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CONSTRUÇÃO DE VETOR CRISPR/Cas COM DUPLO gRNAs PARA
EDIÇÃO DE DICOTILEDÔNEAS

SILVA,A. M. V.(1); SOUZA, E. M. G.(1); MARIN S. R. R.(2); NEPOMUCENO,A. L.(2); MERTZ-HENNING, L. M.(2)
(1)Universidade Estadual de Londrina; (2)Embrapa Soja, Londrina, PR.

Introdução

A soja, sendo rica em proteínas de alta qualidade e contendo aminoácidos essenciais,
destaca-se como uma importante fonte alimentar. Suas sementes possuem a maior concentra-
ção de proteínas entre as leguminosas, o que faz com que a mesma seja o principal componente
da alimentação animal na forma de farelo (Cabanos et al., 2021).

O sistema CRISPR/Cas é uma erramenta utilizada na edição de genomas, que pode ser apli-
cada para o melhoramento genético da soja, sendo a enzima Cas9 a mais comumente empre-
gada, derivada da Streptococcus pyogenes (SpCas9). Essa enzima realiza a clivagem do DNA
na presença da sequência “NGG” e do RNA guia (gRNA), o qual direciona a Cas9 para o local
especíco do genoma o qual se deseja editar. Posteriormente, mecanismos de reparo celular
são acionados, e com isso, mutações podem ser introduzidas de modo direcionado, podendo
levar a deleção, substituição, ou inserção de nucleotídeos. Esse sistema de edição permite o
aprimoramento de diversas características vegetais e está impulsionando o desenvolvimento de
germoplasma com características superiores (Yao et al., 2023).

O uso de gRNA duplo para edição de um mesmo gene, otimiza o screening das plantas oriun-
das da cultura de tecidos, pois possibilita a deleção de grandes fragmentos do gene de interesse,
facilitando o processo de caracterização molecular das plantas editadas, por meio de reação da
polimerase em cadeia (PCR), seguido de eletroorese em gel de agarose (Zhao et al., 2016).

O objetivo deste estudo foi realizar a construção de vetor com duplo gRNA para edição de
um único gene, utilizando o sistema de edição CRISPR/Cas9.

Material e Métodos

A sequência do gene alvo da edição, que consiste em um gene que codica para a presença
de fatores antinutricionais da soja, foi obtida a partir do banco de dados do Phytozome, utilizan-
do a versão mais recente do genoma de soja disponível, Glycine max Wm82 a6.v1 (Phytozome
v13).

Posteriormente, foram desenhados os gRNAs para direcionar a enzima Cas9 ao gene alvo
para edição, por meio do sotware CCTop, que garante uma alta probabilidade de sucesso na
edição e evita a presença de o-targets (modicações genéticas ora do alvo). Para síntese dos
gRNAs, foram incluídos os sítios das enzimas de restrição presentes no vetor para permitir a
inserção no vetor a ser utilizado na transformação.

O vetor, voltado para o silenciamento gênico via CRISPR é composto por elementos para
expressar a enzima Cas9 controlada pelo promotor 35S do vírus do mosaico do couve-or
(CaMV), a sequência do gene Bar (marcador de seleção) que conere resistência ao herbicida
gluosinato de amônio, também sob controle do promotor 35S, e os dois gRNAs do gene alvo
a ser editado, sob controle do promotor U6 de Arabidopsis thaliana. Os gRNAs foram clonados
nesse vetor binário, capaz de se replicar tanto em Escherichia coli quanto em Agrobacterium
tumefaciens.

A sequência do gRNA1 oi inserida no vetor entre os sítios de restrição BsmBI, enquanto a se-
quência do promotor U6 + gRNA 2 oi inserida entre os sítios de restrição SalI e KpnI. A inserção
desses gRNAs ocorreu da seguinte forma:
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A sequência dos gRNAs oram osoriladas para permitir a ormação do duplex e a preparação
das extremidades para ligação do gRNAao vetor. O vetor foi linearizado usando a enzima BsmBI.
Foi então realizada a eletroorese em gel de agarose 1% com tampão TBE1X e o ragmento re-
erente ao vetor linearizado oi puricado usando o Kit de Puricação de gel Wizard SV Gel and
PCR Clean Up System Promega, conorme o protocolo do kit. O vetor puricado oi quanticado
usando espectrootômetro NanoDrop para determinar a quantidade de vetor linear a ser usada
para a ligação de cada um dos gRNAs, usando a enzima T4 ligase.O ragmento correspondente
ao promotor U6+gRNA2+Track oi amplicado por PCR, em seguida oi realizada a digestão com
as enzimas de restrição SalI e KpnI, tanto do amplicon como do vetor contendo o gRNA1. Por
m oi realizada a reação de ligação com T4 Ligase entre o vetor linear contendo o gRNA1 e o
ragmento U6+gRNA2+Track. O produto nal de ligação dos gRNAs ao vetor é apresentado na
Figura 1.

