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Silenciamento do gene FAD2 via CRISPR visando 
a obtenção de soja com alto teor de ácido oleico 
Daniel Rockenbach Marin(1); Rodrigo Thibes Hoshino(2); Sandra Maria Bellodi 
Cação(2); 

Silvana Regina Rockenbach Marin(3); Alexandre Lima Nepomuceno(4); Liliane Márcia 
Mertz-Henning(4)

(1) Doutorando, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR; (2) Bolsista de Pós-doutorado 
FAPED, Londrina, PR; (3) Analista, Embrapa Soja, Londrina, PR; (4) Pesquisador, Embrapa Soja, 
Londrina, PR.

Introdução

A soja é uma das principais commodities agrícolas globais, amplamente 
utilizada nas indústrias alimentícia, de ração animal, química, farmacêutica 
e de biocombustíveis, devido à sua elevada composição de proteínas, óleo e 
carboidratos. O óleo de soja é composto principalmente pelos ácidos graxos 
palmítico, esteárico, oleico, linoleico e linolênico, sendo aproximadamente 
85% insaturados (Combs; Bilyeu, 2019). Apesar dos benefícios nutricionais 
dos ácidos graxos insaturados, os poli-insaturados, como os ácidos linoleico 
e linolênico, apresentam maior suscetibilidade à oxidação, comprometendo 
a estabilidade e a qualidade dos produtos (Derbyshire et al., 2023). Em 
contraste, o ácido oleico, um ácido graxo monoinsaturado, apresenta 
maior estabilidade oxidativa e benefícios à saúde, além de ser desejável 
industrialmente por aumentar a vida útil dos produtos e reduzir a formação 
de resíduos (Winfield et al., 2024).

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

O silenciamento dos genes GmFAD2 foi realizado por meio da tecnologia 
CRISPR/Cas9, explorando a via de reparo por junção de extremidades 
não homólogas (Non-Homologous End Joining, NHEJ). O RNA guia 
(gRNA) foi desenhado utilizando a ferramenta CCTop (https://cctop.cos.
uni-heidelberg.de/), com base em sequências dos genes alvos FAD2-1A 
(Glyma.10G278000) e FAD2-1B (Glyma.20G111000) obtidas na plataforma 
Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/). O gRNA foi selecionado 
considerando a ausência de potenciais efeitos fora do alvo (off-targets), e 
a eficiência conforme predição de complementaridade e análise de sítios 
secundários (Corsi et al., 2022). O gRNA foi inserido em vetor binário 
contendo as sequências necessárias para expressão da maquinaria 
CRISPR/Cas9 e do gene de seleção Bar. O vetor foi inserido na estirpe 
EHA105 de Agrobacterium tumefaciens. 

O processo de transformação foi realizada em cotilédones de soja, via 
Agrobacterium tumefaciens contendo o vetor recombinante e submetidos 
ao co-cultivo, envolvendo as etapas de regeneração em meios de cultura 
específicos, com seleção baseada na resistência ao glufosinato de amônio. 
Os explantes regenerados foram alongados, enraizados e posteriormente 
aclimatizados em substrato, sendo transferidos para casa de vegetação 
para desenvolvimento completo (Kanamori et al., 2011). 

A confirmação das plantas contendo a maquinaria CRISPR/Cas9 foi 
realizada por extração de DNA seguida de PCR com primers específicos para 
enzima Cas9. A edição nos genes alvos foi identifcada por sequenciamento 
Sanger, e a inferência quantitativa da eficiência de edição e da frequência 
de mutações foi realizada por meio do software ICE  (https://ice.editco.
bio/#/), que permitem estimar a proporção de alelos editados com base na 
decomposição dos sinais de sequenciamento Sanger (Doyle et al., 1990; 
Sanger et al., 1977).

Resultados e Discussão

As plantas regeneradas do processo de transformação foram avaliadas 
quanto à presença da construção gênica e à ocorrência de edições nos 
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genes FAD2. A análise por PCR convencional de oito plantas, identificou 
a inserção do cassete CRISPR/Cas9 em três plantas, resultando em uma 
eficiência de transformação de 37,5% (Figura 1). 

Figura 1. PCR convencional em gel de agarose 1%. A presença de produto de am-
plificação de 629pb indica planta com maquinaria CRISPR/Cas9, ausência de banda 
indica planta não transformada. Controle positivo: vetor de transformação. Controle 
negativo: DNA de soja não transformado. Controle Branco: reação sem DNA. 1Kb 
Plus (Invitrogen®): marcador de tamanho da amplificação.

O sequenciamento Sanger e posterior análise no software ICE, revelou 
a presença de mutações do tipo inserção/deleção (indels) na região 
codificadora dos genes alvos, próximas ao sítio de corte direcionado pelo 
gRNA, confirmando a atividade do sistema CRISPR/Cas9 nas plantas 
transformadas. 

Foram observados diferentes padrões de edição, incluindo eventos 
quiméricos, frequentemente descritos em gerações iniciais de plantas 
editadas, que apresentam diversos alelos (Figura 2). Sendo importante 
selecionar os alelos com as edições capazes de gerar mutações do tipo 
loss-of-function, com potencial impacto na funcionalidade dos genes (Cong 
et al., 2013).
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Figura 2. Proporção de alelos editados com base na decomposição dos sinais de 
sequenciamento Sanger. Pontilhado indica as bases deletadas e respectiva porcen-
tagem do alelo. 

Os resultados obtidos são consistentes com estudos prévios que demonstram 
a eficiência do sistema CRISPR/Cas9 na edição simultânea de múltiplos 
genes da família FAD2 (Do et al., 2019). A obtenção de mutações nesses 
genes está diretamente associada ao aumento do teor de ácido oleico, 
indicando o potencial das linhagens obtidas para melhoria da qualidade do 
óleo de soja.

Conclusão

A utilização da tecnologia CRISPR/Cas9 para edição dos genes FAD2-
1A e FAD2-1B mostrou-se eficiente na geração de mutações em soja, 
com potencial para alterar o perfil de ácidos graxos do óleo. A estratégia 
adotada apresenta relevância agronômica e industrial, contribuindo para o 
desenvolvimento de cultivares com maior estabilidade oxidativa e melhor 
qualidade nutricional. Estudos adicionais são necessários para a validação 
fenotípica e estabilidade das edições nas gerações subsequentes.
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