsVIT1 e OsVIT2 na variedade Nipponbare utilizando a tecnologia de edicdo génica
mediada por CRISPR/Cas9, visando obter plantas com niveis alterados de ferro e

zinco nas sementes, buscando viabilizar a biofortificacéo deste importante cereal.

2.2 Objetivos especificos

a. Construcdo de um vetor binario contendo os genes da Cas9 e RNA guia
(sgRNA) direcionado para os genes OsVIT1 e OsVIT2;

b. Transformacéo de calos de arroz via Agrobacterium tumefaciens;
C. Regeneracao das plantas transformadas;
d. Genotipagem do material transformado;

13



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Construcgao do vetor pH7WG2-Cas9U3pgRNA

O cassete de expresséo foi construido no plasmideo pH7WG2 (Karimi et al.,
2002), um vetor binario que transfere no seu T-DNA a resisténcia a higromicina. Neste
plasmideo, foi inserido um cassete oriundo do plasmideo pRGE32 (Xie and Yang,
2013), contendo a sequéncia codificante da enzima Cas9 e a regido de insergcédo do
RNA guia regulada pelo promotor da RNA polimerase lll, responsével pela transcri¢do
do RNA guia.

As manipulacdes de moléculas de DNA recombinante seguiram protocolos ja
descritos (Sargent, 1988). Os plasmideos pH7WG2 e pRGE32 foram clivados com as
enzimas de restricdo Hindlll/Sall e Hindlll/Xhol (Thermo Scientific), respectivamente,
utilizando 5 ug de DNA de acordo com as especificacdes do fabricante.

As reacdes de clivagem foram reveladas em gel de agarose/TBE 0,6% de onde
foram purificadas as bandas de 8,9 kb do vetor pH7WG2 e a de 6,6 kb do pRGE32,
sem passarem por exposicao a luz UV, com o kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN).
A ligacdo dos fragmentos purificados foi realizada com a enzima T4 DNA ligase
(Invitrogen), utilizado 150 ng do vetor e 50 ng do inserto, por trés horas a temperatura
ambiente. Para confirmar a construcao, foi realizada uma digestao utilizando a enzima
EcoRV (NEB), segundo instru¢des do fabricante, e o padréo de digestdo esperado da
molécula recombinante de 13 kb e 2,4 kb foi avaliado por eletroforese em gel de

agarose/TBA 0,8% corado com Brometo de Etideo.

3.2 Determinacao da sequéncia do RNA guia

Os éxons dos genes OsVIT1 (LOC 0s04g38940) e OsVIT2
(LOC_0s09g23300) foram obtidos da versao Oryza sativa v7_JGI do Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) e alinhados no software ClustalW
(Larkin et al., 2007), buscando-se regides com alta homologia de sequéncia. As
regides encontradas foram inseridas na ferramenta on-line CRISPOR
(http://crispor.tefor.net/), utilizando como parametros de busca o genoma de Oryza

sativa e 0 PAM 20bp-NGG. Dentre as sequéncias sugeridas, foi selecionada uma que

14



apresentou zero mismatches entre genes OsVIT1 e OsVIT2 e off-targets (25) com 4

ou mais mismatches adjacentes ao PAM no genoma.

3.3 Construcao do vetor pH7WG2-Cas9U3pVIT

Para ainsercéo da sequéncia do sgRNA selecionado no vetor binario pH7WG2-
Cas9U3pgRNA, os oligonucleotideos sgRNA1 VIT1/VIT2 F e sgRNA1 VIT1/VIT2 R,
listados na tabela 1, foram sintetizados (Thermo Scientific) ja fosforilados na porcéo
5’, com regides coesivas ao sitio de Bsal como descrito em Xie & Yang, 2013, e
denominados sgRNA1 VIT1/VIT2 F e sgRNAL VIT1/VIT2 R (Tabela 1).

