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Apresentação
Há poucos anos, a possibilidade de se promover de forma rápida, precisa e 

econômica alterações pontuais em sequências dos genomas de plantas e animais 
de interesse agropecuário, de modo a torná-los mais aptos a um determinado am-
biente ou condição, parecia algo distante. Cientistas se debruçavam sobre procedi-
mentos de transformação genética que, em geral, custavam caro demais em função 
principalmente da necessidade de desregulamentação dos eventos-elite gerados e, 
além disso, eram na maioria das vezes demorados demais para responder a altera-
ções importantes no cenário socioeconômico da atividade agropecuária. A conse-
quência imediata disso era que somente poucas empresas no mundo conseguiam 
operar tal modelo de maneira eficiente. 

Esse cenário começou a mudar há pouco mais de 8 anos, quando as pesquisa-
doras Emmanuelle Charpentier, diretora do Instituto Max Planck de Biologia das 
Infecções, e Jennifer A. Doudna, bioquímica da Universidade da Califórnia, publi-
caram na revista Science o artigo seminal  intitulado “A Programmable Dual-RNA–
Guided DNA Endonuclease in Adaptive Bacterial Immunity”, no qual descreveram 
como sequências palindrômicas curtas e repetitivas, agrupadas e interespaçadas 
regularmente, proviam bactérias e arqueas com imunidade adaptativa contra viro-
ses e plasmídeos e mostraram que tais bactérias/arqueas usam RNAs CRISPR para 
guiar a clivagem de ácidos nucleicos invasores.  A partir daí o campo da Engenharia 
Genética entrou em nova e revolucionária fase, na qual é possível usar sistemas 
baseados em CRISPR/Cas com RNAs programáveis, permitindo que cientistas em 
praticamente qualquer laboratório de biologia molecular possam mudar ou editar 
(termo que tem sido mais comum) sequências específicas do genoma de células 
eucarióticas. Assim, com essa “tesoura molecular”, é possível, por exemplo, “cortar” 
uma parte específica do DNA, fazendo com que a célula produza ou não determi-
nadas proteínas. Por essa descoberta, Charpentier e Doudna foram agraciadas com 
o Prêmio Nobel de Química em 2020. 

Como não podia deixar de ser, a técnica passou a ser amplamente utilizada na 
pesquisa agropecuária para desenvolver lavouras com novos atributos, tais como 
resistência a pragas e doenças, tolerância à seca e a outros estresses abióticos. 
A Embrapa tem hoje em seu portfólio de projetos um grande projeto, chamado 
CRISPRevolution, que consiste no mais organizado esforço da empresa para utiliza-
ção da edição genômica por meio da tecnologia CRISPR como solução biotecnoló-
gica para a melhoria da qualidade nutricional, industrial e da tolerância ao déficit 
hídrico de espécies de interesse agronômico. Somam esforços na consecução des-



se projeto a Embrapa Agroenergia, que o coordena, a Embrapa Milho e Sorgo, a 
Embrapa Soja, a Embrapa Arroz e Feijão e a Embrapa Informática Agropecuária. 

A ideia de se organizar e publicar a presente obra surgiu em uma conversa infor-
mal do grupo de líderes do projeto. Para eles, além de promover ciência de ponta e 
desenvolver produtos e processos inovadores com base na nova técnica, era preciso 
atuar também numa estratégia de disseminação do conhecimento científico. Pois 
bem, este livro é fruto dessa visão e traz um vasto material que, sem dúvida alguma, 
passará a ser referência para professores, pesquisadores, técnicos e estudantes que 
se dedicam ao estudo da biotecnologia. Que este material possa inspirar inúmeros 
cientistas a continuar avançando o campo da biotecnologia, trabalho que em nossa 
visão continuará a alicerçar a agropecuária moderna por anos a fio. 

Esperamos que apreciem este texto. Boa leitura a todos.

Alexandre Alonso Alves
Chefe-Geral da Embrapa Agroenergia
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CAPÍTULO 1

Introdução à edição 
genômica em plantas

Desafios da agricultura moderna para o presente e o futuro
Os desafios da agricultura moderna, destinada tanto para abastecimento de 

alimentos quanto para obtenção de bioenergia, são de escala mundial e incluem 
aumento da demanda alimentícia devido ao crescimento populacional, mudanças 
de hábitos alimentares e mudanças climáticas. Um dos maiores desafios é aumento 
sustentável da produção, com a aplicação de melhores práticas agrícolas e o desen-
volvimento de variedades capazes de produzir alimentos com teor e qualidade nu-
tricional, bem como mais tolerantes aos diversos tipos de estresses bióticos e abió-
ticos (DaMatta et al., 2010; Lobell; Gourdji, 2012; McCouch et al., 2013; Eisenstein, 
2013; FAO, 2019). Além disso, o contínuo aumento da utilização de áreas cultiváveis 
tem causado grande impacto de desmatamento florestal (Campbell et al., 2008).

Historicamente, o desenvolvimento de cultivares com características desejáveis 
(traits), tais como maior produtividade, resistência a pragas ou maior valor nutricio-
nal, baseou-se principalmente em métodos de seleção de alelos favoráveis de ocor-
rência natural ou induzidos por mutagênese não específica. Apesar de sua enorme 
contribuição, esses métodos apresentam limitações, tais como a seleção fenotípica 
sem conhecimento das bases moleculares e fisiológicas envolvidas (Purugganan; 
Fuller, 2009).

Com o advento da biologia molecular, a agricultura moderna se beneficiou de 
diversas técnicas que auxiliam o melhoramento genético vegetal, com destaque 
para a transgenia, a seleção assistida por marcadores moleculares e a seleção genô-
mica. Contudo, embora tenham papel importante no cenário da agricultura atual, 
alimentos transgênicos sofrem forte crítica do público, normalmente sendo asso-
ciados à imagem de algo “não natural” por reunir material genético de diferentes 
organismos (Schmidt et al., 2020). Além disso, ainda há muita limitação técnica para 
o desenvolvimento de produtos comerciais, como, por exemplo, a restrição à mani-
pulação de características controladas por poucos genes, ou a impossibilidade de 
escolha da posição genômica onde o DNA exógeno é integrado (Que et al., 2010). 

José Hernandes Lopes Filho
Viviane Cristina Heinzen da Silva
Josenilda Carlos dos Santos
Ricardo Augusto Dante
Isabel Rodrigues Gerhardt
Juliana Erika de Carvalho Teixeira Yassitepe
Fernanda Rausch Fernandes
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Outros métodos de introgressão de genes (transferência ou introdução perma-
nente de genes de interesse de uma linhagem para outra) envolvem várias etapas 
de cruzamentos entre as linhagens selecionadas e a elite, o que demanda longos 
períodos de tempo (Mazur; Tingey, 1995; Jacobsen; Schouten, 2007; Harrison; 
Larson, 2014). Por exemplo, uma cultivar elite apresenta características de interes-
se agronômico, mas pode ser suscetível a uma determinada praga. Para adquirir 
resistência, tal cultivar é cruzada com uma variedade doadora, resistente à praga, 
mas com demais características não desejadas. A geração F1 (híbrida) é resistente 
à praga graças ao alelo dominante proveniente do parental doador, mas apresen-
ta características intermediárias. Diversas etapas de retrocruzamento e seleção 
são necessárias para recobrar as características da variedade elite, mantendo a 
resistência. Muitas vezes, mesmo após múltiplos ciclos de retrocruzamento, não é 
possível recuperar as sequências da variedade elite adjacentes ao locus de interesse 
(Figura 1). Esses métodos são ainda restritos a espécies aparentadas, uma vez que 
o cruzamento entre espécies distantes não é viável, ou, quando ocorre, tende a 
produzir descendentes inférteis (Moyle; Nakazato, 2008).

Assim, o desenvolvimento de híbridos ou cultivares agrícolas com múltiplos 
traits é um processo extremamente complexo, de alto custo e longo. Mesmo os pro-
gramas de melhoramento assistido por marcadores moleculares, que identificam 
e garantem a presença do alelo introduzido, bem como selecionam o genoma do 
doador com características não desejadas, têm suas limitações (Xu; Crouch, 2008). 
Por exemplo, o extenso “arraste de ligação” (linkage drag), associado à segmentação 
de genoma, limita os programas de melhoramento na etapa de recombinação 
genética (Lin et al., 2014), exigindo tentativas para quebra da ligação do gene-alvo 
(Brown, 2002). Tais processos são muitas vezes desafiadores e exigem grandes po-
pulações de cruzamento e seleção trabalhosa, uma vez que a taxa de recombinação 
entre um dado marcador próximo ao locus de interesse e esse próprio locus é baixa, 
sendo diretamente relacionada à distância entre ambos (Li et al., 2015). 

É, portanto, urgente que novas estratégias e tecnologias sejam utilizadas para 
reduzir o tempo e os custos do melhoramento genético. Nesse sentido, a edição 
genômica em plantas emergiu como uma importante ferramenta para o aumento 
da produtividade, qualidade e segurança dos alimentos produzidos.

Ferramentas de edição de genomas 
para o melhoramento de precisão

Tecnologias eficientes de edição de genomas têm promovido grandes oportu-
nidades para a agricultura, permitindo a manipulação de genomas de plantas de 
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Figura 1. Representação do processo de introgressão no qual uma variedade elite suscetível a uma praga é cruzada com um 
parental doador resistente. Cromossomos azuis e vermelhos representam genoma da cultivar elite e doadora, respectiva-
mente. Região em preto indica o locus que confere resistência à praga.

maneira altamente específica (não aleatória) em seu contexto cromossômico natu-
ral (Chen et al., 2019). Como veremos em detalhe mais adiante, diferentes técnicas 
de edição foram utilizadas nos últimos anos, destacando-se as baseadas em ZFNs 
(Zinc Finger Nucleases), TALENs (Transcription Activator-Like Effector Nucleases) e 
CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats / CRISPR 
associated protein).
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Uma das maiores contribuições das técnicas de edição de genomas na área agrí-
cola talvez seja a possibilidade de melhoramento de múltiplos traits simultanea-
mente – diretamente em linhagens elite, agilizando o desenvolvimento de produtos 
comerciais, o que geralmente é impraticável por meio de técnicas convencionais 
de melhoramento genético (Gao et al., 2020b). Tais estratégias, denominadas mul-
tiplex, envolvem a edição de diversos loci concomitantemente. Essa versatilidade 
é importante para o melhoramento de características determinadas por QTLs (do 
inglês Quantitative Trait Loci), ou seja, aquelas controladas por múltiplos loci do 
genoma (Rodríguez-Leal et al., 2017). 

Estratégias alternativas, como “in vivo desired-target mutator” (DTM) (Li et al., 
2017), são baseadas no cruzamento de eventos transgênicos (carregando a maqui-
naria de edição) com genótipos elite, nos quais a edição pode ocorrer diretamente 
nos seus alelos. Consequentemente, essas estratégias minimizam o efeito de “ar-
raste de ligação” associado aos loci editados e aceleram a recuperação do genoma 
dos parentais recorrentes por possibilitar tanto número menor de gerações de 
retrocruzamento quanto uso menos intensivo de marcadores moleculares.

Além disso, recentes avanços da tecnologia permitem a obtenção de plantas 
modificadas sem a inserção cromossômica de DNA exógeno, abrindo assim a 
possibilidade de serem consideradas como livres de transgenia (Figura 2) (Jansing 
et al., 2019). Diferentes classificações vêm sendo adotadas, baseadas no tipo e 
extensão das modificações genômicas realizadas. Diversos países já optaram por 
não tratar como Organismos Geneticamente Modificados (OGMs) aqueles obtidos 
por meio de edição genômica (a depender da abordagem utilizada). No Brasil, as 
técnicas de edição de genomas podem entrar na categoria de Técnicas Inovadoras 
do Melhoramento de Precisão (TIMPs), do inglês Precision Breeding Innovation 
(Comissão Técnica Nacional de Biossegurança, 2018). As TIMPs foram definidas pela 
Resolução Normativa Nº 16, de 15 de janeiro de 2018 (Comissão Técnica Nacional 

Figura 2. Processo de melhoramento de resistência a uma determinada praga, por edição genômica, sem a necessidade de 
integração de DNA exógeno no genoma da variedade elite. 
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de Biossegurança, 2018), pela CTNBio, e têm por característica a ausência de DNA 
recombinante em seus produtos finais. Com isso, a técnica pode permitir que 
empresas de pequeno e médio porte, assim como institutos de pesquisa, tenham 
maiores condições de superar obstáculos regulatórios (Schmidt et al., 2020). O atual 
panorama da regulamentação de organismos com genoma editado é abordado no 
Capítulo 5 – Regulamentação da edição genômica em plantas no Brasil e no mundo. 

Histórico das metodologias de edição genômica
Edição genômica, edição gênica ou engenharia genômica são nomes dados às 

modificações específicas feitas no DNA de organismos vivos (Baltes et al., 2017). A 
edição genômica ocorre por meio da ação de nucleases sítio-dirigidas, capazes de 
clivar a molécula de DNA-alvo, ativando a subsequente ação de mecanismos de 
reparo de DNA da própria célula, que podem ser direcionados por recombinação 
homóloga (HR, do inglês Homologous Recombination) ou por união de extremida-
des não homólogas (NHEJ, do inglês Non-Homologous End Joining) (Satheesh et 
al., 2019). Isso se tornou possível após o desenvolvimento da tecnologia do DNA 
recombinante, a qual teve início em 1972, quando o laboratório de Paul Berg pu-
blicou a criação da primeira molécula de DNA recombinada (Jackson et al., 1972). 
Desde então, técnicas de biologia molecular e engenharia genética têm evoluído, 
permitindo aos cientistas desenvolverem diversas metodologias de edição de 
genomas, incluindo a construção de sistemas de vetores, métodos de entrega de 
material genético e aplicação de proteínas “engenheiradas” (Jansing et al., 2019; 
Anzalone et al., 2020). Entre as proteínas da primeira geração de ferramentas de 
edição de genomas em plantas, estão as enzimas ZFNs e TALENs.

ZFNs (Zinc Finger Nucleases)
As ZFNs são proteínas quiméricas “engenheiradas”, compostas de um domínio 

de clivagem inespecífico de FokI, que promove a quebra da dupla fita de DNA, e de 
um arranjo de repetições de 3-5 dedos de zinco Cys2-His2, responsável pela ligação 
ao DNA (Shah et al., 2018). Cada dedo de zinco interage com 3 nucleotídeos em 
sucessão no DNA, formando um dímero. Esse dímero identifica uma sequência-al-
vo de 18 a 24 pares de base (pb) no genoma. Dessa forma, o dedo de zinco pode 
ser modificado para reconhecer genes ou regiões de interesse no DNA. A quebra 
na dupla fita de DNA pode ser reparada por NHEJ ou HR, resultando na edição do 
gene, por meio de inserções ou deleções (Satheesh et al., 2019).

ZFNs foram as primeiras enzimas utilizadas na edição de genoma de plantas, uti-
lizando Arabidopsis thaliana como modelo e, desde então, diversos estudos foram 
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conduzidos utilizando essa técnica em outras espécies (Davies et al., 2017). Em milho, 
ZFN foi empregada para gerar cortes no gene ipk1, o que resultou em plantas tole-
rantes a herbicida (bialaphos e quizalofope) (Shukla et al., 2009). Essa técnica também 
foi utilizada para gerar plantas de tabaco resistentes a imidazolinona e sulfonilureia 
(Townsend et al., 2009). Outro estudo mostrou a eficiência de ZFN associada ao meca-
nismo HR em tabaco, ao ser utilizada para a substituição de uma sequência genômica 
de 7 kb por um cassete de 4 kb codificando múltiplos marcadores (Schneider et al., 
2016). Em soja, o papel funcional de genes que codificam uma família de proteínas 
DICER-LIKE1, envolvidos na via de maturação de pequenos RNAs, foi confirmado por 
meio de mutações geradas por ZFN (Curtin et al., 2016). 

TALENs (Transcription Activator-Like Effector Nucleases)
Os efetores do tipo ativador transcricional são proteínas sintetizadas por bac-

térias fitopatogênicas, do gênero Xanthomonas (Gaj et al., 2013). Essas proteínas 
são compostas por domínios de ligação ao DNA, os quais são formados por 13 a 30 
arranjos de repetições de resíduo de aminoácidos em série. Cada arranjo contém 
cerca de 34 resíduos de aminoácidos idênticos, exceto por dirresíduos na posição 
12 e 13, chamados de repetições dirresíduos variáveis (RVD), os quais são respon-
sáveis pela especificidade de ligação no nucleotídeo da sequência-alvo (Satheesh 
et al., 2019). Cada RVD é capaz de reconhecer um único par de bases e permite 
modificações para alvos específicos no genoma em estudo (Shah et al., 2018). Os 
domínios repetidos são artificialmente fundidos à nuclease FokI, como acontece 
com as ZFNs, adicionando a função de clivagem aos efetores do tipo ativador 
transcricional. Diversos alvos potenciais podem ser “engenheirados” em TALEN, 
resultando em quebra na dupla fita de DNA, o que permite a edição de genomas de 
interesse (Satheesh et al., 2019).

TALENs têm sido usadas para edição gênica em várias culturas com o obje-
tivo de melhorar características específicas. Com foco na produção de etanol 
lignocelulósico, TALEN foi empregada para induzir mutações em uma região 
altamente conservada de ácido cafeico-o-metil transferase de cana-de-açúcar 
(Sedeek et al., 2019). As linhagens mutantes apresentaram redução no conteú-
do de lignina, comprovando a eficiência da técnica para editar genomas com-
plexos como o de cana-de-açúcar (Jung; Altpeter, 2016). Em arroz, TALEN foi 
utilizada para causar mutações no gene OsSWEET e OsBAHD2, gerando plantas 
resistentes à ferrugem e com melhoramento de fragrância, respectivamente (Li 
et al., 2012; Shan et al., 2015). Dois genes, FucT e XylT, foram nocauteados em 
tabaco por meio de TALEN, para melhorar a capacidade da planta em produzir 
glicoproteínas (Li et al., 2016).
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Limitações das técnicas clássicas e vantagens do Sistema CRISPR/Cas.
A utilização de ZFNs para edição genômica em plantas mostrou resultados bem-

-sucedidos, em diferentes espécies e com diferentes objetivos. No entanto, existem 
algumas limitações. Por exemplo, é necessário construir um arranjo de dedo de 
zinco para cada alvo selecionado (Chen et al., 2019). Além disso, o número de alvos 
é limitado e há possibilidade de ocorrer sobreposição entre o domínio catalítico 
e o domínio de ligação ao DNA, o que pode afetar a especificidade da proteína. 
Já a ferramenta TALEN, embora mais utilizada e mais precisa do que as ZFNs, tem 
a principal limitação na necessidade de construir grandes números de RVDs para 
atuar em um alvo pré-determinado (Satheesh et al., 2019). Assim, tanto ZFNs quan-
to TALENs necessitam ser redesenhadas para seus alvos específicos, o que caracte-
riza um grande desafio, visto que são proteínas complexas. Além disso, construir 
proteínas quiméricas como essas demanda tempo, é um processo complicado e 
tem um custo alto. Nesse cenário, surgiu o sistema CRISPR, o qual não depende da 
modificação de proteínas para a determinação dos alvos a serem editados, mas sim 
da simples inclusão de moléculas de RNA que conferem a especificidade do alvo 
(Jinek et al., 2012).

De maneira resumida, a edição genômica pelo sistema CRISPR se baseia em dois 
componentes básicos: uma nuclease (enzima capaz de promover a quebra da du-
pla fita de DNA) e moléculas de “RNA guia” (sgRNAs), que direcionam a atividade da 
nuclease para sítios específicos da molécula de DNA (Anzalone et al., 2020). Assim, 
com a simples troca das moléculas de sgRNA utilizadas, é possível editar diferentes 
regiões genômicas de interesse. Além do mais, a edição de múltiplos loci não depen-
de necessariamente do uso de um grande número de sgRNAs. Por exemplo, diversos 
genes podem ser editados simultaneamente a partir do uso de sgRNAs que tenham 
como alvo um domínio conservado de uma família multigênica. Essa abordagem 
facilita a engenharia de vias metabólicas abundantes em enzimas redundantes. Essa 
mesma lógica pode ser utilizada para edição de múltiplas cópias de um mesmo gene, 
especialmente interessante para plantas com genomas poliploides.

Origem da tecnologia CRISPR
O sistema CRISPR é um sofisticado mecanismo de imunidade adaptativa media-

da por RNA/proteína usado por procariotos (bactérias e arqueas) na defesa contra 
ataque de vírus e plasmídeos (Figura 3). Esse sistema permite que o microrganismo 
clive ácidos nucleicos do invasor, interrompendo o seu ciclo (Wiedenheft et al., 
2012; Koonin; Makarova, 2013). A sigla CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 
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Palindromic Repeats ou Repetições Palindrômicas Curtas Agrupadas e Regularmente 
Interespaçadas) refere-se ao arranjo gênico de pequenas regiões regulatórias 
repetitivas, contendo genes de RNAs pequenos e não codificantes, que conferem 
especificidade à defesa bacteriana: o CRISPR RNA (crRNA) e o transativador de 
crRNA (tracrRNA), ausente em alguns tipos de sistema CRISPR. Cas (do inglês CRISPR 
associated protein) é a nuclease capaz de clivar e destruir o DNA invasor (Wiedenheft 
et al., 2012; Marraffini, 2015).

Figura 3. Representação esquemática do sistema de imunidade CRISPR/Cas em procariotos. Uma célula procariótica, quan-
do invadida por vírus ou plasmídeo, pode integrar parte do genoma invasor como um novo espaçador (em vermelho) em 
seu locus CRISPR. Em uma eventual infecção reincidente, crRNAs derivados do locus CRISPR se associam às proteínas Cas, que 
passam a reconhecer e clivar moléculas de DNA do invasor.

Fonte: adaptado de Doudna Lab (2020).

Em procariotos, durante o processo de imunização, pequenos fragmentos 
de DNA exógeno (do invasor) são integrados na região CRISPR do cromossomo 
hospedeiro. Essa integração ocorre na forma de novos espaçadores (spacers) das 
regiões repetitivas (Amitai; Sorek, 2016), promovendo a adaptação do hospedeiro 
contra uma nova infecção pelo mesmo invasor (Barrangou et al., 2007). Caso ocorra 
uma subsequente invasão pelo mesmo vírus ou plasmídeo, a transcrição da região 
regulatória CRISPR (agora contendo novos espaçadores) e seu processamento para 
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formação de crRNAs maduros (algumas vezes dependente de tracrRNA) resultam 
no reconhecimento do invasor: a região 5` do crRNA contendo o spacer pareia com 
a sequência do DNA exógeno na região do espaçador-precursor (protospacer), que 
é então destruído pela nuclease Cas  (Figura 3) (Marraffini; Sontheimer, 2008; Hale 
et al., 2009; Garneau et al., 2010). A especificidade e a degradação do elemento 
invasor na maioria dos sistemas CRISPR/Cas também são determinadas por uma 
pequena sequência de 2-5 pb, localizada próxima à sequência-alvo (protospacer) 
no DNA invasor, conhecida como motivo PAM (do inglês protospacer adjacent motif) 
(Mojica et al., 2009; Anders et al., 2014; Jiang; Doudna, 2017).

Da descoberta do sistema CRISPR até a sua adaptação como ferramenta de edi-
ção de genomas em organismos vivos, foram longos anos de pesquisas. Em 1987, 
ao analisar a sequência de DNA do gene iap de Escherichia coli k12, Ishino et al. 
(1987) observaram a presença de uma região incomum na extremidade 3’ do gene. 
Essa região era constituída por sequências repetidas e sequências espaçadoras 
intercaladas (Ishino et al., 1987). Alguns anos depois, essas mesmas regiões foram 
encontradas na arquea Haloferax mediterraneii (Mojica et al., 1993). Em 2000, esses 
elementos genéticos foram identificados em 20 microrganismos diferentes, in-
cluindo Mycobacterium tuberculosis, Clostridium difficile e Yersinia pestis. Finalmente, 
foram caracterizados e denominados como repetições curtas regularmente espa-
çadas (SRSRs) (Mojica et al., 2000). Pouco tempo depois, o nome desse elemento 
foi trocado para CRISPR, porém sua função biológica permanecia desconhecida 
(Jansen et al., 2002).

A descoberta de quatro genes da família Cas, localizados adjacentes ao locus 
em procariotos, foi importante para desvendar a função biológica do locus CRISPR.  
Esses genes codificam proteínas com motivos característicos de nuclease e helica-
se, indicando que eles poderiam estar envolvidos no metabolismo do DNA ou na 
expressão de genes e teriam uma possível relação funcional com o locus CRISPR 
(Jansen et al., 2002). A partir dessas informações, várias hipóteses surgiram para o 
papel funcional de CRISPR: poderia participar na regulação gênica, no particiona-
mento de replicons, reparo de DNA e outras funções. 

Nos anos seguintes, com o auxílio de ferramentas de bioinformática, surgiu o 
primeiro indício de que o locus CRISPR estaria envolvido com o sistema imune de 
procariotos. Pesquisadores buscaram por sequências similares ao locus CRISPR de 
E. coli e verificaram que ela combinava com a sequência do fago P1, que infectava 
muitas linhagens de E. coli. A partir dessa informação, 4.500 espaçadores CRISPR 
foram identificados em 67 cepas bacterianas, dos quais muitos eram similares a 
sequências conhecidas de vírus ou plasmídeos conjugativos (Mojica et al., 2005). 
Paralelamente a esses estudos, foi observado que 61 linhagens de Y. pestis eram 
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idênticas em seus loci de repetições em sucessão, exceto pelos espaçadores do lo-
cus CRISPR, e que muitos desses espaçadores correspondiam a profagos, presentes 
no genoma de Y. pestis. Os autores então sugeriram que o locus CRISPR funcionaria 
como um mecanismo de defesa e que poderia representar a memória de infecções 
anteriores (Pourcel et al., 2005).

A hipótese de que CRISPR estaria envolvido com o sistema imune de procariotos 
ganhou reforço após a publicação do trabalho de Rodolphe Barrangou e colabo-
radores (Barrangou, 2007). Eles analisaram a sequência CRISPR de várias linhagens 
de Streptococcus thermophilus, incluindo linhagem próxima à industrial e linhagens 
resistentes a fagos, encontrando variação genômica na região dos espaçadores 
no locus CRISPR. Posteriormente, foi observado que após confrontar bactérias e 
fagos, novos espaçadores correspondentes às sequências gênicas do fago eram 
integrados ao genoma da bactéria. As bactérias que integravam a sequência de 
DNA do fago tornavam-se resistentes a ele, demonstrando que CRISPR desempe-
nha funções relacionadas ao sistema imune bacteriano (Barrangou et al., 2007). 
Nos anos seguintes, com base em ferramentas de bioinformática, genética e bio-
logia molecular, a função de cada componente e o mecanismo de ação do sistema 
CRISPR/Cas foram elucidados. Em 2012, a eficácia do sistema CRISPR/Cas in vitro foi 
comprovada, abrindo as portas para a edição genômica de eucariotos baseada em 
endonucleases guiadas por RNAs programáveis (Gasiunas et al., 2012). 

Assim, o sistema CRISPR representou um grande salto na tecnologia de edição 
genômica, especialmente por não depender do longo e custoso processo de mo-
dificação de proteínas para conferir especificidade ao alvo. Uma vez que a repro-
gramação do sistema para edição de diferentes alvos depende, em linhas gerais, 
apenas da troca de moléculas de RNA guia, a tecnologia foi rapidamente difundida 
entre os laboratórios do mundo todo. A partir de então, a tecnologia de edição de 
genomas por CRISPR/Cas vem se tornando cada vez mais eficiente e sendo aplicada 
a uma vasta gama de organismos (Chen et al., 2019; Anzalone et al.; 2020, Li et al., 
2020c).

Visão geral dos mecanismos e tipos de enzimas
Existem distintos mecanismos CRISPR/Cas em procariotos, que podem ser dividi-

dos em duas classes, cada qual subdividida em três tipos, com base nos diferentes 
genes Cas e na natureza do complexo efetor. A Classe 1 (tipos I, III e IV) emprega 
múltiplas proteínas Cas no complexo efetor, enquanto a classe 2 (tipos II, V e VI), 
possui apenas uma única proteína efetora. O Sistema CRISPR/Cas9 de Streptococcus 
pyogenes (SpCas9) pertence à classe 2, tipo II, e foi o primeiro sistema adaptado para 
edição de genomas eucariotos por meio de RNA programável. Diferentemente dos 
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tipos I e III, em CRISPR/Cas9 as moléculas de crRNA e tracrRNA formam estruturas 
únicas e hibridizadas, que guiam a Cas9 para clivagem de qualquer DNA contendo 
sequência-alvo complementar e adjacentes ao PAM (Gasiunas et al., 2012; Jinek et 
al., 2012). A plataforma de edição de genomas de eucariotos é simplificada pela 
síntese de uma única molécula quimérica contendo o crRNA e tracrRNA, referida 
como sgRNA (do inglês single guide RNA) ou gRNA (do inglês guide RNA) (Jinek et 
al., 2012; Koonin et al., 2017). Assim, a molécula sgRNA (a partir de sua região 5´) 
contém a sequência de crRNA, com seu spacer complementar à sequência do DNA-
alvo (protospacer), fusionado ao tracrRNA, que contém uma estrutura secundária 
em forma de três grampos necessária para o reconhecimento da enzima Cas, além 
de uma estrutura em grampo adicional para finalização da transcrição (Figura 4) 
(Jinek et al., 2012). Esse sistema simplificado de dois componentes pode ser progra-
mado para reconhecer virtualmente qualquer sequência específica de interesse no 
genoma, desde que adjacente a um sítio PAM.

Figura 4. Comparação entre o complexo CRISPR/Cas9 nativo de Streptococcus pyogenes (esquerda), contendo crRNA e tracrR-
NA, e o complexo otimizado para edição genômica em eucariotos (direita) com uma única molécula guia (sgRNA, direita). 
Triângulos azuis indicam as posições de clivagem na molécula-alvo, realizadas pelos sítios ativos RuvC e HNH. 

Fonte: adaptado de Doudna e Charpentier (2014).

Inicialmente, a enzima Cas9 reconhece o sgRNA por meio do seu lobo de reco-
nhecimento (Rec). Uma vez formado, o complexo Cas9-sgRNA percorre a dupla fita 
do DNA-alvo até encontrar um sítio PAM, que é também reconhecido pelo lobo Rec 
da Cas9. Em seguida, a atividade helicase da Cas9 promove a abertura da dupla fita 
de DNA na posição imediatamente a montante de PAM, permitindo o pareamento 
de 20-24 nucleotídeos entre o DNA-alvo complementar e o sgRNA. Na maioria dos 
casos, o complexo Cas9-sgRNA é incapaz de reconhecer sítios de DNA apresentando 
mais do que três nucleotídeos não complementares, além de não poder reconhecer 
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e editar o DNA-alvo que contenha qualquer nucleotídeo não complementar nos 
10-12 nucleotídeos próximos do sítio PAM (região também conhecida como seed). 
Somente após o pareamento completo, os domínios de atividade nuclease HNH e 
RuvC da Cas9 clivam a fita complementar e não complementar de DNA, respectiva-
mente, e especificamente no terceiro nucleotídeo a montante do sítio PAM (Figura 
4) (Cong et al., 2013; Hsu et al., 2013; Jiang et al., 2015). Assim, a especificidade de 
ligação de Cas9 com o DNA-alvo é determinada pela sequência conservada PAM 
no DNA-alvo e pelo pareamento de sua região protospacer com a região spacer 
(principalmente a região seed) do sgRNA. Por fim, a clivagem da dupla fita leva ao 
recrutamento dos mecanismos de reparo do DNA pelo organismo que está sendo 
editado. Em linhas gerais, o sistema de reparo pode seguir por duas vias distintas: 
(1) junção de extremidades não homólogas (NHEJ, do inglês non-homologous end 
joining), ou (2) recombinação homóloga (HR, do inglês homologous recombination). 
Enquanto o reparo por NHEJ tende a produzir pequenas inserções e/ou deleções 
(indels) em torno do sítio de clivagem, o reparo por HR, com alta fidelidade dire-
cionado por homologia, permite a inserção de sequências de interesse na região 
editada (Figura 5) (San Filippo et al., 2008; Chen et al., 2019; Anzalone et al., 2020). 

Figura 5. Representação esquemática dos mecanismos de reparo de DNA por NHEJ ou HR. Regiões tracejadas e em vermelho 
indicam deleções e inserções, respectivamente. Região em verde representa uma sequência de interesse a ser integrada no 
DNA-alvo.
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Modificações e alternativas à SpCas9
Embora CRISPR/Cas9 seja o sistema mais usado para edição de genomas 

(Doudna; Charpentier, 2014; Sander; Joung, 2014), a quantidade de sequências que 
Cas9 pode reconhecer é limitada pela necessidade de o motivo PAM ser, geralmen-
te, 5´-NGG-3´ (Mojica et al., 2009; Jinek et al., 2012; Shah et al., 2013; Sternberg et 
al., 2014). Contudo, tem sido reportado que o complexo SpCas9-sgRNA também é 
capaz de reconhecer sequências alternativas PAM (3’ NAG e NGA), potencialmente 
aumentando a probabilidade de mutagênese fora do alvo (off-target) (Zhang et 
al., 2014; Kleinstiver et al., 2015). Além do requerimento de sítios específicos PAM 
e da probabilidade de cortes off-target, outras características da Cas9, como seu 
tamanho e modo de ação, podem limitar seu uso em edição de genomas euca-
riotos. Tais restrições levaram à busca de proteínas Cas alternativas, bem como ao 
desenvolvimento de uma série de estratégias e modificações da Cas9, visando o 
aprimoramento de sua acurácia, eficiência e versatilidade de aplicações. 

Enzimas ortólogas de SpCas9, como as de Staphylococcus aureus (SaCas9), 
Streptococcus thermophilus (StCas9) e Neisseria meningitides (NmCas9), entre ou-
tras (Gasiunas et al., 2020), reconhecem diferentes tamanhos e sequências PAM e 
também têm sido utilizadas como ferramenta em edição de genomas (Ran et al., 
2015; Cebrian-Serrano; Davies, 2017). Além do estudo de enzimas ortólogas, Cas9 
tem sido modificada para o reconhecimento de diferentes sítios PAMs, tais como 
VQR-Cas9 (NGA PAM), EQR-Cas9 (NGAG PAM), VRERCas9, (NGCG PAM), SaKKH-Cas9 
(NNNRRT PAM) (Kleinstiver et al., 2015), xCas9 (NG, GAA e GTA PAM) (Hu et al., 2018) 
e SpCas9-NG (NG PAM) (Nishimasu et al., 2018). Outras modificações, como a fusão 
de Cas9 a domínios de ligação ao DNA de outras proteínas, também resultaram em 
clivagem de sequências com motivo PAM alternativas (Bolukbasi et al., 2015).

O sistema SpCas9-sgRNA pode ainda tolerar alguns erros de pareamento entre 
sgRNA e o DNA-alvo, podendo levar à mutação de off-targets (Cradick et al., 2013; 
Fu et al., 2013; Hsu et al., 2013). A importância de off-targets na edição de genomas 
é ainda questionável (Iyer et al., 2015; Zhang et al., 2018b) e, embora limite o poten-
cial da aplicação de CRISPR/Cas9 em terapias de doenças humanas (Li et al., 2020b), 
não é considerada uma restrição para o uso da tecnologia em plantas, na qual foi 
demonstrada rara ocorrência, frequentemente predita in silico (Young et al., 2019; 
Gao et al., 2020a; Graham et al., 2020; Herbert et al., 2020; Zhang et al., 2020). 

Assim, grandes avanços têm sido obtidos no desenvolvimento de ferramentas 
que aumentam a especificidade de Cas9. Um exemplo com vasta aplicação é o uso 
de variantes de Cas conhecidas como nickases (nSpCas9), que tiveram um de seus 
domínios nuclease inativados por mutações pontuais no sítio catalítico: mutação 
D10A no sítio HNH, ou mutação H840A no sítio RuvC (Cong et al., 2013; Mali et al., 
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2013; Ran et al., 2013; Cebrian-Serrano; Davies, 2017). As nickases retêm a especi-
ficidade de ação (continuam reconhecendo o DNA-alvo), mas clivam apenas uma 
única fita do DNA. Essa abordagem de corte de uma única fita aumenta a fidelidade 
do reparo e a obtenção da mutação desejada (Dianov; Hübscher, 2013; Cebrian-
Serrano; Davies, 2017). Além disso, nickases mostraram-se altamente específicas em 
células humanas, com redução de off-targets sem comprometer a eficiência de edi-
ção (Cho et al., 2014). A inativação de ambos os sítios de atividade nuclease levaram 
à obtenção de Cas9 desativadas (dCas9) capazes de reconhecer alvos específicos, 
mas com a atividade catalítica de outra proteína a ela fusionada (Brezgin et al., 
2019). Outra abordagem para alcançar maior especificidade, sem perder eficiência, 
é a mutação de SpCas9 em resíduos envolvidos na redução de energia do complexo 
SpCas9-sgRNA-DNA-alvo (Kleinstiver et al., 2016; Slaymaker et al., 2016). As proteí-
nas modificadas dessa maneira ficaram conhecidas como SpCas9-HF1 e eSpCas9 e 
continuam sendo otimizadas em suas versões plus (Kulcsár et al., 2020). 

Além da proteína Cas9, o sgRNA também pode ser alvo de modificações para 
aumentar a especificidade pelo DNA-alvo. Por exemplo, modificações na região 
5´com adição de uma pequena região do alvo, ou a adição de dois nucleotídeos de 
guanina extras, levaram à redução de off-targets (Cho et al., 2014; Fu et al., 2014; Kim 
et al., 2014; Kim et al., 2015), embora certa diminuição de eficiência de mutagênese 
tenha sido reportada para alguns alvos (Cho et al., 2014). 

Finalmente, em adição à acurácia, a entrega dos componentes do sistema 
CRISPR/Cas9 também deve ser eficiente nas diversas aplicações, e o grande ta-
manho da proteína Cas9 (160 kDa) é um fator limitante nesse quesito (Mout et al., 
2017). Os diferentes mecanismos de entrega, suas vantagens e desvantagens serão 
abordados ao longo deste livro, nos capítulos subsequentes. No geral, o tamanho 
dos componentes do sistema pode influenciar no sucesso da edição genômica de 
plantas, tanto nas aplicações que utilizam o sistema de Agrobacterium, para a entre-
ga de um único vetor contendo os promotores e os genes para expressão de todo 
o sistema dentro da célula eucariótica, quanto nas aplicações que utilizam vetores 
virais para uma expressão transiente, ou mesmo quando na entrega do complexo 
ribonucleico pelo método de proteolítica (Murovec et al., 2017). Assim, a obtenção 
de mutantes de SpCas9 com deleções em regiões redundantes para diminuição de 
seu tamanho bem como a descoberta de outras enzimas menores, ou mesmo de 
sistema CRISPR alternativos (que não necessitam de tracrRNA, por exemplo), têm 
sido descritas (Cebrian-Serrano; Davies, 2017; Murovec et al., 2017). A descoberta 
de outras enzimas efetoras, pertencentes à classe 2 do sistema CRISPR, abriu novas 
possibilidades de aplicações. A enzima originalmente descrita como Cpf1 (agora co-
nhecida como Cas12a) bem como suas ortólogas e suas variantes modificadas para 
melhoramento da especificidade (Shmakov et al., 2017; Chen et al., 2019) têm sido 
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usadas com especial interesse devido às suas características distintas de CRISPR/
Cas9. A Cas12a não requer tracrRNA, sendo o RNA guia praticamente a metade do 
tamanho daquele necessário para Cas9 (~43 contra ~80 nucleotídeos, respecti-
vamente) (Zetsche et al., 2015). Além disso, o complexo Cas12a-crRNA reconhece 
sequência PAM rica em T em vez de G (5’ -TTTN- 3’), clivando em sítios escalonados 
e distantes de PAM, o que pode facilitar a redução de off-targets em genomas ricos 
em conteúdo GC (Zetsche et al., 2015; Fonfara et al., 2016; Chen et al., 2019). Uma 
vez que a clivagem promovida por Cas12a resulta em extremidades coesivas na 
dupla fita de DNA, estas podem aumentar a taxa de eficiência de estratégias HR 
(Figura 6) (Zaidi et al., 2017).

Outras enzimas da classe 2, tais como Cms1 (CRISPR de Microgenomates e 
Smithella) e AaCas12b (originada de Alicyclobacillus acidiphilus), também apresen-
tam características interessantes, como: tamanho menor do que Cas9 e Cas12a,  sítio 
PAM rico em AT (Begemann et al., 2017), ou atividade ótima em temperaturas altas 
(Teng et al., 2018). Finalmente, novas proteínas efetoras como a C2c2 (conhecida 
como Cas13) e suas variantes têm sido modificadas para reconhecerem e editarem 
alvos de RNA (Abudayyeh et al., 2017) com o emergente potencial de aplicação na 
interferência de RNA viral em plantas (Mahas et al., 2019).

Figura 6. Representação das principais diferenças entre as nucleases Cas9 (esquerda) e Cas12a (direita). Triângulos azuis 
representam a posição do corte na molécula-alvo.

Fonte: adaptado de Doudna e Charpentier (2014) e Zaidi et al. (2017).
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Técnicas variantes de CRISPR
A constante busca por modificações da ferramenta, seja na melhoria de Cas9 

“engenheiradas” originárias de diferentes espécies procarióticas, seja na otimização 
da molécula de sgRNA, ou ainda na entrega do sistema para a célula eucariótica a 
ser editada, levou ao aprimoramento e aumento da eficiência e especificidade da 
técnica. Além das modificações já discutidas até aqui, novos conhecimentos e fu-
sões com outras técnicas biotecnológicas estão trazendo avanços surpreendentes 
ao sistema de edição de genomas (Anzalone et al., 2020).

A partir do desenvolvimento de nickases e dCas9, novas tecnologias passaram 
a utilizar a capacidade dessas enzimas de reconhecimento do sítio específico da 
edição, mas sem a realização do corte na dupla fita de DNA. Por exemplo, a fusão de 
dCas9 a fatores de transcrição pode levar à ativação e repressão transcricional de 
genes-alvo, sem promover edição genômica propriamente dita (Bikard et al., 2013; 
Perez-Pinera et al., 2013). Sobretudo, duas técnicas de edição baseadas em nickases 
e dCas9 se destacam e serão abordadas aqui: base editing (edição de base única) e a 
recentemente publicada técnica de prime editing.

A edição de base única permite a conversão direta e irreversível de um nucleotí-
deo em outro, de maneira programável. A técnica, que começou a ser utilizada para 
edição de genomas a partir de 2016, consiste em uma Cas9 nuclease deficiente 
(dCas9/nCas9) fusionada ao domínio de citosina ou adenosina deaminase e ao ini-
bidor uracila DNA glicosilase (UGI). Assim, a função da Cas9 modificada é apenas de 
se ligar ao DNA, guiada pela molécula de sgRNA, direcionando assim o complexo 
para que a citosina (ou adenosina) desaminase faça a conversão de uma única base 
no sítio-alvo (Anzalone et al., 2020; Mishra et al., 2020). O inibidor UGI subverte a via 
de reparo celular da excisão de uracila (Molla; Yang, 2019). A técnica permite quatro 
tipos de mutações de transição (C→T, G→A, A→G e T→C) e tem sido utilizada com 
sucesso em arroz, milho, trigo, batata, tomate, melancia e algodão (Mishra et al., 
2020; Qin et al., 2020). Contudo, a técnica também possui limitações, entre elas a 
impossibilidade das oito mutações por transversões remanescentes (C→A, C→G, 
G→C, G→T, A→C, A→T, T→A e T→G), restringindo alvos ou regiões específicas dos 
alvos a serem mutados (Anzalone et al., 2020). Além das conversões de DNA, uma 
variante da técnica também permite mutações de RNA, convertendo adenina (A) 
para inosina (I). Essa técnica é conhecida como RBE, do inglês RNA base editor (Cox 
et al., 2017).

Uma alternativa para as limitações da edição de base única de DNA, conhecida 
como prime editing, foi recentemente desenvolvida para ajudar a tornar o sistema 
de edição seguro em terapias humanas (Anzalone et al., 2019). A técnica, contu-
do, já foi empregada com sucesso na edição de genomas de trigo e arroz (Li et al., 
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2020a; Lin et al., 2020; Tang et al., 2020; Xu et al., 2020). Sua principal característica é 
a minimização de efeitos off-target, além de ser capaz de fazer uma variedade maior 
de edições, tornando a técnica mais precisa e versátil do que outras alternativas de 
CRISPR. De maneira simplificada, podemos descrever a técnica como sendo consti-
tuída de uma nickase fusionada a uma enzima transcriptase reversa modificada. O 
RNA guia, neste caso, também serve como o molde para a edição precisa no local 
de destino e recebe o nome pegRNA (abreviatura do inglês prime editing extended 
guide RNA). O trabalho pioneiro demonstrou que o sistema é capaz de reconhecer 
e modificar o genoma humano por meio de inserções, deleções e edição precisa 
de base única nas 12 possíveis conversões, constituindo uma possível vantagem 
sobre o método de edição de base única que utiliza citosina ou adenosina deami-
nase (Anzalone et al., 2019). Contudo, a técnica não é capaz de fazer inserções ou 
deleções muito grandes de DNA (como nas edições baseadas em recombinação 
homóloga, nas quais um DNA doador é adicionado ao sistema CRISPR/Cas9 con-
vencional), uma vez que a molécula de RNA usada como molde é mais suscetível a 
danos causados por enzimas celulares. Portanto, é mais uma técnica complementar, 
assim como as demais variações discutidas anteriormente, em que diferentes tipos 
de edição requerem diferentes tecnologias de edição de genomas.

Apesar de todos os esforços para alcançar maior precisão, eficiência e versatilida-
de na edição de genomas, o gargalo para seu sucesso em plantas está na eficiência 
da entrega do sistema às células, considerando-se as diversas variedades genéticas 
que são pouco ou ineficientemente transformáveis, além do longo e laborioso pro-
cesso de cultura de tecidos. Um grande avanço na redução do tempo de cultura 
de tecidos e no aumento de eficiência da obtenção de plantas regeneradas foi o 
desenvolvimento de protocolos que associam a transformação à expressão tran-
siente de genes reguladores do crescimento e desenvolvimento, tais como Wuschel 
(WUS), Baby Boom (BBM) e Shoot Meristemless (STM) (Lowe et al., 2016; Zhang et al., 
2019; Maher et al., 2020). A técnica já foi aplicada com sucesso em milho, sorgo, 
cana-de-açúcar, arroz, tabaco, tomate, uva e batata, permitindo até mesmo a brota-
ção transgênica “de novo” a partir de tecidos vegetativos (Steinwand; Ronald, 2020). 
A utilização do sistema CRISPR/Cas, ou suas variantes, associada à expressão desses 
genes reguladores, é uma das grandes promessas para expandir o uso do sistema 
de edição de genomas nas diferentes variedades.

