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Applicazioni del sistema CRISPR/Cas



Di cosa parleremo…
•Principali applicazioni del sistema CRISPR/Cas 

•Sistemi di trasferimento (delivery) degli effe ori CRISPR/Cas   

     nelle cellule e nelle piante

•Alcune applicazioni del sistema CRISPR/Cas nelle piante

                            CRISPR/Cas IN LABORATORIO

•So'ware di proge azione di un sistema CRISPR/Cas

•Esempio pra*co: Come si disegna un RNA guida

•Prodo, CRISPR/Cas disponibili in commercio

�Occhio alle domande!



Applicazioni del sistema CRISPR/Cas

           (edi*ng del genoma)
• Introduzione di piccole mutazioni (inserzioni/delezioni) in pun* specifici del genoma 

tramite NHEJ e ina,vazione genica (Gene Knock‐out)

• Manipolazione del numero e della stru ura dei cromosomi (delezioni/inserzioni o 

traslocazioni)

• Integrazione sito‐specifica del DNA mediata da ricombinazione omologa (HR) (Gene 

knock‐in)



Applicazioni del sistema CRISPR/Cas

(Regolazione della trascrizione)

L’a,vità di taglio della Cas9 è completamente abolita (dCas9) e la 

proteina viene fusa ad un dominio di a,vazione o repressione 

trascrizionale. 
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Applicazioni del sistema CRISPR/Cas nelle piante

1. Varietà di riso resistente all’agente fungino del 

“brusone” del riso 

1. Induzione della tolleranza al glifosato nella Cassava



Scopo� Conferimento alla specie riso (Oryza sa
va) della resistenza alla 

patologia causata dal fungo filamentoso ascomicete Magnaporthe oryzae, 

soprannominata “brusone” del riso.

Strategia� U*lizzo del sistema CRISPR/Cas9 per ina,vare il gene

OsERF922, che inibisce la risposta immunitaria della pianta all’azione patogena 

di M.oryzae.
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• Sequenziamento della regione so oposta ad edi*ng in piante mutan*

• Trasformazione dei calli embriogenici mediata da Agrobacterium tumefaciens 

• Selezione dei calli resisten* a igromicina



• Autoimpollinazione di alcune piante mutan* e verifica della trasmissibilità delle 

mutazioni acquisite da una generazione a quella successiva nel 100% dei casi

• Selezione di linee mutan* TDNA‐free (*) o enu* tramite segregazione nelle 

generazioni T1 e T2

*

*



• Analisi feno*pica dopo inoculazione di M.oryzae 

• Verifica del mantenimento dei principali tra, agronomici delle piante mutate 

(dimensioni delle foglie, numero di pannocchie produ,ve, la lunghezza della 

pannocchia, il numero di grani per pannocchia, peso dei semi) 



Scopo� conferimento della tolleranza agli erbicidi a base di glifosato nella 

pianta tuberosa Cassava (Manihot esculenta) per proteggere le radici della 

pianta dall’azione delle piante infestan*.

Strategia� U*lizzo del sistema CRISPR/Cas9 per indurre al* livelli di 

espressione del gene endogeno EPSPS 

(mais transgenico GA21� 5 copie di gene EPSPS per o enere gli stessi 

livelli di espressione)



• Sos*tuzione promotore endogeno del gene EPSPS con il promotore 

forte e cos*tu*vo 35S

• Costru o contenente la casse a di espressione della nucleasi Cas 9, il 

DNA donatore (HR repair template) e la casse a di espressione per i 

due RNA guida (sgRNA #11 e sgRNA#7)

+ casse a di espressione per

sgRNA #11 e sgRNA #7





• Infezione con Agrobacterium di calli embrionali di Cassava

• Verifica mediante PCR delle piante trasformate con Agrobacterium e resisten* 

al glifosato • L’amplificazione dell’allele wt indica che le 

piante risultano eterozigo* per l’evento di 

edi*ng

• L’assenza della banda rela*va all’allele editato 

indica un evento impreciso di HR (*)�verifica 

mediante sequenziamento

• L’assenza della banda rela*va al costru o 

Cas9 è indica*va di un evento di edi*ng 

transgene free in cui non si è verificata 

l’integrazione della casse a CRISPR/Cas (*)

*

*



Analisi feno*pica dopo 21 giorni di tra amento con glifosato

In conclusione:

•Realizzazione di costru, basa* sul tDNA di Agrobacterium configura* 

per indurre even* di edi*ng mediante HR

•O enimento di piante di Cassava tolleran* al glifosato a livelli simili a 

quelli o enu* con le tecniche di transgenesi convenzionali

•O enimento di even* privi di integrazione del costru o effe ore del 

sistema CRISPR/Cas



Prodo, commerciali o enu* con il sistema CRISPR/Cas

Ibridi cerosi di mais ad eleveta resa (Pioneer U.S.A. 2016):

•Delezione del gene “waxy” responsabile della produzione di 

amilosio

•Aumentato contenuto in amilopec*na (dal 75% al 97%)

•Produzione di alimen*, mangimi e carta lucida 

•Field trials

•Commercializzazione nei prossimi 5 anni

Soia con elevato contenuto di acido oleico (Cellec*s 2014):

•Edi*ng dei 4 alleli della famiglia genica FAD2

•Aumento del contenuto di acido oleico (dal 20% all’80%)

•Semi con contenuto rido o in acidi grassi insaturi

•Miglioramento della conservazione, dello stato ossida*vo e 

delle qualità nutrizionali

•Meno di 15 mesi per o enere questo prodo o (Haun et al. 