Para o anelamento dos oligonucleotideos, foi preparada uma mistura contendo
1ul do sgRNA1L VIT1/VIT2 F (100 pMol), 1ul do sgRNA1 VIT1/VIT2 R (100 pMol) e 8
Ml de agua ultrapura autoclavada, como descrito por (Xie and Yang, 2013). O
anelamento dos oligosnucleotideos foi realizado no programa de temperaturas em
termociclador de 10 min a 95°C, seguido de decréscimo de 0,1°C/seg até atingir 25°C
e, posteriormente, foi adicionado 190 ul de agua ultrapura autoclavada e o dimero de
oligonucleotideos foi armazenado a 4°C.

Um micrograma do vetor pH7WG2-Cas9U3pgRNA foi clivado com a enzima
Bsal por 4 horas a 37°C e o padréo de digestdo esperado de 11,5 kb, 3,9 kb e 8 pb
foi previamente confirmado por eletroforese. Foram utilizados 50 ng do vetor clivado
com Bsal e 2 yl do duplex de oligonucleotideos para a reagao de ligacao, utilizando a
enzima T4 DNA ligase (Invitrogen), seguindo as instru¢cdes do fabricante. O produto
de ligacédo foi transformado em E. coli Ominmax e coldnias recombinantes foram
selecionadas em LB solido contendo estreptomicina e espectinomicina a 50 mg/L. A
confirmacao da ligacdo do sgRNA elimina um dos dois sitios de Bsal do plasmideo e
este padrédo foi confirmado através da digestdo do vetor com a enzima Bsal, nas
condicles ja descritas, com o padrao eletroforético esperado, do vetor linearizado, de
apenas uma banda de 15,5 kb. O plasmideo binario resultante contém no seu T-DNA
0s cassetes para a expressao da nuclease Cas9, do sgRNA para os genes OsVIT1 e
OsVIT2 e da resisténcia a higromicina conferida pelo gene HPT.

A regido contendo a sequéncia do RNA guia foi sequenciada utilizando 4,5 pMol
do primer T7G RNA R, 150 ng do vetor, no equipamento ABI-Prism 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) pela empresa ACTGene, Porto Alegre-RS. O
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plasmideo pH7WG2-Cas9U3pVIT foi introduzido em Agrobacterium tumefaciens
EHAL05 via eletroporacao (Main et al., 1995).

3.4 Transformacgéo e regeneracéo de arroz

Os calos de arroz (Oryza sativa subsp. japonica) cv. Nipponbare, foram
induzidos, transformados via Agrobacterium tumefaciens e as plantas foram
regeneradas segundo protocolo de Ozawa, 2009, com algumas alteragcdes. Os calos
foram induzidos em meio N6D e repicados em meio NB, onde permaneceram por, no
maximo, 4 semanas antes de serem novamente repicados para novo meio NB. Apoés
induzidos, os calos foram repicados 3 vezes antes de serem transformados. A bactéria
A. tumefaciens, contendo o vetor pH7WG2-Cas9U3pVIT, foi cultivada por 2 dias em
meio LB seletivo solido, contendo rifampicina (20 mg/ml), estreptomicina (50 mg/ml) e
espectinomicina (50 mg/ml). O co-cultivo dos calos com Agrobacterium foi de 2 dias,
em meio NBA, antes de serem repicados para o meio de selecéo, HTC, sem passarem
por lavagens para remoc¢ao da bactéria, onde permaneceram em estufa, a 28°C no
escuro. Apos 30 dias em meio de regeneracdo os calos comecaram a apresentar
brotacbes e foram transferidos para meio de enraizamento MS sem antibiético de

selecdo, assim como nas fases posteriores.

3.5 Genotipagem das plantas

O DNA dos calos foi extraido segundo protocolo CTAB (Stewart, 1997). Para
determinacado da transgenia dos calos, foi realizada uma PCR com os primers HPT
(Tabela 1).