Exemplos da aplicação de CRISPR na agricultura
Em fevereiro de 2019, iniciou-se a comercialização, nos Estados Unidos, do pri-

meiro derivado de um vegetal com genoma editado. O produto, óleo de soja com 
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alto teor oleico, é produzido a partir de uma variedade desenvolvida pela Calyxt 
Inc. por meio do sistema TALEN e teve entrada no mercado norte-americano sem 
necessidade da regulamentação aplicada a OGMs (Kim; Kim, 2019). 

Ao longo dos últimos anos, técnicas de mutação dirigida, como, por exemplo, 
por ZFN e TALEN, foram utilizadas para geração de características desejadas em di-
versas culturas, como arroz, milho, soja, entre outros (Jansing et al., 2019). Contudo, 
dada a facilidade e versatilidade do uso de CRISPR para edição genômica, outras 
técnicas vêm se tornando cada vez menos utilizadas, ao passo em que estudos com 
CRISPR crescem rapidamente. 

Até o presente momento, a maioria dos trabalhos aborda provas de conceito ou 
visa o aperfeiçoamento das técnicas envolvidas na edição genômica, sendo poucos 
os relatos de ensaios de campo. Não obstante, muitos desses estudos têm apli-
cações orientadas para o mercado, tanto em culturas produzidas em larga escala 
quanto em espécies vegetais menos difundidas (Metje-Sprink et al., 2020). A seguir, 
abordaremos alguns exemplos do uso de CRISPR no melhoramento de diferentes 
características de interesse agronômico, como a produtividade e a qualidade, além 
do aumento de resistência a fatores bióticos e abióticos.

Aumento de produtividade
A produtividade é um atributo complexo, envolvendo diversos fatores que mui-

tas vezes são específicos para cada cultura. Exemplos de características que afetam a 
produtividade são o número e tamanho de frutos e/ou grãos, arquitetura da planta 
e biomassa (Chen et al., 2019). Muitos dos fatores relacionados à produtividade são 
quantitativos e controlados por QTLs. Nesse sentido, a edição genômica por CRISPR 
se apresenta como uma poderosa ferramenta para o melhoramento, uma vez que 
estratégias multiplex podem ser utilizadas com relativa facilidade para a edição de 
diferentes QTLs simultaneamente (Rodríguez-Leal et al., 2017; Sedeek et al., 2019).

Por exemplo, em arroz, o knockout simultâneo de três genes que regulam 
negativamente o peso dos grãos (GW2, GW5 e TGW6) levou a um aumento de 
aproximadamente 30%. O potencial da ferramenta fica evidente no estudo. Ainda 
que mutantes individuais para cada um desses genes já fossem conhecidos, eles 
estavam presentes em diferentes backgrounds genéticos. Além disso, foram obtidas 
linhagens mutantes para os três genes ainda em T0, sendo possível a segregação 
do T-DNA utilizado para expressão do sistema CRISPR já em T1, resultando assim 
em linhagens não transgênicas mutantes para os três genes (Xu et al., 2016). De 
maneira semelhante, comprimento e peso de grãos foram melhorados em dois 
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backgrounds genéticos de trigo (Triticum aestivum) a partir do knockout de três 
homólogos do gene TaGASR7. Com o uso de apenas um sgRNA, com alvo em uma 
região de sequência conservada entre os homólogos, foi possível realizar knockout 
dos seis alelos simultaneamente em T0 (Zhang et al., 2016).

Além de knockout mediado por CRISPR, outras estratégias já foram utilizadas 
para melhoramento da produtividade. Um exemplo é a edição de regiões promoto-
ras. Em tomate (Solanum lycopersicum), a edição de elementos regulatórios em cis 
de genes do circuito CLAVATA-WUSCHEL, responsável pelo controle do tamanho de 
meristemas, levou a diferentes efeitos sobre o tamanho dos frutos (Rodríguez-Leal 
et al., 2017). O trabalho demonstra que a regulação fina dos níveis de expressão de 
genes envolvidos no desenvolvimento pode ter efeitos importantes para o melho-
ramento vegetal. 

Melhoramento da qualidade
Assim como a produtividade, a qualidade vegetal envolve ampla gama de carac-

terísticas, como coloração, aroma, conteúdo nutricional, tempo de prateleira, entre 
outros. Conteúdo nutricional é um fator de especial interesse, visto que produtos 
enriquecidos para determinadas substâncias podem ser usados como fonte de 
nutrientes, tanto diretamente quanto na produção de insumos alimentícios. Por 
exemplo, foram desenvolvidas linhagens de Camelina sativa e Brassica napus, cujas 
sementes possuem alto teor de ácido oleico (Jiang et al., 2017; Morineau et al., 2017; 
Okuzaki et al., 2018). Em tomate, por meio de abordagem multiplex, foram inibidas 
as vias de conversão de licopeno em α-caroteno e β-caroteno. Como resultado, 
ocorre o acúmulo de licopeno nos frutos (Li et al., 2018a).

Além de esforços para o enriquecimento de nutrientes pontuais, outras abor-
dagens buscam modular o balanço de vias metabólicas para biossíntese maior ou 
menor de determinadas moléculas. Por exemplo, o amido, principal carboidrato 
de reserva nas plantas e amplamente utilizado na indústria, é composto por dois 
polissacarídeos: amilose e amilopectina. Grãos de milho costumam apresentar 
uma proporção de 75% amilopectina e 25% de amilose (Ricroch, 2019). Contudo, 
diferenças nessa proporção são encontradas em variedades de arroz e milho e refle-
tem diretamente nas propriedades dos grãos. Assim, variedades de arroz com alto 
grau de amilose apresentam grãos mais firmes e bem separados após o cozimento, 
enquanto variedades com baixo teor resultam em grãos mais macios e aglutinados 
(Zhang et al., 2018a). 
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Visando a redução de amilose em arroz, dois grupos independentes utilizaram a 
estratégia de knockout do gene OsWaxy, por CRISPR, em três variedades (T65, XS134 
e 9522) da subespécie japonica. Ambos os grupos alcançaram uma redução similar 
no conteúdo de amilose (aproximadamente de 20%–15% para 2.5%) (Ma et al., 2015; 
Zhang et al., 2018a). A rápida geração dessas linhagens é especialmente interessan-
te quando se leva em conta que as variedades XS134 e 9522, consideradas elite, não 
apresentaram alteração de outras características de interesse agronômico (altura da 
planta, número de grãos por panícula, número de panícula por plantas, tamanho e 
peso dos grãos) após a edição do gene OsWaxy (Zhang et al., 2018a). Com a mesma 
estratégia de knockout do gene Wx1 por CRISPR, a DuPont Pioneer produziu uma 
variedade de milho cujo amido é composto 100% por amilopectina que deve ter o 
início de sua comercialização em 2020 (Waltz, 2016; Ricroch, 2019). Em arroz, edição 
por CRISPR também já foi realizada para o efeito inverso: por meio de knockout do 
gene SBEIIb, foram desenvolvidas linhagens com alto teor de amilose, que, por ser 
uma potencial fonte de amido resistente, tem seu consumo indicado para redução 
dos riscos de doenças crônicas não infecciosas (Sun et al., 2017).

Eliminação de características indesejáveis 
A qualidade vegetal pode ser melhorada, muitas vezes, por meio da eliminação 

de características indesejáveis. As proteínas do glúten, por exemplo, são conheci-
das por desencadear doença celíaca em 0.7%–2% da população mundial (Rewers, 
2005). Em trigo, a maior família gênica que codifica para proteínas do glúten 
(α-gliadina) apresenta quase 100 genes e pseudogenes (Ozuna et al., 2015), de ma-
neira que métodos convencionais de mutagênese e seleção não foram capazes de 
gerar variedades de trigo com glúten de baixa atividade imunogênica. Ainda que 
a grande quantidade de genes-alvo possa sugerir uma abordagem multiplex, um 
grupo foi capaz de realizar o knockout simultâneo da maioria dos domínios conser-
vados de α-gliadina utilizando apenas dois sgRNAs. Como resultado, foram geradas 
linhagens não transgênicas de trigo com baixo teor de glúten, que apresentam uma 
redução de até 85% em sua imunorreatividade (Sánchez-León et al., 2018).

Edição por CRISPR também foi realizada em batata (Solanum tuberosum) para 
a completa eliminação da produção de glicoalcaloides esteroidais, substâncias 
que, além de conferirem sabor amargo, podem ser tóxicas se ingeridas em grandes 
quantidades (Nakayasu et al., 2018). Nesse caso, o estudo ainda representa um pas-
so inicial no desenvolvimento de uma variedade com potencial de comercialização. 
Dada a baixa eficiência de edição decorrente do genoma tetraploide da batata, o 
trabalho foi desenvolvido no sistema de cultura conhecido como hairy roots, con-
tudo foi um passo importante para identificação de um gene que, quando mutado, 
interrompe a via de síntese glicoalcaloides. 	
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Outro fator que vem sendo explorado pelo melhoramento por edição genômica 
é o escurecimento causado por enzimas polifenoloxidases (PPO). Embora o silencia-
mento de PPOs já tenha sido realizado por RNAi em maçãs pela empresa Okanagan 
Specialty Fruits (Waltz, 2015), existem agora iniciativas de knockout de PPOs por 
mutagênese direcionada. Esse é o caso da empresa Calyxt, que, utilizando o sistema 
TALEN, desenvolveu uma variedade de batata que não escurece (Ricroch, 2019). Já 
o sistema CRISPR/Cas9 foi utilizado para knockout de uma PPO em champignon 
(Agaricus bisporus), melhorando o aspecto visual e o tempo de prateleira do produ-
to (Waltz, 2016; Ricroch, 2019). 

Resistência a fatores bióticos
Doenças e pestes são um dos maiores desafios para a agricultura moderna, sendo 

o melhoramento da tolerância a estresses bióticos uma das maiores demandas pela 
aplicação da edição genômica (Ricroch et al., 2016). Dada sua importância, temos 
hoje considerável conhecimento acerca dos mecanismos genéticos e moleculares 
envolvidos em inúmeras doenças vegetais (bem como em suas vias de resistência). 
Diversos esforços já foram realizados com o uso de CRISPR para melhoramento de 
resistência a bactérias, fungos e vírus.

Uma das possíveis abordagens é a edição de fatores da planta hospedeira uti-
lizados por patógenos para o estabelecimento da infecção e/ou sua replicação, 
promovendo assim a imunização da planta (Sedeek et al., 2019). Por exemplo, o 
gene CsLOB1 foi reconhecido por conferir suscetibilidade ao cancro cítrico (Hu et 
al., 2014), uma doença causada pela bactéria Xanthomonas citri que pode afetar 
diferentes espécies do gênero Citrus. Por meio da edição tanto de regiões promo-
toras quanto de codificantes do gene CsLOB1, foram desenvolvidas linhagens de 
laranja (Citrus sinensis) e toranja (Citrus x paradisi) resistentes ao cancro cítrico (Jia 
et al., 2017; Peng et al., 2017). Em arroz, o crestamento bacteriano é causado por 
Xanthomonas oryzae, que utiliza o efetor PthXo2 para induzir a expressão do gene 
OsSWEET13 na planta hospedeira. Esse gene, relacionado ao transporte de sacarose, 
parece ser determinante para o processo infeccioso por Xanthomonas. Assim, muta-
ções promovidas por CRISPR/Cas9 na região codificante de OsSWEET13 resultou em 
plantas resistentes à infecção (Zhou et al., 2015). 

Estratégias semelhantes foram utilizadas para o desenvolvimento de resistência 
a doenças causadas por fungos. Em trigo, resistência a oídio (Blumeria graminis) 
foi obtida após a edição (por CRISPR/Cas9 e TALEN) de três homólogos do gene 
MILDEW-RESISTANCE LOCUS O (TaMLO-A1, TaMLO-B1 e TaMLO-D1) (Wang et al., 
2014). Em tomateiro, a edição do homólogo desse mesmo gene (SlMlo1) foi capaz 
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de conferir resistência total à Oidium neolycopersici. Como ressaltam os autores 
do trabalho, embora existam mutantes naturais para SlMlo1, a introgressão de tal 
alelo em linhagens elite seria um processo longo e laborioso. A edição de SlMlo1 
por CRISPR levou ao desenvolvimento de plantas (não transgênicas) da variedade 
elite “Moneymaker” em apenas 10 meses (Nekrasov et al., 2017). Em outro exemplo, 
resistência a bruzone (Magnaporthe oryzae) foi alcançada em arroz após a edição 
do fator de transcrição responsivo a etileno OsERF922 (Wang et al., 2016). Com esse 
trabalho, mais uma vez, foram obtidas plantas não transgênicas com significativo 
aumento da resistência ao patógeno, mas sem quaisquer alterações em caracterís-
ticas de interesse agronômico.

Por fim, a tecnologia CRISPR também pode ser utilizada para realizar seu papel 
original: conferir resistência a infecções virais. Diversos trabalhos demonstram o 
potencial de CRISPR/Cas9 para a interferência contra diferentes vírus de DNA, como 
Tomato Yellow Leaf Curl Virus (TYLCV), Beet Curly Top Virus (BCTV), Merremia Mosaic 
Virus (MeMV), Bean Yellow Dwarf Virus (BeYDV) e Beet Severe Curly Top Virus (BSCTV) 
(Ali et al., 2015; Baltes et al., 2015; Ji et al., 2015; Ali et al., 2016). Inclusive, o uso de um 
mesmo sgRNA com alvo em uma sequência viral conservada foi capaz de produzir 
interferência em diferentes geminivírus (Ali et al., 2015). Contudo, vale ressaltar que 
esses estudos são realizados como prova de conceito, majoritariamente utilizando 
Nicotiana benthamiana e também Arabidopsis thaliana como modelos. Os meca-
nismos de interferência dependem da presença de Cas9 e de sgRNAs nos tecidos 
vegetais, de maneira que eventuais aplicações do sistema requerem a expressão 
endógena de tais componentes, caracterizando um organismo transgênico. Uma 
alternativa à transgenia seria a entrega direta de RNPs (ribonucleoproteínas), meto-
dologia que será abordada no Capítulo 2 – Edição de genoma via non-homologous 
end joining (NHEJ) e ribonucleoproteínas (RNP). Há ainda indícios de que o sistema 
CRISPR/Cas13 (Classe 2, tipo VI), capaz de clivar moléculas de RNA, apresenta poten-
cial para ser usado na interferência contra vírus de RNA (Aman et al., 2018; Mahas 
et al., 2019).

Resistência a fatores abióticos
Estresses abióticos representam importantes ameaças para a produção agrícola 

mundial. Em especial, o presente cenário de mudanças climáticas gera grande preo-
cupação, dado que condições de seca e temperaturas extremas vêm aumentando 
consistentemente (Tong; Ebi, 2019; Sippel et al., 2020). Embora o melhoramento 
da tolerância a estresses abióticos seja de grande interesse, tais iniciativas são 
dificultadas pela maneira com a qual as plantas respondem a tais fatores, muitas 
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vezes envolvendo vias metabólicas complexas. Não obstante, alguns esforços para 
o aumento da resistência a estresses abióticos já foram bem-sucedidos. 

Pesquisadores da DuPont Pioneer, por exemplo, foram capazes de melhorar a 
tolerância à seca em milho a partir da edição do gene ARGOS8, um inibidor da res-
posta a etileno que normalmente é expresso em baixas quantidades. Nesse traba-
lho, por meio de uma abordagem HR, o promotor de outro gene, GOS2, foi inserido 
na região 5’UTR de ARGOS2, aumentando assim sua expressão. Como resultado, 
as linhagens desenvolvidas sobrevivem mais e têm produtividade melhorada em 
condições de seca (Shi et al., 2017).

Em arroz, CRISPR/Cas9 foi utilizado para knockout de diferentes genes da família 
OsPYL, envolvidos na resposta ao ácido abscísico (ABA). O estudo descobriu que tri-
plos mutantes pyl1/4/6 apresentam maior tolerância a altas temperaturas, além de 
maior produtividade. Contudo, o mesmo triplo mutante parece apresentar maior 
sensibilidade à seca (Miao et al., 2018). Esse trabalho demonstra como muitas vezes 
as vias de resposta a diferentes estresses podem estar relacionadas, representando 
um desafio para o campo do melhoramento vegetal.

Domesticação acelerada e “de novo” de espécies selvagens
Até agora abordamos o uso da edição genômica para o melhoramento de carac-

terísticas pontuais. Contudo, além do uso de CRISPR em culturas já estabelecidas, 
uma abordagem diferente e de crescente interesse é a “redomesticação”, ou domes-
ticação “de novo”, de espécies selvagens.

Um dos efeitos negativos decorrentes do melhoramento clássico é a perda de 
variabilidade genética. Essa erosão genética que acompanha o histórico de domes-
ticação de plantas cultiváveis pelo homem é decorrência da seleção de caracterís-
ticas de interesse primário, como a produtividade de grãos e biomassa, em detri-
mento de características de qualidade, tolerância a pragas e doenças, etc. (Doebley 
et al., 2006). Dessa forma, o processo acarreta culturas agrícolas mais suscetíveis 
a patógenos e/ou a estresses abióticos. Para contornar esse problema, linhagens 
elite são frequentemente cruzadas com seus parentais selvagens, ou ainda espécies 
próximas, levando à introgressão de genes que eventualmente possam conferir a 
resistência ou característica desejada (Mazur; Tingey, 1995; Jacobsen; Schouten, 
2007; Harrison; Larson, 2014). Esse processo, contudo, demanda longos períodos 
de tempo para realização de retrocruzamentos que visam a segregação de loci 
indesejados.
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A “redomesticação” utiliza uma lógica inversa: genes-chave são editados em 
espécies selvagens para torná-las mais interessantes para o cultivo. Dessa maneira, 
a variabilidade genética presente em tais espécies não é perdida, ao passo que 
características desejáveis são nelas introduzidas (Zsögön, et al. 2017). Uma segun-
da vantagem dessa abordagem é a drástica redução no tempo de seleção de tais 
linhagens, uma vez que dispensa o extensivo processo de retrocruzamentos.

A sugestão de utilização de edição genômica para rápida domesticação “de 
novo” de espécies selvagens data de meados da década de 2010. Um exemplo bem 
estruturado é a proposta de domesticação de Thlaspi arvense, uma oleaginosa da 
família Brassicaceae. Nessa proposta, o extenso conhecimento prévio da planta 
modelo Arabidopsis thaliana (também da família Brassicaceae) foi extrapolado para 
a definição de genes-alvo a serem editados, o que poderia levar rapidamente ao 
desenvolvimento de uma linhagem de Thlaspi arvense com características propícias 
ao cultivo e utilização em larga escala (Sedbrook et al., 2014).

As primeiras publicações que descreveram aplicações da edição genômica 
para a domesticação de espécies selvagens ocorreram em 2018. A primeira des-
creve a domesticação “de novo” de uma espécie de tomate selvagem (Solanum 
pimpinellifollium), que teve seis loci de seu genoma concomitantemente editados 
por CRISPR/Cas9. Tais loci foram escolhidos por serem de reconhecida importância 
para a produtividade das atuais culturas de tomate (S. lycopersicum). Assim, em 
poucas gerações, foi obtida uma linhagem de S. pimpinellifollium com produção de 
frutos dez vezes aumentada, sendo estes três vezes maiores em comparação com 
a linhagem selvagem. Além disso, tal linhagem apresenta diversas vantagens em 
relação às atuais culturas de tomate, como um teor 500% maior de licopeno nos 
frutos, além de reter a diversidade genética e a tolerância a estresses das plantas 
selvagens de S. pimpinellifollium (Zsögön et al., 2018).

Em um esforço similar, no mesmo ano, quatro diferentes acessos de S. pimpinelli-
follium foram editados por CRISPR/Cas9, por meio de uma abordagem multiplex, de 
modo a gerar plantas com fenótipos domesticados (morfologia compacta, aumen-
to no número de flores e frutos produzidos, bem como aumento da síntese de ácido 
ascórbico). Notavelmente, tais plantas retiveram a tolerância parental a patógenos 
e a altas concentrações salinas (Li et al., 2018b).

Finalmente, a edição genômica apresenta potencial para o melhoramento de 
espécies não convencionais, chamadas em inglês de orphan crops  (Lemmon et al., 
2018). São consideradas orphan crops espécies de importância regional, mas que 
não são comercializadas internacionalmente em larga escala, acabando por receber 
pouca atenção de pesquisadores quando comparadas às culturas mais difundidas 
(Varshney et al., 2012). Esse é o caso de Physalis pruinosa, outra espécie da família 
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Solanaceae, que também foi alvo de edição por CRISPR/Cas9 para melhoramen-
to da arquitetura da planta, aumento de produção de flores e tamanho do fruto 
(Lemmon et al., 2018). 

Perspectivas e conclusões
Nas últimas três décadas, o desenvolvimento de técnicas de edição de genomas, 

como TALENs, ZFNs e o sistema CRISPR/Cas, tem contribuído de maneira extraor-
dinária para o progresso da agricultura moderna. O sistema CRISPR/Cas se destaca 
por ser uma tecnologia sem precedentes em termos de simplicidade, especifici-
dade, eficiência, versatilidade, robustez e baixíssimo custo. Tem sido aplicada com 
sucesso para a rápida obtenção de culturas agrícolas com melhor produtividade e 
qualidade, além de aumento de resistência a fatores bióticos e abióticos, trazendo 
benefícios para produtores, consumidores e meio ambiente. 

Os crescentes, rápidos e elegantes avanços para melhorias e adaptações do 
sistema CRISPR/Cas têm permitido desde a mutagênese de um locus específico, 
regulação transcricional, edição de epigenoma, edição de base única, fusão de tags 
marcadores, mutações em multiplex, substituição de um gene ou alelo por outro 
de maior interesse, até a geração de uma variedade comercial contendo um alelo 
elite e com significativa redução do laborioso e custoso tempo dispendido pelos 
métodos tradicionais de introgressão.

Além disso, ao contrário dos organismos geneticamente modificados, a edição 
de genes não requer a inserção de DNA exógeno para produzir uma característica 
desejada. Assim, a tecnologia também tem levado a mudanças na regulamentação 
de produtos agrícolas, o que está contribuindo com a democratização da obtenção 
de produtos sustentáveis, não restringindo o benefício às grandes companhias de 
biotecnologias, mas possibilitando as pesquisas em universidades públicas, ou 
pequenas startups, por exemplo. 
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CAPÍTULO 2

Edição de genoma via 
non-homologous end joining (NHEJ) 
e ribonucleoproteínas (RNP)

Introdução
A edição de genomas é uma ferramenta que permite a manipulação do ma-

terial genético de forma a induzir mutações em regiões de interesse para que o 
organismo apresente um fenótipo desejável, podendo, em alguns casos, não ser 
considerado transgênico. Devido a isso sua aplicação em plantas de interesse agro-
nômico tem despertado grande interesse, principalmente por simplificar etapas de 
regulamentação. 

Existem quatro principais classes de nucleases que são empregadas nas novas 
tecnologias de edição gênica, sendo elas: meganucleases, zinc-finger nucleases 
(ZFNs); transcription activator-like effector nucleases (TALENs); e Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)-associated (Cas) (Gaj et al., 2016). As 
meganucleases são endonucleases que clivam o DNA em regiões específicas, reco-
nhecendo sequências maiores que 12 pb (pares de base). A família de meganucleases 
LAGLIDADG engloba I-CreI e I-SceI, que são as primeiras enzimas que foram usadas 
para edição gênica. Como apenas alguns resíduos de aminoácidos fazem contato 
com os nucleotídeos, essas enzimas foram manipuladas para clivar genes em locais 
específicos (Paques; Duchateau, 2007). Além disso, as ZFNs são enzimas artificiais 
que também foram uma das primeiras utilizadas com o intuito de induzir mutações 
dirigidas em plantas. Essas enzimas foram geradas a partir da fusão entre domínios 
do tipo Zinc-Finger e domínios da enzima de restrição FokI. Da mesma forma que 
as outras nucleases utilizadas na edição gênica, a ZFN insere quebras na dupla fita 
(DSBs-double strand break) em locais específicos no DNA que vão ser reparados e, 
por meio de falhas durante o mecanismo de reparo, podem surgir mutações (Carroll, 
2011). O principal problema do uso desse sistema está na alta toxicidade dessa en-
zima e também pelo fato de ela gerar muitos efeitos off-target (Cornu et al., 2008; 
Ramirez et al., 2008), que podem prejudicar funções de genes que não deveriam 
ter seu funcionamento alterado (Zhang et al., 2015). Com a consolidação da edição 
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gênica como ferramenta biotecnológica e a busca por alternativas mais viáveis, a 
técnica TALEN foi desenvolvida a partir da fusão de efetores TAL (transcription activa-
tor-like), proteínas derivadas de patógenos que infectam plantas e têm a capacidade 
de se ligar ao DNA, ao domínio da endonuclease FokI (Moscou; Bogdanove, 2009).  
TALENs podem ser gerados a partir de uma biblioteca de plasmídeos que permite a 
montagem da proteína de interesse de forma combinatória. Apesar de essa técnica 
apresentar vantagens em relação ao ZFN, por utilizar proteínas menos tóxicas e mais 
fáceis de se manipularem (Mussolino et al., 2014), ainda é considerada mais traba-
lhosa em relação à CRISPR (Nemudryi et al., 2014). 

Entre as técnicas que tornaram a edição de genoma mais acessível e revolucio-
nária, o sistema CRISPR/Cas se destaca. Isso se deve pela simplicidade, baixo custo 
e alta eficiência da técnica em relação a outras ferramentas de edição, como ZFNs e 
TALENs. Devido a isso, o sistema CRISPR/Cas se tornou amplamente utilizado em la-
boratórios de biologia molecular de forma rotineira nos últimos anos, e atualmente 
é a principal ferramenta de edição genômica utilizada. O sistema CRISPR se baseia 
na indução de mutações no DNA por meio de cortes na fita dupla, de maneira extre-
mamente específica e direcionada. Esses cortes são promovidos por endonucleases 
da família Cas e direcionados pelos chamados RNAs guias (gRNA). Eles serão repa-
rados por uma das duas principais vias de reparo que a célula apresenta quando 
a dupla fita é danificada: recombinação homóloga (HR) ou non-homologous end 
joining (NHEJ) (Cardona; Morales, 2014). Maiores detalhes podem ser encontrados 
no Capítulo 1.

Focaremos aqui na utilização do sistema CRISPR/Cas para indução de mutações 
via NHEJ. O mecanismo NHEJ atua na maior parte do ciclo celular e não se baseia 
na homologia para reparar o DNA, podendo causar mutações do tipo inserções 
ou deleções (indels) ou ainda substituições. Desse modo, a expressão dos genes 
presentes no local onde houve reparo por NHEJ pode ser, em geral, totalmente 
interrompida, e as proteínas codificadas podem não ser funcionais (Cui et al., 2019). 
Com o objetivo de esclarecer o processo de edição do genoma por CRISPR, este 
capítulo visa abordar os detalhes do mecanismo NHEJ, bem como o uso de siste-
mas de ribonucleoproteínas (RNPs) para promover a edição, além de fornecer um 
procedimento prático para o delineamento de experimentos. 

 Mecanismos de reparo genético
O sistema CRISPR atua por meio de cortes específicos na dupla fita do DNA em 

regiões genômicas de forma direcionada utilizando um RNA guia (gRNA) que, em 
seguida, é reparado, podendo causar a modulação de genes ou regiões promotoras. 
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Desse modo, esclarecer os principais sistemas de reparo utilizados pela célula para 
reconstrução da dupla fita torna-se fundamental para o entendimento da técnica. 
A importância de a informação genética ser transmitida através das gerações de 
forma precisa é evidente, tanto pelo eficiente sistema de replicação quanto pela 
complexidade e investimento da célula em um sistema de reparo especializado na 
correção dos diversos tipos de desordens do DNA. 

Com esse objetivo, para sanar as alterações ocorridas no DNA, as células apresen-
tam mecanismo de resposta aos danos. Um deles é o sistema DDR (DNA Damage 
Response), que é eficiente no reparo do DNA e atua por diversas vias e enzimas, de-
pendendo do tipo de lesão ocorrida. Nesse mecanismo, quando as células sofrem 
danos, o processo de replicação é suspenso até que o reparo seja efetuado (Silva; 
Ideker, 2019). Para isso, ocorre uma cascata de sinalização que gera modificações 
na cromatina e deixa a extremidade danificada acessível às proteínas de reparo do 
DNA (Riches et al., 2008). Com a extremidade do DNA danificada exposta, o com-
plexo Mre11-Rad50-NBS1 (MRN) se liga à DSB, recrutando proteínas-membros da 
família ATM (Ataxia Telangiectasia Mutada), que regulam a resposta ao dano por 
meio de fosforilações (Lavin; Kozlov, 2007). Desse modo, são ativados pontos de 
verificação do ciclo celular e remodelação da cromatina; tudo para que o DNA seja 
reparado antes de o ciclo celular continuar (Silva; Ideker, 2019). Entretanto, nos 
animais multicelulares, se o dano no material genético for irremediável, é ativada a 
apoptose para que a lesão não seja perpetuada (Norbury; Zhivotovsky, 2004).

Para que a célula realize o reparo da lesão no material genético, cinco principais 
vias de reparo são ativadas em diferentes momentos do ciclo celular. Quando o dano 
no material genético acontece em apenas uma das fitas (SSB, single strand break), 
os mecanismos de reparo são do tipo reparo de mal-pareamento (MMR, mismatch 
repair), reparo por excisão de bases (BER, Base Excision Repair) reparo por excisão de 
nucleotídeo (NER, Nucleotide Excision Repair). Porém, quando o DNA é danificado 
em ambas as fitas (DSB), podem ocorrer as vias de reparo por recombinação homó-
loga (HR) ou por non-homologous end joining (NHEJ) (Cardona; Morales, 2014), que 
são a base molecular da tecnologia CRISPR.

Non-homologous end joining (NHEJ)
A via NHEJ não necessita de DNA-molde e é responsável por 75% dos reparos no 

material genético das células animais (Mao et al., 2008). Essa via de reparo leva cerca 
de 30 minutos para se completar, enquanto a HR é finalizada dentro de 7 horas 
ou mais (Mao et al., 2008). Na via NHEJ, quando a DSB é reparada, geralmente são 
formados indels que, ao modificarem a sequência de DNA original, podem causar 
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a inativação de genes (Her; Bunting, 2018). O reparo por NHEJ emprega, para isso, 
uma série de fatores essenciais que trabalham para detectar as DSBs, bem como 
alinhar e reparar as extremidades para que possam ser novamente ligadas (Her; 
Bunting, 2018). 

Mecanismo bioquímico
Na presença da DSB, o mecanismo de resposta aos danos DDR é acionado. Desse 

modo, uma cascata de fosforilação é ativada, gerando modificações na cromatina, 
que deixam a extremidade danificada acessível às proteínas de reparo do DNA 
(Riches et al., 2008). Em plantas (Steinert et al., 2016) e mamíferos (Hartlerode; 
Scully, 2009), tanto HR quanto NHEJ são acionadas. 

NHEJ, por sua vez, pode ser subdividida em duas vias: clássica (c-NHEJ), que é 
a principal via de reparo e de rearranjo cromossômico (Lieber, 2010), e a backup 
(b-NHEJ), também chamada de via alternativa (a-NHEJ) ou microhomology- 
-mediated end joining (MMEJ) (Deriano; Roth, 2013). Essa segunda via é ativada caso 
ocorram problemas funcionais com a c-NHEJ, porém não apresenta um mecanismo 
de reparo tão preciso, o que geralmente leva a translocações cromossômicas e de-
leções excessivas (Deriano; Roth, 2013) (Figura 1).

A via c-NHEJ pode ser dividida em três principais etapas: o reconhecimento da 
DSB, o processamento do DNA e a ligação das fitas (Yang et al., 2016). O reconheci-
mento da DSB depende das proteínas Ku70-Ku80 (Ku), um heterodímero com duas 
subunidades de 70 kDa e 80 kDa, que se entrelaçam em um anel que envolve a 
extremidade final da DSB, formando o complexo Ku:DNA (Figura 2). Este complexo 
mantém as extremidades finais da DSB relativamente próximas, para que não haja 
translocações adicionais ou fusões (Downs; Jackson, 2004). 

Assim que o complexo Ku:DNA é formado em cada extremidade da DSB, são 
recrutados fatores proteicos, como a subunidade catalítica da proteína quinase 
dependente de DNA (DNA-PKcs), proteína de reparo de raios-X transversal comple-
mentar 4 (XRCC4), fator tipo XLF, PAXX (parálogo de XRCC4 e XLF) e DNA-Ligase IV 
(Lig4), que mantêm próximas as extremidades do DNA, formando uma ponte entre 
elas para que ocorra o processamento e a ligação (Davis et al., 2014). 

Se a DSB gera extremidades simples, estas podem ser diretamente ligadas após 
o reconhecimento da DSB. Entretanto, na maioria das DSBs existem extremidades 
incompatíveis por modificações químicas ou incompatibilidade dos términos das 
fitas de DNA, que acabam impedindo que as fitas sejam ligadas diretamente. Desse 
modo, o DNA deve ser processado e, para isso, exonucleases degradam as extre-



Capítulo 2  Edição de genoma via non-homologous end joining (NHEJ) e ribonucleoproteínas (RNP) 53

Figura 1. Vias de reparo por non-homologous end joining (NHEJ). (A) Via clássica non-homologous end joining (c-NHEJ), que 
pode levar a inserções ou deleções (indels). (B) União final mediada por micro-homologia (MMEJ), a qual sempre resulta 
em deleções.

Fonte: adaptado de Deriano e Roth (2013).

Figura 2. Complexo Ku:DNA. A proteína Ku70 é 
destacada em vermelho, e a Ku80 em laranja. Os 
pares de bases terminais do duplex central são nu-
merados +8 (extremidade do DNA quebrada) e -6.

Fonte: adaptado de Walker et al. (2001). 
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midades 5’ ou 3’, gerando regiões de micro-homologia. Esse processo, conhecido 
como recessão, permite que as duas extremidades se tornem compatíveis.

Durante a recessão das extremidades finais da DSB, as DNA-PKcs agem em 
complexo com a endonuclease Artemis que, após ser fosforilada pela DNA-PKcs, 
cliva ligações da fita simples e entre a fita dupla. Outros fatores envolvidos nesse 
processo são a polinucleotídeo quinase fosfatase (PNKP), aprataxina (APTX), APTX-
polinucleotídeo quinase-fosfatase-like fator 1 (APLF ou PALF), werner (WRN), DNA 
polimerases e desoxinucleotidil terminal transferase (TdT) (Lieber, 2010).

Após o processamento da DSB, as extremidades estão prontas para serem li-
gadas. Todo processamento e ligação do DNA é coordenado pelas DNA-PKcs, que 
fosforilam diversas proteínas (Jiang et al., 2015). Essas proteínas também podem 
ser autofosforiladas ou transfosforiladas por outros fatores, como ATM e ataxia 
relacionadas à telangiectasia (ATR) (Davis et al., 2014). Para que ocorra a ligação da 
dupla fita, são recrutadas ligases específicas e o complexo XRCC4-XLF-Lig4, que é 
o principal fator envolvido. Para a formação desse complexo, XRCC4 é ancorado ao 
complexo Ku:DNA-PKcs e, junto ao fator XLF, forma uma ponte com Lig4, promo-
vendo a ligação da DSB (Andres et al., 2012). 

Edição de Genomas via NHEJ – aplicações práticas
A aplicação do sistema CRISPR/Cas para edição de genomas em plantas tem sido 

usada com sucesso para a obtenção de cultivares melhoradas geneticamente. As 
características manipuladas com essa ferramenta abrangem desde o melhoramen-
to nutricional, uso eficiente de nutrientes (Liang et al., 2014), resistência a doenças 
(Wang et al., 2014, Peng et al., 2017) e tolerância a estresses abióticos (Mushtaq 
et al., 2018) até o aumento da produtividade (Ma et al., 2016). Com isso, uma das 
frentes do melhoramento com CRISPR é o knockout, que elimina a função gênica 
por meio de indels derivados do reparo por NHEJ. 

Visando à resistência de plantas de trigo (Triticum aestivum) ao fungo oídio 
(Blumeria graminis f. sp. Tritici), foi realizada a edição gênica via TALEN para intro-
duzir mutações direcionadas em três genes homólogos que codificam as proteí-
nas Molo-Resistance Locus (MLO) (TaMLO-A1, TaMLO-B1 e TaMLO-D1) e, também, 
a edição via CRISPR para knockout do gene TaMLO-A1. As proteínas MLO agem 
como reguladores negativos, reprimindo as vias de defesa da planta contra o oídio 
em tecidos não infectados (Piffanelli et al., 2002). Desse modo, quando os genes 
homólogos MLO foram editados via TALEN e CRISPR, observou-se o aumento da 
resistência das plantas de trigo ao fungo oídio em relação às plantas não editadas. 
Para a construção CRISPR, foi usado um vetor de expressão contendo a CDS da Cas9, 
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o promotor Ubiquitina 1 de milho e o sgRNA. O vetor foi introduzido no genoma 
de trigo via biobalística, obtendo-se eficiência de mutação nas plantas regeneradas 
igual a 5,6% (Wang et al., 2014).

Em outro trabalho, pesquisadores trabalharam com milho (Zea mays), o qual pos-
sui uma alta concentração de ácido fítico, um antinutriente que não é digerido por 
animais monogástricos e prejudica a absorção de nutrientes. Com o uso de CRISPR, 
foi realizado um knockout no gene Zea mays Inositol Fosfato Cinase (ZmIPK), o que 
gerou plantas editadas com baixa concentração de ácido fítico. Nesse estudo, a 
transformação genética via transfecção de protoplastos utilizando duas guias cons-
truídas para o direcionamento da Cas9 ao gene ZmIPK resultou em uma eficiência 
de mutação da ordem de 16,4% e 19,1% para cada guia utilizada (Liang et al., 2014).

Para soja (Glycine max (L.) Merrill), o primeiro trabalho de sucesso conduzido 
como prova de conceito com utilização do sistema CRISPR para realizar a mutagê-
nese direcionada em raízes (hairy roots) demonstrou a eficácia da técnica por meio 
do desligamento de genes endógenos e do gene bar (Cai et al., 2015). Nesse estudo 
foram construídos sete vetores, um com a gRNAs para o transgene bar e outros 
seis com gRNAs direcionadas a dois genes endógenos de soja (GmFEI2 e GmSHR), 
sendo três guias para cada gene (GmFEI2-SP1, GmFEI2-SP2 e GmFEI2-SP3 para o 
gene GmFEI2 e GmSHR-SP1, GmSHR-SP2 e GmSHRSP3 para GmSHR). A expressão da 
Cas9 foi dirigida pelo promotor Ubiquitina de milho, as gRNAs foram dirigidas pelo 
promotor U6 de Arabdopsis, e a expressão do gene GFP, para a rápida visualização 
das hairy roots transgênicas, foi dirigida pelo promotor CAMV 35S. O método de 
transformação genética usado foi baseado em Agrobacterium rhizogenes e, como 
material vegetal, foram utilizadas plantas transgênicas homozigotas para o gene 
bar (para a edição do gene bar) e plantas selvagens, não transformadas genetica-
mente, para a edição dos genes GmFEI2 e GmSHR. Para o transgene bar, foram iden-
tificadas 11 mutações nas 30 hairy roots transgênicas independentes analisadas, 
com frequência de 1,3% a 21,0%. Já para os genes endógenos, na guia GmFEI2-SP1 
foram identificadas mutações em 18 das 30 hairy roots transgênicas independentes, 
com frequência de indels entre 0.6% e 18.8%. Mutações no local da guia GmFEI2-SP2 
foram identificadas em 28 das 30 hairy roots, com frequência de indels variando de 
1,0% a 95,0%. Para a guia GmFEI2-SP3, foram identificadas 3 mutações nas 30 hairy 
roots transgênicas independentes analisadas, com frequência de indels entre 5,4% a 
27,0%. Já para o gene GmSHR-SP2, foram identificadas em 10 das 22 hairy roots, com 
frequência de indels de 8,7% a 30,0%. Para GmSHR-SP1, as mutações foram encon-
tradas em 15 das 30 raízes analisadas, com frequência de indels variando entre 2,3% 
a 21,3%. Já no local GmSHR-SP2 foram encontradas mutações em 10 das 22 raízes 
analisadas, com frequência de indels variando de 8,7% a 30,0% (Cai et al., 2015). 
Em GmSHR-SP3 foram identificadas mutações em 10 das 28, com frequência varian-
do de 2,8% a 28,7%.
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Modulação e otimização de promotores
O uso de NHEJ com o objetivo de modular a expressão de genes também pode 

ser aplicado a elementos regulatórios, a exemplo das regiões promotoras. Essa 
estratégia faz com que a atividade transcricional, com base na modulação do 
acesso dos fatores de transcrição ao promotor, seja alterada e, como consequência, 
tem-se a mudança na expressão de genes (Cong et al., 2013). Quando sequências 
promotoras são modificadas por meio das técnicas de edição de genoma, dá-se o 
nome de engenharia promotora in vivo (IPE, do inglês in vivo promoter engineering) 
(Pandiarajan; Grover, 2018). Alguns trabalhos conduziram essa abordagem visando 
à geração de variantes de promotores com atividade transcricional alterada (Li et 
al., 2020).

Com o objetivo de obter plantas de arroz mais adaptadas a solos com alto teor 
de salinidade, a tecnologia CRISPR foi utilizada para gerar indels em regiões de 
unidades promotoras funcionais, os elementos cis regulatórios (CREs, do inglês Cis 
Regulatory Elements) do gene OsRAV2. Esse sistema foi estabelecido para confirmar 
que deleções nos CREs da sequência promotora do gene OsRAV2 (nos elementos 
GT-1) estariam relacionadas à resistência ao estresse salino. Os genes RAV (Related 
to ABI3/VP1) codificam proteínas envolvidas na resposta ao estresse abiótico, sendo 
OsRAV2 específico na resposta a ambientes com excesso de salinidade em arroz. 
Desse modo, foi construído um vetor contendo a Cas9 e um gRNA direcionado aos 
elementos GT-1 da região promotora do gene OsRAV2, e a transformação genética 
foi conduzida via Agrobacterium tumefaciens. Nesse estudo, 12 plantas foram edita-
das e todas apresentaram as mutações direcionadas desejadas, que promoveram a 
resistência das plantas a solos com alta concentração salina (Duan et al., 2016). 

Em um trabalho que envolveu o cancro cítrico, causado por Xanthomonas citri, 
um patógeno responsável por perdas significativas no cultivo de Citrus spp., foi 
utilizado CRISPR em Citrus sinensis Osbeck, almejando a modulação do promo-
tor do gene Lateral Organ Boundaries 1 (CsLOB1), associado à suscetibilidade ao 
patógeno. O gene teve sua indução em resposta à infecção interrompida, e essa 
abordagem gerou plantas com maior resistência ao cancro cítrico em comparação 
com o tipo selvagem. Para a obtenção das plantas, foi realizada a construção de 
um vetor codificando a Cas9, além do promotor AtU6-1 dirigindo a expressão do 
gRNA direcionado à região promotora do gene CsLOB1. A transformação genética 
foi realizada por A. tumefaciens, e a eficiência de mutação foi entre 32.5% e 90.7% 
(Peng et al., 2017).
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Ribonucleoproteínas (RNPs) nuclease-sgRNA

RNPs: sistemas DNA-free
A edição ou engenharia de genoma é, na maioria dos casos, conduzida utilizando 

sistemas de vetores plasmidiais carreando genes que, ao se integrarem no genoma 
do hospedeiro, codificam a expressão dos produtos necessários para o mecanismo 
de edição, sendo basicamente uma nuclease e o RNA-guia (gRNA), além de um 
gene marcador de seleção de transformantes, que confere resistência a um antibió-
tico ou um herbicida, quando o organismo-alvo é uma planta, e, eventualmente, 
genes-repórter (Xie; Yang, 2013). 

Com isso, novas características são incorporadas ao hospedeiro tanto devido à 
mutagênese desencadeada no hospedeiro por meio da edição quanto devido aos 
genes exógenos que são introduzidos, o que configura o evento obtido como um 
OGM transgênico. Nesse caso, preocupações e problemas relacionados à regula-
mentação em biossegurança e à bioética podem se tornar obstáculos para que o 
produto biotecnológico desenvolvido se torne uma realidade mercadológica. Para 
contornar e/ou evitar barreiras que atrasam a chegada do organismo editado ao 
mercado, os pesquisadores normalmente recorrem a métodos que empregam a 
eliminação das sequências inseridas por meio de técnicas de hibridização e segre-
gação mendeliana, de modo que o organismo editado passe a ser caracterizado 
apenas como GM, porém não como transgênico, uma vez que o material genético 
exógeno é perdido (Cyranoski, 2015). 

Entretanto, essas técnicas podem se tornar inviáveis para a obtenção de plan-
tas editadas não transgênicas que possuam processo de reprodução assexuada, 
a exemplo de uva (Vitis spp.), banana (Musa spp.) e batata (Solanum tuberosum), 
devido à ausência de recombinação que promoveria a eliminação dos transgenes 
na prole. Também podem ser pouco viáveis ou pouco vantajosas no caso de plan-
tas perenes, como maracujá (Passiflora spp.), eucalipto (Eucalyptus spp.) e cereja 
(Prunus spp.), devido à própria falta de praticidade do processo de eliminação de 
transgenes, que se torna demasiadamente longo. Desse modo, plantas com ciclo 
de vida curto são mais passíveis de obtenção por meio desse método devido à 
maior praticidade (Woo et al., 2015).

Diante desse cenário, o rol de plantas-alvo se torna estreito, havendo a necessida-
de de desenvolver ou encontrar alternativas que contornem essa limitação. Sendo 
assim, uma das estratégias é o uso de sistemas DNA-free de edição gênica, dos quais 
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as ribonucleoproteínas (RNPs) são as mais conhecidas e cujo uso nos últimos anos 
segue expandindo para várias espécies (Kanchiswamy, 2016).

Em edição de genoma, as RNPs são complexos ribonucleoproteicos compostos 
por uma nuclease e um ou mais gRNAs. O gRNA é obtido por síntese in vitro ou 
síntese química, também podendo eventualmente ser otimizado para que sua 
inespecificidade seja reduzida, como por meio da truncagem para 17 resíduos de 
nucleotídeos, diferentemente dos 20 resíduos normalmente utilizados para Cas9, 
por exemplo. O gRNA também é estabilizado ao ser protegido contra a degradação 
por RNases devido à complexação com a nuclease (Kanchiswamy, 2016). A nuclease, 
por sua vez, pode ser obtida comercialmente a partir de fornecedores de empresas 
de biotecnologia ou expressa na forma recombinante em sistema heterólogo, co-
mumente sistemas bacterianos baseados em Escherichia coli. Após a expressão, a 
proteína recombinante é purificada, preferencialmente por bioafinidade em coluna 
cromatográfica de níquel, com base em uma 6-His-tag fusionada a uma das extre-
midades da nuclease.