2014)



So'ware di proge azione di un sistema CRISPR/Cas

Brazelton et al. 2015



Come sono stru ura* ques* tool

• Si suddividono in due classi:

1. So'ware che consentono di ricercare gRNA sperimentalmente 

valida* e di risalire alla fonte e alle risorse disponibili (costru,, 

semi, tessu*…). Es: CrisprGE

1. So'ware che prevedono quali si* all’interno di una data 

sequenza sono ada, alla costruzione di un saggio di edi*ng 

basato sul sistema CRISPR/Cas (predizione OFF‐TARGET).



Da* di Input richies*

• Sequenza di DNA target (formato FASTA, nome del 

gene o ID number)

• Specie di interesse (genoma di riferimento)

• Cara eris*che della sequenza target (*pologia PAM, 

lunghezza, limitazioni al 5’ e al 3’)

• Parametri per la predizione degli OFF‐TARGET 

(lunghezza della regione complementare gRNA‐DNA, 

numero di mismatch tollera*)

• Parametri opzionali per il disegno di casse e di 

espressione (promotore T7 e U6)



In output:

• Localizzazione e sequenza dei gRNA sulla sequenza 

“query” e sul genoma di riferimento (coordinate)

• “Score” di efficacia del saggio

• Sequenza in formato FASTA dei gRNA

• Sequenza e localizzazione degli OFF‐TARGET

• Localizzazione degli OFF‐TARGET

• ID number dei geni su cui sono sta* iden*fica* OFF‐

TARGET



Esempio pra*co: Come si disegna un RNA guida

h p://crispr.cos.uni‐heidelberg.de/

So'ware CCTop ‐ CRISPR/Cas9 target online predictor 

• Disegnare un RNA guida dire o contro il promotore del gene 

OsSWEET11 di riso (Oryza sa
va ssp. japonica) coinvolto nel 

trasporto degli zuccheri e bersaglio del ba erio patogeno 

Xanthomonas oryzae, l’agente responsabile della ruggine del 

riso.
• Predizione di eventuali OFF‐TARGET nel genoma di riso

>PROMOTORE OsSWEET11

GACACAAGAGATGCTAGCTAGAGAGGAAGGCTTAAGTGCTACTACAACTGCATGTGTGGTTTGGCCTTGGCCATGGCTCA

GTGTTTATATAGTTGGAGACCCTCCACTTTTGGTGGTGTACAGTAGGGGGAGATGCATATCTAACCTTTGCTTTTTTTTCTTG

TGCTTGATATTTCTTTTTCACTCTGATATATCATTTAT







Sistemi CRISPR/Cas disponibili in commercio

• PROTEINA CAS9:

� Proteina ricombinante

� Cas 9‐D10A Nickase

� mRNA

� Ve ore di espressione

� Len*virus

� Linea cellulare Cas9

� An*corpi per Cas9

• gRNA:

� Oligonucleo*de sinte*co (gRNA o 

dualRNA)

� Len*virus gRNA

� gRNA o dual RNA trascri o in vitro

� Ve ore di espressione

• CONTROLLI CRISPR:

� Nega*vi (gRNA non targe*ng)

� Posi*vi (gRNA valida* con elevata 

efficienza di edi*ng)

• DNA DONATORE:

� Ve ore donatore con con 

braccia omologhe pre‐

disegnate



Sistemi CRISPR/Cas disponibili in commercio

• PROTOCOLLI VALIDATI:

� Trasfezione di RNP

� Verifica dell’efficienza di 

edi*ng (Kit di detec*on 

dei tagli su DNA 

genomico)

� Isolamento e 

geno*pizzazione di cloni 

cellulari

� Protocolli e reagen* per 

sistemi di trasfezione ed 

ele roporazione

• SERVIZI DI INGEGNERIZZAZIONE:

� Assistenza e supporto nel disegno del saggio

� Sequenziamento dei plasmidi CRISPR 

� Validazione dell’efficienza del saggio

� Analisi dei prodo, (ON‐TARGET  e OFF‐

TARGET) mediante sequenziamento classico, 

NGS o altre metodiche di detec*on.

• TOOL PER DISEGNARE I SAGGI



• PROTEINA CAS9:

� Proteina ricombinante con 

codoni specifici per 

monoco*ledoni o 

dico*ledoni

• gRNA:

� Promotore U6 specifico 

per monoco*ledoni o 

dico*ledoni

Sistemi CRISPR/Cas disponibili in commercio specifici per le piante

Plasmidi pron* all’uso contenen* le casse e di espressione per la nucleasi  Cas9 e per 

il gRNA per :

�Trasformazione mediata da Agrobacterium tumefaciens

�Trasformazione con metodi biolis*ci 

�Trasformazione di protoplas* 

con differen* marcatori di selezione (igromicina, neomicina o bar) o con geni reporter 

(GUS)



GRAZIE PER L’ATTENZIONE!