Para genotipagem dos loci OsVIT1 e OsVIT2, gquanto a ocorréncia de
mutacdes, foi realizado uma gPCR do DNA total dos calos selecionados como descrito
por Yu, et al. 2014. Os primers utilizados para o gene OsVIT1 foram VIT1 Po F, VIT1
PfF e VIT1 Po R e para o gene OsVIT2 foram VIT2 Po F, VIT2 Pf F e VIT2 Po R
(Tabela 1), utilizando 100 ng de DNA molde. O experimento foi realizado em duplicata,
sendo realizado o calculo de AACT (Livak and Schmittgen, 2001), onde a amplificacéo

do fragmento de DNA externo foi considerada como referéncia e a amplificacédo
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relativa dos fragmentos nas amostras de calos nao transformados foi utilizada como

controle do experimento.

Tabela 1. Primers utilizados

Primer

Sequéncia

SgRNAL1 VITINVIT2 F
SgRNAL1 VITINVIT2 R
T7G RNAR
VIT1 PoF
VIT1PoR
VIT1 PfF
VIT2 Po F
VIT2 POR
VIT2 PfF

GGCACCATCTCCATGGGCCTCGGA
AAACTCCGAGGCCCATGGAGATGG
AAAAAAAGCACCGACTCGGTGCCA
CATCCTCGCTCGTGCTCA
GAAAAACTCGGAACCCCTCT
CCATCTCCATGGGCCTC
CCTGTCCGGCGCCAA
AAGAAGAGGAGGAAAGTTTTATTTTG
CCATCTCCATGGGCCTC
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4 RESULTADOS
4.1 Obtencao do plasmideo binario pH7WG2-Cas9U3pgRNA
Os vetores pH7WG2 e pRGE32 foram clivados com as enzimas Hindlll/Sall e

Hindlll/Xhol, respectivamente (Figura 2) e as bandas de interesse foram purificadas a
partir do gel e ligadas, dando origem ao vetor pH7WG2-Cas9U3pgRNA (Figura 3a).

pH7WG2 pRGE32

12 kb -

5kb -

1,65 kb -

1kb -

Figura 2. Padrdo da clivagem dos vetores pH7WG2 e pRGE32.

Marcador 1 kb Plus DNA Ladder, seguido do vetor pH7WG2 digerido com as enzimas Hindlll/Sall
e pRGE32 com Hindlll/Xhol. Destacadas em vermelho as bandas de interesse de 8,9 kb e 6,6
kb, respectivamente.

A confirmacao da identidade do plasmideo se deu a partir da clivagem do
mesmo com a enzima de restricdo EcoRV, que possui dois sitios de restricdo na
construcdo recombinante (Figura 3a), liberando duas bandas de 13 kb e 2,4 kb. Foram
obtidas quatro amostras que apresentaram o padréo de bandas esperado (Figura 3b)
e a amostra 8 foi selecionada para a insercdo do RNA guia. Este plasmideo foi
denominado pH7WG2-Cas9QU3pgRNA e contém sitios para a enzima Bsal

flanqueando o ponto de insergcéo da sequéncia do sgRNA.
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(a)

Sm/SpR 13353...12114] 2597 EcoRV]
N 4
»
pHTWG2- Cas9 U3p gRNA - 15525 nt
A
>Bsal 10581

(b)

12 kb -

Skb -

2kb -

Figura 3. Vetor pH7WG2-Cas9U3pgRNA.

(a) Mapa grafico do vetor construido indicando os sitios de restricdo das enzimas EcoRV e Bsal (b)
Resultado da digestéo de plasmideos obtidos de diferentes colénias recombinantes, onde as amostras
2,4, 8 e 10 apresentam o padréo de bandas esperado para a constru¢éo descrita na figura a. Utilizando
marcador 1 kb Plus DNA Ladder.