Conforme relatos da literatura científica, as RNPs são geralmente utilizadas para 
edição de genoma de células animais e, em comparação aos vetores plasmidiais, 
elas apresentam muito baixa citotoxicidade ao hospedeiro. Isso porque a citotoxici-
dade muitas vezes está associada ao próprio processo de transfecção plasmidial e a 
alguns reagentes utilizados para conduzir a transfecção. 

Algumas vantagens das RPNs em comparação com os plasmídeos são destaca-
das abaixo:

a)	 O mecanismo plasmidial é mais complexo, uma vez que depende da maqui-
naria molecular de transcrição (para a nuclease e para o gRNA) e de tradução 
(para a nuclease), já que há a necessidade de integração dos genes de interes-
se no genoma-alvo, no núcleo, para que os transcritos sejam produzidos e, no 
caso da informação genética para a nuclease, exportado ao citoplasma para 
tradução gênica, com a nuclease retornando ao núcleo para realizar a edição. 
Observa-se, com isso, um trânsito contínuo e complexo entre diferentes com-
partimentos subcelulares, enquanto no uso de RNPs o mecanismo ocorre de 
forma direta, já que o complexo pré-formado se direciona imediatamente ao 
núcleo e executa sua função (Figura 3) (Amirkhanov; Stepanov, 2019; Wilbie 
et al., 2019).

b)	 O uso de plasmídeos leva à integração gênica, a qual culmina na persistência 
da expressão dos agentes da edição, que permanecem funcionalmente ati-
vos de forma prolongada, mantendo a atividade de edição, o que aumenta 
a probabilidade de ocorrerem efeitos off-target. Por outro lado, RNPs não 
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dependem de integração gênica para realizarem a edição, a qual ocorre ime-
diatamente após o delivery do complexo no núcleo, com pico de mutagênese 
após cerca de 24 horas, sendo rapidamente degradadas e reduzindo, portan-
to, a ocorrência de efeitos off-target (Amirkhanov; Stepanov, 2019).

c)	 Além da integração dos genes de interesse, o backbone dos plasmídeos tam-
bém pode ser integrado no genoma do hospedeiro e persistir, mesmo após o 
uso de técnicas de hibridização, deixando “pegadas” (footprints) moleculares 
(Mao et al., 2018), o que pode se tornar outro problema na regulamentação 
da planta editada, por caracterizar um organismo transgênico.

Figura 3. Plasmídeos versus RNPs na edição de genoma. (A) Vetor plasmidial carreando genes para codificação de uma pro-
teína Cas9 e um gRNA, evidenciando etapas de um trânsito mais complexo entre diferentes compartimentos celulares até 
a edição do genoma. (B) RNP composta de uma Cas9 complexada a um gRNA, evidenciando uma etapa simples de trânsito 
direto ao núcleo para realizar a edição do genoma.

Fonte: adaptado de Spencer (2020).
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RNPs não constituem a única estratégia DNA-free para edição de genoma. Outros 
sistemas também foram desenvolvidos e suas aplicações foram demonstradas não 
apenas para células animais, mas também para plantas de interesse econômico. 
Entre eles, os IVTs (in vitro transcripts, ou transcritos in vitro) e os vetores baseados 
em replicons virais são alternativas que também dispensam a integração genômica, 
sendo que cada um apresenta vantagens e desvantagens (Gil-Humanes et al., 2017; 
Liang et al., 2018).  Em relação às várias vantagens oferecidas pelos vetores basea-
dos em replicons virais, conferir o Capítulo 3.

Por meio do sistema de IVTs, são entregues moléculas de RNAm codificantes da 
nuclease e, embora os RNAm derivados de IVT apresentem a vantagem de não se 
integrarem ao genoma, as moléculas de RNAm estão mais sujeitas à degradação 
por RNases no meio intracelular do hospedeiro, resultando em menor estabilidade 
do sistema. Além disso, moléculas longas de RNA, como as codificantes da nuclease, 
são facilmente degradadas ao longo dos processos de manipulação em laboratório, 
dificultando o preparo. Já os vetores virais, frequentemente utilizados em sistemas 
baseados em replicon, exigem passos adicionais de clonagem e engenharia ge-
nética que são desnecessários no sistema RNPs (Gil-Humanes et al., 2017; Liang et 
al., 2018). Enquanto alguns vetores virais para células animais levam à integração 
do genoma viral no DNA do hospedeiro, em plantas isso não ocorre, e o replicon 
permanece ativo de forma epissomal no citoplasma, dispensando as etapas de 
eliminação dos transgenes da planta editada.

Como exemplo de relatos da aplicação de RNPs em plantas, Woo et al. (2015) 
estabeleceram pela primeira vez a edição de genoma em sistemas vegetais via RNP, 
tendo como organismos hospedeiros: Arabidopsis thaliana, arroz (Oryza sativa), 
alface (Lactuca sativa) e tabaco-coiote (Nicotiana attenuata). Os autores realizaram 
a transfecção de protoplastos via PEG com RNPs pré-montados, obtendo eficiência 
de edição de até 46% (8,4% a 44% para A. thaliana, arroz e tabaco, e 46% para alfa-
ce). Não foram detectados quaisquer efeitos off-target, e as edições se mantiveram 
estáveis na geração seguinte. As mutações geradas se demonstraram indistinguí-
veis das variações genéticas ocorridas de forma natural. 

Svitashev et al. (2016) e Young et al. (2019), por sua vez, demonstraram a 
aplicabilidade das RNPs em milho (Zea mays), utilizando o bombardeamento de 
partículas para a transfecção do complexo em embriões imaturos, visando ao kno-
ckout dos genes LIG1, Ms26 e Ms45, localizados em diferentes cromossomos. Mais 
especificamente, Young et al. (2019) estudaram os efeitos off-target dessa estratégia 
comparativamente ao uso de plasmídeos, demonstrando a ausência desses efeitos 
no genoma de milho. Liang et al. (2017) compararam RNPs com vetores plasmidiais 
em trigo (Triticum aestivum), verificando similaridade de atividade on-target, mas 
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efeito off-target cinco vezes menor quando foram utilizadas RNPs, corroborando o 
que foi mencionado sobre a correlação entre a atividade de edição prolongada na 
célula e o aumento dos casos de off-target. Por fim, Liang et al. (2018) compararam 
RNPs com IVTs para T. aestivum, demonstrando que ambos foram equivalentes em 
termos de eficácia, ao mesmo tempo eliminando a integração genômica e dando 
origem a plantas editadas DNA-free (não transgênicas). Outras espécies vegetais 
também foram transfectadas com RNPs, como, por exemplo: uva (Vitis vinifera) e 
maçã (Malus domestica) (Malnoy et al., 2016), petúnia (Petunia x hybrida) (Subburaj 
et al., 2016) e batata (S. tuberosum) (Andersson et al., 2018).

Nesse caso, os autores desses trabalhos utilizaram protoplastos como explantes 
para transfecção. Desses, apenas Andersson et al. (2018) regeneraram tecidos a par-
tir dos protoplastos transfectados, obtendo brotações derivadas de calos induzidos. 
Para esse trabalho, a análise da eficiência de edição foi conduzida utilizando-se o 
próprio tecido foliar como fonte de amostra de DNA genômico, na qual concluíram 
que 9% dos eventos obtidos continham a mutação esperada em pelo menos um 
dos alelos do gene-alvo. Por outro lado, tanto Malnoy et al. (2016) quanto Subburaj 
et al. (2016) analisaram amostras de DNA genômico obtidas diretamente a partir 
dos protoplastos, sem passar por regeneração de plântulas. Com isso, Malnoy et al. 
(2016) verificaram eficiência de edição de 0,1% para uva e de 0,5% a 6,9% para maçã, 
enquanto Subburaj et al. (2016) obtiveram eficiência de 2,4% a 21% em petúnia.

Como é possível observar, as RNPs possuem aplicabilidade de grande alcance, 
com potencial para abranger outras abordagens úteis para o desenvolvimento de 
plantas editadas e economicamente importantes que sejam DNA-free. Desse modo, 
assim como plasmídeos, IVTs e vetores baseados em replicons virais, as RNPs são 
adequadas para gerar knockout via indels a partir do mecanismo de NHEJ, bem 
como podem ser adaptadas ao knock-in a partir do mecanismo de HDR, o qual será 
detalhado no próximo capítulo. Além disso, a regulação transcricional para edição 
e modulação de promotores via indels, visando à superexpressão ou ao knock-down 
de genes, bem como para a edição de base (base editing) e para a mais recente 
tecnologia de edição precisa de genoma, prime editing, é possível de ser executada 
em plantas utilizando RNPs, o que abre oportunidades para pesquisas que demons-
trem pela primeira vez essa viabilidade e seu sucesso.

Entretanto, a limitação do uso de RNPs surge com abordagens que exigem a 
persistência do complexo nuclease-sgRNA atuando no núcleo. Isso porque as 
nucleases das RNPs são degradadas por proteinases intracelulares, perdendo 
sua atividade biológica tão logo sua tarefa de edição genômica seja cumprida. 
Portanto, estudos envolvendo a modulação e engenharia epigenética, que utilizam 
ativadores e inibidores via dCas9 em sistema CRISPRa/CRISPRi ou estudos voltados 
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ao imageamento com base na marcação genômica com sondas fluorescentes, por 
exemplo, se tornam inviáveis por meio das RNPs. Adicionalmente, a obtenção de 
RNPs exige a produção in vitro de transcritos de sgRNA, os quais, uma vez produzi-
dos, possuem baixa durabilidade devido à sua alta sensibilidade (Liang et al., 2018). 
Além disso, pelo próprio fator mencionado a respeito da degradação, há uma janela 
curta disponível às RNPs para que a edição seja executada, o que costuma acarretar 
baixa eficiência de mutagênese por esse mecanismo. Por fim, ao se trabalhar com 
RNPs, não se faz uso de genes marcadores de seleção que auxiliariam na discrimi-
nação de explantes transformados, o que faz com que as RNPs sejam uma técnica 
mais trabalhosa, por demandar uma etapa adicional de caracterização molecular a 
fim de identificar as plantas editadas (Kanchiswamy, 2016). 

Em suma, aprofundar e estender o uso das RNPs em espécies já testadas e em 
outras ainda não avaliadas, respectivamente, é de grande importância, dentro dos 
limites técnicos da abordagem, podendo impactar significativamente a agricultura 
mundial e, por consequência, a qualidade de vida humana.

Estratégias de delivery e internalização das RNPs
O delivery dos agentes moleculares da edição genômica é um passo fundamental 

para a obtenção de plantas editadas, e os parâmetros a ele associados estão direta-
mente ligados ao sucesso e à praticidade no desenvolvimento desses eventos. Com 
base nisso, uma ampla variedade de métodos de delivery para RNPs já é utilizada 
ou pode ser complementada com estratégias ainda não estabelecidas para plantas, 
embora já sejam amplamente aplicadas a células animais (Figura 4). Esses métodos 
podem ser classificados em:

1)	 Transfecção simples: abrange técnicas de introdução direta de RNPs – em-
bora também seja utilizada para sistemas plasmidiais e outros mecanismos 
– na célula hospedeira por métodos físicos ou químicos, sem mediação de 
reagentes ou sistemas complexos e sofisticados para facilitar a transfecção. 
Exemplos:

a)	 Eletroporação: em se tratando de plantas, consiste na aplicação de pulsos 
de corrente elétrica em protoplastos, de modo a promover a abertura rápi-
da de poros na membrana plasmática, permitindo a introdução das RNPs 
na célula. 

b)	 PEG: o polietilenoglicol é um polímero mediador da internalização das RNPs, 
sendo frequentemente utilizado para transfecção de protoplastos como 
explantes.
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Figura 4. Métodos de delivery e internalização de RNPs. (A) Transfecção simples, exemplificada pela eletroporação. (B) Sis-
temas nanoestruturados, exemplificados pelo encapsulamento da RNP em lipossomas catiônicos. (C) Mecanismo ligante- 
-receptor, exemplificado pela RNP fusionada a um ligante peptídico e endossomalítico. Todos os métodos culminam na 
edição do genoma nuclear, tendo ou não como passo intermediário a endocitose.

Fonte: adaptado de Hampstead (2020).
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c)	 Bombardeamento de partículas (biobalística): método majoritariamente 
utilizado para plantas, consistindo na aceleração de micropartículas com-
postas, geralmente, de ouro ou tungstênio, a velocidades acima de 1.500 
km/h, por meio do equipamento gene gun. Nesse procedimento, o com-
plexo RNP é preparado e precipitado sobre as micropartículas, seguindo 
protocolos já bem-estabelecidos. Trata-se de uma técnica classicamente 
utilizada na transformação genética de plantas. Mais informações sobre a 
técnica podem ser verificadas no Capítulo 5 do livro Manual de transforma-
ção genética de plantas (Vianna et al., 2015).

2) Sistemas nanoestruturados: abrangem polímeros ou outras substâncias, 
produzidos na forma de partículas em escala nanométrica, que agem como 
nanocarreadores de RNPs (Zuris et al., 2015).  Li et al. (2015) revisaram po-
tenciais vetores não virais na forma de sistemas nanoestruturados ou nano-
materiais para o delivery de CRISPR/Cas, os quais podem perfeitamente ser 
utilizados em um futuro próximo para edição em plantas via RNPs, como: 

a)	 Lipossomos catiônicos: bicamadas lipídicas esféricas com cargas positivas, 
habilitando a ligação a nucleases negativamente carregadas, que, por sua 
vez, estão complexadas ao sgRNA. Podem ser compostos por DOTAP (1,2-dio-
leoil-3-trimetilamoniopropano), DOTMA (cloreto de N-[1-(2,3-dioleiloxi)
propil]-N,N,N-trimetilamônio), DOSPA (trifluoroacetato de 2,3-dioleiloxi-
-N-[2(esperminacarboxamido)etil]-N,N-dimetil-1-propilamina) e DMRIE 
(brometo de 1,2-dimiristiloxipropil-3-dimetil-hidroxietilamônio).

b)	 Nanopartículas lipídicas sólidas (NLS): nanopartículas constituídas de 
lipídios com alto ponto de fusão, especialmente ácidos graxos (ex.: ácido 
esteárico e ácido palmítico), com um core sólido e cobertas por moléculas 
de surfactantes. 

c)	 Nanopartículas poliméricas: polímeros em forma de partículas nanométri-
cas, podendo ser compostos por PEI (polietilenimina), PLL (poli-L-lisina) e 
PDMAEMA (poli[2-(dimetilamino)etilmetacrilato]), por exemplo.

d)	 Nanopartículas de quitosana: nanopartículas compostas por um polissaca-
rídeo derivado da desacetilação da quitina e com propriedades catiônicas.

e)	 Dendrímeros: polímeros altamente carregados positivamente, funcionan-
do como “esponjas de prótons”, com alta afinidade para moléculas nega-
tivamente carregadas. A poliamidoamina (PAMAM) é um dos principais 
exemplos. 

f )	 Nanopartículas de sílica (Torney et al., 2007).
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g)	 Nanopartículas magnéticas (Zhao et al., 2017).

h)	 Nanotubos de carbono (Demirer et al., 2019).

Embora o uso de RNPs para edição de genoma em plantas seja de ocorrência 
esporádica, seus relatos na literatura majoritariamente envolvem a utilização de 
transfecção simples. Apenas recentemente, Liu et al. (2020) conduziram a transfec-
ção de protoplastos de tabaco (Nicotiana tabacum cv. Bright Yellow-2) com base 
em sistemas nanoestruturados para lipofecção, utilizando dois reagentes lipídicos 
(Lipofectamina 3000 e RNAiMAX) para a montagem de lipossomas catiônicos, ob-
tendo eficiência de delivery de 66% e 48% para esses reagentes, respectivamente. 
Para a Lipofectamina 3000, a eficiência de edição foi de 6%. Embora a lipofecção 
seja bem-estabelecida para edição de genoma em células animais, apenas nesse 
estudo foi estabelecida uma transição de nanomateriais para CRISPR/Cas aos siste-
mas vegetais.

3)	 Mecanismo ligante-receptor: abrangem a lógica de que a nuclease respon-
sável pelo processo de edição pode ser fusionada a ligantes peptídicos ou 
proteicos de receptores celulares específicos (Rouet et al., 2018). Embora haja 
relatos do uso dessa abordagem para edição em células animais, sua aplica-
bilidade para CRISPR em plantas ainda não foi demonstrada, e tampouco os 
autores na literatura científica apresentam perspectivas nesse sentido.

Excluindo o bombardeamento de partículas, para todos os métodos e técnicas 
utilizados para delivery, é importante frisar a necessidade de se estabelecerem pro-
tocolos que facilitem o uso desses sistemas, principalmente para regeneração in 
vitro de plantas a partir de protoplastos, uma vez que são os explantes mais utiliza-
dos para conduzir esses procedimentos. Entretanto, sabendo que algumas espécies 
são recalcitrantes à regeneração a partir de protoplastos, o desenvolvimento de 
tais protocolos seria inviável, devendo-se optar por outras estratégias baseadas em 
tipos alternativos de explantes. De qualquer forma, para aquelas espécies para as 
quais esse procedimento é possível, surge esse benefício ao se trabalhar com RNPs.

Procedimento prático

Parte 1: in silico
O primeiro passo para realizar a edição genômica via CRISPR/Cas é escolher 

alvos genômicos da espécie desejada a ser editada. Essa escolha servirá de base 
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para identificar em seguida, dentro dos respectivos genes, sítios com sequências 
complementares ao gRNA utilizado para guiar a nuclease, desde que atendam aos 
requisitos da respectiva sequência PAM exigida pela enzima para a clivagem. Além 
disso, torna-se essencial realizar a predição de potenciais sítios off-target, de modo 
a sugerir gRNAs candidatos mais seguros quanto à especificidade genômica. Por 
fim, escolher particularmente uma estratégia adequada de delivery, a depender do 
tipo de explante necessário para a transfecção, bem como um vetor de expressão 
adequado com configuração apropriada de seus elementos genéticos, são a etapa 
final e fundamental – embora variem conforme os objetivos e a espécie de cada 
estudo – de um conjunto de procedimentos que deve ser conduzida de forma com-
plementar à análise in silico, conforme será detalhado a seguir.

Identificação e seleção de alvos genômicos
Visando ao knockout em sequências codantes (CDS) ou à regulação transcricio-

nal de promotores (gerando variantes de promotores), ambos via NHEJ, é necessá-
rio que o gene-alvo esteja caracterizado quanto às sequências nucleotídicas que 
o compõem, incluindo seus elementos regulatórios. Nesse caso, é possível obter 
as sequências nucleotídicas no banco de dados anotados do National Center for 
Biotechnology Information (NCBI)1, utilizando termos que identificam a espécie e/
ou a sequência, bem como números de acesso, quando possível. Outra possibilida-
de é obter a sequência completa do gene a partir de sequências menores (query), 
por meio de similaridade com sequências depositadas (subject) no banco de dados. 
Para isso, essa informação pode ser obtida com utilização das diferentes modalida-
des do Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)2 para diferentes tipos de sequência.

Entretanto, o recurso BLAST pode ser acessado indiretamente e de forma perso-
nalizada para muitas das principais espécies vegetais de importância econômica, 
como, por exemplo, no banco de dados Phytozome v12.13 (Figura 5).

Com a identificação da sequência-alvo (Figura 6), a composição nucleotídica 
pode ser detalhada na aba “Sequence”. A subseção “Transcript Sequence” dispõe 
os componentes do transcrito maduro diferenciados por cores entre 5’-UTR, CDS e 
3’-UTR, o que pode ser útil para o delineamento de gRNAs para ambas as aborda-
gens (CDS e elementos regulatórios). Da mesma forma que no NCBI, a sequência 
pode ser obtida no formato FASTA e armazenada para análise de gRNAs.

1	 Disponível em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
2	 Disponível em: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
3	 Disponível em: https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
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Figura 5. Phytozome v12.1. Mecanismo de busca por sequências ao longo do genoma de diferentes espécies vegetais pos-
síveis. Uma barra de busca para a inserção da sequência nucleotídica da espécie selecionada, à direita, é mostrada, possibi-
litando a busca mediada por BLAST, a partir da função “GO”.

Figura 6. Busca por sequências de transcrito maduro no Phytozome v12.1. Etapa de diferenciação dos elementos genéticos 
que compõem a sequência nucleotídica do gene após a transcrição, a qual servirá como modelo para similaridade na análise 
de gRNAs candidatos. Em verde, a sequência relativa à região 5’-UTR (útil para a seleção de gRNAs visando à modulação 
transcricional de promotores). Em azul, as sequências relativas dos éxons vizinhos (úteis para a seleção de gRNAs visando ao 
knockout do gene), separados por tons claros e escuros.
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Paralelamente, é recomendado que, no caso de CDS como alvo, a sequência da 
cadeia polipeptídica também seja acessada e armazenada em qualquer ferramenta 
de edição de texto, para outro tipo de análise, como será mostrado a seguir. Nesse 
caso, no Phytozome é possível acessar a respectiva sequência na subseção “Peptide 
Sequence”, dentro da mesma aba “Sequence”, enquanto no NCBI as respectivas 
sequências são mostradas na página da tabela de características de cada acesso, na 
seção “CDS”.

Desenho de gRNA
Possuindo o sítio-alvo delimitado in silico e contendo seus elementos genéticos, 

deve-se, dependendo da estratégia, desenhar um ou mais gRNAs complementares 
a um elemento regulatório ou à CDS, levando em conta a sequência-alvo em nível 
genômico. Com o objetivo de promover o knockout de um gene, deve-se eliminar 
a funcionalidade do produto da expressão por meio da truncagem da cadeia poli-
peptídica codificada. Portanto, deve-se partir de duas premissas fundamentais:

a)	 O knockout deve ocorrer com base na mutagênese em regiões mais distais a 
5’, isto é: quanto mais upstream da CDS ocorrer a clivagem, menor a probabi-
lidade de que os domínios proteicos nativos e funcionais permaneçam sendo 
expressos com base na sequência remanescente in frame.

b)	 O pareamento do gRNA com o genoma deve ocorrer em regiões restritas a 
éxons específicos e únicos, isto é: é crucial que a sequência PAM e o sítio de cli-
vagem estejam localizados no mesmo éxon. Portanto, localizar essas sequên-
cias em íntrons ou em junções éxon-íntron pode tornar a sequência candidata 
irrelevante para uma edição genômica eficaz e com resultados concretos.

Considerando esses fatores para iniciar a segunda etapa, uma ferramenta bas-
tante prática, intuitiva e ampla para a busca e predição de gRNAs candidatos é a 
CRISPOR4 (Concordet; Haeussler, 2018), que será detalhada a seguir, instruindo o 
leitor a selecionar as melhores guias para os propósitos supracitados: 

1)	 Ao acessar o CRISPOR (Figura 7), deve-se inserir a sequência-alvo na barra de 
sequência nucleotídica em “Step 1”. Caso prefira, é possível atribuir um nome 
à sequência, nessa mesma seção.

Obs.: a sequência a ser buscada pode ser genômica ou de cDNA. Em ambos 
os casos, deve-se atentar à segunda premissa exposta acima, descartando 
gRNAs candidatos que pareiem com íntrons ou que abranjam mais de 1 éxon, 
respectivamente.

4	 Disponível em: http://crispor.tefor.net/
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2)	 Em seguida, selecionar, na seção “Step 2”, entre os 536 genomas disponíveis, 
o genoma do hospedeiro-alvo que se pretende editar. Caso o genoma da 
espécie não esteja disponível, é possível desabilitar a seleção de um genoma 
específico, selecionando a opção “No genome”. Nesse caso, o output terá me-
nor riqueza de dados, sem detalhes de especificidade.

3)	 Por fim, na seção “Step 3”, selecionar o PAM correspondente à sequência 
PAM da nuclease com a qual se irá trabalhar na bancada e cuja abreviação 
é mostrada ao lado de cada sequência genérica. A seleção do PAM já inclui 
o comprimento padrão das sequências de gRNA a serem retornadas como 
output, o que varia conforme a nuclease utilizada na edição. Após isso, clicar 
em “Submit” para iniciar a busca.

Figura 7. Busca por gRNAs candidatos no CRISPOR. Janela de input da sequência-alvo para desenho dos gRNAs candidatos, 
detalhando as barras de inserção da sequência (Step 1), de seleção das opções de genomas-alvo (Step 2) e de seleção da 
sequência PAM (Step 3).

4)	 Logo após, novas informações serão mostradas em uma nova página 
(Figura 8). Primeiramente, a sequência-alvo será disponibilizada dentro de uma 
caixa de cor cinza, com resíduos identificados de 10 em 10 nucleotídeos. Sob 
os resíduos, aparecerão as sequências iniciais de gRNAs sobrepostos ao alvo. 
A depender da especificidade de cada gRNA, estes se apresentarão com três 
diferentes cores: verde (sequências com alta especificidade), amarelo (média 
especificidade) ou vermelho (baixa especificidade). Recomenda-se fortemen-
te que apenas sequências com cor verde sejam selecionadas. As sequências 
podem estar alinhadas à sequência Forward (iniciando com nucleotídeos e 
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terminando com traços) ou Reverse (iniciando com traços e terminando com 
nucleotídeos) em relação à sequência-alvo do input. 

Obs. 1: quando se trabalha com nucleases que clivam a sequência-alvo em 
ambas as fitas, é indiferente selecionar candidatos Forward ou Reverse. 

Obs. 2: é possível clicar em cada sequência da caixa cinza para ser direcionado 
às informações respectivas na tabela que contém todos os gRNAs.

5)	 A tabela de informações, apresentada na seção Predicted guide sequences for 
PAMs, contém os principais dados sobre todos os gRNAs candidatos encontra-
dos conforme os parâmetros estabelecidos. Essa tabela pode ser exportada e 
salva como arquivo com extensão .xls, ao se clicar nas diferentes opções logo 
acima dela (Download as Excel tables). Quanto aos parâmetros da tabela, os 
gRNAs listados são dispostos em ordem decrescente de especificidade (on-
-target, MIT Specificity Score, que varia de 0 a 100), sendo esta inversamente 
proporcional à probabilidade de ocorrência de efeitos off-target usando a 
respectiva guia. Na primeira coluna da tabela (Position/Strand), é informada 
a posição e a fita da sequência-alvo que contém complementariedade ao 
gRNA. Na segunda coluna (Guide sequence + PAM + restriction enzymes), são 
demonstradas as sequências de cada guia, contendo o PAM, bem como os 
sítios de restrição presentes e passíveis de clivar cada guia. Nessa coluna 
também é indicada, quando for o caso, uma observação de que a guia pode 
não ser adequada por conter sinais de terminação na forma de resíduos 
sequenciais de timina (Tn). Também é possível restringir guias iniciadas com 
resíduos nucleotídicos específicos (essa restrição geralmente é utilizada ao se 
trabalhar com promotores U6 e U3 para dirigir a expressão do sgRNA, embo-
ra, mesmo ao se selecionarem tais promotores para dirigir a expressão, esses 
resíduos possam ser adicionados artificialmente à extremidade 5’ de quais-
quer sgRNA para torná-los compatíveis ao respectivo promotor). As colunas 
CFD e Specificity Score são relativas aos scores de especificidade e de eficiência 
de clivagem, porém de menor utilidade para a escolha dos gRNAs. A colu-
na Outcome representa parâmetros relacionados ao resultado da clivagem, 
como out-of-frame e frameshifts, ocasionados por deleções e indels, respec-
tivamente. Nesse caso, os valores também variam de 0 a 100, com o número 
representando a porcentagem teórica de eventos/clones a possuírem esses 
resultados de edição. A coluna Off-targets for 0-1-2-3-4 mismatches aponta o 
número de casos de sequências não alvo no genoma hospedeiro que contêm 
de 0 a 4 mismatches (mal-pareamentos), nessa ordem, servindo de parâmetro 
crucial para definir as melhores guias que representem menor risco de gerar 
efeitos off-target. Quanto menor o número de casos, especialmente se houver 
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poucos ou nenhum caso com o menor número de mismatches, mais específi-
ca será a guia. É preferível que as guias selecionadas não possuam quaisquer 
casos com menos de 3 mismatches, especialmente na região seed do gRNA. 
A última coluna detalha a posição genômica de cada um dos casos off-target, 
detalhando o pareamento ao se passar o cursor do mouse sobre cada caso 
e marcando com asteriscos os mismatches entre os resíduos, o que facilita 
constatar se a ocorrência dos mismatches está dentro ou fora da seed.

Figura 8. Resultado da predição de gRNAs candidatos no CRISPOR. Janela de output das sequências de gRNAs candidatos, 
evidenciando a sobreposição de cada um na sequência-alvo fornecida, sua composição nucleotídica, bem como localização 
na respectiva fita e parâmetros de on-target e off-target, detalhando cada um dos casos de potenciais off-targets.

Além do CRISPOR, para algumas espécies vegetais – especialmente as de grande 
importância econômica, como soja, arroz e milho –, é possível desenhar gRNAs com 
outras ferramentas computacionais, a exemplo da CRISPR-P v2.05 (Lei et al., 2014). 
Nesse caso, basta acessar a página principal do programa e clicar na aba Submit. 
Na nova janela (Figura 9), deve-se selecionar a espécie-alvo, a sequência PAM, o 
promotor U6 ou U3 e o comprimento da sequência desejada de gRNA a ser retor-
nada (podendo variar de 15 a 22 resíduos conforme default do programa), também 
inserindo a sequência nucleotídica a ser editada. A sequência do scaffold de sgRNA 
já se encontra pré-estabelecida. Após isso, deve-se clicar em Submit para a busca 
de gRNAs.

Após a submissão, uma nova página (Figura 10) será aberta com o detalhamento 
das guias candidatas para seleção. Nessa página, os gRNAs estarão representados 

5	 Disponível em: http://crispr.hzau.edu.cn/cgi-bin/CRISPR2/SCORE
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graficamente em alinhamento à sequência no painel superior, com as sequências 
Forward e Reverse em cores distintas. No painel inferior, são elencadas as sequências 
candidatas, com vários parâmetros informados à esquerda (%GC, on-target score, 
composição nucleotídica, presença ou não em região codante). À direita, o número 
de casos de off-targets é informado, com o detalhamento de cada um deles quanto 
à composição nucleotídica (com mismatches destacados em vermelho), número 
de mismatches, localização cromossômica e presença ou não em região codante 
(cada caso é classificado como intergenic ou CDS e, neste último caso, a ID do gene 
correspondente é apontada na coluna ao lado). Também são informados os sítios 
de restrição presentes na sequência de cada gRNA predito, os quais podem ser úteis 
na etapa de subclonagem das guias no vetor de expressão, por exemplo.

Adicionalmente, é possível desenhar mais de um gRNA para o mesmo gene-alvo, 
o que assegura maior probabilidade de ocorrência do knockout do referido gene, 
além de se poderem excisar fragmentos de grande comprimento devido à produ-
ção de pelo menos dois sítios de DSB. Indo mais além, gRNAs múltiplos podem ser 
desenhados e utilizados, geralmente clonados no mesmo vetor de expressão, e não 
necessariamente direcionados ao mesmo gene, mas a genes-alvo distintos (Cong 
et al., 2013), em uma estratégia denominada “engenharia de genoma multiplex”. 
A engenharia multiplex permite, portanto, modular a expressão de vários genes 

Figura 9. Busca por gRNAs candidatos no CRISPR-P v2.0. Janela de input da sequência-alvo para desenho dos gRNAs candi-
datos, na aba Submit da página, detalhando as barras de seleção da sequência PAM, do comprimento da guia, do genoma-
-alvo (espécie) e de inserção da sequência-alvo nucleotídica.
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associados a caracteres bastante discrepantes ou que estejam relacionados entre si 
convergindo para um caractere em comum.

Para conduzir a abordagem multiplex, é comum que os gRNAs desenhados sejam 
inseridos no vetor de expressão de forma que fiquem dispostos em cassetes policis-
trônicos. Para isso, além da configuração clássica de diferentes gRNAs dispostos em 
cassetes de expressão distintos (ou seja, de forma monocistrônica), com expressão 
dirigida pelos respectivos promotores, as unidades de gRNA podem ser intercaladas 
por sequências de RNA transportador (RNAt), em uma estratégia que se baseia no 
processamento endógeno de moléculas de RNAt por RNases para excisão de trans-
critos em condições in vivo, promovendo a liberação dos gRNAs a elas fusionados 
e permitindo, assim, que, uma vez livres no núcleo, possam, paralelamente entre si, 
se associar à nuclease para guiá-la a sítios-alvo diversos no DNA genômico, também 
aumentando a eficiência da edição do genoma (Xie et al., 2015; Wolabu et al., 2020). 
Entretanto, o sistema de processamento baseado em RNAt-gRNA se fundamenta no 
uso de promotores para RNA Polimerase III para dirigir a expressão desses genes sin-
téticos (He et al., 2017). O uso desses promotores, entretanto, a exemplo das variantes 
de U6 e U3, possui algumas limitações (Zhang et al., 2017): são constitutivamente 
ativos e, portanto, ausentes de especificidade celular ou tecidual; são pouco caracteri-
zados para alguns organismos; e não são passíveis de utilização na transcrição in vitro 
devido à falta de versões comerciais de RNA Polimerase III.

Figura 10. Resultado da predição de gRNAs candidatos no CRISPR-P v2.0. Janela de output das sequências de gRNAs can-
didatos, evidenciando a sobreposição de cada um na sequência-alvo fornecida, sua composição nucleotídica, bem como 
sítios de restrição presentes e parâmetros de on-target e off-target, detalhando cada um dos casos de potenciais off-targets.
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De modo a contornar esses obstáculos, uma forma alternativa de conduzir a 
engenharia multiplex é utilizar promotores para RNA Polimerase II. Esses promoto-
res, a princípio, também possuem algumas limitações no uso para engenharia de 
genoma (Zhang et al., 2017), como: os transcritos por eles dirigidos na expressão 
passam por processamento pós-transcricional (capeamento, splicing e poliadeni-
lação), cujas modificações no transcrito podem inativar funcionalmente o gRNA; o 
RNA maduro é transportado ao citosol, ficando confinado em um compartimento 
celular distinto de onde deve atuar juntamente com a nuclease Cas, o que constitui 
uma barreira física que bloqueia a atividade de edição. Entretanto, quando esses 
promotores são associados a uma segunda estratégia de processamento, eles 
podem se tornar suficientes para promover a edição. Essa estratégia, denominada 
“RGR” (Ribozyme-gRNA-Ribozyme), tem como princípio o uso de gRNAs flanqueados 
por ribozimas em ambas as extremidades 5’ e 3’ das guias (Lee et al., 2016), sendo 
geralmente as ribozimas hammerhead (HH) e do Hepatitis D Virus (HDV). 

Com base nisso, o princípio desse mecanismo é similar ao princípio da estratégia 
RNAt-gRNA, embora se fundamente na atividade autocatalítica das ribozimas a 
partir do momento em que são transcritas, o que promove igualmente a liberação 
dos gRNAs no núcleo celular, contornando os processamentos que um RNA ma-
duro receberia, como mencionado acima. Desse modo, torna-se possível produzir 
gRNAs a partir de quaisquer promotores em quaisquer organismos, tornando as 
escolhas de promotores para conduzir a edição de genoma virtualmente ilimitadas 
(He et al., 2017). Embora essa estratégia também possa ser utilizada para um único 
gRNA com expressão dirigida por promotores para RNA Polimerase II, por meio de 
cassetes monocistrônicos similares aos mencionados sobre promotores para RNA 
Polimerase III, ela é bastante conveniente para a abordagem multiplex, como men-
cionado anteriormente, em uma configuração policistrônica.

Identificação de off-targets potenciais
Embora ambas as ferramentas apresentadas no tópico anterior sejam capazes 

de predizer potenciais sítios off-target para cada gRNA desenhado, há ferramentas 
especializadas nessa tarefa e com maior acurácia. Entre elas, a ferramenta Cas-
OFFinder6 (Bae et al., 2014) é bastante completa, intuitiva, com layout simples e mais 
utilizada, sendo, portanto, recomendada pelos autores para esse procedimento, o 
qual é detalhado a seguir: 

1)	 Acessando o Cas-OFFinder (Figura 11), deve ser realizado o input simultâ-
neo das sequências de gRNA selecionadas na etapa anterior. Nessa janela, 

6	  Disponível em: http://www.rgenome.net/cas-offinder/
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a ferramenta é subdividida em 3 seções: (a) PAM Type: primeiramente, deve ser 
selecionada a sequência PAM correspondente à nuclease com a qual se irá tra-
balhar; (b) Target Genome: aqui deve ser selecionado o grupo de organismos 
dentro do qual a espécie que contém o genoma-alvo está localizada, sendo 
os grupos Vertebrates, Insects, Plants, Others e Non-reference Vertebrates, e de-
pois deve ser selecionada a espécie com seu genoma de referência; (c) Query 
Sequences: nesta seção, as sequências de resíduos dos gRNAs são inseridas 
uma abaixo da outra (em linhas separadas), sem a sequência PAM, podendo 
se estabelecer um limite máximo de mismatches, dando maior objetividade à 
análise. Ao final, clicar em Submit para iniciar a busca.

2)	 Em seguida, novas informações serão mostradas em nova página (Figura 12). 
Nela são apresentadas duas seções: (a) Summary: apresenta, para cada se-
quência de gRNA, uma linha com o número de casos on-target e outra linha 
com o número de casos off-target, de acordo com o número de mismatches, 
de forma similar ao que é demonstrado no CRISPOR; (b) Details: tanto para os 
casos de on-target quanto de off-target, é apresentado o pareamento entre o 
gRNA e o alvo genômico, bem como indicado em qual cromossomo o alvo 
está localizado, além de sua posição de início em termos de resíduo nucleotí-
dico e da orientação da sequência na fita (sense +, ou antissense -). Com essa 
informação, é possível voltar ao Phytozome e localizar a sequência do sítio 
off-target, caracterizando-a quanto à expressão. Nesse caso, é recomendado 
verificar primeiro se os sítios off-target se encontram em sequências intergê-
nicas ou transcritas. Estando em sequências transcritas, é importante deter-
minar a região da sequência, avaliando sua importância no desempenho do 
produto final, de modo que, uma vez realizado o knockout, o resultado não 
gere efeitos prejudiciais ao organismo ou que interfiram na análise. Por exem-
plo: clivagens em regiões 5’-UTR e éxons costumam ser críticas; portanto, um 
gRNA desenhado com um off-target potencial nessas clivagens não deve ser 
priorizado, ao contrário de outros localizados em regiões intrônicas (exceto 
em regiões de consenso que sejam preponderantes para o splicing).

Simulação de knockout e predição de homologia
Uma vez verificados e filtrados apenas gRNAs com boa especificidade e sem 

atividade off-target crítica, quando houver sítios off-target potenciais, é importante 
simular o knockout resultante da edição, para que possa ser feita a predição de 
homologia com domínios proteicos funcionais a partir da cadeia polipeptídica 
remanescente, uma vez que se espera que ela seja truncada e sua atividade biológi-
ca seja abolida. É importante ressaltar que esse tipo de análise deve ser feita apenas 
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Figura 11. Busca por potenciais sítios off-target no 
Cas-OFFinder. Janela de input dos gRNAs selecionados na 
etapa anterior, possibilitando a mudança de diferentes 
parâmetros em cada seção. PAM Type: seleção da sequên-
cia PAM associada à nuclease em experimentação; Target 
Genome: seleção da espécie que contém o genoma-alvo a 
ser analisado para as potenciais regiões não alvo, com as 
espécies segmentadas em grupos de organismos que tam-
bém precisam ser selecionados; Query Sequences: inserção 
das sequências de gRNAs simultaneamente, atendendo às 
exigências dispostas nesta seção, também sendo possível 
estabelecer limite de número de mismatches.
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Figura 12. Resultado da predição de potenciais sítios off-target no Cas-OFFinder. Janela de output dos gRNAs selecionados 
na etapa anterior, com a análise dos casos de sítios potenciais de off-targets encontrados no genoma de referência. A seção 
Summary resume, para o mesmo gRNA, casos on-target em uma linha (mostrado por 0 mismatch, sendo a própria sequên-
cia-alvo no genoma) e off-target em outra linha (mostrado por 1 caso com 4 mismatches, neste exemplo). Na seção Details, 
ambos os casos são detalhados quanto ao pareamento entre o gRNA e a sequência genômica similar, porém informando a 
localização cromossômica, nas colunas Chromosome e Position.

quando o objetivo almejado é o knockout por edição, via indels, das sequências 
codantes de proteínas-alvo. Para isso, o procedimento adequado deve ser realizado 
da seguinte maneira:

1)	 Deve ser conduzida uma tradução in silico a partir do resíduo nucleotídico 
onde teoricamente ocorrerá a clivagem pela nuclease, de modo que seja ge-
rada uma cadeia polipeptídica truncada para posterior verificação de homolo-
gia. É possível conduzi-la na ferramenta online ExPASy Translate Tool7. A partir 
do ponto de clivagem, selecionar a sequência upstream e inseri-la na barra de 
sequência nucleotídica (Figura 13). Recomenda-se, como formato de output, 
manter a opção Compact selecionada, bem como os resultados mostrados em 
ambas as fitas, habilitando as duas opções, sem necessidade de selecionar o 
código genético específico. Por fim, deve-se clicar em Translate!. É importante 
lembrar que nem todo indel ocasionará a formação de um stop codon mais 
precoce ao longo da sequência-alvo ou, de modo mais amplo, uma frameshift 
que altere a cadeia polipeptídica a 3’ do ponto de clivagem, modificando sua 
estrutura tridimensional secundária e/ou terciária e, com isso, inviabilizando 

7	 Disponível em: https://web.expasy.org/translate/
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a atividade biológica nativa. Isso porque é possível que ocorram inserções ou 
deleções de resíduos nucleotídicos em números múltiplos de 3, o que man-
tém o restante da sequência in frame, não necessariamente provocando este 
efeito deletério pela presença ou ausência de alguns poucos resíduos de ami-
noácido. Porém, devido à imprevisibilidade do tipo de indel a ocorrer em cada 
evento, deve-se trabalhar assumindo a ocorrência dos indels não múltiplos de 
3, possibilitando a simulação.

Figura 13. Tradução in silico de sequências truncadas no ExPASy Translate Tool. Janela de input da sequência nucleotídica 
simulada quanto à truncagem, evidenciando diferentes formatos possíveis de output e a possibilidade de representação de 
3 frames (apenas Forward ou Reverse) ou 6 frames (Forward e Reverse).

2)	 Com o resultado da análise, uma nova página é aberta (Figura 14), com os 
resultados da tradução in silico, em todas as 6 possíveis ORFs (Open Reading 
Frames). Como a sequência do input geralmente é inserida a partir do primei-
ro resíduo do start codon (ATG), todo resultado desse modo será encontrado 
na Frame 1 (5’-3’), com a sequência truncada marcada continuamente em 
vermelho.
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3)	 Tendo a sequência polipeptídica truncada, é possível copiá-la e inseri-la na 
ferramenta on-line para predição de homologia com domínios proteicos fun-
cionais, InterPro8. Nessa página (Figura 15), realiza-se o input da sequência no 
formato FASTA, conduzindo a busca e mantendo os parâmetros pré-estabele-
cidos. Logo após, uma página com o output da análise (Figura 16) será aberta, 
informando sobre a presença ou ausência de predição de famílias proteicas 
referentes à sequência polipeptídica remanescente. Não havendo predição, é 
provável que a sequência resultante não forme domínios funcionais que de-
sempenhem atividade biológica residual, o que implica na deleção da função 
da proteína associada ao gene submetido ao knockout.

Uma vez confirmada ausência de homologia, o gRNA atende a todos os requi-
sitos e propriedades de um candidato útil e com maior probabilidade de exercer 
sua função sem que efeitos indesejados ocorram, podendo ser validado in vitro e 
preparado para subclonagem em vetores de expressão (abordagem: uso de plas-
mídeos), ou então usado isoladamente (abordagem: IVT) ou complexado a uma 
nuclease (abordagem: RNP).

8	  Disponível em: http://www.ebi.ac.uk/interpro/

Figura 14. Resultado da tradução in silico no ExPASy Translate Tool. Janela de output da sequência traduzida, em 6 diferentes 
ORFs (Open Reading Frames), com a sequência da cadeia polipeptídica, neste caso, presente na Frame 1 5’-3’. 
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Figura 15. Busca por homologia proteica no InterPro. Janela de input da sequência polipeptídica truncada para predição de 
homologia com domínios proteicos funcionais por associação a famílias proteicas.

Figura 16. Resultado da predição de homologia com domínios funcionais no InterPro. Janela de output da sequência poli-
peptídica truncada, evidenciando ausência de homologia com famílias proteicas, indicando que a sequência remanescente 
não desempenha atividade biológica conhecida.

Parte 2: in vitro
O segundo passo para realizar a edição genômica via CRISPR/Cas consiste na 

validação in vitro das moléculas isoladas e mediadoras do processo de edição, o 
que pode ser conduzido com utilização de kits comerciais. Devido ao fato de que 
os elementos genéticos que compõem um vetor de expressão (nas abordagens de 
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uso de plasmídeos) e de que os métodos de transfecção variam bastante de acordo 
com a espécie-alvo e o explante utilizado, não será detalhado aqui o delineamento 
dessas etapas, uma vez que isso deve ser estabelecido de forma particular em cada 
projeto de pesquisa. Entretanto, a validação in vitro dos guias desenhados e das 
nucleases associadas é um processo mais universal para os diferentes organismos 
que se pretende editar.

Eficiência de clivagem e validação do complexo nuclease-sgRNA
É fundamental que o sgRNA seja capaz de guiar a nuclease ao sítio-alvo. Mais 

ainda, o processo somente será viável se, além dessa capacidade, a nuclease for 
eficiente em promover a clivagem da sequência no sítio de clivagem esperado. 
Dessa forma, é possível verificar a atividade de ambos por meio de um teste de 
eficiência de clivagem in vitro, no qual a sequência-alvo é amplificada por Reação 
em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglês Polymerase Chain Reaction) e o produto 
da PCR é clivado pelo complexo. A formação de fragmentos de digestão a partir do 
produto de PCR indica que tanto o sgRNA quanto a nuclease executam sua função 
normalmente, estando aptos a proceder à edição genômica in vivo. Caso contrário, 
a ausência de produtos de clivagem indica ausência de eficiência da função de pelo 
menos um desses componentes do complexo. Para isso, é necessário obter a RNP 
correspondente ao complexo que será formado in vivo. Nesse caso, a obtenção 
da nuclease e do sgRNA pode ocorrer conforme descrito no tópico RNPs: siste-
mas DNA-free, deste capítulo. Para trabalhos que utilizem o sistema de RNP para 
transfecção, após a validação o complexo já pode ser diretamente utilizado para 
proceder à edição. No caso de sistemas plasmidiais ou de transcritos, procede-se às 
sequências nucleotídicas correspondentes das moléculas validadas.