Fonte – próprio autor
Figura 1. Cassete de expressão (Vetor) composto de: LB (borda esquerda) - promotor 35S, gene marcador Bar,
terminador, promotor 35S, enzima Cas9, terminador, promotor de ubiquitina, RNA guia 1, promotor de ubiquitina RNA
guia 2, RB (borda direita).

Para a clonagem do vetor, células competentes de E. coli e o vetor contendo os gRNAs pre-
viamente ligados foram adicionadas a um microtubo, e mantidas em repouso por 30 minutos.
Posteriormente a clonagem oi realizada através de choque térmico em banho-maria a 45ºC por
90 segundos, seguido por um banho de gelo por 90 segundos. Na sequência oi adicionado meio
Luria Bertani (LB) aos microtubos, que foram então incubados em um agitador orbital do tipo
shaker, a 180 rpm a 37ºC por 1 hora, para permitir a multiplicação dos plasmídeos. Os plasmí-
deos foram centrifugados a 3.000 rpm por 1 minuto para concentrar as células de E. coli, que em
seguida foram plaqueadas em meio LB contendo 50ug.mL-1 de espectinomicina, para seleção
das colônias recombinantes. As placas oram incubadas a 37ºC durante 16 horas.

A seleção de colônias recombinantes oi realizada por PCR da região do promotor e do gRNA,
seguida de visualização por eletroorese em gel de agarose a 1%. Foi selecionada uma colônia
recombinante para extração do DNA plasmidial, a ser usada na transformação de A. tumefaciens
através de choque térmico. Após conrmação de colônias recombinantes em A. tumefaciens, o
vetor oi empregado na transormação de soja visando o silenciamento gênico.

Resultados e Discussão

No processo de transformação de plantas, a construção de um vetor otimizado que contenha
todos os elementos necessários para expressão da maquinaria de edição, é essencial para ob-
ter o resultado esperado. A linearização do vetor através de digestão com enzima de restrição
possibilitou gerar as extremidades coesivas necessárias para introdução do gRNA (Figura 2A).

A clonagem, com a inserção de gRNAs duplos, oi conrmada por meio de PCR de colônias e
eletroforese em gel de agarose utilizando primers que se anelam na região do promotor e da en-
zima Cas9 e na região dos gRNAs. Conforme observado na Figura (2B) observou-se as bandas
correspondendo ao tamanho do fragmento esperado de 564pb, o que demonstra que o gRNA foi
clonado de orma eciente.
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Figura 2. A) Eletroorese em gel correspondente a linearização do vetor. B) Eletroorese em gel correspondente às
ligações realizadas do vetor e dos gRNAs. A reação de ligação oi utilizada como controle positivo, como controle
negativo foi utilizado o vetor vazio e como branco reação sem DNA.

A possibilidade de utilizar um vetor modular que possibilita a troca do gRNA é uma estratégia
eciente e que reduz custos quando comparada à síntese química por empresas especializadas.
Na literatura, essa estratégia vem sendo adotada em plantas de espécie modelo como A. thalia-
na (Stuttmann et al., 2021), bem como, em culturas de importância agrícola como a soja (Mallet
et al., 2019). Neste trabalho foi possível demonstrar a aplicabilidade desta estratégia em um
vetor para transformação mediada por A. tumefaciens. O emprego de vetores com gRNA duplos
ornece uma plataorma poderosa para gerar edições de grandes ragmentos, pois aumenta a
probabilidade de silenciamento do gene de interesse, uma vez que quanto maior o fragmento
editado, maior a chance de obter o fenótipo esperado, além de otimizar o screening das plantas
editadas através de PCR e eletroforese selecionando apenas plantas editadas para posterior
sequenciamento (Zhao et al., 2016).

Conclusão

Neste trabalho foi possível realizar com sucesso a construção de vetor com duplo gRNA para
expressão do sistema CRISPR/Cas em dicotiledôneas como a soja, com potencial de otimizar o
screening das plantas editadas.
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