4.2 Sequéncia do RNA guia

Os genes OsVIT1 e OsVIT2 foram alinhados buscando regiées homélogas,
visando a utilizacdo de apenas um RNA guia para induzir as mutacbées em ambos 0s
genes. A sequéncia selecionada foi CCATCTCCATGGGCCTCGGA, que néo
apresenta mismatches entre 0os genes e nao apresenta off-targets sem mismatches
no genoma de arroz. Os off-targets encontrados apresentam mismatches em até 4 pb
adjacentes ao PAM garantindo que a probabilidade do sgRNA parear com essas
regides seja baixa. O gene OsVIT1 apresenta duas formas de splicing alternativo,

ambas serao afetadas pela mutacédo (Figura 4).

19
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LOC 0s04g38940.2
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Figura 4. Regifes alvo do RNA guia nos genes OsVIT1 e OsVIT2.
Estrutura gendmica dos genes OsVIT1 e OsVIT2. As caixas azuis representam 0s éxons e as linhas os
introns, A seta indica o local de reconhecimento do RNA guia em cada um dos genes.

O esquema da figura 5 demonstra que mesmo 0S genes estando em
cromossomos diferentes o RNA guia sera capaz de gerar a quebra da fita dupla em
ambos, ocasionando diferentes tipos de mutacbes que serdo determinadas

posteriormente com o sequenciamento das regides.

CG cG
&82% 83
Q=0 Q=0
&g He
(a) < < 3.ooudz8 b < « -
o{ R « Uuun é ( ) % R < 3-uuua g
o-4 Q B-d Q
Q=0 e Q=0 =
OsVIT1 9= Ui RNA guia z OsVIT2 - Uﬁ RNA guia 2
[¢] o} & e} [C] e
g : % g § : % g
= a8 = a
S i R e R TG

cGGTAGAGGTACCCGGAGCCTCCC A cGGTAGAGGTACCCGGAGCCTCCC A
T T
5'-CGGCCG TTGTA-3’ 3’—CGGCCG TCGGG- 5’
e Cas9 I[NNI e Cas9 IBE RN}
3'-GCCGG AACAT- 5 5’-GCCGG AGCCC-3
Co PAM 1. A Cs PAM 1. A
CCATCTCCATGGGCCTCGGAGGG CCATCTCCATGGGCCTCGGAGGG

Cromossomo 14 Cromossomo 9

Figura 5. Esquema ilustrando a estrutura do RNA guia e o0 mecanismo de reconhecimento da
regido alvo nos genes OsVIT1 (a) e OsVIT2 (b).

4.3 Obtencao do vetor pH7WG2-Cas9U3pVIT

O vetor pH7WG2-Cas9U3pgRNA foi clivado com a enzima Bsal (Figura 6), para

gue a sequéncia codificante do RNA guia fosse inserida entre dois sitios da enzima.
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12 kb -

5kb -

2kb-

Figura 6. Clivagem do vetor pH7WG2-Cas9U3pgRNA.

Padréo de digestdo do vetor com a enzima de restricdo Bsa |, onde as bandas esperadas sdo de 11,5
kb, 3,9 kb e 8 pb (ndo é possivel visualizar a banda de menor peso molecular), utilizando marcador 1
kb Plus DNA Ladder.

A insercéo do sgRNA destréi dois sitios de Bsal, dessa forma, quando o vetor
pH7WG2-Cas9U3pVIT for clivado com a enzima Bsal ele sera apenas linearizado.
Foram analisadas 12 colbnias recombinantes, cujos plasmideos foram extraidos e

clivados com Bsal, onde quatro apresentaram o padrao de clivagem unica (Figura 7).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 7. Confirmagéo da construcdo pH7WG2-Cas9U3pVIT.
Padréo de digestdo do vetor com a enzima Bsal, onde as amostras 6, 8, 10 e 11 representam o
vetor com a insercdo da sequéncia do RNA guia, utilizando marcador 1 kb Plus DNA Ladder.