Um procedimento simples e sucinto (GenScript, 2018) para essa validação, ba-
seado em kit de ensaio in vitro, pode ser seguido conforme descrito abaixo:

1)	 Realizar a amplificação da região-alvo por PCR (Nota: é possível desenhar 
pares de primers tanto para a região-alvo quanto para potenciais off-targets 
no CRISPOR, a partir da tabela de informações do output da busca). O produto 
de PCR será utilizado como substrato para a digestão com a nuclease da RNP. 
É recomendado que o produto contenha pelo menos 200 pb flanqueando a 
sequência com a qual o gRNA se pareia, tanto a 5’ quanto a 3’, sendo preferen-
cial que o produto de PCR tenha cerca de 1 kb para melhor visualização da 
digestão.
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2)	 Preparar 16 μL de RNP em um tubo nuclease-free, conforme o seguinte siste-
ma de reação, adaptado de GenScript (2018): 

Componente Volume/Quantidade de matéria
sgRNA 3,6 pmol
Nuclease Cas (1 μg/μL) 1,5 pmol
Tampão de reação (Cas) (10X) 2 Μl
H2O nuclease-free 13,6 μL
Volume final 16 μL

3)	 Conduzir o assembly da RNP incubando o tubo do sistema de reação a 37 ºC 
por 10 minutos.

4)	 Adicionar 450 ng do produto de PCR ao mix de RNP montado no passo 2, 
completando o volume com água nuclease-free para 20 μL e agitando leve-
mente para promover a mistura.

5)	 Incubar a mistura produto-RNP por, no mínimo, 30 minutos a 37 ºC.

6)	 Verificar a ocorrência ou não da digestão por meio de visualização baseada 
em eletroforese em gel de agarose.

Parte 3: in vivo
Por último, após ter sido realizada a transfecção e regeneração de eventos can-

didatos a plantas editadas, é necessário caracterizar as edições ocorridas in vivo 
por meio de técnicas diversas, cada uma apresentando suas vantagens e desvan-
tagens. Aqui não será detalhado um passo a passo de cada uma, mas o leitor será 
direcionado com literatura a respeito das mesmas, bem como com informações 
gerais pertinentes, para buscar sobre como conduzi-las conforme sua preferência, 
adequação ao desenho de seu estudo e disponibilidade de materiais, reagentes e 
equipamentos em seu laboratório.

Identificação de plantas editadas
Para que os eventos candidatos sejam caracterizados quanto à alteração da 

sequência genômica, é de grande interesse filtrar, quando possível, as plantas que 
apresentem fenótipo, reduzindo o volume de avaliações, visando a tornar a carac-
terização mais prática, simples e menos trabalhosa. 
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Ao se trabalhar com sistemas plasmidiais e integração genômica, é possível, 
com base no vetor de expressão utilizado e seus elementos genéticos, selecionar 
explantes que se regenerem em meio seletivo com resistência garantida pelo 
marcador com o qual se trabalha, ou que sejam visualmente observáveis quanto 
à característica que o gene repórter inserido confere. Entretanto, ao se trabalhar 
com IVTs ou RNPs, por exemplo, a seleção com base nessas características se torna 
inviável, já que geralmente não se aplica. Dessa forma, caso não seja possível con-
duzir uma triagem (screening) com base em agente seletivo, ou no próprio fenótipo 
resultante da edição genômica, a caracterização deve se proceder para a seleção de 
mutantes. Para essa seleção, os seguintes métodos são alguns dos que podem ser 
utilizados na genotipagem:

•	 Sequenciamento: bastante útil para detalhar o tipo e a composição do indel 
gerado após a clivagem e reparo, informando sobre cada uma das fitas a 
sequência exata dos resíduos nucleotídicos, podendo ser utilizados tanto o 
método de Sanger quanto abordagens de NGS (Next-Generation Sequencing). 
De forma geral, o sequenciamento costuma ser uma abordagem central ou 
complementar a outros métodos menos informativos em nível de sequência 
genômica, sendo usado, quando aplicado como método complementar, para 
caracterizar apenas os eventos previamente genotipados.

•	 PCR-RE (PCR-restriction enzyme): baseada em uma etapa de amplificação das 
regiões a serem avaliadas, que geralmente são as sequências-alvo e regiões 
de possível off-target. Em seguida, é realizada uma digestão com enzimas de 
restrição com sítio de reconhecimento englobando o sítio de clivagem pela 
nuclease da edição. Dessa forma, a digestão do produto de PCR revela que o 
sítio de restrição permanece intacto e, portanto, não houve edição; a ausência 
de digestão revela que o sítio de restrição foi eliminado devido ao indel resul-
tante da edição de genoma. Embora frequentemente utilizada, a limitação 
dessa técnica reside na necessidade da existência de tais sítios de restrição, 
o que nem sempre ocorre, dada a reduzida diversidade de gRNAs candidatos 
que sejam apropriados. Para mais informações, ler o trabalho de Xie e Yang 
(2013).

•	 Ensaio T7E1/Surveyor™: baseado na capacidade de reconhecimento e cliva-
gem de moléculas de DNA heteroduplex (derivadas dos mismatches entre as 
fitas) pelas enzimas T7 endonuclease e Surveyor. Essas enzimas reconhecem 
moléculas de DNA cujas fitas se encontram mal-pareadas. Por essa razão, 
são úteis na detecção de heteroduplexes, que correspondem a indivíduos 
heterozigotos para a edição. Trata-se de técnicas simples e baratas, quando 
comparadas ao sequenciamento, mas que não revelam a sequência nucleotí-
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dica das regiões avaliadas. Também não possuem reprodutibilidade robusta 
e estão suscetíveis a gerar resultados falso-positivos quando há ocorrência 
de polimorfismos ou mutações randômicas nas sequências avaliadas, embo-
ra sua utilização seja relatada comumente na literatura. Além disso, apenas 
indivíduos heterozigotos para as edições podem ser detectados. Para mais 
informações, ler o trabalho de Vouillot et al. (2015).

•	 qPCR (PCR quantitativa): são inúmeras as variações da qPCR para genoti-
pagem dos indels de eventos, tanto em nível genômico quanto em nível 
transcriptômico (via RT-qPCR), cujos primers desenhados se sobrepõem ao 
sítio-alvo a ser editado, de modo que o fundamento dessa técnica reside no 
fato de que a ocorrência ou não da mutagênese é indicada pelo insucesso 
ou sucesso, respectivamente, da amplificação. Isso porque a edição tende a 
anular o anelamento do primer na região editada, interferindo na geração de 
amplicon. Entretanto, indels menores tendem a interferir em menor grau na 
amplificação. Para isso, a técnica de HRM (High Resolution Melting) pode ser 
uma alternativa para identificar indels menores, pois consiste na alteração 
do padrão de fluorescência na análise da curva de melting, que é gerado du-
rante a formação do duplex de DNA. Com isso, com base no perfil da curva, 
é possível distinguir nitidamente um indivíduo selvagem (wild-type, WT) de 
um mutante. De forma geral, a qPCR/RT-qPCR é uma técnica acurada, porém 
com custo relativo um pouco maior que algumas outras técnicas de genotipa-
gem. Desse modo, recomendamos que o leitor compreenda os detalhes das 
principais vertentes metodológicas a partir dos trabalhos de Yu et al. (2014), 
Falabella et al. (2017) e Li et al. (2018).

•	 Western blot: técnica que consiste na marcação de uma proteína-alvo utili-
zando um anticorpo conjugado a uma molécula que produz um sinal visível 
após reação enzimática, sendo o anticorpo direcionado para reconhecer 
uma região específica da proteína-alvo. A proteína é detectada sobre uma 
membrana após a transferência a partir de um gel de SDS-PAGE (eletroforese 
em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sódio). Havendo presença 
da proteína em sua forma completa, a região reconhecida pelo anticorpo 
permanece presente, resultando em sinal colorimétrico devido à reação cata-
lisada; no caso de ausência da forma completa, nenhum sinal é teoricamente 
detectado. Trata-se de um método menos utilizado para a caracterização, já 
que além de ser mais trabalhoso e exigir maior tempo de trabalho, é possível 
realizar a caracterização em nível genômico ou transcriptômico, sem neces-
sidade de avaliação em nível proteômico. Além disso, há a possibilidade de 
gerar falso-positivos, uma vez que pode ocorrer reação cruzada de ligação do 
anticorpo com proteínas estruturalmente similares à proteína-alvo, ainda que 
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esta já esteja truncada devido à edição. Normalmente, é conduzida a detecção 
da proteína Cas, verificando eventos que expressem a nuclease e, portanto, 
estão a princípio passando por um processo de edição (Endo et al., 2019).

•	 Gel de poliacrilamida (PAGE): o gel de poliacrilamida forma uma malha com 
propriedades que geram alta capacidade de resolução de moléculas de DNA, 
o que permite detectar diferenças de até cerca de 2 pb entre as fitas e entre 
diferentes amostras. Desse modo, é uma alternativa bastante acurada para 
detectar todas as faixas de comprimento dos indels, apesar de ser um pouco 
trabalhosa e não muito rápida. Para mais informações, conferir o trabalho de 
Zhu et al. (2014).

•	 Gel de agarose (AGE) 4%-6%: embora géis de agarose, em suas concentrações 
usuais de trabalho (1% a 3%) não sejam úteis para distinguir indels por CRISPR/
Cas e, portanto, para genotipar eventos, Bhattacharya e Van Meir (2019) recen-
temente desenvolveram um método simples para genotipagem utilizando géis 
mais concentrados, com 4% a 6% de agarose. Nessa abordagem, indels de pelo 
menos 3 pb podem ser detectados visualmente com base na propriedade de 
mobilidade de moléculas heteroduplex ao longo da malha do gel. Inicialmente, 
heterozigotos podem ser diferenciados de homozigotos após serem subme-
tidos a 34 ciclos de PCR. Em seguida, os homozigotos mutantes podem ser 
diferenciados dos homozigotos selvagens após um ciclo adicional de desna-
turação/renaturação por meio da hibridização com um controle selvagem, o 
que leva à formação de homoduplexes no caso de homozigotos selvagens e de 
heteroduplexes no caso de homozigotos mutantes. A técnica é bastante van-
tajosa quanto à praticidade e simplicidade frente a outras como qPCR, PAGE, 
Western blot e ensaios T7E1/Surveyor, mas até o momento foi utilizada apenas 
para animais, sendo promissora para testar sua aplicação em plantas.
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CAPÍTULO 3

Edição de genoma 
por CRISPR/Cas via 
recombinação homóloga

Introdução
Ao longo do desenvolvimento celular, o DNA pode sofrer danos que ameaçam 

a integridade do genoma e a sobrevivência das células. A quebra da dupla fita de 
DNA (em inglês, Double-Strand Break, DSB) é uma das mais sérias lesões que o DNA 
pode sofrer. Essa quebra pode ocorrer naturalmente durante o metabolismo celular 
ou ser desencadeada por fatores externos (Deriano; Roth, 2013). Após sua quebra, 
o reparo da dupla-fita de DNA ocorre principalmente por meio de duas vias: a união 
de extremidades não homólogas (em inglês, Non-Homologous End Joining, NHEJ) 
ou o reparo direcionado por homologia (em inglês, Homology-Directed Repair, 
HDR). Diferentemente do reparo via NHEJ, no qual ocorre apenas a união das extre-
midades do DNA clivado (ver Capítulo 2), a via de reparo por HDR exige a presença 
de uma fita-molde para que o reparo seja realizado (Heyer et al., 2010). A presença 
dessa fita-molde representa o elemento-chave para a edição gênica via recombina-
ção homóloga (em inglês, Homologous Recombination, HR), que pode ser uma entre 
várias técnicas inovadoras de melhoramento de precisão (TIMPs).

Naturalmente, o HDR ocorre com a utilização, como molde, da fita de DNA da 
cromátide-irmã da sequência danificada. Porém, desde que haja homologia com as 
regiões que flanqueiam o local onde ocorreu a clivagem do DNA, é possível fornecer 
qualquer sequência como molde. Dessa forma, o sistema de reparo utiliza uma fita 
exógena como molde em vez da cromátide-irmã, levando à modificação genômica 
via HDR, conhecida como gene targeting (GT) (Paszkowski et al., 1988; Voytas, 2013; 
Puchta; Fauser, 2013). Essa forma de reparo é menos propensa ao erro em relação 
à NHEJ, uma vez que copia de forma exata no genoma a sequência de DNA forne-
cida na fita-molde (Puchta, 2005). A edição gênica via HDR tem sido utilizada para 
promover inserções no DNA, por meio da adição de novas sequências no genoma; 
da troca de bases específicas para promover alterações pontuais na sequência de 
nucleotídeos e, consequentemente, de aminoácidos; e da substituição de sequên-
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cias por meio da deleção seguida de inserção da sequência de interesse (Huang; 
Puchta, 2019). 

Para isso, as DSBs podem ser induzidas com o uso de ferramentas que utilizam 
nucleases de origem exógena, como os sistemas baseados em Zinc Finger nucleases 
(ZFNs), Transcription Activator-like Effector nucleases (TALENs) e Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR). Essa indução da DSB com base no 
uso de nucleases é primordial para a aplicação de técnicas de edição de genomas 
como CRISPR. A importância da DSB para as técnicas de edição gênica foi primei-
ramente demonstrada em milho (Athma; Peterson, 1991; Lowe et al., 1992), porém 
os autores nem imaginavam a sua aplicação atual. Na época, eles observaram que a 
DSB induziu a recombinação homóloga a partir de estudos com elementos transpo-
níveis. Esse estudo foi posteriormente replicado com uma endonuclease em tabaco 
(I-SceI), em que os autores puderam observar o aumento da frequência de HDR em 
até 100 vezes devido à indução de DSBs (Puchta et., 1996). Dessa forma, podemos 
intencionalmente explorar o mecanismo de reparo de DNA via HDR, induzindo 
quebras direcionadas da dupla fita de DNA por meio de nucleases.  

Apesar do grande potencial da GT na Biotecnologia, seu uso ainda é limitado 
devido à baixa frequência em que o HDR ocorre em células somáticas, um evento a 
cada 10 mil (Puchta, 2005). Um dos fatores que justificam essa baixa frequência se 
deve ao fato de o reparo do DNA em células somáticas acontecer majoritariamen-
te via NHEJ, pois este mecanismo transcorre em todas as etapas do ciclo celular. 
Diferentemente, o HDR ocorre apenas durante as fases S e G2 da intérfase, quando 
sequências homólogas de DNA (cromátides-irmãs) estão disponíveis para serem 
usadas como modelo para o reparo (Tamura et al., 2002). Dessa forma, algumas 
abordagens para o aumento da frequência de HDR têm sido desenvolvidas. Como 
exemplo, algumas técnicas buscam aumentar a disponibilidade de fita-molde de 
DNA com utilização de replicons virais, favorecendo a via HDR devido à grande dis-
ponibilidade de fitas para o reparo (Baltes et al., 2014). Por outro lado, outras estra-
tégias buscam a superexpressão de genes envolvidos no HDR ou o silenciamento 
de genes envolvidos na via NHEJ, consequentemente aumentando a frequência 
relativa de edição por HDR (Shaked et al., 2005; Qi et al., 2013; Endo et al., 2016).

Neste capítulo, descreveremos como implementar uma estratégia de edição 
gênica via HR por CRISPR, abordando desde o funcionamento geral do mecanismo, 
passando por exemplos práticos de edições e pelas estratégias a serem considera-
das antes de iniciar um projeto, até finalmente dar um direcionamento prático de 
como executar o experimento visando obter a edição gênica.
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Quebra da dupla fita de DNA e reparo via HR
Para entendermos melhor como funciona a técnica de GT, é importante explicar 

como funciona o sistema de reparo via HR. Em eucariotos, o sistema de reparo do 
DNA é ativado após a ocorrência da DSB. Em seguida, devido à ocorrência de alte-
rações estruturais da cromatina, uma série de complexos é recrutada nessa região, 
culminando na paralisação do ciclo celular (em inglês, cell cycle arrest) (Kastan; 
Bartek, 2004). A fase do ciclo celular em que essa paralisação ocorre é crucial para 
determinar qual via o sistema de reparo irá priorizar. A presença de determinadas 
proteínas é crucial nesse processo, e a paralisação nas fases S ou G2 favorece a 
ocorrência do HDR (Vu et al., 2019). Em animais, existem dois complexos proteicos 
(complexos KU70/80 e DNA-PK) que levam à paralisação nas fases S/G2. Entretanto, 
nas células vegetais apenas um desses complexos (complexo KU) está presente, o 
que pode contribuir para a baixa frequência desse tipo de reparo em plantas (West 
et al., 2002). 

Após a paralisação do ciclo celular, assim que todas as condições ideais para que o 
HDR esteja estabelecido, incluindo a presença de uma fita-molde de DNA, diferentes 
mecanismos de HDR podem ocorrer em células eucarióticas, como: a conversão gê-
nica ou anelamento de fita dependente de síntese (em inglês, Synthesis-Dependent 
Strand Annealing, SDSA); o anelamento de fita simples (em inglês, Single-Stranded 
Annealing, SSA); ou o crossing-over/noncrossing-over via formação de junção dupla 
de Holliday (em inglês, double Holliday junction, dHj). Porém, apenas a recombi-
nação homóloga via SDSA, principal via de HDR em células somáticas de plantas, 
pode gerar produtos com sequências precisas, que é o objetivo da edição gênica 
via CRISPR (Szostak et al., 1983; Puchta et al., 1996)

O mecanismo via HDR pode ser conceitualmente dividido em três fases: pré-si-
napse, sinapse e pós-sinapse (Heyer et al., 2010). Durante a pré-sinapse, ocorre a 
ligação de um complexo heterotrimérico (MRN; revisado em Manova; Gruska, 2015) 
às extremidades livres do DNA (Figura 1A). Em seguida, as extremidades clivadas 
da dupla-fita sofrem uma ressecção por nucleases, que digerem o DNA no sentido 
5’-3’, deixando as extremidades 3’ em fita simples (em inglês, single-stranded DNA, 
ssDNA). O DNA danificado é então reestruturado para formar o complexo 
ssDNA-RPA, a partir da ligação de uma proteína de replicação (replication protein A, 
RPA) ao ssDNA (Figura 1B). Em seguida, o complexo ssDNA-RPA recruta a proteína 
RAD51, assim formando filamentos nucleoproteicos ou filamentos pré-sinápticos 
(Figura 1C). Na fase de sinapse, esses filamentos da RAD51 fazem a busca pela se-
quência homóloga (cromátide-irmã ou DNA doador exógeno) e, ao encontrarem-
-na, ocorre a invasão da fita-molde pelo complexo ssDNA-RAD51, que se anela à 
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fita-molde formando um loop de deslocamento (em inglês, Displacement loop, 
D-loop) (Figura 1D). Por fim, na fase pós-sináptica, a síntese de DNA-molde de-
pendente é processada (Figura 1E) (Puchta, 1998; Puchta, 2005; Heyer et al., 2010; 
Renkawitz et al., 2014). Nesse caso, após a formação do D-loop, o reparo por SDSA 
ocorre devido à atividade de iniciador/primer da extremidade 3’ do ssDNA, iniciando 
o processo de polimerização do DNA (primer) para replicação da sequência presen-
te na fita-molde do DNA doador (Puchta, 1998).

Apesar de o reparo por SDSA ser predominante, o DNA de células somáticas 
também pode ser reparado via SSA. Isso ocorre se houver uma ressecção estendida, 
e neste caso outra recombinase (RAD52) irá facilitar o desacoplamento da RPA, dire-
cionando o sistema de reparo para a via SSA (Renkawitz et al., 2014). As estratégias 
de edição gênica por CRISPR via HR descritas neste capítulo consideram o reparo do 
DNA pelo mecanismo de SDSA, pois, como mencionamos, é a única que irá editar a 
região de interesse com precisão (Puchta, 2005).

Aplicações e exemplos práticos
O entendimento a respeito do mecanismo de reparo via SDSA é um ponto-

-chave para o avanço de tecnologias que buscam aumentar a eficiência de GT em 
eucariotos. Pelo fato de sua aplicação na edição de genoma ser uma tecnologia 
relativamente nova, o seu aperfeiçoamento tem potencial para revolucionar a área 
de melhoramento genético de plantas. Isso se deve à capacidade dessa técnica 
de edição promover mudanças altamente precisas e específicas no genoma-alvo. 
Neste tópico, descreveremos exemplos de estudos que demonstram a aplicação da 
GT em espécies de interesse agronômico, como arroz (Butt et al., 2017; Wang et al., 
2017; Li et al., 2019), milho (SHI et al., 2017) e tomate (Vu et al., 2019).

A edição de genomas por CRISPR via HR pode ser usada para atingir diversos 
objetivos, como promover deleções, inserções e troca de sequências de fragmentos 
pequenos ou até de genes inteiros (Gil-Humanes et al., 2017; Shi et al., 2017; Wang 
et al., 2017; Au et al., 2019; Huang et al., 2019; Li et al., 2019; Vu et al., 2020; Weisheit 
et al., 2020). Em arroz, objetivando validar a estratégia para inserção de sequências 
codificadoras (CDS), Wang et al. (2017) inseriram o gene gfp, que codifica a proteína 
GFP (Green Fluorescent Protein) em células de arroz. Para isso, foi utilizado o siste-
ma de edição de genoma CRISPR/Cas9 associado à estratégia de entrega de DNA 
doador em vetores de geminivírus (Wheat Dwarf Virus, WDV). Dois loci foram sele-
cionados como alvos de inserção: actina 1 (ACT1) e glutationa S-transferase (GST). 
Dessa forma, a CDS da GFP foi inserida nos genes-alvo e, como resultado, foram 
formadas as proteínas ACT1-GFP e GST-GFP. As plantas transgênicas, chamadas de 
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Figura 1. Mecanismos de reparo via HR por SDSA. A) O reparo por HDR se inicia com a ligação de um complexo hetero-
trimérico (MRN) na dupla fita de DNA danificada. B) Proteínas de replicação (RPA) se ligam ao DNA após sua ressecção e 
minimizam a formação de estruturas secundárias para facilitar o acoplamento da recombinase RAD51. C) A RAD51 forma 
o filamento pré-sináptico na ssDNA, que, na presença de um DNA doador, faz a busca por homologia. D) Os filamentos 
identificam a sequência homóloga, formando o D-loop, e a síntese do DNA se inicia a partir da extremidade 3’ da fita-molde. 
E) A polimerização do DNA ocorre no sentido 5’-3’, e a extremidade 3’ da fita-molde atua como um iniciador desse processo; 
após o reparo, ocorre a união das extremidades do DNA e a fita é reparada sem a perda de informação genética.

Fonte: adaptado de Renkawitz et al. (2014).
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WDV2-ACT1-SG1 e WDV2-GST-SG2, incorporaram o cassete de expressão com efi-
ciências de 19,4% e 7,7%, respectivamente.
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Também realizando a edição gênica por CRISPR via HR em arroz, os trabalhos de 
Butt et al. (2017) e de Li et al. (2019) utilizaram RNA como fita doadora. Em ambos 
os trabalhos, foram geradas, com sucesso, plantas de arroz tolerantes aos herbi-
cidas inibidores de acetolactato sintase (ALS). No primeiro estudo, foi adicionada 
a sequência do RNA guia (gRNA) juntamente com a sequência do RNA doador. Já 
no segundo estudo, os autores testaram duas estratégias, uma na qual adiciona-
ram ribozimas flanqueando a fita-alvo e outra na qual exploraram a atividade de 
exonuclease da Cas12a. Dessa forma, ambos os trabalhos conseguiram viabilizar a 
utilização de RNA como fita-molde para GT. 

O uso da estratégia de edição por CRISPR via HR também foi utilizada na geração 
de genótipos de milho com tolerância à seca tanto por meio da inserção quanto 
pela substituição da região promotora do gene Auxin regulated gene involved in 
organ size (ARGOS8), uma vez que a expressão constitutiva desse gene aumenta o 
rendimento de grãos no milho sob condições de estresse hídrico (Shi et al., 2015). 
Dessa forma, os autores utilizaram a ferramenta CRISPR/Cas para gerar novas va-
riantes do promotor ARGOS8, levando a um aumento na atividade transcricional do 
gene (Shi et al., 2017). Duas estratégias foram utilizadas: na primeira, o promotor 
constitutivo GOS2 de milho foi inserido, com 3% de eficiência, na região 5’-UTR do 
promotor nativo do gene ARGOS8 e, na segunda, o promotor GOS2 foi utilizado para 
substituir inteiramente o promotor nativo do gene ARGOS8, com eficiência de 1%. 
Os eventos ARGOS8 gerados aumentaram o rendimento de grãos sob condições de 
estresse. Esses resultados são semelhantes aos resultados anteriores obtidos com 
plantas transgênicas superexpressando ARGOS8 (Shi et al., 2015). Mas nesse estudo, 
os autores mostraram como a ferramenta de edição de genoma via CRISPR pode ser 
usada para criação de variabilidade genética objetivando o desenvolvimento de 
cultivares tolerantes à seca (Shi et al., 2017).

A geração de variabilidade gênica para tolerância a estresses via edição de 
genoma também foi obtida por Vu et al. (2020) em plantas de tomate. Os autores 
demonstraram a aplicabilidade da edição por CRISPR via HR também utilizando 
vetores baseados em replicon do geminívirus Bean yellow dwarf virus (BeYDV), com 
o intuito de obter plantas de tomate com tolerância ao estresse osmótico. Para isso, 
foram definidos como alvo os genes das proteínas transportadoras de potássio (K+) 
de alta afinidade 1 e 2 (HKT1 e HKT2), que desempenham papel importante na ma-
nutenção da captação de K+ sob estresse salino. Assim, foi induzida uma mutação 
(N217D) nos genes HKT1 e HKT2 de tomate, por meio de uma construção livre de 
marcadores de seleção. As plantas editadas mostraram estabilidade de herança da 
mutação e tolerância à salinidade na presença de 100 mM de NaCl durante a germi-
nação. Apesar da baixa eficiência de mutação obtida (0,66%), a estratégia utilizada 
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se mostrou promissora ao utilizar um sistema livre de marcadores de seleção na 
edição de genoma em tomate (Vu et al., 2020).

Além da estratégia de mutações pontuais, Hayut et al. (2017) utilizaram o siste-
ma CRISPR/Cas9 para induzir recombinação homóloga de cromossomos de forma 
específica. O trabalho mostrou grande potencial para uso no melhoramento de 
plantas, tendo em vista que valida o uso de uma ferramenta que permite induzir 
crossing-over de forma direcionada. O gene-alvo foi o phytoene synthase (PSY1), 
envolvido na biossíntese de carotenoides em tomate. O alelo yellow fresh possui um 
códon de parada prematuro, e sua ocorrência resulta em frutos amarelos, enquanto 
outro alelo, o yellow fresh bicolor locus r, possui uma deleção de aproximadamente 
3,7 Kb na região promotora, que promove a geração de frutos com fenótipo ver-
melho-amarelado. Com isso, foram produzidas duas linhagens de plantas transgê-
nicas. As plantas da linhagem yellow fresh foram transformadas com um cassete de 
transformação contendo o gene da nuclease Cas9 com expressão dirigida pelo pro-
motor CaMV 35S, e as plantas da linhagem yellow fresh Bicolor foram transformadas 
com o cassete de expressão contendo um gRNA tendo como alvo o gene PSY, com 
transcrição dirigida pelo promotor U6-26 e capaz de causar mutações em ambos os 
alelos. As plantas foram submetidas a cruzamento e era esperado que a ocorrência 
de reparo via HR gerasse plantas vermelhas ou com pontos vermelhos. No entanto, 
os fenótipos das plantas geradas foram bicolores, amarelas e amarelas com pontos 
vermelhos, diferentemente das plantas controle, as quais apresentaram fenótipo 
amarelo. Esses resultados apontam que as nucleases Cas podem ser usadas para 
o rearranjo preciso de segmentos cromossômicos entre cromossomos homólogos 
em células somáticas (Hayut et al., 2017).

Os exemplos citados acima mostram algumas das muitas possibilidades de 
aplicabilidade do GT em plantas. Nos próximos tópicos abordaremos as vantagens 
e limitações da técnica e as principais estratégias que têm sido utilizadas a fim de 
otimizá-las. 

Fatores que afetam a HR: 
o que levar em conta antes de começar?

Ao optar por fazer a edição de genoma via HDR, deve-se levar em conta suas 
limitações e adotar estratégias para superá-las. A maior limitação da edição via HDR 
é sua baixa eficiência, e isso ocorre devido a dois fatores: a competição entre os 
sistemas de reparo NHEJ e HDR quando ocorre a quebra da dupla fita de DNA; e a 
disponibilidade de fita-molde a ser usada na HR. Nesse sentido, algumas estratégias 
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podem ser utilizadas, como a escolha da nuclease, promotor, o desenho adequado 
do gRNA e como ocorrerá a entrega da fita-molde doadora (Ran et al., 2013; Yang et 
al., 2013; Baltes et al., 2014; Wolter; Puchta, 2019; Vu et al., 2020).

Tipos de nucleases e recomendações de uso para HR
Para a edição de genoma via CRISPR, duas nucleases são comumente utilizadas, 

a Cas9 e a Cas12a (previamente denominada Cpf1). A nuclease Cas9 tem sido uti-
lizada na maioria dos estudos, uma vez que foi a primeira enzima a ser descrita 
como ferramenta para a edição gênica (Ran et al., 2013). Essa nuclease vem sendo 
utilizada na geração de plantas editadas por GT em espécies como Arabidopsis 
thaliana (Hahn et al., 2018), tomate (Dahan-Meir et al., 2018; Čermák et al., 2015), 
arroz (Butt et al., 2017) e milho (Shi et al., 2017). Apesar de sua utilização ampla, o 
corte abrupto do DNA criado pela nuclease Cas9 impõe algumas limitações quanto 
à eficiência de HDR (Huang; Puchta 2019; Zetsche et al., 2015; Swarts; Jinek, 2018), 
uma vez que a formação de extremidades de DNA fita simples geradas por cortes 
coesivos é mais favorável à ocorrência de reparo via HR, em detrimento da via NHEJ. 
Para que ocorra o HDR, é necessário que a extremidade 3’ de uma das fitas de DNA 
que sofreram clivagem invada o DNA doador (Zetsche et al., 2015). Essa extremi-
dade fita simples precisa ser longa o suficiente para permitir o anelamento com a 
sequência homóloga. Após o anelamento, essa extremidade fita simples atua como 
um primer/iniciador para dar início à polimerização do DNA e, consequentemente, 
ao reparo da dupla fita (Puchta, 1998; Huang; Puchta, 2019).

Outro fator que torna o uso da nuclease Cas12a favorável à HR, em detrimento 
da Cas9, é o local da clivagem, que ocorre distante da região PAM, cerca de 23 nu-
cleotídeos distante na fita não alvo e a 18 nucleotídeos de distância na fita-alvo, 
permitindo a conservação da PAM após a DSB (Zetsche et al., 2015). Dessa forma, a 
PAM é mantida até que o reparo utilizando a sequência de fita doador como molde 
aconteça (Huang; Puchta, 2019). Por outro lado, diferente da Cas12a, a nuclease 
Cas9 cria um DSB de apenas 3-4 nucleotídeos da PAM, que pode levar a geração 
de indels na região seed do gRNA, fazendo com que esse local-alvo deixe de ser 
reconhecido, inviabilizando outra edição nesse ponto (Swarts; Jinek, 2018). Uma 
terceira vantagem do uso da Cas12a como nuclease é o tamanho do gRNA, que é 
menor do que o usado pela nuclease Cas9. O gRNA maduro da nuclease Cas12a 
possui cerca de 43 nucleotídeos. Os 19 nucleotídeos da extremidade 5’ compõem 
o segmento directed repeated altamente conservado, e os ~24 restantes compõem 
o segmento spacer-derived, uma sequência variável que é utilizada para direcionar 
o corte da nuclease. Por fim, a nuclease Cas12a dispensa o transactivating crRNA 
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(tracrRNA) e o processamento do gRNA, essenciais para a atividade da Cas9 (Zetsche 
et al., 2015; Swarts; Jinek, 2018).

Apesar de todas as vantagens de uso da nuclease Cas12a para edição via HDR, 
essa enzima apresenta limitações térmicas para uso, pois é mais sensível a altera-
ções de temperatura do que a Cas9 (Schindele; Puchta, 2019). Entre as 16 famílias 
de Cas12a, as três mais utilizadas para edição de genomas são as derivadas de 
Francisella novicida (FnCas12a), Lachnospiraceae bacterium ND2006 (Lb/Cas12a) e 
Acidaminococcus sp. BV3L6 (AsCas12a), cuja sensibilidade à alteração de tempera-
tura é variável, e a AsCas12a é a mais sensível (Moreno-Mateos et al., 2017; Malzahn 
et al., 2019; Schindele; Puchta, 2019). Buscando verificar o efeito da temperatura na 
atividade nuclease das enzimas Cas12a, Moreno-Mateos et al. (2017) observaram 
que a atividade de nuclease da enzima AsCas12a em Danio rerio a 28 °C era prati-
camente nula, mas aumenta proporcionalmente até que se chegue à temperatura 
ótima de 37 °C. Os autores concluíram que essa melhora na atividade de AsCas12a 
se deve ao fato de o aumento da temperatura reduzir o enovelamento da croma-
tina, facilitando o acesso da nuclease ao DNA (Moreno-Mateos et al., 2017). Essa 
exigência de altas temperaturas para sua atividade tem limitado o uso de AsCas12a 
na edição de plantas, uma vez que, durante o processo de transformação e regene-
ração das plantas, estas são submetidas usualmente a temperaturas entre 20 °C  e 
25 °C (Malzahn et al., 2019). 

Por outro lado, as nucleases FnCas12a e LbCas12a têm apresentado menor 
sensibilidade a variações de temperatura, mostrando-se promissoras para uso na 
edição de genoma de plantas, sendo a nuclease LbCas12a mais comumente uti-
lizada devido à sua maior eficiência de edição (Endo et al., 2016; Malzahn et al., 
2019; Schindele; Puchta, 2019). Malzahn et al. (2019) mostraram que as nucleases 
AsCas12a, FnCas12a e LbCas12a apresentam variações na sensibilidade à tempera-
tura de acordo com a espécie estudada. Em arroz, as três nucleases apresentaram 
atividade crescente em função do aumento da temperatura, sendo a atividade 
ótima encontrada a partir de 28 °C. Porém, com o incremento de temperatura a 
níveis superiores a 32 °C, a atividade das nucleases foi reduzida. Em transformação 
estável de Arabidopsis, cuja temperatura de cultivo é de aproximadamente 22 °C, 
foi possível observar atividade de nuclease da enzima LbCas12a apenas a 29 °C, 
enquanto a atividade da enzima AsCas12a não foi detectada em nenhuma das tem-
peraturas utilizadas (Malzahn et al., 2019). Essas observações evidenciam que o uso 
das nucleases AsCas12a e LbCas12a em A. thaliana é inviável, sendo recomendado 
o uso da nuclease Cas9 (Malzahn et al., 2019).

Apesar de a temperatura ótima para atividade nuclease das Cas12a ser uma 
limitação para algumas espécies, em outros casos o estresse térmico moderado 
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conferido pelo uso de temperaturas mais elevadas pode aumentar a eficiência da 
recombinação homóloga, uma vez que o desenvolvimento das plantas em condi-
ções subótimas de temperatura induz a recombinação intracromossomal (Boyko 
et al., 2005). Além disso, temperaturas mais elevadas podem aumentar o acesso da 
nuclease ao DNA (Moreno-Mateos et al., 2017). Pensando nessas vantagens, Vu et al. 
(2020) testaram o efeito da temperatura na eficiência de HR em tomate utilizando a 
nuclease LbCas12a. Os autores observaram que um estresse térmico moderado de 
31 °C por 10 dias foi suficiente para aumentar a eficiência da HR e não prejudicar a 
regeneração das plantas. 

Ocorrência via HDR
Além de fatores como escolha da nuclease e temperatura de cultivo da planta, 

para a definição da estratégia de edição gênica, é importante levar em conta que a 
ocorrência de HDR nas células está condicionada a dois fatores principais: a presen-
ça de DSB durante as fases S e G2 do ciclo celular e a disponibilidade de fita doa-
dora. Esta pode ser a cromátide-irmã ou uma outra fita-molde inserida no núcleo 
da célula (Puchta et al., 1996; Baltes et al., 2014; Vu et al., 2020). Dessa forma, esses 
fatores devem ser analisados na adoção de estratégias para melhorar a eficiência 
da edição por HR.

Com o objetivo de favorecer a ocorrência de HDR, estudos têm sido realizados 
buscando-se bloquear a atividade de enzimas-chave do mecanismo de reparo 
por NHEJ. Em mutantes de A. thaliana nos quais proteínas Ku70 e Lig4, que estão 
diretamente envolvidas no reparo por NHEJ, foram silenciadas, a eficiência da edi-
ção por HR aumentou em 19 vezes (Qi et al., 2013). De modo similar, a edição de 
mutantes de arroz livres da proteína Lig4 via CRISPR mostrou um incremento na 
eficiência da edição por HR em comparação a plantas não mutantes editadas (Endo 
et al., 2016). Esses trabalhos mostraram que a manipulação da via de reparo pode 
ser uma alternativa para o aumento da eficiência da edição por HR. Por outro lado, 
o silenciamento de genes FAS1 e FAS2 responsáveis pelo maior enovelamento da 
cromatina também foi testado como forma de aumentar a eficiência da HR. Nesse 
caso, nos mutantes de A. thaliana, observou-se  um aumento na frequência de HR 
em células somáticas de até 40 vezes (Endo et al., 2006). Porém, existem alternativas 
de incremento de eficiência de edição que não envolvem mais de uma etapa de 
transformação, como a aplicação de estresse térmico moderado nos explantes, o 
uso de nucleases com corte coesivo, como a Cas12a, e o fornecimento de muitas 
cópias de fita-molde.
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Como mencionado, a disponibilidade de uma fita homóloga ao DNA danificado 
é essencial para que ocorra HDR. Porém, uma das grandes limitações do uso do GT 
está relacionada com a eficiência de entrega da fita-molde para ser utilizado du-
rante o reparo. Atualmente, existem algumas alternativas de entrega da fita-molde 
que podem ser utilizadas para potencializar o número de moléculas disponíveis no 
momento da HR e, consequentemente, aumentar a eficiência de edição.

Estratégias de entrega da fita-molde
Atualmente, existem diferentes tipos de fita-molde que podem ser utilizados 

para  a edição de genoma por CRISPR via HR, desde ssDNA, dsDNA (Baltes et al., 
2014; Shi et al., 2017) e até mesmo RNA (Butt et al., 2017; Li et al., 2019). Por exem-
plo, Li et al. (2019), visando a geração de plantas de arroz resistentes a herbicidas 
inibidores de ALS geradas por meio de edição gênica, realizaram a entrega da fita 
doadora na forma de RNA mensageiro, aproveitando a atividade exonuclease da 
Cas12a. No caso de fitas doadoras do tipo ssDNA, oligos de fita simples são reco-
mendados em caso de edições de regiões menores que 50 pb (Ran et al., 2013). 
O uso de ssDNA não tem sido muito reportado para a edição de genomas de 
plantas, sendo mais aplicado em células animais (Bai et al., 2020). Por outro lado, 
a utilização de dsDNA foi realizada com sucesso na edição de genomas de plantas, 
principalmente na forma de plasmídeo (Shi et al., 2017; Hahn et al., 2018; Hayut et 
al., 2017; Schiml et al., 2014; Svitashev et al., 2015). 

De forma geral, para o desenvolvimento de plantas editadas utilizando o sistema 
CRISPR/Cas via HR, os componentes do sistema de edição podem ser entregues 
para a planta tanto via agrobactéria, quanto via bombardeamento de partículas, 
na forma de vetor de transformação para integração no genoma ou pela técnica 
de partículas ribonucleoproteicas (RNP; ver Capítulo 2). A entrega de fita-molde 
na forma de dsDNA foi realizada com sucesso na forma de plasmídeo via bom-
bardeamento de partículas, sendo entregues, no momento da transformação, um 
plasmídeo contendo o vetor de transformação para expressão da nuclease e do 
gRNA e outro para atuar como molde (Shi et al., 2017; Hahn et al., 2018). Utilizando 
esta estratégia, Shi et al. (2017) fizeram com sucesso a troca do promotor do gene 
ARGOS8 em milho, e Hahn et al. (2018) reestabeleceram a formação de tricomas em 
mutantes glabros de A. thaliana. 

Entre as estratégias que se baseiam majoritariamente em transformação de 
plantas, a desenvolvida por Baltes et al. (2014) tem ganhado destaque para edi-
ção de genoma visando HR por aumentar significativamente a quantidade de fita 
doadora disponível durante o reparo do DNA, favorecendo a via HDR. Os autores 
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desenvolveram um vetor baseado em replicon de geminivírus (GVR) para entrega 
da fita-molde. Essa estratégia é baseada na forma de infecção viral do vírus da 
família Geminiviridae. Esse vírus é constituído de ssDNA, com genoma de apro-
ximadamente 2,8 Kb contendo as ORFs (Open Reading Frames) que codificam as 
proteínas responsáveis pela replicação do vírus; e também das proteínas da capa 
viral, responsáveis pela distribuição do vírus dentro do hospedeiro (Zaidi; Mansoor, 
2017). 

Para o uso desses vetores baseados em replicons de GVR, as sequências respon-
sáveis pela proteína do capsídeo viral (CP, do inglês coat protein) e pelas proteínas 
de movimento (MP, do inglês movement protein) são deletadas, de modo a permitir 
a inserção da sequência de interesse. Uma vez dentro das células do hospedeiro, 
o replicon de geminivírus (ssDNA) é convertido em fita dupla por polimerases in-
tracelulares, e esse genoma fita dupla é utilizado para a transcrição e tradução das 
proteínas responsáveis pela formação de novos GVRs. Para que ocorra a formação 
do GVR, são necessárias duas proteínas de replicação (Rep e RepA), codificadas pela 
mesma sequência genômica. As proteínas Rep/RepA identificam duas regiões repe-
tidas desse dsDNA viral, denominadas LIR (Large Intergenic Region), que flanqueiam 
as sequências que compõem o replicon. Além disso, para a formação do replicon 
viral circular, é necessária também a presença da sequência SIR (Short Intergenic 
Region), localizada entre as sequências LIR (Baltes et al., 2014). Após a formação do 
replicon circular, as proteínas Rep/RepA atuam amplificando o número de cópias 
desse replicon. Há relatos de que se pode aumentar em até 80 vezes o nível de ex-
pressão de proteínas exógenas em plantas, em comparação ao uso de plasmídeos 
convencionais (Zhang; Mason, 2006; Baltes et al., 2014). O mecanismo de ação de 
GVR é esquematizado na Figura 2.

Além do fornecimento de um grande número de cópias de DNA doador, o uso 
de geminivírus na edição de genomas apresenta outras vantagens (Baltes et al., 
2014; Zaidi; Mansoor, 2017): 

1)	 Os geminivírus são capazes de infectar uma grande variedade de espécies 
vegetais, o que os torna potenciais vetores para a edição de uma ampla gama 
de vegetais.

2)	 Necessitam apenas das proteínas Rep/RepA para iniciar a replicação dentro 
das células hospedeiras, e essa replicação pode ser expressa por meio de 
seu promotor nativo de geminivírus, ou engenheirado com um promotor de 
interesse.



Capítulo 3  Edição de genoma por CRISPR/Cas via recombinação homóloga 103

Figura 2. Mecanismo de ação do vetor de geminivírus para entrega de componentes necessários na edição de genomas 
de plantas via CRISPR. Uma vez no núcleo da célula, e após a tradução das proteínas Rep/RepA, toda a sequência presente 
entre as duas LIR dará origem ao replicon de geminivírus, por meio da circularização do DNA. O replicon circular é então 
amplificado pelas proteínas Rep/RepA, tornando disponível grande número de cópias das sequências que o compõe, nesse 
caso de nuclease, gRNA e de DNA doador. Após a quebra do DNA induzida pelo complexo nuclease+gRNA, o DNA pode ser 
reparado via NHEJ ou HDR, usando o DNA doador como molde. LIR - Large Intergenic Region; SIR – Short Intergenic Region; 
Rep/RepA – proteínas de replicação.

Fonte: adaptado de Zaidi e Mansoor (2017).

3)	 O replicon viral se multiplica dentro da célula via replicação dependente de 
HR, ou seja, induz as células a saírem do estado de repouso e passarem para a 
fase S e G2 do ciclo celular. 

4)	 O número de cópias do replicon viral é eficientemente aumentado, permi-
tindo que se tenha uma grande quantidade de DNA doador disponível no 
momento do HDR, o que tem potencial de aumentar a eficiência da edição 
por HR.

Diversos trabalhos têm sido realizados utilizando GVR nas mais diversificadas 
espécies. Em dicotiledôneas, é comum o uso de vetores baseados no vírus Bean 
Yellow Dwarf Virus (BeYDV) (Čermák et al., 2015; Butler et al., 2016; Dahan-Meir et 
al., 2018; Vu et al., 2020). Já em monocotiledôneas, o vetor baseado na sequência 
do vírus Wheat Dwarf Virus (WDV) é o mais utilizado (Wang et al., 2017; Vu et al., 
2019). Čermák et al. (2015) utilizaram um vetor baseado em replicon de BeYDV para 
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obter plantas de tomate capazes de acumular grande quantidade do pigmento 
antocianina, obtendo eficiências de HR 10 vezes maiores que as obtidas utilizando 
T-DNA convencional para entrega dos componentes necessários à edição. De for-
ma semelhante, o uso de alvos que permitam a seleção visual de plantas editadas, 
dispensando o uso de agentes seletivos no processo de regeneração das plantas, 
tem sido comum. Por exemplo, Dahan-Meir et al. (2018) buscaram substituir o gene 
carotenoid isomerase (CRTISO), tornando os frutos das plantas editadas alaranjados. 
Vu et al. (2020), por sua vez, geraram plantas de tomate com coloração arroxeada, 
por meio de edição visando o acúmulo de antocianinas.

Para otimizar o uso de replicon de geminívirus na edição de genomas via CRISPR, 
estratégias que permitem o desenvolvimento de replicons menores também têm 
sido adotadas, uma vez que, quanto menor o tamanho do replicon, maior será a 
eficiência das proteínas Rep/RepA em amplificá-los (Vu et al., 2020). Algumas es-
tratégias utilizam o replicon viral para produzir todos os componentes necessários 
para a edição de genoma – Cas9, sgRNA e fita doadora –, evitando assim a inserção 
no genoma (Čermák et al., 2015). Entretanto, essa estratégia, apesar de eficiente, 
gera um replicon de tamanho grande. Assim, para aumentar ainda mais a disponibi-
lidade de fita doadora disponível no meio intracelular, é possível utilizar o GVR para 
carrear apenas a fita doadora (Dahan-Meir et al., 2018), ou ainda utilizar múltiplos 
replicons, de modo a entregar todos os componentes necessários para edição sem 
perda de eficiência devido ao tamanho do GVR formado (Vu et al., 2020). 

Apesar de a entrega do DNA doador via GVR ter se mostrado promissora em 
várias espécies, o sucesso dessa técnica depende da susceptibilidade da espécie-
-alvo ao geminivírus. Em A. thaliana, por exemplo, Hahn et al. (2018) fizeram estudo 
comparando a eficiência de HR em função da forma de entrega do DNA doador, 
tanto via plasmídeos baseados em replicons de geminivírus quanto via plasmídeos 
binários. Nesse estudo, ficou claro que o uso de replicons virais em A. thaliana não 
promove a edição por HR, tornando-se recomendável o uso de outros métodos de 
entrega da fita doadora, como a partir de plasmídeos tradicionalmente utilizados 
em transformação de plantas (Hahn et al., 2018).

Passo a passo – Um pipeline de como 
montar sua estratégia de GT

A obtenção de uma planta por meio da ferramenta CRISPR via HR envolve uma sé-
rie de etapas, que compreendem desde a seleção do alvo genômico até a seleção de 
plantas editadas (Figura 3). O primeiro passo é a definição da espécie-alvo, bem como 
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o delineamento do tipo de edição e do alvo genômico. Uma vez definidos, pode-se 
seguir para o desenho do gRNA e da fita doadora. A fim de verificar a eficiência dos 
gRNAs desenhados, é possível realizar uma etapa opcional de validação in vitro para 
seleção dos gRNAs que apresentem maior eficiência. Em paralelo, realiza-se a síntese 
do vetor, no caso estratégias baseadas em plasmídeos, ou síntese dos sgRNAs e Cas 
no caso de estratégias transgene-free (para mais detalhes, ver Capítulo 2). Com esses 
componentes em mãos, é possível realizar a entrega do sistema CRISPR/Cas pelo mé-
todo de transformação desejado. Por fim, após a obtenção das plantas transformadas, 
a última etapa é a seleção das plantas que contêm uma edição de interesse, a qual é 
uma etapa comumente baseada em sequenciamento. 

1° passo – Definir alvo, tipo e local de edição 
O primeiro passo para se executar um projeto de edição de genomas com a 

ferramenta CRISPR via HDR é a definição da espécie a ser estudada. Características 
como ploidia e duração de ciclo de vida (anual ou perene), por exemplo, podem 

Figura 3. Esquema das etapas a serem consideradas para desenvolver uma estratégia de recombinação homóloga via 
CRISPR.

Fonte: adaptado de Shan et al. (2020).
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afetar a eficiência de edição gênica em plantas e, portanto, devem ser consideradas 
nessa etapa (Shan et al., 2020). Uma vez definida a espécie-alvo, pode-se considerar 
a susceptibilidade da espécie à transformação genética e definir se será utilizada 
uma estratégia transgene-free, como RNP, ou baseada em transformação estável via 
plasmídeo. 

Tendo em mente o tipo de edição que se deseja obter (inserção, deleção ou 
substituição) e o alvo, caso o objetivo seja realizar a edição na região promotora 
ou na CDS, alguns cuidados devem ser tomados distintamente. Ao desenhar uma 
estratégia para edição da região promotora via HDR, como, por exemplo, a inserção 
ou a troca de sequências ou alteração de nucleotídeos pontuais, o primeiro passo 
a se considerar é se a região-alvo não apresenta sobreposição (do inglês overlap) 
com outras regiões adjacentes (Kumar, 2009). Para isso, podem-se utilizar softwares 
específicos, como o RSATplant (Contreras-Moreira et al., 2016).

A região promotora pode ou não se sobrepor à CDS de um gene adjacente ou, 
ainda, a um transcrito alternativo do mesmo gene, apresentar mudança de fase de 
leitura (em inglês, frameshift) e passar a ser 5’-UTR e não mais região promotora 
(Ho et al., 2012). Na Figura 4, mostramos um exemplo de como observar essas 
características. No exemplo, é possível visualizar a região promotora do gene de 
soja Glyma.15G061400, que apresenta três transcritos alternativos com regiões 
promotoras diferentes. Em azul claro, está representada a região que se deve consi-
derar para edição, ou seja, que corresponde à região promotora sem sobreposição. 
No exemplo, pode-se observar que, embora a sequência de DNA tenha a mesma 
fase de leitura, para cada transcrito alternativo se observa alteração na região pro-
motora, e a de alguns passou a ser região 5’ UTR.

Além disso, deve-se atentar à presença de motivos conservados na região da 
edição. Para isso, pode-se utilizar softwares como o PLACE (Higo et al., 1999) e 
PlantCARE (Lescot et al., 2002), de modo a identificar esses motivos regulatórios. 

A edição por CRISPR via HDR na CDS pode visar à inserção de sequências de 
nucleotídeos e até mesmo de genes inteiros, como um gene-repórter (Wang et 
al., 2017), ou pode visar ainda à substituição de sequências ou alterações pontuais 
de nucleotídeos, como realizado para obtenção de plantas de arroz resistentes a 
herbicidas inibidores de ALS (Butt et al., 2017). Ao se fazer a edição nessas regiões, 
é relevante observar o grau de enovelamento da cromatina na região escolhida, 
uma vez que a edição de genes localizados em região heterocromática é dificultada 
devido ao menor acesso da nuclease para criar as DSBs (Dillon; Festenstein, 2002; 
Noman et al., 2016).
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Figura 4. Região promotora do gene Glyma.15G061400 de soja e três transcritos alternativos. A) Sequência de 1.000 pb da 
região promotora obtida pelo software RSATplant. Sequência de 1.000 pb da região promotora do transcrito primário (B), 
secundário (C) e terciário (D), recuperada a partir do banco de dados Phytozome.

Legenda: Azul escuro: região promotora sem overlap em genes adjacentes. Azul claro: região promotora sem sobreposição a transcritos alternativos do 
mesmo gene. Preto: Região promotora com sobreposição a 5’ UTR de transcritos alternativos. Verde: Sequência 5’ UTR.
Fonte: adaptado de Contreras-Moreira et al. (2016).
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2° passo – Desenho do gRNA e da fita doadora
O desenho dos gRNAs e da fita doadora pode ser realizado por meio de softwa-

res específicos ou de forma manual. A maior parte dos parâmetros utilizados para 
desenho de gRNA no caso de edição via NHEJ se aplica para HR (ver Capítulo 2). 
No caso de GT, entretanto, além desses parâmetros, ainda se deve considerar a 
distância entre a DSB do gRNA e o local de inserção da edição. Devido às limitações 
da execução de edição via HR em plantas, muitos dos parâmetros utilizados para 
desenho de gRNA e de fita doadora para essa finalidade são baseados em parâ-
metros estabelecidos em outras espécies de eucariotos, como mamíferos. Nesse 
caso, estudos mostram que quando o gRNA direciona que o corte pela nuclease 
ocorra entre 10 e 30 nucleotídeos de distância do local da edição, esta é a distância 
mais eficiente (Yang et al., 2013). Para distâncias entre 30 e 100 nucleotídeos, ainda 
é possível que ocorra a recombinação homóloga. Entretanto, quanto maior for a 
distância entre a DSB e o sítio de inserção, menor será a eficiência de GT (Ran et 
al., 2013; Yang et al., 2013; Singh et al., 2015), o que, portanto, afeta a definição do 
posicionamento do gRNA em relação ao local da edição. Isso é importante, pois a 
maior parte do HDR ocorrerá via SDSA; ou seja, ao ser danificado, o DNA passará 
pela etapa de ressecção da extremidade 5’, permitindo a formação de extremidade 
3’ fita simples, responsável pelo pareamento com a fita doadora e pelo início da 
polimerização do DNA. Dessa forma, apenas uma das fitas do molde será capaz de 
fazer o pareamento perfeito com o DNA, permitindo a polimerização, assim como 
a mutação da PAM e a edição (Huang; Puchta, 2019). Portanto, como a polimeriza-
ção do DNA ocorre apenas no sentido 5’–3’, é recomendado que se tome cuidado 
adicional ao desenhar a fita-molde ssDNA ou RNA, a fim de garantir que a edição 
seja inserida durante o reparo. No caso de a fita homóloga ser a fita antissenso, 
recomenda-se posicionar a edição a montante (em inglês, upstream) do corte, de 
forma que, após a invasão pela extremidade 3’ do DNA, a edição seja incorporada 
(Figura 5C) (Huang; Puchta, 2019). Por outro lado, no caso de a fita doadora ser 
dsDNA, isso não é um problema, pois ambas as fitas podem ser utilizadas como 
molde durante o reparo (Figura 5A e 5B) (Huang; Puchta, 2019).

Outro ponto a se considerar é o fato de diferentes gRNAs apresentarem diferen-
tes eficiências de direcionamento da nuclease na criação de DSBs, podendo afetar 
diretamente a eficiência de GT. Esse fato pode ser mitigado por meio do teste com 
mais de um gRNA para o mesmo alvo e, após validação, proceder apenas com o 
que apresentar melhor eficiência (Zhang et al., 2019). Na Tabela 1 estão descritos 
softwares disponíveis gratuitamente para o desenho de gRNAs e de fita doadora, 
bem como os genomas disponíveis no banco de dados desses softwares para veri-
ficar off-targets.
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Figura 5. Diferença entre uso de fita doadora dupla fita e fita simples quanto ao posicionamento da edição, para que esta 
seja incorporada pelo mecanismo de reparo SDSA. A-B) Fita doadora dupla-fita, independentemente do local haverá incor-
poração da edição. C) Incorporação da edição pela fita doadora homóloga à fita antissenso de DNA, pois esta está a montante 
do local do corte. D) Não há incorporação da edição, apenas reparo via HDR.

Fonte: adaptado de Huang e Puchta (2019).
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Além do desenho do gRNA, o desenho da fita doadora também é essencial para 
que ocorra a HR de modo eficiente. A fita doadora é constituída de um segmento de 
nucleotídeos, que pode ser fita simples ou dupla-fita, construída de forma a conter 
a sequência da edição desejada flanqueada por regiões de homologia à região-alvo 
no genoma, chamadas de braços homólogos (Rozov et al., 2019). Após a edição 
ocorrer com sucesso, é desejável evitar a contínua geração de DSBs no DNA-alvo. 
Para isso, duas estratégias podem ser utilizadas, uma baseada na estratégia de 
desenho do gRNA e outra na fita doadora. Na primeira, posiciona-se o gRNA de tal 
forma que a edição, ao ser incorporada, inviabilize o pareamento do gRNA com o 
DNA por meio da eliminação da complementariedade, garantida pela sequência do 
novo inserto (Figura 6A); na segunda, pode-se incluir na fita doadora uma mutação 
silenciosa na região PAM, tornando a região-alvo do DNA agora irreconhecível pela 
nuclease (Figura 6B) (Huang; Puchta, 2019). As duas estratégias mostradas na Figura 
6 podem ser empregadas utilizando diferentes nucleases, sejam elas geradoras de 
extremidades abruptas ou coesivas.

Com relação ao desenho da fita doadora, outra questão também a se considerar 
é a extensão dos braços homólogos, que pode variar de acordo com o tamanho 
da edição a ser feita. De forma semelhante ao desenho do gRNA, não se tem in-
formações específicas para edição de células vegetais, e os parâmetros utilizados 
são baseados em edições por HR realizadas em outros tipos de células eucarióticas 
(Renaud et al., 2016; Rozov et al., 2019). Nesse sentido, para alterações menores que 
50 pb, e que a fita doadora seja fita simples, recomenda-se que os braços homólogos 
possuam entre 50 pb e 80 pb, e o tamanho total da fita doadora não deve exceder 
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Figura 6. Estratégias de desenho de fitas doadoras para evitar cortes futuros pela nuclease, após a edição por HR. A) Desca-
racterização, pela edição, do local de reconhecimento do gRNA, não sendo necessária a mutação silenciosa na região PAM 
(corte pela nuclease Cas9). B) Mutação silenciosa na região PAM (corte pela nuclease Cas 9).

Legenda: em cinza, gRNA; em vermelho, PAM; em amarelo, mutação silenciosa na PAM; em azul, edição (inserção).
Fonte: adaptado de Horizon Discovery Ltd.(2020).

A
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200 pb (Renaud et al., 2016). Para mutações maiores que 100 pb, é recomendado 
que os braços homólogos possuam pelo menos 500 pb (Ran et al., 2013). 

3° passo – desenho do vetor de entrega 
Após concluída as etapas de desenho de gRNA e fita doadora para o gene de 

interesse, a próxima etapa é o correto desenho do vetor de entrega. Os principais 
tipos de vetores utilizados para GT são vetores binários tradicionais, os mesmos 
que são utilizados para obtenção de transgênicos, ou ainda os vetores baseados 
em replicons de geminivírus, que também são vetores binários adaptados com 
as sequências de replicon de geminivírus (Schiml et al., 2014; Baltes et al., 2014; 
Svitashev et al., 2015; Čermák et al., 2015; Shi et al., 2017; Gil-Humanes et al., 2017; 
Dahan-Meir et al., 2018; Vu et al., 2020).  

Os vetores binários utilizados para GT possuem elementos genéticos semelhan-
tes aos encontrados nos vetores utilizados para edição por CRISPR/Cas via NHEJ. 
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Porém, em se tratando de GT, além das sequências que codificam a nuclease, o 
gRNA e os agentes seletivos, faz-se necessário incluir a sequência da fita doadora, 
que pode estar presente no mesmo vetor (Figura 7A) ou ser entregue em um vetor 
separado. Como a fita doadora geralmente é utilizada pela célula em formato de 
dsDNA, não há presença de promotor e terminador flanqueando essa região, uma 
vez que ela não será transcrita (Figura 7 A) (Schiml et al., 2014; Svitashev et al., 2015). 
Entretanto, a utilização dessa estratégia tem a limitação de entregar baixa quanti-
dade de fita doadora, o que dificulta a ocorrência de edição via HR (Čermák et al., 
2015). Por essa razão, atualmente a estratégia de entrega de fita doadora baseada 
em GVR tem sido utilizada com maior frequência, pois permite a disponibilização 
de maior quantidade de fita-molde durante o reparo via HR. 

Os vetores baseados em GVRs foram desenvolvidos por Baltes et al. (2014), e sua 
estrutura foi montada por meio da remoção dos genes relacionados com a infecção 
viral, deixando-se apenas a sequência que codifica as proteínas iniciadoras de repli-
cação (Rep/RepA) flanqueadas pelas sequências de DNA de regiões intergênicas LSL 
(LIR-SIR-LIR), que são essenciais para a circularização e autorreplicação do GVR. Essa 
estrutura foi construída em formato de T-DNA para ser entregue para a planta via 
agrobactéria. A sequência LIR funciona como um promotor bidirecional, que pode 
induzir a altas taxas de replicação do vetor devido à ativação do promotor LIR pelas 
proteínas Rep/RepA. Além disso, para garantir alta taxa de replicação circular, pode-
-se posicionar um promotor forte a montante da sequência da LIR, considerando o 
vetor circularizado. Geralmente, a Rep/RepA é posicionada a jusante (downstream) 
da sequência senso complementar do promotor LIR, posição em que essa proteína 
é encontrada naturalmente em geminivírus (Baltes et al., 2014) (Figura 7 B). Com 
utilização de GVRs, é possível traçar mais de uma estratégia de construção de vetor. 
Vu et al. (2020), por exemplo, entregaram todas as partes do vetor via GVR, enquanto 
Dahan-Meir et al. (2018) entregaram apenas a fita doadora com essa estratégia. 

Outra estratégia que apresenta uma estrutura de vetor que merece ser deta-
lhada é quando se utiliza RNA como fita doadora. Nesses casos, a estrutura dos 
vetores utilizados é parecida com a dos vetores binários tradicionais, porém con-
tém algumas modificações. Butt et al. (2017) utilizaram uma estrutura de vetor 
que difere da tradicional (Figura 7A) apenas pela localização da fita doadora, pois 
esta foi fusionada ao gRNA (gRNA - RNA) e com expressão dirigida pelo promotor 
OsU3 (Figura 7C).

No trabalho em que Li et al. (2019) utilizam RNA como fita-molde, a estrutura 
do vetor difere do vetor binário tradicional apenas na forma de entrega da fita 
doadora. Foram desenhadas duas estratégias de entrega. Na primeira estratégia, 
foram utilizadas duas unidades denominadas RCR (Ribozima – crRNA – Ribozima) 
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e uma unidade denominada RDR (Ribozima – Fita Doadora – Ribozima) in tandem 
sob o controle do promotor de OsUbi3 e terminador NOS (Figura 7D). Na segunda 
estratégia, foram utilizadas duas unidades RCR in tandem com uma unidade deno-
minada TDT, onde a fita doadora é flanqueada por dois alvos de crRNAs (alvo 1 – fita 
doadora – alvo 2; Figura 7E). Dessa forma, a segunda estratégia aproveitou a capa-
cidade da Cas12a de processar pre-crRNA para produzir os RNAs-molde. Ambas as 
estratégias utilizadas foram montadas a fim de garantir que os RNAs-molde fossem 
mantidos no núcleo e utilizados como molde para edição via HDR. Esse trabalho 
de Li et al. (2019) mostra de forma elegante que o RNA pode ser utilizado de forma 
eficiente como fita doadora para reparo via HDR. 

4° passo – validação do guia e da fita doadora
Com o vetor em mãos, o próximo passo é verificar se o gRNA está conseguindo 

guiar a enzima até a sequência-alvo e se o material entregue para a planta é capaz 

A

B

C

D

E

Figura 7. Exemplos de tipos de vetores utilizados em plantas. A) Vetor binário de agrobactéria com fita doadora sendo 
entregue como DNA fita dupla – vetor baseado na estratégia utilizada por Schiml et al. (2014). B) Vetor baseado em re-
plicon viral de Geminivírus (GVR) – desenho baseado na estratégia de Baltes et al. (2014). C) Vetor binário de agrobactéria 
com fita doadora de RNA fusionado ao gRNA - RNA – desenho baseado na estratégia de Butt et al. (2017). D) Vetor binário 
de agrobactéria com fita doadora de RNA flanqueado por ribozima – desenho baseado na estratégia de Li et al. (2019). 
E) Vetor binário de agrobactéria com fita doadora de RNA flanqueado, alvos de crRNA – desenho baseado na estratégia de 
Li et al. (2019).
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Figura 8. Esquema das etapas para síntese e validação do gRNA in vitro (Takara Bio, 2018).

de induzir a mutação desejada. Para isso, é possível validar os sgRNAs por meio 
de ensaio de expressão transiente ou com utilização de kits comerciais como o 
Guide-itTM sgRNA Screening (Takara Bio, 2018) (Figura 8).

Como vantagem, o uso de expressão transiente para validação de sgRNA é 
econômico e conduzido in vivo, o que garante uma maior reprodutibilidade na 
transformação genética. Além disso, com essa metodologia, geralmente é possível 
ainda verificar a circularização de vetores GVR, necessária para que ocorra a autor-
replicação (Baltes et al., 2014). Os resultados podem ser obtidos em alguns dias, 
variando de 3 a 6 dias, dependendo da espécie (Shan et al., 2018). Para plantas, 
existem duas abordagens principais de ensaios transientes: a agroinfiltração de 
células foliares (Bortesi; Fischer, 2015) e a transfecção de protoplastos, que podem 
ainda ser utilizados para regeneração da planta em algumas espécies, caso haja 
protocolo desenvolvido para cultura de tecidos (Woo et al., 2015; Andersson et 
al., 2017; Collonnier et al., 2017; Osakabe et al., 2018). Para leguminosas, existe 
ainda o método de transformação transiente de raízes fasciculadas mediada por 
Agrobacterium rhizogenes (Jacobs et al., 2015; Iaffaldano et al., 2016; Wang et al., 
2016; Li et al., 2017; Bernard et al., 2019; Yuan et al., 2019).

5° passo – Transformação estável
Um passo crucial e muitas vezes limitante no processo de GT é a cultura de 

tecidos. Para algumas espécies vegetais, a cultura de tecidos é um gargalo para 
o desenvolvimento da tecnologia, por serem recalcitrantes a regeneração e/ou a 
transformação (Altpeter et al., 2005). Os tipos de explantes mais utilizados são calos 
(massa celular totipotente) e cortes de folhas e embriões zigóticos (Duclercq et al., 
2011). Geralmente as metodologias de regeneração de plantas via cultura de teci-
dos podem ocorrer via organogênese somática ou via embriogênese somática, e a 
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disponibilidade de utilização de cada metodologia varia de acordo com a espécie 
trabalhada (Kamle et al., 2011; Phillips; Garda, 2019). Apesar de a organogênese 
somática ser uma metodologia muito utilizada, a embriogênese somática é espe-
cialmente vantajosa para a edição de genoma via CRISPR, por ter menor chance 
de gerar plantas quiméricas para o transgene quando comparada à organogê-
nese, porém nem todas as espécies têm protocolos otimizados e eficientes para 
esse procedimento (Duclercq et al., 2011; Kamle et al., 2011). De maneira geral, as 
metodologias de transformação utilizadas para GT são as mesmas normalmente 
utilizadas para obtenção de transgênicos tradicionais e para edição de genoma via 
NHEJ, sendo as principais as vias agrobactéria e biobalística (Schmil et al., 2014; 
Svitashev et al., 2015; Shi et al., 2017). 

Uma forma de otimizar a eficiência de GT via protocolo de cultura de tecidos é 
por meio de regulações de fatores externos que possam induzir a planta a entrar 
em um estado de estresse moderado, como a aplicação de pequenos períodos de 
estresse térmico (Boyko et al., 2005). Vu et al. (2020) demonstraram que a aplicação 
de um estresse térmico a 31 °C por 10 dias foi capaz de otimizar a eficiência de HR 
em tomate. O uso desse tipo de otimização pode ser especialmente interessante 
quando se utiliza a nuclease Cas12a, por esta possuir atividade ótima nessa mes-
ma temperatura e pelo fato de a ocorrência de HR ser ainda mais favorecida nesse 
contexto. Entretanto, é importante salientar que a temperatura ideal para aplicação 
de estresse moderado em plantas pode variar de acordo com a espécie. Além disso, 
fatores como fotoperíodo podem influenciar a expressão de transgenes no funcio-
namento de nucleases; Cas12a, por exemplo, funciona melhor em condições de 
fotoperíodo, tanto curto – 8 horas de luz e 16 horas de escuro – quanto longo – 16 
horas de luz e 8 horas de escuro – (Vu et al., 2020), e o promotor CaMV 35S funciona 
melhor especificamente em fotoperíodo longo – 16 horas de luz e 8 horas de es-
curo (Boyko et al., 2005). Em contrapartida, em Arabidopsis foi demonstrado que a 
recombinação intracromossomal acontece com maior frequência em condição de 
fotoperíodo curto (Boyko et al., 2005). Entretanto, é provável que essas observações 
variem de acordo com a espécie de estudo. Dessa forma, apesar das limitações rela-
tivas a cada espécie, existem algumas estratégias de cultura de tecido que podem 
ser testadas para a espécie de interesse e têm potencial de ajudar no aumento da 
eficiência de GT em plantas.

6° passo – Seleção das plantas editadas 
Após regeneração das plantas por cultura de tecidos, duas etapas devem ser 

conduzidas para garantir o sucesso do GT: identificar as plantas transformadas e, 
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entre essas, as plantas efetivamente editadas. É importante ressaltar que o fato de 
se obter uma planta transformada não significa que essa planta terá sido necessa-
riamente editada. A identificação das plantas transformadas geralmente é feita via 
Reação em Cadeia da Polimerase (em inglês, Polymerase Chain Reaction, PCR) con-
vencional de genes presentes no cassete de transformação, como o que codifica 
Cas, promotor ou genes de resistência. Já para verificar a edição, é possível utilizar 
diferentes ferramentas dependendo do tamanho do inserto. Além disso, é neces-
sário verificar a zigosidade da edição (monoalélica, bialélica, quimera, heterozigota 
e homozigotas). Identificar a zigosidade é importante, pois, dependendo do tipo 
de edição em cada alelo, mesmo que plantas sejam mutantes, os fenótipos podem 
apresentar variabilidade do traço desejado. Plantas transgênicas podem ser quime-
ras para a mutação, assim algumas células serão mutantes e outras não, levando a 
planta a apresentar características fenotípicas não desejadas. 

Com relação a inserções muito pequenas ou SNPs, devido à impossibilidade de se 
identificar a ocorrência de edição pelo tamanho da banda em gel de eletroforese, é 
possível utilizar a estratégia de PCR baseada em perda de sítios de restrição – PCR-RE 
(Nekrasov et al., 2013). O uso da estratégia nesse contexto é igual à metodologia para 
inserções via NHEJ, em que após a PCR-RE é feito o sequenciamento das amostras 
a fim de confirmar a presença da mutação e caracterizá-la quanto à sequência sel-
vagem. No caso de HR, é importante lembrar que os primers de amplificação, tanto 
para o sequenciamento quanto para a PCR, precisam ser desenhados de forma a ficar 
fora dos braços homólogos, para evitar falso-positivos derivados da amplificação da 
fita doadora (Ran et al., 2013). Esses métodos apresentam limitações relacionadas ao 
tamanho da edição. Para identificação de mutações pontuais como SNPs, a técnica 
High Resolution Melt e o sequenciamento (Sanger ou NGS) são as melhores opções 
(Fauser et al., 2014; Ma et al., 2015; Svitashev et al., 2015; Zhang et al., 2019). 

Inserções maiores podem ser identificadas por PCR convencional e visualização 
do tamanho de banda no gel de agarose. Após essa etapa, entretanto, costuma-se 
sequenciar os fragmentos amplificados para identificar se realmente obteve-se 
a mutação esperada, caracterizando o loco em nível de estrutura nucleotídica e 
garantindo que não se trata de um falso-positivo (Zhou et al., 2014; Zhang et al., 
2019). Outra estratégia, recentemente descrita para identificação de indels acima 
de dois pb, é o uso de géis de agarose de 4-6% (Bhattacharya; Van Meir, 2019). Essa 
estratégia se mostrou um método simples e barato e está descrita detalhadamente 
no Capítulo 2.

Além disso, para facilitar a identificação de homozigotos e heterozigotos, 
algumas técnicas podem ser empregadas. O método mais amplamente utilizado 
é o sequenciamento, que, além de identificar mutações de base única, viabiliza a 
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identificação de diferentes tipos de alelos, a partir do cromatograma Sanger e NGS 
com a ajuda de softwares como o DSDecode (Liu et al., 2015), TIDE, Hi-TOM (Liu et 
al., 2019), MaGeCK-VISPR, MaGeCKFlute PinaPl-Py, CRISPRCloud2, CRISPRanalyzeR 
(Hanna; Doench, 2020) e scripts como Cris.py (Connelly; Pruett-Miller, 2019). 

Conclusões e perspectivas 
O uso da tecnologia CRISPR/Cas via HDR para edição de genomas tem se mos-

trado bastante promissora. Porém, seu uso ainda se limita em grande parte a estu-
dos em plantas-modelo. Isso ocorre devido à baixa frequência de HDR nas células 
somáticas, o que se deve principalmente a dois fatores: ao fato de HDR não ser 
o mecanismo preferencial de reparo do DNA em células vegetais; e à dificuldade 
em manter a fita doadora em quantidade suficiente para que ela seja utilizada 
como molde durante o reparo no lugar da cromátide-irmã. Entretanto, à medida 
que o uso dessa tecnologia avança, surgem novas formas de otimizá-la. O uso da 
nuclease Cas12a em vez da Cas9 é uma dessas formas de otimização (Zetsche et al., 
2015; Huang; Puchta, 2020), e outras incluem a aplicação de um estresse térmico 
moderado, que pode induzir a planta a entrar em um estágio celular que favoreça 
a HR (Boyko et al., 2005; Vu et al., 2020). Nessa linha, o uso de GVRs também tem se 
mostrado uma estratégia promissora, tanto como forma de aumentar a disponibili-
dade de fita-molde de DNA, como pela presença das proteínas Rep/RepA, capazes 
de induzir a célula a entrar nas fases S e G2 do ciclo celular, favorecendo assim o 
sistema de HDR (Baltes et al., 2014). 

Por ser uma área relativamente nova, a edição de genoma visando GT ainda 
tem um enorme potencial e deve avançar muito nos próximos anos, tornando 
essa técnica ainda mais precisa e eficiente. Nesse aspecto, diversos estudos têm 
sido conduzidos tanto em células de origem animal quanto em leveduras e plan-
tas (Gil-Humanes et al., 2017; Shi et al., 2017; Au et al., 2019; Liu et al., 2019; Yan 
et al., 2019; Jin et al., 2020; Vu et al., 2020). Uma aplicação ainda pouco explorada 
em plantas é a deleção de genes inteiros. Apesar de mais desafiadora, certamente 
será realizada com maior frequência num futuro próximo, visto que estudos estão 
sendo desenvolvidos nos mais diversos organismos com essa finalidade (Au et al., 
2019; Huang et al., 2019; Weisheit et al., 2020). Além disso, outro ponto crucial para 
o sucesso da tecnologia é o avanço no desenvolvimento de protocolos eficientes de 
transformação e regeneração de plantas, que, para muitas espécies, ainda é um dos 
pontos limitantes para que a tecnologia GT seja aplicada de forma rotineira. Dessa 
forma, acredita-se que, nos próximos anos, ocorrerão muitos avanços a fim de tor-
nar a edição de genoma por CRISPR/Cas via HR uma técnica de uso corriqueiro em 
laboratórios de melhoramento de plantas.
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CAPÍTULO 4

Modulação da expressão 
gênica em plantas via 
tecnologia CRISPR/dCas9

Introdução
A regulação da expressão gênica inclui uma diversidade de processos celulares 

que ocorrem de forma coordenada e em múltiplas etapas para desencadear o au-
mento ou a redução de um produto gênico específico. A expressão gênica pode ser 
induzida por estímulos endógenos e ambientais e modulada em diferentes níveis 
celulares, como na iniciação da transcrição, no processamento do RNA e na modifi-
cação pós-traducional da proteína.

A manipulação de genes-alvo é de primordial importância para o entendimento 
da função gênica e reprogramação das atividades celulares, tanto para o aprofun-
damento dos conhecimentos básicos sobre processos bioquímicos e moleculares, 
como para a intensificação de características de interesse agronômico. Neste ponto, 
a precisão é essencial para que se obtenha o êxito necessário em aplicações da 
engenharia genética e da biologia sintética.

Nas últimas décadas, tecnologias envolvendo nucleases sítio específicas para a 
manipulação precisa do DNA sofreram um profundo avanço, surgindo como alter-
nativas promissoras para a indução de mutações sítio-dirigidas e controle fino da 
expressão gênica. Entre essas tecnologias, destacam-se as de edição de genomas, 
como a da nuclease dedo de zinco (ZFN, do inglês Zinc Finger Nuclease), a de nu-
cleases com efetores do tipo ativador transcricional (TALENs, do inglês Transcription 
Activator-Like Effector Nucleases) e, mais recentemente, a tecnologia CRISPR/Cas 
(do inglês Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) associada à 
nuclease Cas. Esta última tem seu caráter revolucionário, sobretudo pela sua es-
pecificidade, universalidade e relativa simplicidade (Pickar-Oliver; Gersbach, 2019). 
Além disso, CRISPR/Cas é uma ferramenta flexível, passível de modificações, o que 
contribui para seu contínuo aprimoramento e diversifica suas aplicações nos estu-
dos das funções celulares e na biotecnologia.
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Este capítulo aborda a tecnologia CRISPR pelo uso da variante dead Cas9 (CRISPR/
dCas9), com ênfase no seu uso para a modulação da expressão gênica em plantas. 
São apresentadas e discutidas as principais estratégias atualmente utilizadas, para 
as quais foi proposto um roteiro, considerando os principais aspectos para um bom 
desenho experimental.

O sistema dCas9 
O sistema CRISPR/Cas9 foi identificado primeiramente em Streptococcus pyo-

genes e, posteriormente, em muitas outras bactérias, assim como na maioria das 
arqueias, como um sofisticado sistema imunológico adaptativo, guiado por RNAs 
codificados pelo lócus CRISPR e pelas proteínas Cas (do inglês CRISPR associated 
protein), a fim de fornecer “imunidade adquirida”, principalmente, contra bacterió-
fagos (Hsu et al., 2014; Zhang et al., 2014). Sua aplicação na engenharia genética 
foi possível, principalmente, pela profunda elucidação da estrutura da Cas9, em 
conjunto com o RNA guia (gRNA). 

Estruturalmente, a Cas9 de S. pyogenes pode ser considerada uma proteína mul-
tifuncional grande (1.368 resíduos de aminoácidos) formada por cinco domínios e 
com atividade nucleásica (Jiang; Doudna, 2017). A estrutura da apoenzima Cas9 é 
formada pelo lóbulo de reconhecimento alfa-helicoidal (REC) e pelo lóbulo nucleá-
sico (NUC). Este último contém os domínios nucleásicos HNH conservado e RuvC 
tripartido, além de um domínio C-terminal mais variável (CTD) (Figura 1) (Jinek et 
al., 2014; Nishimasu et al., 2014). 

No sistema CRISPR/Cas9 nativo, o gRNA maduro é composto por duas molécu-
las independentes de pequenos RNAs não codificadores, que interagem entre si 
por complementaridade de bases: 1) crRNA (do inglês CRISPR RNA), região onde 
ocorre o reconhecimento da sequência de DNA-alvo; e 2) tracrRNA (do inglês 
transactivating crRNA), importante para o ancoramento do gRNA na Cas9 (Jinek 
et al., 2012). Estudos in vitro determinaram a sequência mínima necessária, tanto 
do crRNA quanto do tracrRNA (sendo denominado também de RNA scaffold), para 
sua utilização em modelos sintéticos. Essas duas sequências mínimas foram unidas, 
criando assim o sgRNA (do inglês single guide RNA) (Figura 1) (Anders et al., 2014; 
Dang et al., 2015; Hsu et al., 2013; Jinek et al., 2012; Nishimasu et al., 2014). Após o 
reconhecimento da sequência de DNA-alvo, por meio da sua complementariedade 
ao gRNA/sgRNA, a Cas9 cliva o DNA dupla fita (dsDNA) em três pares de base a 
montante da sequência PAM (do inglês Protospacer Adjacent Motif), por meio de 
seus dois domínios nucleásicos distintos.
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Figura 1. Estrutura da Cas9/dCas9 e do sgRNA. Modelo estrutural (A) e representação em diagrama (B) dos domínios fun-
cionais da Cas9/dCas9 associada com sgRNA interagindo com a fita do DNA-alvo (fita complementar somente, representada 
em preto). Além do domínio C-terminal variável CTD, são apresentados no lóbulo NUC (sigla para nucleásico), os domínios 
RuvC (tripartido) e HNH, essenciais para a clivagem das duas fitas do DNA-alvo. São representados em vermelho (A) e com 
asterisco (B) mutações tanto no domínio RuvC (D10A) quanto no domínio HNH (H840A), características da dCas9. Isoladas, 
essas mutações conferem atividade nicase para a Cas9, mas juntas abolem completamente a sua atividade nucleásica. O 
lóbulo REC (sigla para reconhecimento) é representado exclusivamente pelo domínio Helical. A estrutura do sgRNA (C) é 
composta pelo crRNA (spacer + crRNA repeat) e RNA scaffold ou tracrRNA (neste esquema, o tracrRNA anti-repeat é ligado 
a crRNA repeat por um tetraloop, seguido de três stem loops). As representações estruturais apresentadas são baseadas em 
modelos depositados em banco de dados públicos (PDB ID: 4OO8), disponível em: https://www.rcsb.org/

A

B

C
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Enquanto o domínio HNH cliva a fita de DNA complementar à sequência de 
sgRNA (fita-alvo), o domínio RuvC é responsável pela clivagem da fita de DNA opos-
ta à fita complementar (fita não alvo) (Jiang; Doudna, 2017). Estudos mostraram que 
mutações específicas nos domínios HNH (a exemplo, H840A) ou RuvC (a exemplo, 
D10A) são capazes de converter a Cas9 em uma nicase (enzima que cliva um dsDNA 
em somente uma das fitas), enquanto mutações em ambos os domínios extinguem 
a sua atividade endonucleásica, sem interferir na sua capacidade de reconhecimen-
to específico do DNA guiado por RNA, sendo assim designada dead Cas9 ou dCas9 
(Tabela 1) (Jiang; Doudna, 2017; Jinek et al., 2014, 2012). 

Aplicações do sistema dCas9 em plantas
As aplicações do sistema CRISPR vão além daquelas relacionadas à indução de 

mutações sítio-dirigidas no DNA pela clivagem da fita dupla do DNA e ativação 
do sistema de reparo. A proteína dCas9 oferece uma plataforma única, multifun-
cional e dinâmica para o recrutamento de proteínas com funções diversas a locais 
específicos do genoma para promover, por exemplo, o controle da regulação da 
transcrição, a edição epigenômica, a edição de bases e o imageamento do genoma.

A edição de bases vem se tornando uma potente ferramenta na biotecnologia 
vegetal para a indução de mutações pontuais direcionadas. O desenvolvimento de 
variedades tolerantes a herbicidas para as culturas do trigo, arroz, milho e melancia, 
por exemplo, foi possível pela introdução de mutações pontuais nos genes que 
codificam as enzimas acetolactato sintase e/ou da acetil-coenzima A, de forma que 
o produto final não é transgênico (Kuang et al., 2020; Li et al., 2019; Tian et al., 2018; 
Zhang et al., 2019b). Sistemas editores de bases requerem a fusão de variantes da 
Cas9, dCas9 ou nCas9, guiadas por um sgRNA, fusionadas a uma citosina (C) desa-
minase, que induz a conversão de C-G (Guanina) para T-A (Timina-Adenina) (CBE, do 
inglês cytosine base editor), ou a uma A desaminase, que promove a conversão de 
A-T para G-C (ABE, do inglês adenine base editor) (Gaudelli et al., 2017; Komor et al., 
2016; Nishida et al., 2016). Esses sistemas foram adaptados com sucesso para uso 
em plantas, inclusive em sistemas multiplex, em que mais de um gene é alvo para 
indução da mutação simultaneamente, com alta eficiência, especificidade e sem 
ocorrência de indels no local da edição. Resultados mais satisfatórios foram obtidos 
com o uso da nCas9 (Hua et al., 2018; Kang et al., 2018; Zong et al., 2017).

Outra potente aplicação de CRISPR/dCas9 é o imageamento de genoma, usado 
para a visualização da organização espacial e de interações temporais da cromatina 
em tempo real. Para tanto, a proteína dCas9 é fusionada a proteínas fluorescen-
tes, como a GFP (do inglês Green Fluorescent Protein, proteína verde fluorescente), 
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Tabela 1. Sumário de ensaios de mutagênese com a nuclease Cas9 de Streptococcus pyogenes (SpCas9) (UniProtKB - 
Q99ZW2).

Posição Mutação(1) Consequência(s) Referência

10 D → A DNA-alvo não complementar ao crRNA não é clivado; 
atividade nicase Nishimasu et al. (2014)

15 S → A Redução da eficiência de clivagem do DNA-alvo Nishimasu et al. (2014)

66 R → A Redução significativa da eficiência de clivagem do 
DNA-alvo Nishimasu et al. (2014)

70 R → A Ausência de clivagem do DNA-alvo Nishimasu et al. (2014)

74 R → A Redução significativa da eficiência de clivagem do 
DNA-alvo Nishimasu et al. (2014)

78 R → A Redução moderada da eficiência de clivagem do 
DNA-alvo Nishimasu et al. (2014)

97 – 150 Deleção Ausência de atividade nucleásica Nishimasu et al. (2014)

165 R → A Redução moderada da eficiência de clivagem do 
DNA-alvo Nishimasu et al. (2014)

175 – 307 Deleção Perda de 50% da atividade nucleásica Nishimasu et al. (2014)
302 – 409 Deleção Ausência de atividade nucleásica Nishimasu et al. (2014)

475 – 477 PWN → AAA Leve redução na clivagem e na interação com o 
DNA-alvo Jinek et al. (2014)

762 E → A Clivagem de somente uma das fitas do DNA-alvo, 
provavelmente a não complementar ao crRNA Nishimasu et al. (2014)

840 H → A DNA-alvo complementar ao crRNA não é clivado; 
atividade nicase Anders et al. (2014)

854 N → A Redução da eficiência de clivagem do DNA-alvo Nishimasu et al. (2014)

863 N → A Clivagem de somente uma das fitas do DNA-alvo, 
provavelmente a complementar ao crRNA Nishimasu et al. (2014)

982 – 983 HH → AA Processamento correto o sgRNA Fonfara et al. (2014)
982 H → A Redução da eficiência de clivagem do DNA-alvo Nishimasu et al. (2014)

983 H → A Clivagem de somente uma das fitas do DNA-alvo, 
provavelmente a não complementar ao crRNA Nishimasu et al. (2014)

986 D → A Clivagem de somente uma das fitas do DNA-alvo, 
provavelmente a não complementar ao crRNA Nishimasu et al. (2014)

Continua...
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Posição Mutação(1) Consequência(s) Referência

1099 – 1368 Deleção Nenhuma atividade nucleásica é detectada Nishimasu et al. (2014)

1125 – 1127 DWD → AAA Nenhuma mudança na eficiência de clivagem, mas 
uma leve redução na interação com o DNA-alvo Jinek et al. (2014)

1132 G → C Inativação da proteína (provavelmente) Jiang et al. (2013)
1133 – 1135 RKR → AKA Quase perda completa da atividade nucleásica Anders et al. (2014)

1133 R → A Redução drástica da interação com o DNA-alvo, mas 
uma leve redução na eficiência de clivagem Anders et al. (2014)

1135 R → A Redução drástica da interação com o DNA-alvo, mas 
uma leve redução na eficiência de clivagem Anders et al. (2014)

(1) Abreviação dos aminoácidos: A – alanina; D – ácido aspártico; E – ácido glutâmico; G – glicina; H – histidina; K – lisina; N – aspara-
gina; P – prolina; R – arginina; S – serina; W – triptofano.

Tabela 1. Continuação.

resultando, por exemplo, em uma visualização robusta de repetições teloméricas 
e suas movimentações ou de múltiplos locus genômicos em células vivas, além de 
permitir a visualização de interações proteínas-DNA (Chen et al., 2013; Dreissig et 
al., 2017). Em uma otimização do método, Khosravi et al. (2020) fusionaram proteí-
nas fluorescentes a proteínas capazes de se ligar a aptâmeros inseridos no sgRNA, 
de forma a recrutar um maior número de proteínas repórteres, o que resultou em 
maior qualidade da marcação quando comparada à do sistema original.

O sistema CRISPR/dCas9 é uma ferramenta em potencial no contexto de regula-
ção transcricional de genes codificadores e não codificadores de proteínas. Trata-se 
de uma ferramenta flexível, que pode ser usada tanto para a ativação (CRISPRa, 
ativador) como para a repressão (CRISPRi, interferente) da transcrição, reversível, 
pois não modifica permanentemente o genoma, e com capacidade de regulação 
em escala multigênica, uma vez que diversos genes podem ter sua expressão mo-
dulada simultaneamente e em sentidos opostos. Nessa metodologia, a dCas9 e/ou 
o sgRNA são fusionados a moduladores transcricionais (ModT), que atuam tanto na 
ativação quanto na repressão da transcrição. São proteínas ou domínios de proteí-
nas capazes de se ligar ao DNA e recrutar elementos transcricionais-chave para o 
controle da expressão de genes. 

A alternativa de fusão de ModT à dCas9 surgiu como necessidade de poten-
cializar os efeitos da tecnologia CRISPRi (CRISPR interferente), inicialmente desen-
volvida a partir da obstrução da transcrição, pela interferência física na ligação da 
RNA polimerase e de fatores de transcrição ao sítio de iniciação da transcrição (TSS, 
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do inglês Transcription Start Site), ou no processo de elongação (Qi et al., 2013) 
(Figura 2A). A estratégia de fusão de ModT à dCas9 não só permitiu a otimização da 
repressão transcricional, como também viabilizou o desenvolvimento de metodo-
logia para a ativação (Gilbert et al., 2013). Dessa forma, CRISPR/dCas9 pode ser vista 
como uma plataforma genérica e universal, uma vez que é capaz de promover a 
ativação e repressão transcricional em diferentes níveis, além de ser transponível a 
diferentes espécies. Nesse sentido, um mesmo repressor ou ativador transcricional 
pode ser usado para a regulação da transcrição em células de diferentes espécies, 
com eficiências variando em função da região-genômica-alvo, desenho do sgRNA, 
estratégia de entrega (método de transformação) e do sistema biológico estudado.

Quando ModT atuam na regulação epigenética da cromatina, como é o caso de 
acetil e metiltransferases, a técnica é denominada de edição epigenômica (Hilton 
et al., 2015; Thakore et al., 2015). Em plantas, esse método foi utilizado para a in-
dução da tolerância à seca em Arabidopsis thaliana, pela superexpressão do gene 
AtAREB1 (do inglês Abscisic Acid-Responsive Element Binding Protein 1), utilizando 
a dCas9 fusionada a uma acetiltransferase 1 (Roca Paixão et al., 2019) e também 
para a alteração do tempo de floração, por meio da regulação epigenética do gene 
AtFT (do inglês Flowering Locus T) em A. thaliana, utilizando o sistema CRISPR/dCas9 
associado a uma acetiltransferase ou a uma metiltransferase (Lee et al., 2019).

A seguir são apresentados os principais ModT, incluindo ativadores transcricio-
nais (AtvT) e repressores transcricionais (RepT), e as principais estratégias para a 
modulação da expressão gênica por meio do sistema CRISPR/dCas9.