As amostras 6, 8, 10 e 11, que apresentaram o padrdo de clivagem com Bsal
esperado para a insercdo do sgRNA, foram sequenciadas e apenas a amostra 8
apresentou a correta insercao da sequéncia do RNA guia no vetor (Figura 8). Este

plasmideo foi denominado pH7WG2-Cas9U3pVIT e foi eletroporado em células de
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Agrobacterium tumefaciens EHA105 (Hood et al 1993) via eletroporagéo (Main et al.
1995).

60 70 80 90 100 110
CTCTAAAACTCCGAGGCCCRIGGAGATGGOGYGCCACK GATCATCTGCACAACTCTTTIAAA

s Dl

Figura 8. Confirmacgéo da sequéncia do sgRNA VIT1/VIT2 do vetor pH7WG2-Cas9U3pVIT.
Eletroferograma do sequenciamento da amostra 8 utilizando o primer reverso T7gRNA R, onde

a regido sublinhada representa a sequéncia anti-senso do RNA guia.

4.4 Inducéo de calos a partir de sementes de arroz

Dezenas de sementes de arroz passaram por meio de inducéo de calos e foram
repicados em meio de proliferacdo (Figura 9), permanecendo nesse meio por
aproximadamente 50 dias até serem transformados com o vetor pH7WG2-
Cas9u3pVIT.

Figura 9. Inducao dos calos de arroz.
(a) Sementes de arroz estéreis em meio de inducdo de calos N6D. (b) Sementes apds 12 dias em

meio N6D. (c) Calos induzidos e repicados em meio NB.

4.5 Transformacéao e regeneracdo dos calos de arroz

Aproximadamente 250 explantes passaram pelo processo de transformacao
mediada por Agrobacterium tumefaciens. Desses, 10 calos apresentaram resisténcia

a higromicina (Figura 10b) e foram repicados separadamente (Figura 10c). Cada calo
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resistente foi considerado um evento de transformacé&o distinto, para que possa ser
realizada a genotipagem das plantas e a deteccao do tipo de mutacéo sofrida por cada
um deles. Cada linhagem foi repicada novamente em meio de selecdo para
proliferacdo do material e foram transferidos, posteriormente, para meio de

regeneracao.

(a)

Figura 10. Selecé&o dos calos transformados.
(a) Calos ap6s 20 dias em meio de selecdo HTC. (b) Apos 50 dias em meio HTC. Material resistente,

destacado pelo circulo vermelho. (c) Calos saudaveis repicados novamente em meio HTC.

4.7 Regeneracéao

Os calos permaneceram em meio de regeneracdo até o surgimento de
brotacbes (Figura 11a). O tempo de regeneracédo foi diferente entre os eventos de
transformacéao, levando de 30 a 60 dias. Com o desenvolvimento da parte aérea, as
plantas foram transferidas para meio de enraizamento (Figura 11b) onde
permaneceram por aproximadamente 20 dias até serem transferidas para aclimatacao

ex vitro.

(b)

Figura 11. Regeneracdo do material in vitro.
(a) Calos repicados em meio de regeneracdo. (b) Material regenerado em meio MS, para o
enraizamento.
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Dos 10 eventos de transformacéo obtidos, as linhagens L1, L4, L6, L7, L8, L9
e L10 apresentam plantas regeneradas em meio de enraizamento ou em aclimatacao.
Apenas 3 linhagens e o controle, que representa calos ndo transformados, ndo
regeneraram plantas até o momento, entretanto apresentam sinais de brotacdo no

meio de regeneracao.

Tabela 2. Listagem dos eventos de transformacédo obtidos e numero de plantas em seus
respectivos estagios de regeneracao.