Estratégias para a modulação da 
expressão gênica via CRISPR/dCas9

Aumento da expressão gênica (CRISPRa)

Fusão de ativadores transcricionais à proteína dCas9 (dCas9:AtvT)
Esta pode ser considerada a estratégia pioneira para a ativação da transcrição 

em plantas pelo sistema CRISPR/dCas9. A sequência de um ativador transcricional 
(AtvT) é fusionada in tandem à região C-terminal da proteína dCas9. Esse complexo 
é direcionado especificamente a uma região promotora do gene-alvo pelo sgRNA 
(Figura 2B). Ativadores como o VP64, EDLL, TAD e HAT (Tabela 2) foram utilizados 
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Figura 2. Estratégias de uso da tecnologia CRISPR/dCas9 na modulação da expressão gênica. (A) Repressão (CRISPRi, in-
terferente) via obstrução da RNA Polimerase (RNAP) pelo complexo dCas9-sgRNA; (B) Ativação ou repressão pela fusão in 
tandem de moduladores transcricionais (ModT) à dCas9; (C) Ativação pela combinação de ModTs (VP64 e TAD) fusionados à 
dCas9 (dCas9:VT); (D) Ativação pela combinação de ModTs (VP64:p65:Rta, VPR) fusionados à dCas9; (E) Sistema RNA scaffold 
(scRNA), em que o sgRNA contendo um aptâmero MS2 em sua extremidade 3’ recruta ModT (VP64) via fusão a MCP (MS2 
Coat Protein); (F) Sistema CRISPR-Act2.0 em que dCas9:VP64 é utilizada em combinação a um sgRNA modificado com dois 
aptâmeros MS2 que recrutam ModT via MCP; (G) Sistema SAM, otimização do sistema CRISPR-Act2.0, em que dCas9 é fusio-
nada a uma combinação de ModTs (p65-HSF1); (H) Sistema SunTag que consiste na fusão da dCas9 a repetições in tandem 
do peptídeo GCN4 que recruta ModT (VP64) via anticorpo (scFv) que se liga a GCN4. Siglas: TSS – transcription start site; 
ORF –  open reading frame; PAM – protospacer adaptor motif.

A B C D

E F G H

com sucesso para o aumento da expressão de genes codificadores e não codifica-
dores (microRNAs) em plantas, podendo ser potencializada com o uso de múltiplos 
sgRNAs, para diferentes regiões de uma mesma região promotora (Lowder et al., 
2015; Piatek et al., 2015; Roca Paixão et al., 2019; Vazquez-Vilar et al., 2016). No en-
tanto, o número ideal de sgRNAs varia em função do sistema dCas9:AtvT utilizado, 
e seu uso excessivo pode levar ao aumento de alvos não específicos (off-targets). 
Ademais, o número de sgRNAs e dCas9 pode chegar ao ponto de saturação e levar 
à atenuação da transcrição devido à interferência estrutural da ligação física de 
múltiplos complexos dCas9-sgRNA a uma mesma região do DNA-alvo (Piatek et al., 
2015; Roca Paixão et al., 2019).

Outro ponto a ser considerado é a posição dos sgRNAs. Em geral, os sgRNAs dire-
cionados à região a montante do TATA box e do TSS correlacionam-se positivamen-
te com a ativação gênica mediada por dCas9, provavelmente devido à interferência 
com o complexo de iniciação transcricional, enquanto o posicionamento da dCas9 
a jusante ou nas proximidades do TATA box afeta negativamente a expressão de 
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Tabela 2. Principais moduladores transcricionais utilizados no sistema CRISPR/dCas em plantas.

Modulador Tipo(1) Origem Referência

VP64 AtvT Repetição tetramérica artificial do domínio mínimo de 
ativação da proteína VP16 do Herpes-Vírus Simples Beerli et al. (1998)

EDLL AtvT Domínio do ativador transcricional AtERF98 (fator de 
resposta ao etileno) de Arabidopsis thaliana Tiwari et al. (2012)

TAD AtvT Domínio de ligação ao DNA do tipo ativador 
transcricional Hax3 de Xanthomonas campestris Mahfouz et al. (2011)

TV AtvT 6x TAD + 2x VP64 Li et al. (2017)

VPR AtvT Ativador tripartido contendo VP64, p65 (subunidade 
trans-ativadora NF-kB) e Rta Chavez et al. (2015)

HAT AtvT Núcleo catalítico da histona acetiltransferase 1 de 
A. thaliana Roca Paixão et al. (2019)

p65-HSF AtvT
Subunidade trans-ativadora NF-kB fusionada ao 
domínio de ativação do fator heat-shock (HSP1) de 
humanos

Konermann et al. (2015)

SRDX RepT Domínio de repressão do motivo EAR (motivo anfifílico 
de repressão associado a ERF) Ohta et al. (2001)

KYP RepT Domínio SET da metiltransferase H3K9 KRYPTONITE 
(KYP) de A. thaliana Jackson et al. (2002)

BRD RepT Domínio de repressão B3 de fatores de transcrição de 
A. thaliana Ikeda e Ohme-Takagi (2009)

KRAB RepT Domínio repressor de fatores de transcrição que contêm 
o motivo do tipo Krüeppel dedo de zinco de tetrápodes Mark et al. (1999)

(1) AtvT – Ativador Transcricional; RepT- Repressor Transcricional

genes, provavelmente devido ao impedimento físico da maquinaria de transcrição 
pela dCas9 (Deaner; Alper, 2017; Farzadfard et al., 2013). No entanto, a distância 
ótima do sgRNA a montante do TSS para o máximo de ativação gênica pode variar 
em função do tipo de AtvT utilizado (Piatek et al., 2015).

A escolha da fita de DNA (senso ou antissenso) também influencia a eficiência 
do método. Apesar de não haver um consenso, sgRNAs situados na fita senso e 
próximos ao sítio de início da transcrição geralmente são mais eficientes em ativar 
a transcrição, uma vez que aqueles localizados na fita antissenso podem impedir a 
ligação da RNA polimerase e o início da transcrição ou levarem a uma terminação 
prematura da transcrição (Howe et al., 2017; Piatek et al., 2015). 
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Dessa forma, quanto maior for o conhecimento teórico e experimental a respeito 
da estrutura e funcionalidade da região promotora-alvo (composição e participa-
ção de cis-elementos, recrutamento de fatores de transcrição, posição do TSS, entre 
outros), maior será a probabilidade de sucesso experimental da tecnologia dCas9. 
Por isso, sugere-se fortemente que, em um primeiro momento, diferentes sgRNAs, 
em diferentes combinações, posições e orientações, sejam testados em sistemas de 
expressão transiente.

Outra variação dessa estratégia é a fusão de múltiplos ativadores à sequência 
dCas9. No sistema dCas9:VP, por exemplo, a proteína dCas9 foi fusionada a seis mó-
dulos TAD seguidos de dois VP64, o que proporcionou um aumento de expressão 
de até 190 vezes em comparação à expressão basal do gene endógeno, tanto em 
monocotiledôneas como em dicotiledôneas (Figura 2C). O sistema dCas9:VP mos-
trou-se eficiente em um sistema multiplex, promovendo o aumento da expressão 
simultânea de três genes, e também foi eficaz em um sistema DNA-free, utilizando 
complexos de ribonucleoproteínas (RNP), porém com menor nível de ativação gê-
nica (Tabelas 2 e 3) (Li et al., 2017). No entanto, os efeitos da fusão de mais de um 
ativador à dCas9 nem sempre são aditivos. A fusão dCas9:VP64:EDLL, por exemplo, 
resultou em uma modesta ativação de genes endógenos, inferior ao clássico siste-
ma dCas9:VP64, muitas vezes considerado fraco e ineficiente em células vegetais 
(Tabela 3) (Li et al., 2017; Lowder et al., 2018). Deve-se levar em consideração que a 
fusão de um número excessivo de ativadores pode desencadear a degradação de 
mRNAs em função do alto número de sequências repetitivas (Li et al., 2017).

Uma observação interessante é a de que existe uma correlação negativa entre 
a expressão endógena basal do gene e a magnitude do aumento da expressão via 
dCas9:AtvT, uma vez que que genes endógenos com expressão basal menor são 
mais passíveis de serem mais fortemente induzidos por esse sistema, em compa-
ração com aqueles com transcrição basal mais intensa (Li et al., 2017; Lowder et al., 
2018).

Modificação da estrutura de sgRNAs para o recrutamento de ativadores
Mesmo com todos os aperfeiçoamentos, a estratégia de fusão de ModT à 

proteína dCas9 pode não ser capaz de modular satisfatoriamente os níveis de ex-
pressão de genes-alvo. Além disso, a relação um para um, inerente em um sistema 
dCas9-sgRNA, restringe a programação de circuitos de genes, baseados em trans-
crição multigênica a apenas uma direção de regulação: repressão ou ativação. 
Isso não corresponde à complexidade e sofisticação subjacentes às redes de trans-
crição nativas. No entanto, em analogia à fusão de ModTs com a dCas9, a engenharia 
do próprio sgRNA provou ser uma plataforma modular e regulável para diversificar 
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não apenas as posições a serem reconhecidas nos genomas-alvo, mas também 
diversificar a função da regulação transcricional mediada pelo sistema CRISPR. Essa 
estratégia é baseada na modificação da estrutura do sgRNA pela adição de aptâ-
meros de RNA, tornando-o capaz de recrutar à região promotora-alvo proteínas 
adaptadoras fusionadas a ModTs. A ação desse maior número de ModT ampliou a 
magnitude dos níveis de ativação propiciada pela modulação clássica mediada pela 
dCas9:ModTs (Konermann et al., 2015; Zalatan et al., 2015).

Os primeiros sistemas que desenharam sgRNAs com aptâmeros de RNA que 
interagem com proteínas aproveitaram sua extremidade 3’ para inserir sequências 
reconhecidas por proteínas específicas como a MCP, que, devidamente fusionadas 
com ModTs, interagem de maneira ortogonal com os aptâmeros como o MS2 
fusionados à porção RNA scaffold de sgRNAs, permitindo a especificidade do alvo 
no genoma, juntamente com a função moduladora. Esse sistema foi denominado 
scaffold RNA (scRNA) (Figura 2E) (Jensen et al., 2017; Kiani et al., 2015; Zalatan et al., 
2015). 

Posteriormente, no desenvolvimento de um segundo sistema, foi mostrado que 
a região do RNA scaffold assume uma estrutura secundária específica, formada por 
um tetraloop e 3 stem loops, importante para a ancoragem do sgRNA na Cas9/dCas9 
(Figura 1). Ficou evidente que o tetraloop e o stem loop 2 se projetam para fora do 
complexo da dCas9-sgRNA, com os quatro pares de bases distais de cada haste 
completamente livres de interações com as cadeias laterais dos aminoácidos da 
proteína. Estudos de funcionalidade demonstraram que substituições e deleções 
nas regiões do tetraloop e do stem loop 2 não afetam a função de reconhecimen-
to do DNA-alvo pela dCas9 e que podem tolerar a adição de aptâmeros de RNA 
(por exemplo, MS2), que, por sua vez, são reconhecidos por proteínas específicas 
(por exemplo, MCP). Quando fusionadas com ModTs, essas proteínas específicas 
recrutam um maior número de ModT para a região-alvo no genoma, reconhecida 
pelo complexo dCas9-sgRNA. A tecnologia de combinação de ModTs fusionados 
à dCas9 e à estrutura secundária do sgRNA foi nomeada como mediador de ativa-
ção sinérgica (SAM, do inglês Synergistic Activation Mediator). Um sistema similar 
adaptado para plantas com utilização do AtvT VP64 foi denominado CRISPR-Act2.0 
(Figura 2 F e G)(Konermann et al., 2015; Li et al., 2017; Lowder et al., 2018; Nishimasu 
et al., 2014).

Em plantas, esses sistemas já tiveram eficácia comprovada com o uso de varia-
das combinações de AtvT (Tabela 2) (Lee et al., 2019; Lowder et al., 2018; Selma 
et al., 2019). O sistema CRISPR-Act2.0 apresentou capacidade superior de ativação 
de três genes simultaneamente, em esquema multiplex, quando comparado ao 
sistema clássico dCas9:VP64 (Tabela 3) (Lowder et al., 2018). A eficiência do siste-
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ma, no entanto, pode variar em função do gene-alvo, tipo de ativadores utiliza-
dos e quantidade de sgRNAs. Por exemplo, ao mesmo tempo em que o sistema 
dCas9:VP64-MS2:VP64 foi capaz de ativar a expressão do gene AtFIS2 de A. thaliana 
em até 1.500 vezes, estratégia similar, com utilização de dCas9:VP64-MS2:EDLL 
para a ativação desse mesmo gene, apresentou resultado inferior ao obtido pelo 
sistema clássico dCas9:VP64 (Tabela 3) (Lowder et al., 2018). Esses mesmos autores 
lançaram a hipótese de que para muitos genes deve haver um limite máximo de 
aumento de expressão e que níveis superiores podem desencadear o silenciamen-
to gênico pós-transcricional, pela produção de pequenos RNAs interferentes. Dessa 
forma, estratégias que deveriam otimizar o sistema de ativação gênica via CRISPR/
dCas9 nem sempre resultam no efeito desejado, como exemplificado na ativação 
de miR319 em A. thaliana (Tabela 3) (Lowder et al., 2018, 2015).

Sistema SUperNova Tag (SunTag) para ativação gênica
Esta estratégia foi delineada primeiramente em células de mamíferos na tenta-

tiva de otimizar o aumento da expressão gênica via dCas9, visando potencializar o 
número de ativadores na região promotora-alvo. Neste método, a dCas9 é fusio-
nada a repetições in tandem ao peptídeo GCN4, que recruta múltiplas cópias de 
ModT, via ligação a um anticorpo (scFv), que se liga a GCN4 (Figura 2H) (Tanenbaum 
et al., 2014). Em plantas, essa estratégia foi adaptada com utilização do AtvT VP64, 
tornando-se capaz de promover o aumento da transcrição de genes endógenos e 
elementos transponíveis em até 4.000 vezes (Tabela 3) (Papikian et al., 2019). Uma 
variação da técnica é a substituição de VP64 pelo domínio catalítico de metiltrans-
ferases para estabelecer a metilação em regiões promotoras e o controle da trans-
crição. Dessa forma, o sistema dCas9-SunTag pode ser uma potente ferramenta 
para a modulação epigenômica sítio-específica. Trata-se de um sistema altamente 
específico, capaz de promover a ativação transcricional de genes, tanto na eucro-
matina como na heterocromatina, e com efeitos herdáveis ao longo de múltiplas 
gerações, mesmo na ausência do transgene (Papikian et al., 2019). Além disso, o 
uso do sistema dCas9-SunTag associado a um domínio catalítico de metiltransfera-
ses minimiza significativamente a metilação não específica generalizada, comum 
quando esses domínios são fusionados diretamente à dCas9 (Pflueger et al., 2018).

Redução da expressão gênica (CRISPRi)
A dCas9 sozinha é capaz de inibir fisicamente a elongação ou o início da trans-

crição de um gene-alvo, pelo impedimento da ligação ao complexo transcricional, 
quando direcionada à sua região promotora, nas proximidades do TATA-Box ou TSS, 
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ou à sua região codificadora (Figura 2A). A estratégia CRISPRi é uma plataforma 
eficiente para a regulação negativa direcionada da expressão de genes, com efeitos 
reversíveis e pouca incidência de off-targets, podendo ser aplicada em escala multi-
gênica (Qi et al., 2013). Trata-se de uma plataforma funcional em eucariotos e uma 
estratégia alternativa para a modulação da expressão gênica em procariotos, que 
não possuem maquinaria de RNA interferente (RNAi). 

Em plantas, a eficiência do método foi demonstrada em sistemas transientes de 
transformação, atingindo até 80% de repressão da expressão de um gene repórter 
(Tabela 4) (Piatek et al., 2015; Vazquez-Vilar et al., 2016). Estes últimos autores de-
monstraram a interferência direta da posição do complexo dCas9-sgRNA, de forma 
que a expressão gênica detectada foi menor para sgRNAs localizados mais próxi-
mos ao TSS. Observaram também um efeito aditivo modesto e não significativo do 
uso simultâneo de dois ou três sgRNAs na redução da expressão gênica (Tabela 4) 
(Vazquez-Vilar et al., 2016).

Fusão de repressores transcricionais à proteína dCas9 (dCas9:RepT)
Seguindo metodologia semelhante à descrita anteriormente, nesta estratégia, a 

sequência da dCas9 é fusionada in tandem a um ou mais repressores transcricionais 
(RepTs) (Tabela 2). Em plantas, o mais utilizado até o momento é o SRDX, que, além 
de ser compatível com um sistema multiplex, teve sua máxima eficiência quando 
três domínios foram fusionados à dCas9, chegando a reduzir a expressão gênica 
em até 80% (Lowder et al., 2018, 2015; Sarasua, 2020; Vazquez-Vilar et al., 2016). 
O RepT KRAB, apesar de muito usado em modelos animais, foi ineficiente e instável 
na modulação da expressão gênica em plantas, mesmo quando testado em diver-
sos contextos, variando a posição do sgRNA em relação ao TSS e até a nuclease Cas 
(Tabela 4). Esse fenômeno pode ser explicado pelo fato de KRAB ser um motivo 
exclusivo de tetrápodes, o que limitaria sua capacidade em recrutar proteínas mo-
duladoras da cromatina em células vegetais (Sarasua, 2020).

Interessantemente, o sistema dCas9:SRDX foi capaz de mascarar os efeitos de 
ativação gênica de dCas9:EDLL e dCas9:TAD, mantendo a expressão gênica em 
níveis basais quando esses ModTs foram utilizados conjuntamente (Piatek et al., 
2015). Apesar de a estratégia dCas9:RepT ser uma ferramenta útil para a modulação 
da expressão gênica, em alguns casos, sua eficiência foi semelhante ou inferior à 
observada quando a redução da transcrição foi induzida somente pela proteína 
dCas9 (Tabela 4) (Sarasua, 2020; Vazquez-Vilar et al., 2016).

Outro ponto a destacar é o fato de, até o momento, esse sistema ter sido obser-
vado em plantas apenas quando RepTs foram utilizados. Isso porque a utilização 
de ortólogos específicos da proteína Cas parece tornar o sistema mais eficiente. 
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Tabela 4. Estratégias de uso do sistema CRISPR/dCas9 para a repressão da expressão gênica em plantas.

Espécie 
vegetal

Gene-alvo Estratégia CRISPR/dCas9
Nível de 

repressão
Sistema de 
transformação

Referência

A.
 th

ali
an

a

AtCSTF64 dCas9:3x (SRDX) + 3 sgRNAs 60 Plantas 
transgênicas Lowder et al. (2015)

miR159A
miR159B dCas9: 3x (SRDX) multiplex 80

70
Plantas 
transgênicas Lowder et al. (2015)

miR159B dCas12a:3x (SRDX) 90 Plantas 
transgênicas Tang et al. (2017)

AtFT dCas9-MS2-SRDX
dCas9-MS2-KYP

0
40

Plantas 
transgênicas Lee et al. (2019)

N.
 be

nt
ha

m
ian

a

NbPDS dCas9
dCas9:SRDX

20
50 Agroinfiltração Piatek et al. (2015)

pNOS: 
luciferase

dCas9
dCas9 + 2 sgRNA
dCas9 + 3 sgRNAs
dCas9:SRDX
dCas9:SRDX + 3 sgRNAs
dCas9:BRD
dCas9:BRD + 3 sgRNAs

80
85
85
50
50
40
70

Agroinfiltração VazquezVilar et al. 
(2016)

dCas9:BRD
dCas9:BRD + 2 sgRNAs
dCas9:SunTag – BRD
dCas9:SunTag – BRB + 2 sgRNA
dCas9:SRDX
dCas9:SRDX + 2sgRNAs
dCas9:SunTag - SRDX
dCas9:KRAB
dCas12a:BRD
dCas12a:BRD + 2sg RNA
dCas12a:SunTag – BRD
dCas12a:SunTag – BRD + 
2sgRNAs
dCas12a:SRDX
dCas12a:SRDX + 2sg RNA
dCas12a:SunTag – SRDX
dCas12a:SunTag – SRDX+ 2 
sgRNA
dCas12a:KRAB

30
30
30
40
40
65
40
30
80
60
80
90
80
80
80
90
30

Agroinfiltração Sasuna (2020)
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Tang et al. (2017), por exemplo, ao utilizarem a nuclease dCas12a (também deno-
minada dCpf1) fusionada a três domínios do RepT SRDX [dCas12a:3x (SRDX)], ob-
servaram redução de até 90% na transcrição do miR159B de A. thaliana. Em sistema 
semelhante, utilizando dCas9:3x (SRDX), esse valor foi de aproximadamente 70% 
(Tabela 4) (Lowder et al., 2018). Sarasua (2020) também observou a superioridade 
da nuclease dCas12a, comparada à dCas9, quando ambas foram fusionadas aos 
RepTs SRDX e BRD para a redução da expressão de um gene repórter, em um siste-
ma transiente de transformação. Também foi observado um efeito aditivo variável 
e significativo do uso de dois sgRNAs apenas para a combinação dCas9:SRDX, não 
havendo diferença quando um ou dois sgRNAs foram usados nas combinações 
dCas9:BRD e dCas12a:SRDX. Já para dCas12a:BRD, o uso de dois sgRNAs foi menos 
eficiente (Tabela 4). O fato de a dCas12a atuar com mais eficiência na repressão da 
transcrição gênica, em comparação à dCas9, pode estar relacionado ao tamanho 
dessas nucleases, o que facilitaria seu acesso à região genômica-alvo e a modifi-
cação da cromatina (Sarasua, 2020). Enquanto dCas12a possui, aproximadamente, 
1.250 aminoácidos, dCas9 possui 1.368 aminoácidos.

Modificação da estrutura de sgRNAs para o recrutamento de repressores
Apesar de ser uma estratégia bastante utilizada para a ativação da transcrição 

gênica, há na literatura até o momento apenas um estudo utilizando a metodologia 
CRISPR-Act2.0 para a repressão da transcrição gênica em plantas (Lee et al., 2019). 
Os autores relataram a ineficiência do método com utilização do RepT SRDX, porém 
foi possível atingir níveis de repressão mediana com outro RepT (KYP) (Tabela 4).

 Sistema SUperNova Tag (SunTag) para repressão gênica
Esta estratégia foi bastante explorada em um estudo detalhado realizado 

por Sarasua (2020), que variou diversos parâmetros do método, como posição 
do sgRNA em relação ao TSS, número de sgRNAs (1 ou 2), tipo de nuclease Cas 
(dCas9 ou dCas12a), tipo de RepT (SRDX ou BRD) e tamanho dos espaçadores (5 ou 
22 aminoácidos) entre os epítopos GCN4, em um sistema transiente de expressão 
gênica para o monitoramento da expressão do gene repórter da luciferase guiado 
pelo promotor da nopalina (pNOS). Para fins de otimização do método em plantas, 
foi observada maior eficiência com a utilização da nuclease dCas12a (Tabela 4), 
provavelmente devido ao seu menor tamanho em comparação à dCas9, conforme 
discutido anteriormente, e de espaçadores maiores, de 22 aminoácidos entre epí-
topos, uma vez que espaçadores menores podem oferecer impedimentos estéricos 
à ligação de anticorpos. No geral, o sistema SunTag promoveu níveis de repressão 
gênica similares aos observados com a estratégia de dCas:RepT, mostrando-se pou-
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co superior quando foram utilizados dois sgRNAs, com a dCas12a (dCas12a:Suntag 
– SRDX/BRD + 2 sgRNA). Não foi observada diferença marcante entre os dois RepTs 
testados (SRDX e BRD) (Tabela 4).

Desenho experimental: importantes 
aspectos a serem considerados

Como visto anteriormente, a modulação epigenética transcricional mediada 
pela tecnologia CRISPR contribui significativamente para o entendimento e contro-
le ortogonal das regulações transcricionais e pós-transcricionais, visando avaliar e 
manipular eventos celulares pela modulação da expressão de moléculas desejadas. 
Em comparação com outros métodos, como a tecnologia de RNAi, a utilização da 
tecnologia CRISPR é fácil e oferece um direcionamento mediado por RNA de ge-
nes individuais ou múltiplos, o que a torna uma ferramenta poderosa no estudo 
da regulação transcricional nativa multifatorial de diversos organismos, incluindo 
plantas (Deaner et al., 2017; Jensen et al., 2017; Zalatan et al., 2015). 

Além disso, conjuntos únicos de experimentos de transformação (multiplex) po-
dem ser facilmente implementados, e a possibilidade da utilização de mais de um 
sgRNA permite uma rápida progressão por meio de ciclos de engenharia genética 
interativos. Sendo assim, é possível aplicar uma rápida avaliação dos efeitos com-
binatórios de variações na expressão gênica, a fim de identificar alvos primários e 
secundários que não podem ser conhecidos a priori com a variação na expressão de 
um único gene. Mesmo assim, existem muitas considerações a respeito do desenho 
experimental que devem ser levadas em conta ao se usar o sistema CRISPR para edi-
ção de bases ou modulação da transcrição de genes. Dessa forma, serão abordados 
por meio de tutoriais, nos tópicos a seguir, dois aspectos importantes: 1) desenho 
do sgRNA; e 2) desenho do cassete de transformação (vetores plasmidiais).

Desenho dos sgRNAs

Embasamento teórico para a escolha do melhor software/plataforma
Dois principais desafios para a aplicação biotecnológica do sistema CRISPR/

Cas estão associados com o desenho correto do sgRNA: 1) predição confiável de 
off-targets; e 2) eficiência no reconhecimento de on-targets (Xu et al., 2015; Zhang 
et al., 2015).
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Os parâmetros para o desenho correto dos sgRNAs, utilizados na tecnologia 
CRISPR/dCas9, são basicamente os mesmos a serem considerados para proteínas 
Cas nativas, mesmo que a eficiência de clivagem não seja um fator importante nessa 
tecnologia. Dessa forma, três passos principais devem ser seguidos para o desenho 
de um sgRNA: 1) identificação das sequências PAM na região a ser editada; 2) seleção 
de uma sequência de 20 nucleotídeos a montante de PAM (excluindo-o), nomeada 
como spacer; e 3) adição do spacer à extremidade 5’ do RNA scaffold, importante na 
ancoragem do sgRNA nas proteínas Cas9/dCas9. O desenho experimental bem-su-
cedido do sgRNA, mais especificamente do spacer, engloba a predição tanto dos 
on-targets quanto dos off-targets (Doench et al., 2016; Tang et al., 2018).

Para sgRNAs desenhados para a Cas9, guaninas são preferidas nas posições 
1 e 2 antes da sequência PAM (NGG), enquanto a presença de timinas nas posi-
ções +4 e -4, que cercam PAM, desfavorecem a eficiência de clivagem (Wang et 
al., 2014). Além disso, as regiões a jusante de PAM podem influenciar a eficiência 
de clivagem e a especificidade do sgRNA, enquanto as sequências a montante 
geralmente não apresentam efeito significativo a respeito desses parâmetros 
(Doench et al., 2014). A citosina é preferida no local de clivagem pela Cas9 (po-
sição -3 próximo ao PAM) (Cong et al., 2013; Xu et al., 2015), e um alto conteúdo 
de GC na região que compreende as bases 4-13, a jusante da sequência PAM, 
contribui para a eficiência de clivagem e especificidade do sgRNA. O tamanho 
do sgRNA é também um fator crucial para a especificidade do alvo da Cas9, uma 
vez que o seu tamanho mínimo para experimentos visando o nocaute genético 
é de 17 nucleotídeos (Fu et al., 2014). Já para a modulação transcricional e epi-
genética mediada por dCas9, o melhor tamanho do sgRNA é de 20 nucleotídeos, 
uma vez que a redução no tamanho dos sgRNAs diminui significativamente a 
eficácia da regulação transcricional mediada por dCas9 (Kiani et al., 2015; Smith 
et al., 2016). Existe certo grau de flexibilidade no desenho das posições distais de 
sgRNAs desenhados para reconhecer promotores de genes em regiões ricas em 
nucleossomos ou sequências de ativação a montante (UASs, do inglês upstream- 
-activating sequences) (Kiani et al., 2015; Smith et al., 2016).

Ferramentas computacionais poderosas são continuamente desenvolvidas e 
atualizadas para facilitar cada vez mais o desenho experimental in silico de sgR-
NAs para fins biotecnológicos (Chuai et al., 2017; Graham; Root, 2015; Wilson et 
al., 2018). Porém, como escolher o melhor software/plataforma para o desenho de 
sgRNAs diante da diversidade de opções? Para facilitar a escolha, é preciso saber o 
que cada um oferece, destacando seus pontos positivos e limitações. Sendo assim, 
vários modelos de previsão de eficiência in silico foram desenvolvidos, baseados 
nas principais observações experimentais na área. O Conjunto de Regras 1 é um 
modelo preditivo baseado em um sistema de pontuação associado a um método 
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de aprendizado in silico, que classifica os dados de maneira linear e generalizada, a 
fim de avaliar a eficiência de corte da Cas9, com alta correlação a resultados experi-
mentais (Doench et al., 2014; Liu et al., 2020). Para melhorar a precisão, estudos in-
dependentes adaptaram mais conjuntos de dados e construíram um novo modelo, 
denominado Conjunto de Regras 2, no qual análises de nucleotídeos, independente-
mente da posição e da localização do sgRNA dentro da região a ser editada, podem 
melhorar a previsão de off-targets e on-targets (Doench et al., 2016; Liu et al., 2020).

Os softwares e algoritmos desenvolvidos para prever a especificidade dos sgRNAs 
(determinação de off-targets) possuem variados tipos de entrada de dados (input) 
(Tabela 5), mas todos são baseados em dois métodos principais: 1) método baseado 
em alinhamento, usado principalmente para descobrir in silico todos os possíveis 
off-targets; e, 2) método baseado em pontuação (score), no qual os sgRNAs são 
pontuados e classificados de acordo com uma matriz de off-targets identificados 
por alinhamento. 

Em teoria, os potenciais off-targets podem ser identificados ao se alinhar as 
sequências de sgRNAs ao genoma de referência, com base na similaridade da se-
quência. As ferramentas Bowtie (Langmead et al., 2009) são capazes de detectar 
off-targets, mas não conseguem identificar pequenos PAMs, uma vez que foram 
desenvolvidas para o alinhamento de reads provenientes de sequenciamento de 
nova geração (NGS) (Haeussler et al., 2016; Wilson et al., 2018). Além disso, essas 
ferramentas permitem um número muito limitado de mismatches, tornando impra-
ticável a identificação de todos os off-targets em potencial (Langmead e Salzberg, 
2012). Deve-se considerar também que nem todas as posições de nucleotídeos que 
contêm mismatches têm o mesmo efeito decisivo na clivagem de off-targets e que 
a previsão baseada em alinhamento sempre identifica off-targets redundantes, dos 
quais muitos são falso-positivos. Levando em consideração esses fatores, entre as 
ferramentas baseadas exclusivamente em alinhamentos, os softwares CasOFFinder 
e FlashFry são as melhores opções (até o momento) para identificar os possíveis 
off-targets para qualquer nuclease Cas (Liu et al., 2020). Vale a pena destacar a alta 
velocidade de processamento e outputs de fácil compreensão do FlashFry.

Para melhorar a forma de detecção de off-targets, o método baseado em pontua-
ção (score) foi desenvolvido utilizando-se basicamente duas abordagens: 1) orien-
tada por hipóteses, em que os off-targets são pontuados com base na contribuição 
de fatores específicos do contexto do genoma para a especificidade do sgRNA; e 
2) baseada na aprendizagem, em que os sgRNAs são pontuados e previstos a partir 
de um modelo de treinamento, que considera os diferentes recursos que afetam a 
especificidade. 
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Tabela 5. Ferramentas on-line mais usadas para o design de sgRNAs(1).

Ferramenta Sítio na Web Espécies Entrada de Dados (Input)

Benchiling https://www.benchling.com Diversas Sequência de DNA; ID do 
gene

CCTop https://crispr.cos.uni-heidelberg.de Diversas Sequência de DNA

CHOPCHOP https://chopchop.cbu.uib.no Diversas Sequência de DNA; TSS; 
localização ou ID do gene

CRISPETa http://crispeta.crg.eu Espécies Modelo Sequência de DNA; 
localização ou ID do gene

CRISPOR http://crispor.tefor.net Diversas Sequência de DNA; 
localização ou ID do gene

CRISPR-ERA http://CRISPR-ERA.stanford.edu Diversas Sequência de DNA; TSS; ID 
do gene

CRISPR-GE http://skl.scau.edu.cn Plantas Sequência de DNA; 
localização ou ID do gene

CRISPR-P 2.0 http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2 Plantas Sequência de DNA; 
localização ou ID do gene

CRISPR-PLANT https://www.genome.arizona.edu/
crispr2 Plantas Sequência de DNA; 

localização ou ID do gene

CRISPR RGEN 
Tools http://www.rgenome.net Diversas

Sequência de DNA; 
localização ou ID do gene; 
sgRNA

CRISPRscan https://www.crisprscan.org Espécies Modelo Sequência de DNA; 
localização ou ID do gene

E-CRISP http://www.e-crisp.org/E-CRISP Diversas Sequência de DNA; ID do 
gene

EuPaGDT http://grna.ctegd.uga.edu Patógenos 
Eucarióticos Sequência de DNA

FlyCRISPR https://flycrispr.org/ Insetos Sequência de DNA

Yeastriction http://yeastriction.tnw.tudelft.nl/#!/ Saccharomyces 
cerevisiae ID do gene

(1) As informações aqui apresentadas estão sujeitas a atualizações dos sítios na Web.
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Na abordagem orientada por hipóteses, a pontuação MIT (Hsu-Zhang) avalia as 
contribuições de mismatches em diferentes posições ao longo de todo o sgRNA 
com a utilização de uma matriz de peso para identificação de possíveis off-targets. 
A pontuação MIT foi integrada a ferramentas de desenho de sgRNA, tais como 
CHOPCHOP (Labun et al., 2016) e CRISPOR (Haeussler et al., 2016). De forma com-
plementar, mas independente do sistema MIT, a determinação da frequência de 
corte (CFD, do inglês cutting frequency determination) é outro sistema de pontuação 
popular para avaliação de off-targets, em que a presença de PAMs não canônicas 
(NAG, NCG e NGA) são inseridas como fatores importantes na pontuação, assim 
como indels e mismatches nas sequências-alvo. O score CFD está inserido nas fer-
ramentas GUIDE-Seq (Tsai et al., 2015), CRISPRscan (Moreno-Mateos et al., 2015), 
GuideScan (Perez et al., 2017), CRISPOR (Haeussler et al., 2016) e Benchling (Doench 
et al., 2016), provando ter um desempenho melhor que o score MIT. Posteriormente, 
a previsão da especificidade do sgRNA com base nas características estruturais do 
complexo Cas9-sgRNA provou ser superior à previsão baseada somente nas ca-
racterísticas da sequência. As CRISPRoff (Alkan et al., 2018) e uCRISPR (Zhang et 
al., 2019a) utilizam propriedades energéticas para avaliação de off-targets. Ambas, 
quando comparadas com ferramentas que utilizam outros métodos de pontuação, 
como MIT e CFD, se mostraram mais precisas na predição de off-targets. No entanto, 
nenhuma delas foi avaliada sistematicamente por experimentos em larga escala, e 
deve-se ter cuidado ao utilizá-las.

Algoritmos empíricos orientados por hipóteses podem não predizer off-targets 
de forma eficiente, uma vez que consideram poucas fontes de dados, enquanto 
métodos baseados em aprendizado constroem modelos complexos, usando com-
binações de vários recursos. O algoritmo CRISPR Target Assessment (CRISTA) usa o 
BWA como ferramenta de busca de off-targets e implementa vários recursos (PAM, 
composição nucleotídica, conteúdo de GC, estrutura da cromatina, metilação do 
DNA, estrutura secundária do sgRNA, etc.) para prever a propensão à clivagem 
(Abadi et al., 2017). O CRISTA apresenta melhor desempenho que o MIT e CFD. Em 
paralelo, o DeepCRISPR é uma plataforma computacional de última geração que 
unifica a previsão de sítios para sgRNA, tanto para on-targets quanto para off-targets, 
em uma estrutura com aprendizado profundo (Chuai et al., 2018). Essa ferramenta, 
além de identificar sequências-alvo e características epigenéticas possíveis que po-
dem afetar a eficácia do sgRNA, sendo alimentada por diferentes bases de dados, foi 
capaz de superar outras ferramentas disponíveis de previsão de off-targets (Doench 
et al., 2016; Hsu et al., 2013; Liu et al., 2020; Singh et al., 2015; Stemmer et al., 2015).

Muitas ferramentas on-line combinam vários dos métodos de pontuação acima 
mencionados ou até implementam seu próprio sistema de avaliação (Tabela 5), a 
fim de fornecer opções alternativas para os usuários, como o CHOPCHOP (Labun et 
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al., 2019, 2016; Montague et al., 2014) e o CRISPRscan (Moreno-Mateos et al., 2015). 
O E-CRISP utiliza seu próprio sistema de pontuação para determinar a qualidade 
de cada sgRNA, denominado de Especificidade, Anotação, Eficácia (SAE, do inglês 
Specificity, Annotation, Efficacy). O CCTop (Stemmer et al., 2015) atribui empirica-
mente pontuações para a predição de off-targets. Já o CRISPOR (Haeussler et al., 
2016) é uma plataforma versátil que classifica os sgRNAs de acordo com diferentes 
sistemas de pontuação que visam avaliar potenciais off-targets no genoma de 
interesse e prever a atividade on-target, além de oferecer uma lista definida com 
diferentes sequências PAM para serem selecionadas pelo usuário. A plataforma 
CRISPR RGEN (Sullenger, 2020) disponibiliza diversas ferramentas computacionais, 
assim como informações para o desenho de sgRNAs, para várias endonucleases 
ortólogas a Cas9. A plataforma possui nove ferramentas úteis, dentre as quais se 
destacam o Cas-Designer (Park et al., 2015). Comparada com outras ferramentas, 
o Cas-Designer permite mismatches ao detectar off-targets no híbrido DNA/RNA. 
Além disso, esse método de detecção é mais rápido do que outros, devido ao algo-
ritmo CasOFFinder associado. Sequências ou coordenadas genômicas e formatos 
de arquivo FASTA são permitidos como entradas. Mais de 350 genomas e 20 tipos 
de sequências PAM são disponibilizados para os usuários, e os resultados incluem, 
além dos on-targets, pontuação out-of-frame (calculada por micro-homologia), 
número de incompatibilidade (0–2) e sequências off-targets com mismatches de 
até 1 par de bases. Sítios para on/off-targets são redirecionados para o navegador 
de genomas Ensembl1, para realização de uma avaliação adicional. Ao contrário do 
Cas-Designer, o BE-Designer é implementado principalmente para edição de bases. 
Nessa ferramenta, quatro métodos de edição de bases são especificados, e a região 
de edição também é ajustável. O CRISPR-ERA (Liu et al., 2015) e o CHOPCHOP v3 
(Labun et al., 2019) suportam o desenho de sgRNA para o sistema dCas9, sendo o 
CHOPCHOP uma plataforma que inclui 30 diferentes espécies de plantas. CRISPETa 
(Pulido-Quetglas et al., 2017) é usado principalmente para a deleção em genoma 
com a utilização de dois sgRNAs. Além disso, a escolha da ferramenta adequada 
deve ser feita com cautela, uma vez que diferentes ferramentas são desenvolvidas, 
preferencialmente, para diferentes genomas ou tipos de células. Por exemplo, o 
Yeastriction (Mans et al., 2015) é direcionado para leveduras, o FlyCRISPR (Gratz et 
al., 2014) é voltado principalmente para espécies de inseto do gênero Drosophila 
(e alguns outros insetos), o EuPaGDT (Peng; Tarleton, 2015)é recomendado para 
patógenos eucarióticos, enquanto CRISPR-P/CRISPR-P 2.0 (Lei et al., 2014; Liu et al., 
2017), CRISPR-PLANT (Minkenberg et al., 2019) e CRISPR-GE (Xie et al., 2017) são 
implementados para a edição de genomas de plantas. O CRISPR-P 2.0 é uma das 

1	  Disponível em: https://www.ensembl.org/index.html
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plataformas web mais utilizadas para edição de genomas em plantas na atualidade 
e auxilia tanto no desenho do sgRNA para on-targets quanto para a predição de 
off-targets. Ele suporta o desenho de sgRNAs para 49 genomas de plantas (até o 
momento), cobrindo quase todas as espécies para as quais existe um genoma bem 
montado, mas suporta também a identificação de sgRNAs em sequências fornecidas 
pelo usuário. Utiliza, também, um sistema de pontuação modificado para classificar 
off-targets e a eficiência de direcionamento de sgRNAs para a Cas9 de S. pyogenes, 
a mais usada até o momento, e também de outros sistemas CRISPR, incluindo Cpf1 
(Zetsche et al., 2015). Essa plataforma avalia o conteúdo do GC, a presença de possí-
veis sítios para endonuclease de restrição, pontua a micro-homologia da sequência 
que flanqueia a região a ser editada e avalia a estrutura secundária do sgRNA.

Visto que existem poucos softwares/plataformas on-line específicos para o 
desenho de guias direcionados para a tecnologia CRISPR/dCas9, o CHOPCHOP v32 
(Labun et al., 2019) foi o software escolhido para a elaboração de um tutorial, prin-
cipalmente por apresentar funcionalidade específica para dCas9, por conter dados 
referentes a mais de 250 espécies e passar por atualizações constates. No entanto, 
caso já se tenham informações in silico e/ou in vivo a respeito da região promotora-
-alvo, outros softwares/plataformas podem ser utilizados, tais como CRISPR RGEN3 
ou CRISPR-P 2.04, que são versáteis e de fácil uso.

Tutorial 1: Desenho do sgRNA visando modulação transcricional via dCas9
Passo 1: Acessar a URL https://chopchop.cbu.uib.no/  

Passo 2: Escolha da espécie de interesse (Seção In). As espécies eucarióticas e 
procarióticas já inseridas em seu banco de dados encontram-se divididas, até o 
momento, nas seguintes categorias: Arthropoda (37), Bacteria (58), Chordata (46), 
Cnidaria (1), Ctenophora (1), Echinodermata (2), Fungi (30), Mollusca (2), Nematoda 
(2), Outros (12), Parasitas (11), Plantas (30), Virus (20). No presente tutorial, foi es-
colhida a espécie de planta Glycine max (GCA_000004515.3). Caso o genoma do 
organismo de interesse não esteja inserido, é possível solicitar aos desenvolvedo-
res a sua inserção, desde que o usuário tenha em mãos um arquivo FASTA com 
a montagem do genoma-alvo, assim como um arquivo GFF3 válido referente à 
sua anotação funcional (validado no programa gff3ToGenePred, disponível na 
própria plataforma CHOPCHOP) (Figura 3). O ID atribuído no arquivo GFF3 deve 

2	  Disponível em: https://chopchop.cbu.uib.no/
3	  Disponível em: http://www.rgenome.net/about/
4	  Disponível em: http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/
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Figura 3. CHOPCHOP v3 – Parâmetros. Apresentação do passo a passo, descrito no Tutorial 01, para a escolha dos principais 
parâmetros para o desenho de sgRNAs, visando a ativação via dCas9 de um gene específico de G. max (ID: Glyma_09G153900). 
A numeração apresentada em cada retângulo vermelho representa os passos de 1 a 7 do Tutorial 1.
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corresponder ao identificador que se deseja usar para procurar os genes, assim 
como se deve ter certeza de que os nomes dos cromossomos sejam idênticos, tanto 
no arquivo GFF3 quanto no FASTA, e as coordenadas dos genes correspondam ao 
arquivo FASTA do genoma. Após o cumprimento de todas essas exigências, deve-se 
enviar uma requisição por e-mail (disponível na seção “Add new species”, abaixo do 
local de seleção da espécie de interesse). Vale a pena ressaltar que a inserção de 
um novo genoma é feita pelos mantenedores da plataforma. Não é permitida ao 
usuário a inserção manual do genoma-alvo.

Passo 3: Escolha do gene-alvo (Seção Target). É nesse campo onde se insere o 
ID do gene-alvo. O ID do gene escolhido para este tutorial é Glyma_09G153900. 
É importante que o ID corresponda exatamente com o do genoma depositado no 
banco de dados da plataforma CHOPCHOP. Caso não exista a correspondência, a 
própria plataforma enviará a mensagem de erro “Error status: 501”, na qual se orien-
ta a forma correta de se escrever o ID para aquele gene da espécie selecionada. 
Esse campo age de forma sincronizada com o ícone cinza “Paste Target”. Com essa 
opção ativa, é possível encontrar o gene de acordo com o ID (formato RefSeq ou 
ENSEMBL), nome do gene ou coordenadas do gene no genoma (por exemplo, 
chrX:15,560,138-15,602,945). Ao clicar no ícone cinza “Paste Target”, o usuário muda 
a função do ícone para a opção “Gene Target”, onde é possível colocar a sequência 
de nucleotídeos que se deseja analisar. Esta última opção não é muito utilizada 
nessa plataforma para o desenho de sgRNAs visando a utilização da tecnologia 
dCas9, pois, na maior parte dos casos, com essa abordagem, se perde o contexto 
genômico da região promotora do gene-alvo, o que é essencial para a modulação 
transcricional via dCas9 (Figura 3).

Passo 4: Escolha da nuclease (Seção Using). Neste campo, a plataforma disponi-
biliza até o momento cinco diferentes tipos de nucleases para edição de genomas: 
1) CRISPR/Cas9; 2) CRISP/Cas9 nicase; 3) CRISPR/Cpf1 (CasX); 4) CRISPR/Cas13 (c2c2); 
e 5) TALEN. Para este tutorial, a nuclease selecionada é “CRISPR/Cas9” (Figura 3).

Passo 5: Escolha da estratégia (Seção For). Neste campo, é selecionada a aborda-
gem ou contexto no qual serão utilizados os sgRNAs que serão selecionados (para 
este tutorial, foi selecionada a opção “Activation” (Figura 3):

a)	 Knockout (para mutações em que se pretende mudar a fase de leitura do 
gene de interesse; disponível para quase todas as nucleases disponibiliza-
das na plataforma, com exceção da CRISPR/Cas13): para aplicações com a 
Cas9, pode-se prever a taxa de mudança na fase de leitura propiciada por 
cada sgRNA. Para a maioria das aplicações, algumas recomendações são 
sugeridas: 1) usar a Cas9 tradicional (20 nucleotídeos com sequência PAM 
5’-NGG-3’); 2) ter certeza de que o sgRNA possui o menor número possível 
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de off-targets, de preferência nenhum; 3) garantir que o sgRNA selecionado 
pode reconhecer todas as isoformas do gene-alvo (disponível apenas para 
genomas selecionados nos quais há informações no nível de isoformas); e 
4) selecionar sgRNAs a jusante de quaisquer ATG in frame dentro da estru-
tura (caixas verdes na região codificadora azul, apresentados na tabela de 
resultados finais) para evitar a expressão de proteínas truncadas. 

b)	 Knock-down (para edição mRNA com CRISPR/Cas13; disponível somente 
para humanos e camundongos): neste modo é possível procurar off-targe-
ts em transcriptomas. É possível selecionar o sistema Cas13 em “Options” 
(após selecionar “CRISPR/Cas13” na seção For), especificando o protospacer 
flanking site (PFS) e o tamanho do sgRNA.

c)	 Knock-in (para inserção de sequências de DNA em uma região de interesse; 
indisponíveis para CRISPR/Cpf1, CRISPR/Cas13 e TALEN): é altamente reco-
mendável a familiarização com os diferentes tipos de knock-ins disponíveis 
para a escolha do método mais apropriado (Nami et al., 2018). O knock-in 
pela tecnologia CRISPR permite a engenharia genética específica do local 
por meio da quebra de fita dupla do DNA (DSB) induzida por nucleases 
e, posteriormente, o reparo do DSB por vias de reparo celular: tanto por 
junção final não homóloga (NHEJ) quanto por reparo direcionado por 
homologia (HDR). Um aspecto importante a ser considerado ao decidir o 
tipo de técnica usar é se a modificação precisará ocorrer em células que se 
dividem ou que não se dividem. A HDR é restrita às fases S e G2 do ciclo 
celular e, portanto, não é adequada para células que não se encontrem 
em divisão. As sequências referentes aos braços de homologia são forne-
cidas na página de resultados detalhados do sgRNA. É possível ajustar a 
posição dos braços da micro-homologia em relação à extremidade 5’ do 
sgRNA (padrão: nucleotídeo -3 a partir da sequência PAM) e especificar o 
tamanho do braço. Pode ser aconselhável verificar a complementaridade 
entre a sequência inserida e seus braços de micro-homologia. Nas confi-
gurações default para knock-in, podem ser obtidos braços de homologia 
de até 800 pares de bases. Caso se deseje um braço de homologia com 
tamanho maior (até 2.000 pares de bases), é necessário alterar o tamanho 
da sequência de flanqueamento mostrada na página inicial (“Options” > 
“General” > “Displayed flanking sequence length in detailed view”).

d)	 Activation/Repression (para sgRNAs que têm como alvo regiões promoto-
ras; disponível para as nucleases CRISPR/Cas9 e CRISPR/Cpf1): nesta opção 
o default para o desenho dos sgRNAs é: 1) modo de ativação: 300 pares 
de bases a montante do TSS; 2) modo de repressão: 200 pares de bases a 
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jusante e a montante do TSS. É recomendável usar mais de um sgRNA para 
essas aplicações.

e)	 Nanopore Enrichment: utilizado para o enriquecimento de fragmentos de 
DNA específicos para sequenciamento por meio da plataforma da Oxford 
Nanopore com o uso de CRISPR. Está disponível somente para as nucleases 
CRISPR/Cas9 e CRISPR/Cpf1.

Passo 6: Escolha das opções avançadas (seção Options). Esta seção encontra-se 
no ícone cinza no centro da página inicial e é extremamente relevante para refinar 
os resultados de acordo com a característica tanto do genoma-alvo quanto da se-
quência-alvo (Figura 3). Ao clicar nesse ícone, com a nuclease CRISPR/Cas9 selecio-
nada na Seção Using, novas opções surgem, divididas em três abas: 1) “General”, na 
qual é possível ajustar parâmetros gerais para a tecnologia CRISPR; 2) “Cas9”, opção 
de ajuste de parâmetros exclusivos para a nuclease Cas9; e 3) “Primers”, para ajustar 
parâmetros relativos ao desenho de primers que serão utilizados em experimentos 
de PCR para detecção de mutações (utilizado basicamente em experimentos de 
knockout). Para experimentos com dCas9, somente serão ajustados parâmetros 
presentes nas abas “General” e “Cas9”:

a)	 Aba “General”:

•	 Target a specific region of the gene: pode-se especificar a região onde os 
sgRNAs serão desenhados: 1) somente a região codificadora (default); 
2) toda a sequência exônica (incluindo 5’ e 3’-UTR); 3) locais de splicing; 
4) somente 5’-UTR; 5) somente 3’-UTR; 6) o promotor (é possível es-
pecificar quantos pares de bases a montante e a jusante do TSS serão 
analisados); ou 7) um éxon específico ou um subconjunto específico 
de éxons. Se desejar direcionar a análise para um íntron, especifique as 
coordenadas genômicas do íntron (tamanho máximo, 40.000 pares de 
bases).

•	 Restrict targeting: ao pesquisar on-targets em uma região de interesse, 
no modo default, o CHOPCHOP permite que o sgRNA se vincule apenas 
fora dessa região, para que o corte (na maioria dos casos) ainda ocorra 
na região-alvo. Você pode desativar essa opção em experimentos com 
dCas9.

•	 Isoform Consensus: ao analisar genes com múltiplas isoformas, os modos 
“Intersection” ou “Union” podem ser ativados. No modo “Intersection” o 
CHOPCHOP procura somente por sgRNAs presentes em todas as iso-
formas. No modo “Union”, o CHOPCHOP procura por sgRNAs em todos 
os éxons de todas as isoformas. Portanto, pode-se usar esse modo para 
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direcionar uma (ou mais) isoformas específicas. Você pode desativar 
essa opção em experimentos com dCas9.

•	 Pre-filtering: é possível pré-filtrar os sgRNAs com base no conteúdo do 
GC e na pontuação de autocomplementaridade (definido como -1 para 
desativar, o que não é recomendado). Os sgRNAs que não atendem a 
esses requisitos não serão relatados na tabela de resultados finais.

•	 Restriction enzymes: a avaliação da mutagênese pode ser feita por meio 
da análise da digestão com enzimas de restrição. O CHOPCHOP exibe 
sítios de restrição no local de destino e permite restringir a pesquisa a 
sítios de restrição de enzimas comercializadas por uma empresa espe-
cífica (NEB™, Fermentas™, Promega™, Roche™, Sigma™ e Stratagene™), 
assim como o número mínimo de bases que o sítio de restrição deve ter. 
Este parâmetro é irrelevante em experimentos de modulação transcri-
cional mediada por dCas9.

b)	 Aba “Cas9”:

•	 sgRNA length without PAM: uma vez que alguns estudos sugerem que sgRNAs 
truncados podem apresentar maior eficiência de clivagem, é possível utilizar 
valores menores de 20 nucleotídeos (default), o que não é recomendado para 
experimentos com dCas9.

•	 PAM-3’ sequence: o default para o PAM referente a Cas9 é NGG. Alternativamente 
é possível selecionar um PAM de um sistema ortólogo, ou ainda inserir um 
PAM personalizado. Para a dCas9 de S. pyogenes, recomenda-se usar o PAM 
default.

•	 Method for determining off-targets in the genome: existem duas opções: 1) 
mismatches de uma base até a décima primeira base ao 5’ da sequência PAM 
abolem completamente a clivagem por Cas9 (Cong et al. 2013). No entanto, 
mutações mais a montante do PAM mantêm a atividade de clivagem. Este 
método procura mismatches apenas nos primeiros nove nucleotídeos, pois se 
prevê que um mismatch posterior ao PAM não cause clivagem; e 2) mismat-
ches podem ser tolerados em qualquer posição, exceto no PAM. Este método 
procura mismatches apenas nos 20 pares de bases a montante do PAM (Hsu et 
al., 2013). Este é o método default e o mais utilizado para experimentos com 
dCas9.

•	 Efficiency score: existem vários métodos para se avaliar e calcular a eficiên-
cia de clivagem pela nuclease Cas9. A forma mais simples de pontuação de 
eficiência é a “G20” (Doench et al., 2016), em que se prioriza uma guanina na 
posição 20, logo após o PAM, sendo este valor normalizado na plataforma 
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CHOPCHOP para se encontrar no intervalo entre 0 e 1. Visto que a eficiência 
de clivagem é um fator irrelevante em experimentos com dCas9, recomenda-
-se usar o default para este parâmetro.

•	 Repair profile prediction: de acordo com modelos específicos (Shen et al., 2018), 
é possível prever o perfil de reparo do DNA para um determinado sgRNA. Para 
esta opção, deve-se selecionar o tipo de célula, sendo disponíveis somente 
células animais (U2OS, HEK293, HCT116, K562), ou o modo “mESC” se o tipo 
celular a ser editado não for conhecido. Para experimentos com dCas9, a op-
ção “Don’t calculate (saves time)” deve ser selecionada, pois, além de consumir 
muito tempo computacional, é irrelevante para esse tipo de análise. 

•	 Requirements for the 5’ end of the sgRNA: dependendo da polimerase usada 
para a síntese do sgRNA, é possível selecionar os seus dois primeiros nucleo-
tídeos visando a melhor eficiência de transcrição. Por exemplo, 5’-GN- (para 
o promotor U6) ou 5’-GG- (para T7 polimerase). Com relação ao sistema 
dCas9, caso o propósito seja a edição de bases, em que geralmente se utiliza 
RNPs (abordagem na qual o sgRNA será sintetizado in vitro, com auxílio da 
T7 polimerase), a opção “GG” deve ser selecionada. Já em experimentos de 
modulação transcricional, em que o sgRNA será expresso in vivo, regulado 
pelo promotor U6, a opção “GN or GG” deve ser selecionada.

•	 Self-complementarity: estudos sugerem que a autocomplementaridade 
dentro do sgRNA ou entre o spacer e o RNA scaffold (backbone) (em que a 
sequência descrita na literatura é 5’-GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAA 
TAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGC-3’) pode 
reduzir a eficiência de clivagem do sgRNA (Thyme et al., 2016). Essa opção pro-
cura complementaridade dentro do sgRNA, ou entre o spacer e um RNA scaf-
fold padrão (AGGCTAGTCCGT), um RNA scaffold estendido (AGGCTAGTCCGT, 
ATGCTGGAA) ou um RNA scaffold personalizado. Alguns usuários optam 
por substituir os primeiros dois nucleotídeos de seu sgRNA por “GG” para 
transcrição via T7 polimerase, e nesse caso selecione a opção “I intend to 
replace the leading nucleotides with “GG”. Para experimentos com dCas9, é 
necessário avaliar tanto a opção “Check for self-complementarity” quanto 
a opção “Check for complementarity versus backbone”. Com relação a esta 
última, caso a abordagem experimental seja a clássica, na qual o RNA scaffold 
é o tradicional, deve-se selecionar “Standard backbone (AGGCTAGTCCGT)”, 
mas, se a abordagem for com a utilização de aptâmeros de RNA (por exem-
plo, o sistema SAM), a opção “Custom backbone” deve ser selecionada, e a 
sequência do RNA scaffold modificado deve ser fornecida. Por fim, a opção “I 
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Figura 4. CHOPCHOP v3 – Resultados. Interface da plataforma CHOPCHOP, na qual são apresentados os sgRNA sugeridos 
para a ativação e um gene específico de G. max (ID: Glyma_09G153900), via dCas9. O ranking (coluna 1) é baseado no 
número de off-targets apresentados nas colunas MM0, MM1 e MM2 (com um, dois ou três mismatches, respectivamente). 
Mesmo sendo irrelevante para a tecnologia dCas9, a plataforma fornece valores de eficiência de clivagem (em porcenta-
gem), conforme apresentado na última coluna. Também são apresentadas outras informações, como sequência do spacer 
(coluna 2), posição no genoma (coluna 3), fita de DNA (senso ou positiva; antissenso ou negativa; coluna 4), percentual de 
GC no sgRNA (coluna 5) e autocomplementaridade (coluna 6). O download dos resultados (quadrado vermelho; passo 8 no 
Tutorial 1) pode ser feito de acordo com o formato escolhido.

intend to replace the leading nucleotides with “GG” só pode ser marcada em 
experimentos com dCas9 visando edição de bases.

Passo 7: Execução da análise. Após a seleção de todos os parâmetros, clicar 
em “Find Target Sites!” para submeter a análise. Caso tudo esteja correto, a mensa-
gem “Your job has been successfully submitted” será exibida. O tempo de análise 
pode variar de acordo com os parâmetros selecionados. CHOPCHOP exibe os re-
sultados da consulta em uma visualização dinâmica e tabela interativa (Figura 4). 
A visualização dinâmica exibe todas as opções do on-target para a região, especifi-
cada com código de cores de acordo com um sistema de pontuação específico: ver-
de (melhor), âmbar (ok) e vermelho (ruim). Em todos os casos, o gene é exibido na 
direção 5’ - 3’. Todas as isoformas do gene são exibidas com seus nomes e, a jusante, 
os sítios de ATG in frame (caixa verde). Basta clicar em um alvo na visualização ou em 
uma opção na tabela para ser direcionado a uma página de resultados para cada 
sgRNA individual, contendo informações sobre on-targets, off-targets, previsões 
de reparo (quando aplicável), braços de micro-homologia (modo knock-in), assim 
como os sítios de restrição e primers desenhados para cada região. Além disso, o 
CHOPCHOP lista quantos off-targets cada on-target possui com 0 (coluna “MM0”), 
1 (coluna “MM1”), 2 (coluna “MM2”) ou 3 (coluna “MM3”) mismatches. Clicar no 
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resultado revelará mais informações sobre os off-targets. Cada on-target é ranquea-
do de acordo com: 1) score de eficiência de clivagem (modo “Cas9”); 2) número de 
off-targets e se eles apresentam mismatches; 3) existência de regiões de autocom-
plementaridade com mais de três nucleotídeos (o número indica quantas regiões 
de autocomplementaridade são previstas); 4) conteúdo de GC (modo “CRISPR/
Cas9”): os sgRNAs são mais eficazes com um conteúdo de GC entre 40% e 70% ; e 5) 
localização do sgRNA dentro de um gene (quanto mais próximo da extremidade 5’, 
melhor será a classificação). Por fim, cada página individual de resultados fornece 
1) uma visualização do sítio-alvo de cada sgRNA (com o local de corte previsto em 
azul no modo “CRISPR/Cas9” ou “CRISPR/Cpf1”); 2) primers desenhados (em roxo); 
3) sítios de restrição (em verde – sítios únicos no amplicon, e em vermelho – sítios 
não exclusivos); e 4) detalhes sobre os off-targets (localização genômica, número de 
mismatches e sequência).

Passo 8: Download dos resultados. As análises finais são disponibilizadas para 
download em quatro diferentes formatos: 1) BED (para visualização em genome 
browser); 2) GenBank (arquivo com anotação e íntron); 3) TSV (tabela de resultados; 
mais utilizado); e 4) FASTA (Figura 4).

Outras considerações: Não é errado imaginar que a utilização de mais de um 
sgRNA para diferentes regiões de um mesmo promotor possa, em associação com o 
complexo dCas9 com um modulador transcricional (ModT), amplificar os níveis de 
ativação ou repressão desejados (Deaner et al., 2017; Farzadfard et al., 2013; Gilbert 
et al., 2013). Mesmo que essa afirmação seja considerada verdadeira, ela não é válida 
para todos os casos, conforme discutido anteriormente. Além disso, é sabido que 
a presença/ausência de nucleossomos nas mediações do gene-alvo também pode 
interferir efetivamente com a ação dos reguladores transcricionais (Griesenbeck 
et al., 2003; Mao et al., 2011). Especificamente para o sistema CRISPR-dCas9, que 
depende inerentemente da interação com o DNA, é de se esperar que a presença 
de nucleossomos seja determinante na eficiência da tecnologia em eucariotos, 
visto que o DNA presente nessa estrutura é amplamente enovelado em histonas, 
o que o torna mais compactado e menos acessível (Horlbeck et al., 2016; Lee et 
al., 2007; Radzisheuskaya et al., 2016; Rando; Chang, 2009; Rando; Winston, 2012; 
Smith et al., 2017, 2016). Sendo assim, evidências bioquímicas e in vivo sugerem 
que as estratégias de desenho de sgRNAs devem evitar o seu direcionamento para 
próximo ao core do nucleossomo. Associado a essa ideia, o desenvolvimento de 
futuras ferramentas para o desenho in silico de sgRNA específicos e altamente efi-
cientes deve avaliar e incluir em seus algoritmos bancos de dados disponíveis com 
mapas de acessibilidade ao DNA e posicionamento de nucleossomos para que as 
análises in silico sejam mais fidedignas à realidade in vivo (Jiang; Pugh, 2009; Schep 
et al., 2015). Dessa forma, como nas redes reguladoras de transcrição nativa e em 
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outras redes sintéticas, o número de reguladores associados ao regulon de destino 
oferece uma válvula modular para ajustar o impacto da reprogramação mediada 
por CRISPR-dCas9. No entanto, o uso de vários sgRNAs deve ser cuidadosamente 
analisado, com foco especial na posição dos elementos reguladores e nucleosso-
mos existentes, a fim de ajustar o potencial regulatório por simples aumento no 
número de sgRNA direcionados a essas regiões.

Desenho do cassete de transformação
A utilização da tecnologia CRISPR visando a modulação transcricional ou epi-

genética apresenta grande potencial de aplicação biotecnológica em plantas, 
principalmente a manipulação da expressão de genes endógenos que podem estar 
associados com algum fenótipo de interesse. Especificamente com relação a dCas9, 
poucas abordagens são capazes de serem executadas de forma não transgênica 
(DNA free, via ribonucleoproteína). Dessa forma, a modulação transcricional aqui 
apresentada necessita da expressão constante da dCas9, sgRNA e ModTs. Um passo 
crítico na aplicação dessa tecnologia é o desenho do cassete para transformação 
da planta de interesse, o que inclui a seleção de elementos genéticos capazes de 
produzir de forma otimizada cada um dos componentes do sistema de modulação.

Tutorial 2: Desenho do cassete de transformação 
para modulação transcricional via dCas9
Para fins didáticos, é proposto neste tutorial um passo a passo que direcio-

na o desenho de um cassete de transformação, dividido em quatro módulos: 
1) expressão da dCas9; 2) expressão do sgRNA; 3) expressão da proteína de fusão 
Adaptador:ModT; e 4) expressão do marcador de seleção. São apresentadas consi-
derações baseadas tanto em experiências laboratoriais quanto na literatura recente 
a respeito do assunto (Figura 5).

Módulo 1: Expressão da dCas9. A expressão da dCas9 é um fator muito impor-
tante no desenho do vetor para modulação transcricional. Este módulo apresenta 
três elementos: 1) promotor; 2) dCas9; e 3) terminador (Figura 5).

a)	 Promotor: na maioria dos casos, o promotor escolhido para a expressão da 
dCas9 é reconhecido por uma RNA polimerase II (pol II), além de ser forte 
(nível de expressão elevado) e constitutivo (expresso em todos os tecidos e 
a todo momento). Em plantas, uma boa escolha seria o promotor CaMV35S. 
Mesmo sendo o mais usado e, em princípio, a escolha mais óbvia, alguns 
aspectos devem ser considerados. O primeiro deles é a origem desse pro-
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Figura 5. Desenho do cassete de transformação – Tecnologia dCas9 (sistema SAM). Conforme detalhado no Tutorial 2, é 
apresentado o cassete de transformação com os elementos necessários para a ativação de um gene específico, via dCas9 
(sistema SAM), clonado em um vetor binário, baseado no T-DNA de A. tumefasciens. O cassete é dividido didaticamente em 
quatro módulos: Módulo 1: Expressão da dCas9; Módulo 2: Expressão do sgRNA, com destaque para cada elemento deste 
módulo (parte superior da figura). O RNA scaffold apresenta inserida em sua estrutura a sequência do aptâmero de RNA 
MS2 tanto no tetraloop quanto no stem loop 2. A seta vermelha enfatiza a importância da guanina como último nucleotídeo 
presente no 3’ do promotor GmU6-10 de soja); Módulo 3: Expressão da proteína de fusão Adaptador:ModT. Neste módulo, os 
ModTs apresentados são p65 e HSF1, característicos do sistema SAM; e Módulo 4: Expressão do marcador de seleção. Siglas: 
LB – left border; MCP – MS2 Coat Protein; NLS – sítio de localização nuclear; RB – right border.

motor. Por ser de origem viral, ele pode ser passível de silenciamento em 
plantas. Visto que a modulação da transcrição do gene-alvo necessita da 
atividade da dCas9 constante, caso ocorra seu silenciamento, o fenótipo 
gerado pela modulação do gene-alvo será perdido. O segundo aspecto 
a ser considerado é a característica constitutiva desse e de outros pro-
motores também usados (por exemplo AtACT2-5 de A. thaliana). É sabido 
que em plantas, a expressão constitutiva da Cas9 pode propiciar efeitos 
pleiotrópicos indesejáveis devido a sua ação em possíveis off-targets. 
E o terceiro aspecto a ser considerado é a função do gene cuja expressão será 
modulada. Muitas vezes, genes que são importantes em resposta a diferentes 
tipos de estresses apresentam efeitos indesejáveis, se expressos de forma 
constitutiva. Por isso, sua expressão é naturalmente regulada e restrita ao 
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momento em que é necessário. Caso o promotor que regulará a expressão da 
dCas9 seja constitutivo, genes com esta característica também seriam expres-
sos em altos níveis de forma constitutiva. Dessa forma, a escolha do promotor 
para a expressão da dCas9 deve estar alinhada com a função do gene cuja 
expressão se pretende modular. Por exemplo, se o fenótipo desejado for a 
resistência da planta a um patógeno, pode-se pensar em usar um promotor 
para regular a expressão da dCas9 que seja induzido somente durante a infe-
ção pelo patógeno-alvo.

b)	 dCas9: deve-se avaliar com cuidado a sequência da dCas9 a ser expressa a fim 
de modular a transcrição de genes. O primeiro aspecto a ser observado é se as 
mutações necessárias para a perda da atividade catalítica estão inseridas na 
sequência (D10A no domínio catalítico RuvC e H840A no domínio catalítico 
HNH). O segundo aspecto é a presença de sinal de localização nuclear (NLS, 
do inglês nuclear localization site), visto que a atividade da dCas9 será desem-
penhada exclusivamente no núcleo eucariótico. Em plantas, os principais 
NLSs escolhidos são: 1) NLS do vírus de macaco SV40 (PKKKRKV); e 2) NLS bi-
partido da nucleoplasmina (KRPAATKKAGQAKKKK). O número de repetições e 
a região onde serão inseridos é variável. Geralmente o número de repetições 
de cada NLS varia de 1 a 4, podendo estar presente tanto na porção amino 
quanto na carboxiterminal da dCas9. Dificilmente se encontram construções 
com apenas um NLS. Além disso, existem construções desenhadas com su-
cesso que apresentam NLSs também após ModT. Deve-se ter muito cuidado 
para que a adição desses NLSs não interfira na função da dCas9 no ModT. 
O terceiro aspecto a ser considerado é a fusão com o ModT. Geralmente essa 
fusão é mediada por um linker ou ponte, correspondente a uma sequência de 
5 a 20 resíduos de aminoácidos que liga a região carboxiterminal da dCas9 
à aminoterminal do ModT. Esses aminoácidos devem conferir flexibilidade e 
permitir que ambas as proteínas apresentem sua atividade correta. Inclusive, 
alguns NLSs inseridos praticamente in tandem, devidamente espaçados por 
pelo menos cinco aminoácidos neutros, podem ser utilizados como linkers 
entre a dCas9 e o ModT. Vale a pena ressaltar que o tamanho e composição 
de aminoácidos do linker entre a dCas9 e os domínios editores de bases é 
crucial para a especificidade da edição. Linkers menores reduzirão a janela de 
bases que poderão ser editadas. Mas cuidado: linkers muito pequenos podem 
interferir na função de ambas as proteínas.

c)	 Terminador: a escolha do terminador é mais livre. Ao se utilizar o promotor 
CaMV35S, sugere-se que seja usado o terminador 35S, mas qualquer termina-
dor que seja reconhecido por uma pol II pode ser utilizado, como, por exemplo, 
o terminador NOS do gene nopalina sintase de Agrobacterium tumefaciens. 
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Dados experimentais mostram que a presença de dois terminadores dife-
rentes in tandem (por exemplo, terminador 35S e NOS) podem aumentar os 
níveis de transcrição por melhorar a estabilidade da expressão do transgene, 
causar a terminação da transcrição mais eficiente e reduzir o silenciamento 
pós-transcricional do gene-alvo (Basso et al., 2020).

Módulo 2: Expressão do sgRNA. O principal objetivo aqui é delinear de for-
ma eficiente a expressão do sgRNA. Este módulo apresenta quatro elementos: 
1) promotor U6; 2) spacer; 3) RNA scaffold; e 4) terminador U6 (Figura 5).

a)	 Promotor U6: foi demonstrado que os níveis de expressão de sgRNAs estão 
diretamente correlacionados com a eficiência da engenharia do genoma 
mediada por CRISPR/Cas9 em células eucarióticas. Em geral, os promotores 
da RNA polimerase III (pol III) são mais usados para direcionar a expressão de 
sgRNAs, visto que os promotores de pol II adicionam nucleotídeos extras às 
extremidades 5’ e 3’ dos sgRNAs e, portanto, podem interferir em sua função 
(Hsu et al., 2013; Yoshioka et al., 2015). Originalmente, os promotores pol III 
SNR52 e RPR1 foram adotados para expressão constitutiva de sgRNAs em 
leveduras (DiCarlo et al., 2013; Farzadfard et al., 2013; Gilbert et al., 2013). 
Em seguida, para permitir maior flexibilidade ao desenho e à força de expres-
são dos sgRNAs, dois estudos sobre entrega constitutiva de sgRNAs testaram 
a fusão do Vírus Delta da Hepatite (HDV) e ribozimas autocliváveis do tipo 
martelo de cabeça, permitindo a expressão de sgRNAs com promotores da 
pol II (Gao e Zhao, 2014; Ryan et al., 2014). Além dos promotores pol III nativos 
e pol II induzíveis, diferentes classes de promotores foram utilizadas para re-
gular a expressão de sgRNAs em sistemas eucarióticos (Farzadfard et al., 2013; 
Ferreira et al., 2018; Jensen et al., 2017; Nishimasu et al., 2014; Smith et al., 
2016; Zhang et al., 2017). Além desses, o promotor U6 se destaca quando o as-
sunto é expressão de sgRNAs. É um promotor de pol III de classe III importante 
na expressão de pequenos RNAs nucleares não codificadores, envolvidos no 
splicing de íntrons durante a produção de moléculas maduras de mRNA em 
células eucarióticas. Diferentes promotores U6 já vêm sendo frequentemente 
usados em plantas e animais para expressar pequenos RNAs em níveis mais 
elevados (Li et al., 2007; Miyagishi; Taira, 2002). Atualmente, esse tipo de 
promotor tem sido a escolha preferida para regular a expressão de sgRNA 
em vetores CRISPR/Cas9 (e variantes) (Friedland et al., 2013; Li et al., 2013). 
Além disso, o promotor U6 possui um TSS altamente conservado, começando 
com um nucleotídeo de guanina, o que ajuda a melhorar a homogeneidade 
da molécula de sgRNA transcrita e reduzir os efeitos de off-targets (Li et al., 
2007). Os sistemas vetoriais CRISPR/Cas9 com o promotor U6 para direcionar 
a expressão do sgRNA foram utilizados com sucesso em várias espécies de 
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plantas. Os promotores OsU6a, OsU6b e OsU6c do arroz são os mais utilizados 
para monocotiledôneas, e AtU6-1 e AtU6-29 de Arabidopsis, os preferidos 
para dicotiledôneas (Jiang et al., 2013; Li et al., 2014; Mikami et al., 2015). 
No entanto, existem limitações à sua natureza “universal”, pois o promotor U6 
de Arabidopsis foi considerado ineficiente em trigo e arroz (Shan et al., 2013). 
Dessa forma, fica claro que o uso de promotores U6 específicos da espécie 
pode resultar em aumento da expressão de sgRNA e, assim, em maior efi-
ciência de edição (Ng; Dean, 2017; Sun et al., 2015). Em soja, por exemplo, os 
níveis de sgRNA expressos pelo promotor endógeno GmU6 foram duas vezes 
maiores que os obtidos com o promotor AtU6-26 de Arabidopsis, resultando 
em um aumento considerável na eficiência da edição de genes (14,7–20,2% 
para GmU6 vs. 3,2–9,7% para AtU6-26) (Sun et al., 2015). Tendo isso em vista, 
além da soja, diversas espécies vegetais de interesse agronômico (tais como 
algodão, arroz, cevada, milho, sorgo e trigo, entre outras) já tiveram pelo 
menos um promotor U6 endógeno caracterizado e testado em experimentos 
visando a expressão de sgRNAs (Gasparis et al., 2018; Jiang et al., 2013; Long et 
al., 2018; Qi et al., 2016; Sun et al., 2015). Também é importante ter em mente 
que os genomas vegetais contêm vários genes U6 com diferentes níveis de 
expressão, mas nem todos os promotores U6 são igualmente eficientes na 
condução da expressão gênica (Domitrovich; Kunkel, 2003; Wang et al., 2008). 
Ao desenvolver sistemas CRISPR/Cas9 para novas espécies, é importante 
investir tempo caracterizando promotores U6 exógenos e endógenos a fim 
de escolher o ideal, especialmente se o sistema de transformação for difícil 
ou demorado. Em termos práticos, o principal cuidado que se deve tomar a 
respeito do promotor U6 durante o desenho do vetor, em experimentos com 
Cas9 e dCas9, é a presença de uma guanina (G) na extremidade 3’ do promotor 
(região mais próxima do primeiro nucleotídeo do sgRNA). Caso a sequência 
disponível do promotor U6 em questão não apresente esse nucleotídeo, o pri-
meiro nucleotídeo do sgRNA deve ser uma guanina. Em alguns casos, alguns 
pesquisadores adicionam uma guanina extra à sequência do sgRNA durante 
o desenho, a fim de otimizar sua expressão.

b)	 Spacer: esta é a porção do sgRNA que efetivamente irá reconhecer uma 
sequência no genoma-alvo. Os principais aspectos do seu desenho foram 
minuciosamente descritos anteriormente. No cassete de expressão do sgRNA, 
o spacer vem imediatamente após o promotor U6 e antes do RNA scaffold.

c)	 RNA scaffold: é a porção constante presente no sgRNA, importante na an-
coragem e interação com a Cas9/dCas9. Como visto antes, estruturalmente, 
o RNA scaffold da nuclease Cas9 (e também da dCas9) é formado por um 
tetraloop e três stem loops. Para a tecnologia dCas9, o RNA scaffold pode se 
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apresentar de duas formas: 1) forma tradicional, com a sequência padrão, sem 
modificação alguma, usado principalmente em abordagens em que não se 
utiliza aptâmeros de RNA para amplificar a modulação transcricional. Nessa 
abordagem, a modulação transcricional ou epigenética é mediada somente 
pelo ModT fusionado com a dCas9; 2) forma modificada (metodologia SAM), 
em que são inseridas sequências de aptâmeros de RNA (por exemplo, MS2, 
PP7 e COM) tanto na região do tetraloop quanto no stem loop 2. A inserção 
desses aptâmeros de RNA é o que possibilita o reconhecimento por proteína 
adaptadora (por exemplo, MCP, PCP e COM), sendo cada uma específica para 
cada aptâmero (Haimovich et al., 2016; Johansson et al., 1997; Lim e Peabody, 
2002; Zhang et al., 2019c). Essas proteínas adaptadoras, por sua vez, estão 
fusionadas com domínios modulares da transcrição. Assim, a escolha de qual 
forma deve ser usada necessita estar em perfeita consonância com a estraté-
gia experimental abordada. Independentemente da forma a ser utilizada, no 
cassete de expressão do sgRNA, o RNA scaffold vem imediatamente após o 
spacer e antes do terminador U6.

d)	 Terminador U6: a maioria das pol III que reconhecem promotores como o U6 
reconhecem terminadores curtos e simples (repetição de 10 timinas adiciona-
dos em sequência ao 3’ do último nucleotídeo da sequência que será expres-
sa) (Gao et al., 2018). Não se deve substituí-lo por qualquer outro terminador 
utilizado no laboratório.

Módulo 3: Expressão da proteína de fusão Adaptador:ModT. A presença deste 
módulo está vinculada com a metodologia SAM (sgRNA com aptâmeros de RNA). 
Caso a abordagem seja a clássica (apenas a dCas9 fusionada com ModT), ele não 
deve ser inserido no desenho do vetor. Este módulo apresenta três elementos: 
1) promotor; 2) proteína de fusão Adaptador:ModT; e 3) terminador.

a)	 Promotor: a escolha do promotor para a expressão da proteína deve ser 
alinhada com a escolha do promotor descrito no Módulo 1, seguindo exa-
tamente os mesmos critérios de escolha, visto que a expressão da dCas9 e 
da proteína de fusão Adaptador:ModT devem ser sincronizadas. Se possível, 
ambos os Módulos devem apresentar a mesma região promotora.

b)	 Proteína de fusão Adaptador:ModT: a escolha do adaptador deve ser ali-
nhada com a escolha do aptâmero de RNA inserido no RNA scaffold do sgRNA, 
uma vez que o acoplamento adaptador-aptâmero é específico. Por exemplo, 
se o aptâmero escolhido for o MS2, a proteína adaptadora deve ser a MCP. 
Devido à ampla aplicação biotecnológica, a identificação de novos pares 
adaptador-aptâmero vem crescendo a cada dia (Zhang et al., 2019c). Com re-
lação aos ModTs escolhidos, a maioria das construções que obtiveram sucesso 
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com a tecnologia dCas9 apresentavam tais domínios fusionados in tandem 
com o carboxiterminal da proteína adaptadora, devidamente separados por 
linkers. Não existe nenhum relato que limite o número de ModTs fusionados, 
mas a maioria das construções apresentam somente 1 ou 2. Além disso, de 
forma similar à proteína dCas9, a proteína de fusão necessita ser transportada 
para o núcleo para que desempenhe sua atividade. Dessa forma, é necessário 
inserir NLSs, seguindo os mesmos critérios apresentados no Módulo 1 para 
a dCas9. Inclusive, neste caso, o NLS é comumente inserido entre a proteína 
adaptadora e o primeiro ModT, funcionando também como um linker.

c)	 Terminador: de forma similar ao que foi apresentado no Módulo 1, a escolha 
do terminador é mais livre. Qualquer terminador que seja reconhecido por 
uma pol II pode ser utilizado, como, por exemplo, o terminador NOS.

Módulo 4: Expressão do Marcador de Seleção. Este módulo é específico para 
cada espécie de planta, levando sempre em consideração a metodologia de trans-
formação que será utilizada. Similar aos Módulos 1 e 3, três elementos são impor-
tantes: 1) promotor; 2) marcador de seleção, que na maior parte das vezes é um 
gene que confere resistência a um antibiótico ou herbicida, mas pode ser qualquer 
um gene repórter, tal como gfp, gus, entre outros; e 3) terminador. Visto que o dese-
nho deste módulo pode variar, sugere-se somente que não se repitam promotores 
e/ou terminadores que já tenham sido utilizados anteriormente nos Módulos 1 e 3, 
a fim de evitar um possível silenciamento na planta (Figura 5).

Outras considerações: além das acima mencionadas, algumas informações 
extras são importantes no desenho do vetor:

a)	 Na maioria dos laboratórios, a construção do vetor se dá por síntese química. 
Se for esse o caso, uma consideração importante a ser levada em conta é a 
otimização do codon usage dos genes que serão expressos nos Módulos 1, 3 
e 4. Esse cuidado é extremamente relevante para que a tradução dos genes 
presentes nesses módulos seja também otimizada na planta de interesse.

b)	 Mantenha todos os Módulos na mesma direção, a fim de evitar impedimentos 
físicos durante a transcrição.

c)	 Sugere-se que sejam inseridos sítios únicos para enzimas de restrição entre 
cada módulo a fim de facilitar a manipulação do vetor final (se necessário).

d)	 Como visto anteriormente, os sgRNAs podem ser expressos em simplex 
(1 sgRNA) ou em multiplex (2 ou mais sgRNAs). Para sistemas multiplex, cada 
sgRNA deve ser expresso individualmente, isto é, cada sgRNA deve ter seu 
promotor U6 e seu terminador U6. Em vias de regra, para expressão de diferen-
tes sgRNAs no mesmo vetor em que se encontra a dCas9, o Módulo 2 deve ser 
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repetido in tandem (de preferência separadas por sítios únicos de restrição). 
Cada cópia do Módulo irá apresentar um sgRNA diferente. Mesmo que não 
existam relatos do número máximo de sgRNAs que podem ser expressos em 
uma mesma construção, sistemas que obtiveram sucesso não ultrapassaram 
quatro sgRNAs por construção. 

e)	 Os backbones mais utilizados para a clonagem do cassete de transformação 
são vetores binários baseados no T-DNA de A. tumefaciens, mas este pode ser 
substituído por outro, dependendo da planta de interesse e da metodologia 
de transformação utilizada. Além disso, a clonagem do cassete de transforma-
ção no backbone escolhido e posterior amplificação do vetor final em bactéria 
pode ser dificultada pelo tamanho do cassete de transformação, que pode 
chegar a ter de 10.000 a 15.000 pares de bases. Caso o vetor escolhido como 
backbone seja baseado no T-DNA de A. tumefaciens, sugere-se que o Módulo 4 
(referente ao marcador de seleção) se localize mais próximo à borda esquerda 
(LB, do inglês Left Border), a fim de otimizar a seleção de plantas transforma-
das nas quais o cassete de transformação foi inserido completamente no 
genoma-alvo.

Considerações finais
A tecnologia CRISPR/dCas9 aplicada à modulação da expressão gênica tem como 

principal diferencial a possibilidade de promover o controle transcricional em esca-
la multigênica, simulando as redes de interação gênica inerentes às principais vias 
metabólicas celulares. Trata-se de uma ferramenta-chave para a biologia sintética e 
para o aprofundamento do conhecimento de vias relacionadas ao desenvolvimento 
e produtividade em plantas, bem como à resposta a estresses bióticos e abióticos, 
alvos frequentes da engenharia genética para o melhoramento de plantas. Além 
disso, CRISPR/dCas9 é uma tecnologia simples e funcional em sistemas transientes 
de transformação, o que permite uma rápida simulação e visualização dos efeitos 
da modulação da expressão do gene-alvo em vias metabólicas celulares. As diver-
sas estratégias disponíveis, variando elementos como ModT e nucleases, permitem 
a adaptação e uso da técnica em diferentes modelos de estudos.

Como vantagem do sistema CRISPRa para a ativação transcricional de um gene 
endógeno, em comparação à estratégia de superexpressão, usando promotores 
constitutivos e a sequência codificadora completa do gene, tem-se que, muitas 
vezes, esse tipo de expressão ectópica omite os padrões de splicing do gene en-
dógeno e mascara transcritos alternativos. Como consequência, o produto gênico 
pode ser instável, interagir com parceiros não convencionais ou ter sua localização 
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subcelular incorreta (Park et al., 2017). No entanto, ao se trabalhar com a tecnologia 
CRISPR/dCas9, alguns aspectos merecem atenção:

a)	 Como a tecnologia CRISPR/dCas9 não induz alterações definitivas na região 
genômica-alvo, as plantas geradas serão sempre transgênicas. Caso o intuito 
seja o desenvolvimento de um produto biotecnológico, isso pode acarretar 
em um processo longo e oneroso para liberação comercial. 

b)	 Por depender de processos celulares de controle transcricional, o efeito na 
modulação da expressão do gene-alvo pode ser variável entre as linhagens 
transgênicas obtidas. Apesar de herdável ao longo das gerações transgênicas, 
o efeito na modulação pode também ser variável entre planta-mãe e plantas-
-filhas ou ainda sofrer influência de fatores ambientais.

c)	 A tecnologia exige um conhecimento mínimo da sequência da região promo-
tora-alvo, o que pode ser um fator limitador quando se trabalha com espécies 
sem informação genômica detalhada.

Nesse contexto, os constantes aprimoramentos da técnica, principalmente visan-
do aumentar sua especificidade e eficiência, como, por exemplo, com a utilização de 
outros ortólogos Cas, permitirão o aumento da abrangência do seu uso, sobretudo 
em pesquisas com plantas cultivadas, uma vez que até o momento foram realizadas 
pesquisas apenas com espécies modelo.
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CAPÍTULO 5

Regulamentação da 
edição genômica em 
plantas no Brasil 
e no mundo

Introdução
A regulamentação do uso de produtos obtidos por meio de técnicas de edição 

de genomas tem sido tema de grandes debates no mundo todo. O foco da dis-
cussão está na classificação ou não como Organismos Geneticamente Modificados 
(OGMs) dos produtos obtidos por diferentes estratégias de uso de nucleases de 
corte direcionado no DNA (Site-directed Nucleases; SDN).

Na aplicação SDN-1, a via natural de reparação celular de DNA (do inglês Non 
Homologous End-Joining; NHEJ) é explorada para introduzir mutações simples alea-
tórias (substituições, inserções e deleções) por sistemas como CRISPR-Cas, TALENs 
ou Zinc Fingers Nucleases, que causam silenciamento gênico do produto gênico 
após a quebra do DNA (do inglês Double Strand Break; DSB).

Na abordagem SDN-2, faz-se também o uso de um DNA molde para introduzir 
uma alteração na sequência de bases nitrogenadas de DNA (A, C, G, T) no local-alvo 
que sofreu a quebra da dupla fita de DNA (DSB), explorando outra via natural de 
reparo, direcionado a partir de um fragmento de DNA da própria espécie (do inglês 
Homology Directed Repair; HDR). 

Na abordagem SDN-3, pode-se explorar tanto o NHEJ quanto o HDR para inserir 
um ou mais fragmentos de DNA com sequências necessárias para a expressão de 
um gene (região promotora, codante e terminadora) em um local específico do 
genoma.

A seguir, abordaremos de forma detalhada as questões regulatórias que envol-
vem a edição genômica em diferentes países do mundo.
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Regulamentação da edição genômica na América do Sul 

Brasil 
A área total cultivada no mundo com culturas geneticamente modificadas (GM) 

aumentou mil vezes nas últimas duas décadas, passando de alguns milhares de 
hectares em 1996 para mais de 190 Mha em 2017 (ISAAA, 2017). Entre os países que 
produzem transgênicos, o Brasil possui a segunda maior área agrícola, com mais 
de 53 Mha, superado apenas pelos EUA, com 75 Mha. Na safra 2018/2019, o Brasil 
possuía mais de 95% de seus campos de soja plantados com cultivares GM; para o 
milho foi superior a 88% (primeira e segunda colheitas) e para o algodão atingiu 
mais de 84% da área total (ISAAA, 2017).

Como em muitas outras técnicas de melhoramento de plantas, o uso de OGM 
na agricultura tornou-se importante para a produção de alimentos e subprodutos 
vegetais. Entretanto, diferentemente de outras tecnologias, os marcos regulató-
rios que sustentam esses resultados baseiam-se em uma ampla lista de requisitos 
para avaliação de risco, os quais diferem de um país para outro. Esses requisitos 
destinam-se principalmente a proteger a saúde humana, os animais e o meio 
ambiente dos possíveis efeitos adversos do OGM, mas em muitos casos eles não 
são proporcionais aos riscos e resultam em processos de aprovação regulatória 
dispendiosos e demorados. Uma consequência, aparentemente não intencional, 
é que apenas algumas grandes empresas multinacionais (atualmente BASF, Bayer, 
Corteva e Syngenta) possuem recursos adequados para aprovar novas culturas 
GM, enquanto laboratórios de pesquisa com financiamento público e instituições, 
empresas e universidades de pequeno e médio porte geralmente não conseguem 
desenvolver um produto que chegue ao mercado, tendo em vista os altos custos 
de desregulamentação. Mesmo que possam beneficiar uma gama mais ampla de 
partes interessadas, particularmente em regiões pobres, muitas tecnologias social-
mente benéficas foram descontinuadas porque se perderam no limbo regulatório 
criado com a polêmica dos transgênicos.

No entanto, após mais de duas décadas de experiência, sem que impactos consi-
deráveis na saúde humana, animal ou no meio ambiente tenham sido identificados, 
agências regulatórias estão tendo a oportunidade de criar marcos regulatórios mais 
eficazes para tecnologias emergentes, como, por exemplo, para técnicas de edição 
de genomas e de RNA interferente de uso tópico. Assim, permite-se maior democra-
tização no uso da biotecnologia para que se alcance seu potencial de uso na agri-
cultura, tornando-a mais sustentável, garantindo segurança alimentar, mantendo a 
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biossegurança e o equilíbrio econômico, social e ambiental. No Brasil, a Lei nº 11.105 
entrou em vigor em 24 de março de 2005 e foi importante no estabelecimento de 
diretrizes para o uso seguro da Biotecnologia em pesquisa e desenvolvimento de 
soluções nas áreas de agricultura, indústria e bem-estar humano e animal. A partir 
da Lei de Biossegurança, foi criada a Comissão Técnica Nacional de Biossegurança 
(CTNBio), que por meio de suas resoluções normativas fortaleceu o que é hoje a 
rede nacional de biossegurança, que garante o desenvolvimento tecnológico do 
setor, com segurança jurídica e biossegurança. 

Legislação brasileira sobre OGM
A Lei nº 11.105, de 24 de março de 2005, é conhecida como Lei de Biossegurança 

e põe fim à controvérsia legislativa em torno dos OGM no País. Essa lei, regulamen-
tada pelo Decreto nº 5.591, de 22 de novembro de 2005, foi uma revisão abrangen-
te e complementar a uma lei de biossegurança anterior, de 1995, que permitiu o 
primeiro plantio comercial de soja GM resistente ao herbicida glifosato em 1998. 
Além de determinar as regras gerais para atividades de pesquisa e comércio com 
OGM, a Lei nº 11.105 regulamenta princípios constitucionais e estabelece padrões 
e mecanismos de segurança para o monitoramento de atividades que envolvam 
OGM e seus subprodutos. Os princípios usados para elaborar essa lei incentivaram 
avanços científicos nas áreas de biossegurança e biotecnologia, proteção da vida, 
saúde humana, saúde animal e vegetal, bem como o cumprimento do princípio da 
precaução para a proteção do meio ambiente. 

A Lei nº 11.105 também estabeleceu o Conselho Nacional de Biossegurança 
(CNBS), reestruturou a Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio) e 
propôs a Política Brasileira de Biossegurança. Seu objetivo e escopo visam fornecer 
padrões de segurança e mecanismos de inspeção para construção, cultivo, produ-
ção, manuseio, transporte, transferência, importação, exportação, armazenamento, 
pesquisa, liberação ambiental, descarregamento e comercialização de OGM e seus 
subprodutos. A lei abrange atividades de pesquisa e usos comerciais de produtos 
desenvolvidos para agricultura, saúde humana e animal, meio ambiente e pesca. 
Nela, há também a exigência de que qualquer pessoa interessada em realizar uma 
dessas atividades solicite permissão à CTNBio, que responderá dentro do prazo esti-
pulado em suas resoluções. A legislação demanda que todas as organizações públi-
cas e privadas, nacionais ou estrangeiras, que queiram realizar atividades ou proje-
tos no Brasil, sob a descrição da Lei nº 11.105, solicite o Certificado de Qualidade em 
Biossegurança emitido pela CTNBio antes de iniciar qualquer atividade. A CTNBio, 
por meio de suas Resoluções Normativas, é responsável por estabelecer as diretrizes 
de biossegurança para os assuntos de sua competência. Entre suas prerrogativas, a 
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lei delega à CTNBio a avaliação de novas tecnologias e seus possíveis impactos ao 
meio ambiente e à saúde humana e animal no País. Se necessário, também autoriza 
a comissão a propor regulamentos para essas novas tecnologias.