Evento Enraizamento Aclimatagao
L1 18 8
L2 - -
L3 - -
L4 7 7
L5 - -
L6 2 -
L7 22 10
L8 - 2
L9 1 -

L10 11 4
Controle - -

4.6 Genotipagem

Para determinacéo da transgenia dos calos de arroz, foi realizada amplificacéao
do gene de selecao hpt (higromicina fosfotransferase) a partir do DNA genémico dos
calos de arroz das linhagens L1 a L10. Todos os eventos de transformacao
apresentaram amplificacdo do gene hpt (Figura 12) e, com isso, todas as linhagens
podem ser consideradas transgénicas pois possuem o T-DNA inserido em seu

genoma.
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2 kb -

kb -

500 o -

R —— . N

Figura 12. Deteccdo do gene hpt nos calos transformados de arroz.
Eletroforese em gel de agarose/TBE 1% das reacfes de PCR realizadas a partir do DNA total extraido

das 10 linhagens selecionadas dos calos de arroz transformados, utilizando os primers HPT. (M) -
marcador 1 kb Plus DNA Ladder, (L1 - L10) rea¢Bes de PCR das linhagens selecionadas, (+) controle
positivo, PCR com DNA molde pH7WG2-Cas9U3pVIT, (-) controle negativo da reacdo de PCR sem
DNA molde.

Para a genotipagem dos loci quanto a ocorréncia das mutacdes direcionadas a
OsVIT1 e OsVIT2, foi realizada por gPCR a partir do DNA total extraido dos calos e
foram comparadas as amplificacdes relativas dos primers internos frente aos externos
(Figura 13). As linhagens L1, L2, L3, L4, L6 e L7 apresentaram amplificacao relativa
menor do que a do controle, para o gene OsVIT1, enquanto que para o gene OsVIT2,
as linhagens L1, L4, L6, L8, L9, L10 (Figura 13) indicam a presenca da mutacdo. As
linhagens que apresentaram amplificacdo relativa menor simultdnea para os dois
genes foram L1, L4 e L6, sendo elas possiveis mutantes duplos para os genes OsVIT1
e OsVIT2. A ocorréncia das mutacdes nos genes ainda sera confirmada através do
sequenciamento dos loci, para que se possa determinar o tipo de e se elas séo

capazes de ocasionar 0 nocaute dos genes.
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Figura 13. Identificacdo de mutacdes induzidas pela Cas9.
Andlise por g°PCR da ocorréncia das mutacdes nos genes OsVIT1 e OsVIT2 nas linhagens

transgénicas. Razédo da amplificacdo relativa dos primers Pf/Po e primers Po/Po a partir do DNA total
dos calos selecionados. (Controle) calo ndo transformado, (L1-L10) amplificacdo relativa nas linhagens
transgénicas. OsVIT1, em azul, e OsVIT2, em cinza. Razdes de amplificacdo inferiores a 1 sugerem a
ocorréncia da mutagéo no respectivo loci.

26



5 DISCUSSAO E PERSPECTIVAS

A anemia, causada pela deficiéncia de ferro, € uma das caréncias nutricionais
mais prevalentes no mundo afetando cerca de um terco da populacdo mundial e
causando cerca de 800 mil mortes por ano (World Health Organization, 2001). Como
solucao para esse problema, a biofortificagcdo de alimentos apresenta uma alternativa
vantajosa por ndo provocar alteracdes nos habitos alimentares, além de ser uma
iniciativa barata e sustentavel se comparada a programas de suplementacéo
nutricional. A escolha do arroz como alvo da biofortificacao se da, principalmente, pelo
fato de ser um dos cereais mais consumidos em paises em desenvolvimento,
justamente onde as estatisticas de caréncia nutricional de ferro sdo mais alarmantes
(Masuda et al., 2012). A vista disso, a busca por possiveis genes alvos que
proporcionem a biofortificacdo dos graos de arroz se mostra de extrema importancia,
dado que, até o momento ndo se tem descrito um mecanismo efetivo para acumulacéo

de ferro em gréos de arroz.

Os genes OsVIT1 e OsVIT2 foram caracterizados como sendo transportadores
vacuolares de ferro e zinco do citosol para o vacuolo em arroz, aprisionando esses
micronutrientes nos tecidos em que séao expressos. O efeito da perda-de-funcdo de
cada um desses genes mostraram que os mutantes simples deixam de armazenar Fe
e Zn na folha bandera e bainha vegetal, passando a acumular esses nutrientes nas
sementes (Zhang et al., 2012). Contudo, se desconhece os efeitos da perda-de-funcéo
de ambos 0s genes em plantas de arroz e se esse efeito seria adicionalmente benéfico

para a biofortificacdo de suas sementes.

Visando a geracdo de um mutante duplo para os genes OsVIT1 e OsVIT2,
construimos um vetor binario contendo a sequéncia codificadora da Cas9 e a
sequéncia do RNA guia (Figura 3a) para obtencao de plantas transgénicas de arroz
com o intuito de gerar mutaces em ambos o0s genes (Figura 4). A taxa de sucesso
obtida na transformacdo foi de apenas 4%, diferindo amplamente das taxas
encontradas na literatura, superiores a 80% (Li et al.,, 2015; Ozawa, 2009). Essa
variacdo pode ocorrer devido as diferencas nos protocolos de inducéo e regeneracéo
dos calos. O protocolo que utilizamos, consistia de um hibrido entre os dois métodos

j& descritos. Esta adaptacdo havia sido benéfica para a obtencdo de plantas
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transgénicas de arroz em trabalhos anteriores (Passaia et al., 2014). Possivelmente a
taxa encontrada foi muito inferior por termos utilizado calos de aproximadamente 50
dias de idade, que foram induzidos e repicados duas vezes, enquanto os trabalhos de
Li et al. e Ozawa utilizaram calos com até 20 dias que foram induzidos e repicados em
meio de proliferacdo apenas uma vez. O meio de proliferacdo também difere dos
protocolos citados anteriormente. Os calos foram induzidos em meio N6D e repicados
em meio NB para proliferagéo, enquanto que os outros protocolos utilizam o meio N6D
também para proliferacdo. Outra possivel causa de variacdo € a diferenca no co-
cultivo dos calos com a Agrobacterium tumefaciens. Ao passo que o0 co-cultivo foi
realizado por 2 dias e em seguida os calos foram repicados em meio HTC (meio NB
contendo antibioticos), os trabalhos citados anteriormente sugerem que o0s calos
permanecam 3 dias em contato com a bactéria e que sejam lavados com agua estéril
antes de serem repicados em meio N6D contendo antibiéticos. Apos o co-cultivo, 0s
calos permaneceram em meio de selecdo no escuro em estufa, ao passo que o0s
protocolos de Li et al. e Ozawa submetem os calos a fotoperiodos de 16 horas de luz
e 8 horas de escuro. Com a comparacao dos trabalhos € possivel concluirmos que
protocolos que utilizam calos induzidos a menos tempo e que permaneceram pouco
tempo em meio de proliferacdo apresentaram uma taxa maior de transformacéo.
Provavelmente seja uma boa estratégia induzir um maior nimero de calos a partir de
mais sementes ao invés de manté-los mais tempo em meio de proliferacao, visto que,
calos mais jovens apresentam maior suscetibilidade a transformacéo. A troca dos
meios de proliferacdo e selecdo também representam modificacfes relevantes para

elevar a eficiéncia da transformacao.

A deteccao do gene HPT no material transformado (Figura 12) comprovou que
100% das linhagens resistentes apresentavam a insercédo do T-DNA em seu genoma,
sendo esse resultado equivalente ao descrito por Ozawa, 2009. Quanto a taxa de
regeneracao, proporcdes distintas foram encontradas para cada uma das linhagens
transgénicas (Tabela 2). Enquanto foram obtidas 26 plantas regeneradas da linhagem
L1, 14dal4,2dal6,32dalL7, 2dal8,1dal9 e 15 da L10, nenhuma planta foi
obtida até o momento das linhagens L2, L3, L5 e da linhagem nédo transformada,
utilizada como controle. A proporcao exata ndo foi calculada devido a dificuldade de
contagem inicial dos calos, por se fragmentarem facilmente. A possivel explicacdo

para a divergéncia nas taxas de regeneragdo entre as linhagens transgénicas € o local
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de insercdo do T-DNA no genoma dos calos. Nas linhagens que ndo apresentaram
plantas regeneradas a insercdo pode ter ocorrido em regides relevantes para o
desenvolvimento das plantas. Os calos nédo transformados foram transferidos 30 dias
apos as demais linhagens, justificando a demora no aparecimento de botacdes.

Ao serem analisados os loci dos genes com o intuito de avaliar a ocorréncia de
mutagdes (Figura 13), as linhagens L1, L2 L3, L4 L6 e L7 apresentaram amplificacido
relativa menor quando comparadas ao controle para o gene OsVIT1, sugerindo que
essas linhagens apresentam mutagcédo nesse gene. Ja para OsVIT2, as linhagens L1,
L4, L6, L8, L9 e L10 apresentaram o padréo referente a ocorréncia de mutacao nesse
gene. Desta forma, possivelmente as linhagens L1, L4 e L6 possuem as mutagcdes
nos dois genes. Outra possibilidade é que as mutacdes nas demais linhagens nao
sejam bialélicas, ou seja, podem ter ocorrido somente em um dos alelos e assim
geraram uma boa amplificacdo, mesmo tendo sofrido a mutagcdo em um dos loci.
Podemos discriminar os homozigotos dos heterozigotos por HRM (High Resolution
Melting gPCR) ou até por eletroforese, caso a diferenca seja de muitos pares de base.
A genotipagem descrita por Yu et al., 2014 € um indicativo da ocorréncia de mutacgodes,
entretanto ndo representa um resultado conclusivo. Dessa forma, a realizacdo de
experimentos complementares utilizando DNA extraido das folhas das plantas
regeneradas se faz necessario para a confirmacao dos resultados observados; assim
como o sequenciamento das regides para confirmacédo dos tipos de mutacfes em
cada locus. Caso o0s experimentos complementares confirmem o resultado
encontrado, essa técnica pode ser utilizada para o screening de mutacfes em
estagios iniciais da cultura in vitro de arroz, ndo sendo necesséria a regeneracao de

um grande numero de plantas ndo mutagenizadas.

Apébs a regeneracdo, as plantas serdo caracterizadas quimicamente quanto ao
acumulo de Fe e Zn nas sementes (Green, 2004) e ao conteudo de metais, entre eles
Mn e Cu que podem ser toxicos para as plantas, através de ICP-MS (Li et al., 2010).
Também serd observada a germinacdo (Freitas et al., 2004) para garantir que o
acumulo dos micronutrientes ndo afetou o desenvolvimento da semente. As anélises
devem ser realizadas preferencialmente na geracdo T2, onde as plantas nédo
carregarao mais o T-DNA e ambos os loci possivelmente se encontrem em
homozigose. Para confirmar que o fenétipo observado é resultado da perda-de-funcéo

dos genes OsVIT1 e OsVIT2, testes de complementacdo poderdo ser realizados
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(Zhang et al., 2012). Caso as plantas mutadas ndo apresentem maior acumulo de Fe
e Zn nas sementes, possivelmente outros mecanismos celulares sdo responsaveis
pela compensacao das funcées desempenhadas pelas proteinas truncadas e assim,
um novo desenho experimental deve ser desenvolvido para o estudo dessa via. Em
contrapartida, se as sementes apresentarem quantidade aumentada desses
micronutrientes, a perda-de-funcédo simultanea dos genes OsVIT1 e OsVIT2 podera

um mecanismo inovador para geracao de arroz biofortificado.
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