Regulamentação de novas tecnologias de melhoramento no Brasil
Para qualquer nova tecnologia, como é o caso do CRISPR (Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats), é essencial garantir sua segurança. Porém, 
para permitir o avanço tecnológico, todos os requisitos de segurança devem ser 
proporcionais ao risco do produto. Quando a Lei nº 11.105 foi redigida, a maioria 
das Técnicas Inovadoras de Melhoramento de Precisão (TIMP), também conhecidas 
como novas tecnologias de melhoramento (NBTs), ainda estavam em fase inicial e, 
na época, não foram consideradas nessa lei. 

Assim, em 2015, a CTNBio estabeleceu um grupo de especialistas entre seus 
membros para melhor analisar e entender os produtos das novas técnicas de 
melhoramento e definir como esses produtos seriam enquadrados nas definições 
da Lei nº 11.105, com o objetivo de propor melhorias nos regulamentos atuais. 
As técnicas analisadas pelo grupo de trabalho incluíram edição de genes, floresci-
mento precoce, melhoramento reverso, RNA interferente, mutagênese direcionada 
por oligonucleotídeos, entre outras. Para a maioria dos produtos considerados pelo 
grupo de trabalho, o uso de NBTs pode acelerar a introdução de características de 
interesse em genótipos elite em programas de melhoramento. Em muitas situa-
ções, o produto final poderia ser designado como não geneticamente modificado 
(não GM) para os propósitos da legislação. 

De fato, vários produtos obtidos por edição de genes resultam em modificações 
genéticas que podem ser obtidas por técnicas de mutação estabelecidas, como 
radiação e mutagênese química. Como a Lei Brasileira de Biossegurança considera 
organismos obtidos por métodos de mutagênese como não GM, o grupo de traba-
lho considerou, após uma análise caso a caso, que alguns produtos poderiam ser 
excluídos do escopo da legislação sobre OGM.

A Resolução Normativa nº 16 da CTNBio (RN16), que propôs essa atualização, foi 
aprovada por unanimidade pelos membros da CTNBio e pela Assessoria Jurídica do 
então Ministério da Ciência, Tecnologia, Inovações e Comunicações, e foi publicada 
no Diário Oficial da União em 15 de janeiro de 2018. A RN16 foi elaborada com base 
no relatório do grupo de trabalho e nos regulamentos e experiências de outros 
países.

Em termos gerais, o princípio dessa resolução é determinar, mediante um sistema 
de consulta caso a caso, se um produto gerado por NBTs deve ser designado como 
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GM ou não pela CTNBio (Figura 1). Para essa consulta, a instituição desenvolvedora 
fornece informações sobre o organismo original e o produto, incluindo os métodos 
usados para gerá-lo e sua análise molecular. A designação de um produto como 
não GM (para os fins da legislação) é baseado nos seguintes critérios: 1) ausência 
de DNA/RNA recombinante; 2) presença de elementos genéticos que poderiam ser 
obtidos por cruzamento; 3) presença de mutações induzidas que também pode-
riam ser obtidas por técnicas estabelecidas, como exposição à radiação ou química; 
e 4) presença de mutações que poderiam ocorrer naturalmente. 

Em termos práticos, atendem às condições estabelecidas na RN16 e podem ser 
designados como não GM em uma análise caso a caso os produtos obtidos por 
mutação aleatória direcionada ao local que envolve a junção de extremidades 
não homólogas (mutação SDN1) ou o reparo homólogo direcionado ao local 
que envolve poucos nucleotídeos (mutação SDN2). Em contraste, as inserções de 
transgene direcionadas ao local (mutação SDN3) normalmente serão designadas 
GM numa análise caso a caso de acordo com as disposições da RN16. Se o produto 
for designado como GM, o desenvolvedor deverá cumprir todos os requisitos de 
biossegurança e será aprovado somente após a avaliação de risco da CTNBio. Se 
o produto não for designado como GM, ele poderá ser registrado por meio dos 
procedimentos existentes.

A RN16 é aplicável a todos os tipos de organismos, incluindo plantas, animais e 
microrganismos, na fase de pesquisa e/ou liberação comercial. 

Figura 1. Fluxo de trabalho do processo geral de aprovação e liberação comercial de produtos gerados por NBT, de acordo 
com a Lei Brasileira de Biossegurança nº 11.105 / 2005 e a Resolução Normativa nº 16. Legenda: 1) Comissão Interna de 
Biossegurança; 2) Certificado de Qualidade em Biossegurança; 3) Comissão Técnica Nacional de Biossegurança; 4) Dossiê 
detalhado, com as avaliações de risco de biossegurança; 5) Prorrogáveis por igual período; 6) Organismo Geneticamente 
Modificado; 7) Órgãos e Entidades de Registro e Fiscalização; 8) Conselho Nacional de Biossegurança.
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Marco regulatório brasileiro
A Lei de Biossegurança estabeleceu uma estrutura com quatro organizações 

principais responsáveis pela avaliação e pelo gerenciamento de riscos (Figura 1): 
1) Conselho Nacional de Biossegurança (CNBS), 2) Comissão Técnica Nacional 
de Biossegurança (CTNBio), 3) Comissão Interna de Biossegurança (CIBio) e 
4) Organizações e Entidades de Registro e Fiscalização (OERF), que são o 
Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (Mapa); o Ministério da 
Saúde (MS), o Ministério do Meio Ambiente (MMA) e a Secretaria de Aquicultura 
e Pesca.

As instituições que pretendem trabalhar com OGM devem constituir uma 
Comissão Interna de Biossegurança (CIBio) e, por meio desta, solicitar à CTNBio um 
Certificado de Qualidade em Biossegurança (CQB). O certificado é emitido após a 
análise da CTNBio que autoriza a instituição a desenvolver atividades com OGM em 
suas instalações, considerando que os níveis de segurança exigidos são atendidos. 
Após aprovação do CQB, qualquer demanda de atividade comercial com OGM é 
submetida à avaliação da CTNBio pelo presidente da CIBio da instituição em ques-
tão. Um dossiê completo e detalhado com todas as avaliações de risco de biosse-
gurança também é entregue com o processo de solicitação de liberação comercial. 
As diretrizes para a avaliação de risco são estabelecidas na Resolução Normativa 
nº 24, de 7 de janeiro de 2020, que dispõe sobre normas para liberação comercial 
de OGMs e seus derivados. A CTNBio avalia o risco e elabora um relatório técnico. 
Se o OGM for aprovado para liberação comercial, é encaminhado ao CNBS.

Conselho Nacional de Biossegurança (CNBS)

O CNBS é um órgão colegiado composto por 11 ministros de Estado, incluindo 
o Ministro de Estado da Casa Civil, que o preside; o Ministro da Justiça; o Ministro 
da Ciência, Tecnologia, Inovações e Comunicações; o Ministro do Desenvolvimento 
Agrário; o Ministro da Agricultura, Pecuária e Abastecimento; o Ministro da Saúde; 
o Ministro do Meio Ambiente; o Ministro do Desenvolvimento, Indústria e Comércio 
Exterior; o Ministro das Relações Exteriores; o Ministro da Defesa e o Secretário de 
Aquicultura e Pesca. 

Esse conselho fornece assistência consultiva ao Presidente da República na for-
mulação e implementação da Política Nacional de Biossegurança, estabelecendo 
princípios e diretrizes que considerem conveniências e oportunidades socioeconô-
micas e políticas relacionadas ao interesse nacional envolvido no uso comercial de 
OGM e produtos relacionados. O parecer técnico do CNBS sobre uma decisão final 
de liberação de um OGM para uso comercial será solicitado apenas se for necessário 
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tomar alguma decisão socioeconômica e/ou política estratégica. A CTNBio faz o 
julgamento técnico sobre a biossegurança de um OGM usado comercialmente. No 
entanto, o CNBS tem 30 dias para refutar a aprovação comercial desse OGM após a 
CTNBio divulgar seu parecer oficial. Se a refutação não ocorrer em 30 dias, o produ-
to é automaticamente autorizado para comercialização.

Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio)

A CTNBio, vinculada ao Ministério da Ciência, Tecnologia, Inovações e 
Comunicações (MCTIC), é um colegiado multidisciplinar consultivo e deliberativo 
que presta assistência e apoio técnico ao governo federal para formular, atualizar 
e implementar a Política Nacional de Biossegurança para o desenvolvimento de 
Produtos GM ou produtos de biotecnologia que em alguma fase podem gerar um 
OGM. Também estabelece normas técnicas de segurança com relação à autorização 
de atividades relacionadas à pesquisa e à liberação comercial de OGM.

Além disso, é a organização responsável pela avaliação zoossanitária, fitossa-
nitária, de saúde humana e de riscos ambientais dos OGMs e também estabelece 
medidas de gestão de risco. Outras competências da CTNBio incluem autorizar a 
importação de OGMs para pesquisa, prestar assistência técnica às organizações 
e entidades de registro e inspeção e monitorar o desenvolvimento e o progresso 
técnico-científico alcançado em biossegurança, biotecnologia, bioética e áreas 
correlatas, visando aumentar a capacidade de proteger a saúde humana, animal e 
vegetal e o meio ambiente.

A CTNBio está organizada em subcomissões setoriais permanentes nas áreas 
vegetal e ambiental, de saúde humana e animal. O Ministro do MCTIC nomeia um 
de seus membros para atuar como presidente da CTNBio por um período de 2 anos, 
prorrogável pelo mesmo período. A comissão possui uma secretaria-executiva per-
manente que presta assistência técnica e administrativa a seus membros e organiza 
as reuniões mensais (exceto em janeiro e julho). 

A comissão é composta por 27 membros titulares e seus suplentes, que são 
indicados pelo mesmo ministro após receber indicações de outros ministérios. 
Todos os membros têm mandato de 2 anos, prorrogável por mais dois períodos 
consecutivos. Eles devem ser cidadãos brasileiros com competência técnica reco-
nhecida e reconhecidos por sua participação destacada na comunidade científica. 
Todos os membros devem ter doutorado e ser profissionalmente ativos nas áreas 
de biossegurança, biotecnologia, biologia, microbiologia, saúde e meio ambiente 
e saúde humana/animal ou em áreas relacionadas. Doze membros da comunidade 
científica são indicados diretamente pelo MCTIC, enquanto os outros são indicados 
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por um dos órgãos que compõem o CNBS: Ministério da Agricultura, Pecuária e 
Abastecimento; Ministério da Saúde; Ministério do Meio Ambiente; Ministério do 
Desenvolvimento Agrário; Ministério do Desenvolvimento, Indústria e Comércio 
Exterior; Ministério da Defesa; Secretaria de Aquicultura e Pesca; Ministério das 
Relações Exteriores e Ministério da Justiça. A lista completa dos membros da CTNBio 
pode ser encontrada em seu site. 

As reuniões da CTNBio podem ser realizadas com o quórum de 14 membros 
(metade mais um), incluindo pelo menos um representante de cada uma das qua-
tro subcomissões. Se necessário, representantes da comunidade científica, do setor 
público e de entidades da sociedade civil com experiência em um campo específico 
podem ser convidados a participar de reuniões, mas eles não têm direito a voto. 
Qualquer decisão tomada pela CTNBio deve ter a aprovação majoritária por voto 
nominal. Para proporcionar maior transparência ao processo, todas as decisões 
são publicadas no diário oficial e abertas para comentários do público dentro de 
30 dias, da mesma forma que todas as reuniões são abertas aos cidadãos, que 
podem consultar as agendas, assim como todos os documentos produzidos pela 
comissão, disponíveis no site da CTNBio1.

Comissão Interna de Biossegurança (CIBio)

Qualquer instituição pública ou privada que utilize técnicas e métodos de enge-
nharia genética para desenvolver produtos biotecnológicos, que em alguma fase 
de desenvolvimento possam gerar um OGM, deve ter uma CIBio, composta por 
indivíduos com treinamento e educação adequados nas áreas de biotecnologia, 
engenharia genética, biossegurança ou outros campos relacionados. O Certificado 
de Qualidade em Biossegurança, documento necessário para a CIBio trabalhar sob 
controle governamental, também é emitido pela CTNBio para a instituição em 
questão.

Como procedimento obrigatório, um pesquisador deve ser indicado como res-
ponsável por cada projeto que envolva OGM na instituição. Além disso, cada CIBio é 
legalmente responsável por garantir as condições de biossegurança das instalações 
da entidade, realizando auditorias regulares em suas instalações e enviando um 
relatório anual de suas atividades e projetos à CTNBio. Atualmente, a CTNBio super-
visiona 480 instituições públicas e privadas no Brasil.

1	 Disponível em: http://ctnbio.mctic.gov.br
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Órgãos e Entidades de Registro e Fiscalização (OERF)

OERF incluem Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento; Ministério da 
Saúde; Ministério do Meio Ambiente e Secretaria de Aquicultura e Pesca.

De acordo com a Lei nº 11.105 e dentro de seu campo de competência, em 
conformidade com as resoluções e pareceres técnicos da CTNBio, o OERF é res-
ponsável por monitorar os OGM e seus subprodutos. Suas responsabilidades 
incluem: 1) inspecionar atividades de pesquisa, 2) registrar e inspecionar o uso 
comercial de OGM, 3) conceder autorização para importar produtos para pes-
quisa e uso comercial, 4) manter informações atualizadas sobre as principais 
instituições e investigadores que realizam atividades e projetos; 5) auxiliar a 
CTNBio na definição de parâmetros de avaliação de biossegurança; 6) divulgar 
ao público, conceder registros e autorizações para o uso comercial de OGM; e 
7) fazer cumprir a lei e aplicar as penalidades estabelecidas quando o descum-
primento for identificado.

Visão geral do status do uso da biotecnologia na agricultura brasileira
O Brasil é um dos principais produtores de bens relacionados à agricultura e 

alimentos do mundo e um dos poucos países que podem aumentar consideravel-
mente sua produção nas próximas décadas, sem comprometer as áreas de proteção 
ambiental e a floresta amazônica. Entre os produtores mundiais, o Brasil também 
tem grande potencial para se tornar o principal fornecedor de biocombustíveis. 
Além disso, ao contrário da maioria dos países desenvolvidos, onde a produção de 
bioenergia poderia competir com a produção de alimentos, o Brasil pode cultivar 
mais de 30 Mha sem destruir ambientes nativos e preservados ou invadir áreas de 
produção de alimentos (Malingreau et al., 2012). O Brasil usa cerca de 12% da água 
doce do mundo para consumo humano e para a agricultura. Além disso, o Brasil 
contém entre 15% e 20% da biodiversidade global, que tem um enorme potencial 
como fonte de novos produtos para agricultura, medicina e indústria.

A agricultura brasileira (de pequenos a grandes agricultores) e todo o agronegócio 
relacionado a ela possuem todas as condições para aumentar seu desenvolvimento 
em níveis semelhantes aos de outras economias emergentes e, consequentemente, 
ajudar no progresso econômico e social do País, além de contribuir para alimentar 
a crescente população mundial. Na década de 1970, o fluxo da produção agrícola 
e pecuária para as áreas do Cerrado revelou como o agronegócio pode melhorar 
o desenvolvimento econômico e social. Algumas cidades do Centro-Oeste, por 
exemplo, possuem atualmente os mais altos índices de desenvolvimento humano 
do Brasil, mostrando que a importância do agronegócio para a economia é eficaz e 
inegável.
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Muitas conquistas importantes da agricultura brasileira nas últimas décadas vie-
ram da aplicação combinada de abordagens biotecnológicas e de melhoramento 
genético. Além disso, em um futuro próximo, a combinação dessas metodologias 
será crucial para garantir a produção sustentável de alimentos, em um cenário que 
envolve múltiplos desafios decorrentes do aquecimento global, consequentes 
extremos climáticos e uma crescente população mundial. Assim, para manter a 
produtividade, é fundamental estar alerta, informado e familiarizado com as novas 
tecnologias que possam mudar os conceitos, normas e paradigmas de produção 
e consumo. Consequentemente, a incorporação de ferramentas de engenharia 
genética na agricultura para enfrentar os desafios futuros é uma ação estratégica, 
não apenas para o Brasil, mas também para o mundo.

Em dezembro de 2018, a CTNBio avaliou, no âmbito da RN16, a primeira consulta 
sobre liberação comercial de plantas geradas com utilização de NBTs no Brasil. Um 
genótipo de milho no qual a via metabólica para a produção de amilose havia sido 
inativada por CRISPR/Cas9 foi designado como não GM. Após análise, a CTNBio con-
cluiu que a mutação introduzida poderia ter sido obtida por métodos de cruzamen-
to ou induzida por outros mutagênicos, como radiações ionizantes ou pelo agente 
químico metanossulfonato de etila. Nesse caso específico, a redução na produção 
de amilose resultou em teor de amilopectina de quase 100%, o que é interessante 
para alguns usos industriais do amido de milho. 

Em outra consulta à CTNBio, também em 2018, uma cepa da levedura 
Saccharomyces cerevisiae chamada “Excellomol” resultou na introdução de alguns 
polimorfismos pontuais em genes específicos, polimorfismos estes que já ocorrem 
naturalmente na cepa CBS 6412 de S. cerevisiae, originalmente identificada na 
produção de saquê. A levedura editada aumentou a produção de etanol a partir 
da cana-de-açúcar e foi classificada como não GM, uma vez que essas mutações 
poderiam ter sido introduzidas por outros métodos de mutagênese. 

Até março de 2020, houve dez consultas desde a aprovação da RN16. Cinco linhas 
de microrganismos (Saccharomyces cerevisiae) para produção de bioetanol, vaca 
sem chifre (para manejo de vaca leiteira), tilápia para melhor produção de carne, 
milho ceroso para qualidade de amido, vacina para controle de parvovírus canino 
e RNAi para aplicação tópica usada no controle de mosquitos. De acordo com o 
disposto na RN16, todos esses produtos, exceto a vaca sem chifre, foram conside-
rados pela CTNBio como produtos que atendem às características estabelecidas 
para classificação como organismos não GM. O desenvolvimento de NBTs, avaliado 
juntamente com as regulamentações modernas que protegem a saúde humana e 
animal e o meio ambiente, permitirá a democratização do uso da biotecnologia no 
agronegócio brasileiro. Nesse contexto, espera-se que pequenas, médias e grandes 
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instituições nacionais e internacionais possam participar do mercado brasileiro e 
mundial, desenvolvendo e introduzindo novas soluções e produtos biotecnoló-
gicos por meio de uma abordagem mais sustentável e sem enfrentar a polêmica 
inadequada criada sobre as culturas GM.

Argentina
A Argentina foi o país pioneiro na regulamentação das Novas Tecnologias de 

Melhoramento (do inglês New Breeding Technologies, NBTs). Em 2015, a Secretaría 
de Agricultura, Ganadería y Pesca (SAGyP) divulgou a Resolução no 173/15, que 
define as diretrizes de avaliação para as culturas derivadas de NBTs. É importante 
ressaltar que a resolução foi elaborada sem a necessidade de inserção de uma lista 
de tecnologias específicas, não sendo restrita às inovações técnicas do momento. 
Como novas tecnologias de melhoramento são publicadas e patenteadas constan-
temente, a inclusão de uma lista específica de NBTs comprometeria a agilidade da 
regulamentação das inovações técnicas adicionais. 

A Comisión Nacional Asesora de Biotecnología Agropecuaria (Conabia) é o órgão 
responsável por avaliar, a partir de critérios técnicos e científicos, o potencial im-
pacto ambiental da introdução de culturas biotecnológicas na agricultura argen-
tina. A comissão é reconhecida mundialmente pela sua experiência na avaliação 
de dossiês, sendo considerada como centro de referência para a biossegurança de 
OGM pela Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) (Ministerio 
de Agricultura, Ganadería y Pesca, 2019). Possui participação ativa em debates 
internacionais relacionados à biossegurança e aos processos regulatórios (USDA 
Foreign Agricultural Service, 2019). Sendo assim, a Conabia é o órgão responsável 
pela avaliação e regulamentação das novas tecnologias de melhoramento, o qual 
garante o cumprimento da Resolução no 173/15. 

Todos os produtos obtidos por edição genômica, sem exceção, devem ser sub-
metidos à Conabia. A submissão do dossiê pode ser realizada em dois momentos: 
após a obtenção do produto final ou na fase inicial do processo de criação (projeto). 
Na fase de projeto, os inventores podem consultar a Conabia para avaliação do pro-
duto esperado, determinando se o produto hipotético estaria sob regulamentação 
de OGM ou não. Quando a cultura derivada de NBTs é obtida, devem ser submetidos 
dados técnicos sobre a modificação genética gerada para que seja possível averi-
guar se o status regulatório previsto permanece igual ao da avaliação preliminar.

Sob o marco regulatório, o tempo de avaliação é de 60 dias, sendo disponi-
bilizados formulários eletrônicos para celeridade da avaliação. Os principais 
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critérios levados em consideração são: 1) as técnicas utilizadas no processo; 
2) a nova combinação de material genético gerada; e 3) a ausência de um transge-
ne no produto final. Uma modificação genética é considerada nova combinação 
de material genético quando ocorre inserção estável e permanente de gene(s) ou 
sequência(s) de DNA no genoma da planta, caso que está sob a regulamentação 
de OGM (Resolução no 701/11 e 763/11). Além disso, mesmo que uma cultura es-
teja isenta da regulamentação de OGM, se possuir características que apresentem 
risco, poderá sofrer um monitoramento adicional pelas autoridades responsáveis 
(Whelan; Lema, 2015). 

Chile
No Chile, o Servicio Agrícola y Ganadero (SAG) é o órgão responsável pela re-

gulamentação e monitoramento da introdução e propagação de plantas geneti-
camente modificadas no meio ambiente. Um pronunciamento oficial do SAG, em 
2017, determinou o procedimento regulatório sobre as culturas obtidas pelas NBTs, 
estabelecendo abordagem caso a caso similar à da Argentina. Em termos gerais, 
culturas desenvolvidas por meio de técnicas de edição genômica que não contêm 
uma nova combinação de material genético não estão sujeitas às regulamentações 
de OGM e estão fora do escopo da Resolução no 1523/2001. Para esses fins, enten-
de-se por nova combinação de material genético uma inserção estável de um ou 
mais genes ou sequências de DNA que codificam proteínas, RNA de interferência, 
RNA de fita dupla, peptídeos de sinalização ou sequências reguladoras (Whelan; 
Lema, 2019).

Pessoas físicas ou jurídicas, centros de pesquisa ou universidades interessadas 
em introduzir no território chileno uma nova cultura obtida a partir de NBTs de-
vem encaminhar a solicitação por meio de formulário para a División de Protección 
Agrícola y Forestal do SAG. A avaliação é realizada em até 20 dias úteis. Para a análise, é 
necessário disponibilizar informações técnicas e sobre o solicitante. As informações 
técnicas incluem o nome da espécie, variedade/linhagem, a descrição do fenótipo 
obtido, a empresa ou instituição desenvolvedora do material, a metodologia e as 
características da técnica biotecnológica utilizada com indicação das sequências 
de DNA modificadas. Além disso, o solicitante deve informar se o material tem 
precedente de autorização em outro país e, caso afirmativo, deve apresentar as in-
formações com documentações oficiais. A decisão do SAG é válida por um período 
indeterminado, mas pode ser cancelada se novas descobertas científicas estiverem 
disponíveis.
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Colômbia
Na Colômbia, o controle técnico da produção e comercialização de produ-

tos agrícolas é de responsabilidade do Instituto Colombiano Agropecuario (ICA). 
Em 2018, foi emitida a Resolução no 29299, que estabelece as diretrizes de consulta 
caso a caso para produtos obtidos pelas NBTs. O procedimento para determinar 
se uma cultivar desenvolvida com novas tecnologias de melhoramento vegetal 
corresponde a um OGM ou a organismo convencional leva em consideração a 
presença ou não de material genético exógeno. Perante o documento, cultivar é 
designada como nome genérico para se referir às variedades, linhagens, híbridos e 
clones que estão sendo usados como materiais de plantio. Material genético exóge-
no, por sua vez, corresponde ao gene, conjunto de genes, sequências de DNA que 
fazem parte de uma construção genética e que foram introduzidas no genoma de 
maneira estável, por meio de técnicas modernas de biotecnologia, superando as 
barreiras fisiológicas naturais de reprodução. Nesse contexto, se uma cultivar não 
apresentar sequências exógenas de DNA, não é classificada como OGM e está livre 
da regulamentação proposta no Decreto 4525/2005. 

A solicitação para avaliação de uma cultivar obtida por meio de NBTs deve ser 
enviada ao ICA, que analisa a documentação em um prazo de 30 dias. Para isso, 
é necessário que o solicitante tenha registro no ICA como produtor de sementes, 
importador de sementes ou como unidade de pesquisa de melhoramento de plan-
tas. A documentação fornecida na solicitação abrange as seguintes informações 
técnico-científicas: 1) classificação taxonômica da espécie; 2) metodologia empre-
gada, técnica e construções genéticas utilizadas, incluindo todos os elementos ge-
néticos e, no caso de edição DNA-free, as sequências de proteínas e RNA utilizadas; 
3) descrição do fenótipo gerado; 4) metodologias alternativas para geração do fe-
nótipo; 5) caracterização molecular com determinação das modificações genéticas 
presentes na cultivar melhorada em comparação ao genótipo de origem, além da 
comprovação da ausência de material exógeno.

Paraguai
Na América Latina, o Paraguai foi o quinto país a apresentar seu posicionamento 

e regulamentação em relação aos produtos obtidos por meio das NBTs. A Resolução 
no 565/2019 foi sancionada pelo Ministerio de Agricultura y Ganadería (MAG), au-
toridade nacional competente do setor agrícola e florestal. Segundo a resolução, 
a avaliação dos produtos é realizada caso a caso pela Comisión de Bioseguridad 
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Agropecuaria y Forestal (Combio) mediante a apresentação do formulário de con-
sulta prévia para produtos obtidos por meio de novas técnicas de melhoramento. 

O preenchimento do formulário consiste em seis seções que abrangem infor-
mações sobre o requerente da avaliação, organismo, biologia molecular, fenótipo, 
autorizações e referências. Nas informações sobre o requerente devem ser tam-
bém apresentados o representante legal e responsável técnico da solicitação. Na 
Seção Organismo, deve ser inserido o nome científico da espécie e a descrição 
taxonômica detalhada incluindo cultivar e linhagem. Na seção Biologia Molecular, 
é exigida uma descrição detalhada da técnica utilizada e das etapas aplicadas no 
caso apresentado, descrição molecular das sequências nucleotídicas-alvo e suas 
funções no organismo antes e depois da aplicação da técnica. Também deve ser 
fornecida, se aplicável, a construção genética usada no processo de obtenção do 
produto, com o detalhamento dos elementos genéticos, a análise de mutações 
fora das sequências-alvo e, para os casos de utilização de transgene intermediário, 
as evidências que comprovem a ausência de sequências recombinantes. Na seção 
Fenótipo, são solicitados exemplos de produtos com um fenótipo semelhante no 
mercado, análise da probabilidade de ocorrência de outros efeitos além do fenóti-
po desejado, mudanças esperadas nos usos propostos do organismo e mudanças 
nas recomendações de manejo dos organismos resultantes. Na seção Autorizações, 
deve ser indicado se o organismo já foi autorizado pelo órgão regulatório de outro 
país e, em caso de precedente, indicar o tipo de autorização. Por fim, em Referências, 
devem ser incluídas cópias de todas as publicações mencionadas no formulário. A 
partir da avaliação de todos esses pontos, a Combio determinará o enquadramento 
do organismo em geneticamente modificado ou não.

Regulamentação da edição genômica na América do Norte 

Canadá
O Canadá se diferencia dos demais países para a aprovação de um organismo 

geneticamente modificado (OGM), pois utiliza uma abordagem regulatória baseada 
exclusivamente em produtos e não no processo ou na técnica utilizada para desen-
volvimento do novo produto (Ellens et al., 2019). O produto ou a planta com nova 
característica (PTN) precisa apresentar alguma modificação diferente da variedade 
de origem para ser analisado pelos órgãos regulatórios. Uma PTN é uma planta na 
qual uma característica foi introduzida de forma intencional, nova nas plantas da 
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mesma espécie cultivadas no Canadá, com potencial para afetar o uso e a seguran-
ça da planta em relação ao meio ambiente e à saúde humana (Canadá, 2019). Essa 
regra se aplica tanto para plantas desenvolvidas por melhoramento clássico, como 
para plantas editadas geneticamente. 

Os produtos criados ou modificados no Canadá são regulados por várias agências 
governamentais, sendo elas: Canadian Food Inspection Agency (CFIA), Health Canada 
e a Environment and Climate Change Canada (ECCC). A CFIA utiliza quatro leis dife-
rentes e é responsável por atuar na regulamentação de plantas, rações para animais, 
fertilizantes e produtos veterinários de origem biotecnológica. Junto à CFIA há o 
Office of Plant Biosafety, que é responsável por coordenar a avaliação de segurança 
de novos alimentos. A Health Canada supervisiona a regulamentação de alimentos, 
medicamentos e produtos de controle de pragas. As avaliações conduzidas pela CFIA 
e pela Health Canada utilizam como base os critérios científicos e as orientações es-
tabelecidas pela Organização Mundial de Saúde (OMS), Organização para Agricultura 
e Alimentação (FAO) e pela Organização para Cooperação e Desenvolvimento 
Econômico (OCDE) (Dederer; Hamburger, 2019). A ECCC atua na regulamentação de 
todos os produtos animais de origem biotecnológica que não são cobertos por outra 
lei federal e se baseia na Lei de Proteção Ambiental do Canadá (1999).

Para que um produto com uma nova característica receba a aprovação do 
registro e possa ser inserido no mercado canadense, é necessário que passe por 
vários testes, realizados por técnicos da CFIA e da Health Canada. Esses testes visam 
corroborar os resultados já fornecidos pelo solicitante. Após a revisão de todos os 
dados fornecidos pelo solicitante e juntamente com esses novos testes que pos-
sam ter sido realizados, a variedade é aceita, caso todas as condições tenham sido 
atendidas.

No Canadá, quando as culturas GM estavam sendo desenvolvidas no início dos 
anos 1990, os sistemas de regulação também estavam em desenvolvimento. Dessa 
forma, as leis já estavam adequadas às necessidades dessas culturas. Não existe 
uma lei específica para plantas geneticamente modificadas por CRISPR ou por ou-
tra técnica de edição ou melhoramento genético. A regulamentação é baseada no 
produto, cuja liberação para consumo se dá a partir da avaliação de sua segurança. 

As leis de Sementes, de Alimentação Animal e de Alimentos e Drogas são as que 
estão relacionadas à agricultura de plantas. A Lei de Sementes regula a estabilida-
de e o risco à segurança ambiental, como, por exemplo: o potencial da planta em 
se tornar uma praga e o impacto da planta ou de seus produtos em espécies não 
alvo (Branch, 2019a). A Lei de Alimentação Animal regula os riscos relacionados à 
toxicidade, alergenicidade e digestibilidade (Branch, 2019b). E a Lei de Alimentos 
e Drogas estabelece os limites de risco para toxicidade, alergenicidade, metaboli-
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zação e nutrição relacionados ao consumo humano (Branch, 2020). A CFIA utilizou 
essas leis e as seguintes diretivas para analisar as variedades resistentes a herbicidas, 
independentemente da tecnologia usada para criar a variedade:

•	 Diretiva 94-08: critérios de avaliação para determinar a segurança ambiental 
de plantas com características novas.

•	 Diretiva 95-03: diretrizes para a avaliação de novos alimentos – fontes vegetais.

•	 Diretiva D-96-13: requisitos de licença de importação para plantas com novos 
traços e seus produtos.

•	 Diretiva 2000-07: diretrizes para a liberação ambiental de plantas com novos 
traços em ensaios de campo confinado no Canadá.

O International Service for the Acquisition of Agri-Biotech Applications (ISAAA) divul-
gou em 2017 que o Canadá plantou uma área de 13,12 milhões de hectares com cul-
turas biotecnológicas, sendo responsável por 7% da área mundial plantada. Durante 
os 21 anos de comercialização de plantas GM, o Canadá obteve um lucro de US$ 8 
bilhões (ISAAA, 2017), e as expectativas são de aumento dos lucros nos próximos 
anos, com as novas cultivares que deverão ser incorporadas. As plantas editadas não 
deverão enfrentar resistência do governo canadense para entrar no país, que leva em 
consideração o produto e não o processo utilizado para atingir o objetivo.

Estados Unidos da América
Nos Estados Unidos da América (EUA), a regulamentação das culturas produzidas 

por meio do uso de tecnologias genéticas é baseada em políticas de décadas e geri-
da por vários estatutos e regulamentos, implementados por diferentes agências go-
vernamentais federais (Dederer; Hamburger, 2019). Os órgãos de regulamentação 
americanos são o US Department of Agriculture (USDA), a Environmental Protection 
Agency (EPA) e a Food and Drug Administration (FDA). Esses órgãos federais buscam 
garantir que as culturas geneticamente modificadas e seus produtos sejam seguros 
para a saúde, o meio ambiente e a agricultura. 

A política de regulamentação de produtos biotecnológicos foi estabelecida 
com o Marco Coordenado de Regulação da Biotecnologia, publicado em 1986 e 
posteriormente atualizado em 1992 (OSTP, 1986). Esse documento permite três 
conclusões, que influenciam até hoje a política americana sobre biotecnologia: os 
produtos não são necessariamente diferentes dos produtos convencionais; os re-
gulamentos não devem se concentrar no processo e sim no produto; e a jurisdição 
regulatória deve se basear no uso. 
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O Serviço de Inspeção de Sanidade Animal e Vegetal (APHIS) e o Serviço 
Regulatório de Biotecnologias (BRS) do USDA  são responsáveis pela liberação 
dos testes de campo, pelo movimento interestadual e pela importação de plantas 
geneticamente modificadas (GM) que podem apresentar algum risco (Dederer; 
Hamburger, 2019). O APHIS divulgou uma nova regulamentação, a Regra Sustentável, 
Ecológica, Consistente, Uniforme, Responsável e Eficiente (SECURE Rule) (Estados 
Unidos, 2020), que visa atualizar e modernizar a Lei de Proteção de Plantas (Plant 
Protection Act), removendo processos antiquados e inserindo regulamentações 
biotecnológicas (Estados Unidos, 2020a). 

A EPA regula as plantas GM com substâncias pesticidas de acordo com a Lei Federal 
de Inseticidas, Fungicidas e Rodenticidas (FIFRA) (Estados Unidos, 2020b) e os resí-
duos de pesticidas em alimentos GE conforme a Lei de Alimentos, Medicamentos e 
Cosméticos (FDCA) (Estados Unidos, 1938). 

A FDA regula a segurança alimentar sob a FDCA. Nos EUA, os desenvolvedores 
dos novos alimentos são responsáveis legais por avaliar a segurança do alimento 
e cumprir com os regulamentos e estatutos da FDA. E para garantir a segurança 
alimentar, a FDA se baseia nas disposições legais que proíbem a adulteração e a 
identificação incorreta dos alimentos (Dederer; Hamburger, 2019). Um alimento é 
considerado adulterado se possuir ou conter uma ou mais substâncias adicionadas 
que possam ser prejudiciais à saúde ou se o aditivo não for seguro. Com isso, se os 
alimentos transgênicos ou editados não apresentarem diferenças nutricionais do 
alimento convencional, o alimento GM é equivalente. Segundo a definição da FDCA, 
são excluídas de aditivo alimentar substâncias que são “geralmente reconhecidas 
como seguras” (GRAS). Devido às novas formas de melhoramento e edição gênica, 
várias discussões têm apontado para possíveis alterações nas regulamentações.

O governo americano sempre incentivou a utilização de novas tecnologias na 
agricultura como uma forma de aumentar a sua competitividade (Bergeson, 2017) 
e, com isso, atualmente, o uso de técnicas de edição de genoma em plantas en-
contra-se em plena ascensão. Em 2017, os EUA plantaram 75 milhões de hectares 
de culturas transgênicas, o que corresponde a 40% do total mundial, que foi de 
189,8 milhões de hectares (ISAAA, 2017), e são os líderes em aprovação e cultivo de 
variedades geneticamente modificadas.

Regulamentação da edição genômica na União Europeia
A União Europeia (UE) tem a legislação mais severa e restrita do mundo em 

relação ao cultivo e consumo de OGMs em seu território. Uma quantidade pou-
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co significativa, menos de 0,1% da área global, de culturas GM são cultivadas na 
Europa (Davison; Ammann, 2017). Apenas um único evento transgênico de milho 
Bt (MON810) está atualmente autorizado para cultivo comercial na Espanha e 
Portugal. Entretanto, a UE é um grande importador de soja e milho transgênico 
voltado para rações animais (Dederer; Hamburger, 2019). 

O conceito regulatório da UE segue estritamente o “Princípio da Precaução”, que 
considera que, se uma ação pode originar um dano irreversível público ou ambiental, 
na ausência de consenso científico irrefutável, o ônus da prova encontra-se do lado 
de quem pretende praticar o ato ou ação que pode vir a causar o dano. As culturas 
GM diferentes estariam dentro desse princípio, uma vez que foram manipuladas 
em laboratório e seriam diferentes das culturas originais. Na UE, a regulamentação 
dessa proibição está bem estabelecida para OGMs, entretanto, com o avanço da ge-
nética, em especial das Novas Técnicas de Melhoramento Genético (do inglês New 
Plant Breeding Techniques, NBTs), como vieram a ser chamadas as técnicas de edição 
gênica (Site Directed Nucleases, SDN), a discussão sobre o uso da biotecnologia na 
agricultura está sendo retomada. 

A base legal da UE sobre OGM está fundamentada na Diretiva 2001/18/CE; 
nos Regulamentos (CE) n.º 1829/2003 e n.º 1830/2003; no Regulamento (CE) 
n.º 1946/2003; na Diretiva 2009/41/CE e na Diretiva (UE) 2015/412 (European 
Commission, 2020). 

A Diretiva 2001/18/CE regulamenta a avaliação dos riscos ambientais e a libe-
ração de OGMs, bem como a sua comercialização (importação, processamento e 
transformação) dentro do bloco. O conceito de OGMs para UE, segundo essa clas-
sificação legal, é: “OGMs são organismos modificados geneticamente de uma ma-
neira que não ocorre naturalmente por meio de cruzamentos e/ou recombinação 
natural” (Leone, 2019). Esse conceito não se aplica a seres humanos. Segundo os 
anexos 1A e 1B dessa diretiva, são excluídas da classificação de OGMs modificações 
genéticas sem a utilização de DNA recombinante e obtidas por técnicas de ferti-
lização in vitro, processos naturais como conjugação, transdução, transformação, 
indução de poliploidia, mutagênese clássica (mutagênese química e por radiação) 
e fusão de protoplastos. 

A edição de genes via CRISPR, normalmente, não envolve transgênicos – transfe-
rência de “genes” entre as espécies. Entretanto, em 25 de julho, o Tribunal de Justiça 
da UE (TJUE) determinou que todas as plantas obtidas por meio da edição gênica 
devem ser consideradas OGMs e se enquadram no escopo da Diretiva 2001/18/CE 
(Ruffell, 2018). Entre as justificativas apresentadas pela corte, está o fato de as 
mutações provocadas por essas técnicas constituírem alterações feitas no material 
genético do organismo de maneira “não natural”, além do fato de o processo utili-
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zar-se de técnicas de DNA recombinante. Esse é um aspecto da regulamentação da 
UE que difere das normas dos EUA e do Canadá, baseadas na segurança do produto, 
independentemente do processo usado para obtê-lo (Friedrichs et al., 2019; Leone, 
2019). 

O princípio da precaução para novas abordagens foi utilizado como justificativa 
da proibição, visando evitar possíveis efeitos nocivos à saúde humana, animal e ao 
meio ambiente. A maioria dos pedidos de concessão de OGMs à UE têm sido nega-
dos, e os aprovados têm consentimento limitado por um período de 10 anos (reno-
vável), com monitoramento obrigatório após a colocação no mercado (Schulman 
et al., 2020). O tempo médio de aprovação de alimentos para consumo humano e 
animal (excluindo fins de cultivo) pode durar cerca de 5 anos (Zimny et al., 2019). 

Diante da preocupação da comunidade europeia em ter contato com gêneros 
alimentícios GM e alimentos para animais, o regulamento n.º 1829/2003 restringe 
a entrada não autorizada de OGM na UE e obriga os fornecedores de plantas e 
produtos GM a rotular os alimentos que contenham mais de 0,9% de OGM, infor-
mando os métodos para sua detecção (Davison; Ammann, 2017). O Regulamento 
n.º 1830/2003 do Parlamento Europeu e do Conselho da UE também regula a ras-
treabilidade e a rotulagem de alimentos GM, visando garantir que os consumidores 
sejam informados sobre a presença de OGMs e seus produtos, de modo a permitir 
uma escolha informada do produto (Davison; Ammann, 2017). Em adição à Diretiva 
2001/18/CE, que exige monitoramento obrigatório após a liberação comercial de 
produtos GM, a Diretiva 2009/41/CE vem complementar e exigir que os Estados-
membros da UE enviem, a cada três anos, um relatório de suas experiências com 
o produto liberado, informando avaliação de risco, acidentes, inspeções de con-
trole do cumprimento, consulta e informação ao público e eliminação de resíduos 
(Comissão Europeia, 2012). Além dessas medidas, por meio do regulamento (CE) n.º 
1946/2003, relativo a movimentos transfronteiriços de OGM, tornou-se obrigatória 
a introdução de medidas protetoras nas zonas fronteiriças do território, visando 
evitar possível contaminação entre culturas não GMs e GMs em países vizinhos 
(European Commission, 2020). 

Mesmo com toda essa regulamentação, houve casos de liberação da entrada de 
OGMs no bloco europeu, contrariando a opinião de vários Estados-membros da UE. 
Diante dessa contrariedade, surgiu a Diretiva (UE) 2015/412, de 11 de março (que 
alterou a Diretiva 2001/18/CE), a qual diz respeito à possibilidade de os Estados-
membros restringirem ou proibirem o cultivo de OGMs em seu território usando 
a cláusula “opt-out” e o princípio da subsidiariedade (Davison; Ammann, 2017). 
Entre os Estados-membros que optaram por restringir totalmente a entrada de 
OGMs em seu território, estão Áustria, Região da Valônia (Bélgica), Bulgária, Croácia, 
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Chipre, Dinamarca, França, Alemanha, Grécia, Hungria, Itália, Letônia, Lituânia, 
Luxemburgo, Malta, Holanda, Polônia, Eslovênia, Irlanda do Norte, País de Gales e 
Escócia (Reino Unido) (Friedrichs et al., 2019). Plantas editadas pelas novas técnicas 
de melhoramento são consideradas OGMs pelo parlamento europeu e, portanto, 
estão incluídas em todas as medidas regulatórias de OGMs da UE.

A legislação da UE que restringe OGMs e culturas editadas na Europa ocasio-
na impactos econômicos significativos no setor de alimentos e na agricultura. O 
mercado de sementes da UE, por exemplo, está estimado em 7 bilhões de euros 
por ano (Friedrichs et al., 2019). A impossibilidade de cultivo e desenvolvimento de 
culturas melhoradas pela biotecnologia moderna também ocasiona a transferência 
de investimentos em pesquisa para fora da UE, impactando o setor de pesquisa e 
inovação. 

Segundo Brookes e Barfoott (2014), nos últimos 17 anos (anteriores a 2012) de 
adoção da biotecnologia agrícola por 17,3 milhões de agricultores, houve um be-
nefício econômico de US$ 116,6 bilhões, o qual aumentou para US$ 167,7 bilhões 
até 2015. Culturas GM geraram redução de 37% no uso de pesticidas químicos, 
aumento de 22% na produção agrícola e lucro de 68% aos agricultores (Klümper; 
Qaim, 2014). Podem ser alcançados na EU, por meio da adesão a culturas editadas, 
benefícios similares ou maiores, além dos benefícios de se usar uma tecnologia 
verde, incluindo o bloco europeu no competitivo mercado global de commodities. 
Entre os desafios agrícolas da UE, está a produção sustentável de alimentos com 
menos defensivos agrícolas, irrigação, cultivados em menor área, sob um clima de 
constantes mudanças climáticas. Essas exigências mostram a necessidade de novas 
cultivares melhoradas, deixando a edição de genoma como uma solução promis-
sora para o mercado europeu. Entretanto, para isso, a UE necessita harmonizar sua 
legislação de biotecnologia com os demais países, principalmente com os principais 
produtores de alimento no mundo.

Regulamentação da edição genômica na Ásia
A China regula estritamente a importação e produção de OGMs, conforme a 

normativa criada pelo Chinese Ministry of Agriculture and Rural Affairs (MARA) em 
2001, que prevê a administração da segurança de OGMs agrícolas. Em 2018, por 
intermédio do National Bio-Safety Committee (NBC), o MARA alterou os regulamen-
tos sobre avaliação de segurança, aprovação de importação e rotulagem de OGMs. 
As regras revisadas impõem ensaios e estudos adicionais no país sobre produtos 
biotecnológicos para a regulamentação. O governo chinês, a partir de 2016, criou 
um plano de apoio com duração de 5 anos para iniciativas de pesquisa voltadas 
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para edição gênica (Cohen, 2019). A compra da Syngenta pela estatal ChemChina 
em 2017 reforça o interesse da China no domínio da tecnologia para produção de 
alimentos. Apesar de ser um dos países com maior número de publicações relacio-
nadas à edição de genes, a legislação enquadra organismos editados como OGMs. 
O MARA indicou em 2019 que novos regulamentos estão em desenvolvimento, de 
forma a alinhar a China com outros países, uma vez que esses regulamentos podem 
fornecer um processo regulatório simplificado para alguns produtos geneticamen-
te editados no futuro (Estados Unidos, 2019).

No Japão, os produtos editados com as técnicas de NBTs são avaliados caso a 
caso e precisam ser notificados ao governo, que exige informações técnicas sobre 
o procedimento utilizado e os genes direcionados para a modificação. Devem ser 
notificados os organismos modificados que contêm DNA exógeno em sua cons-
trução ou seguem a regulamentação destinada a OGMs, assim como cultivares 
editadas que passam por cruzamento com uma cultivar não editada (Sato, 2020).  A 
regulação é realizada por quatro ministérios do governo: Ministério da Agricultura, 
Florestas e Pescas; Ministério do Meio Ambiente; Ministério da Educação, Cultura, 
Esportes, Ciência e Tecnologia; Ministério da Saúde, Trabalho e Bem-Estar. Além 
destes, uma comissão independente, a Comissão de Segurança Alimentar – Food 
Safety Commission (FSC), realiza a avaliação de risco de alimentos e rações animais.

Recentemente, a Índia dispôs normativas preliminares para a regulamentação 
de produtos editados, exigindo testes de segurança que comprovem a eficácia da 
edição gênica. Assim como diversos outros países, a Índia adota uma postura que 
avalia o processo utilizado para a edição em vez da avaliação do produto final. Para 
a regulamentação dos organismos editados por meio da técnica de SDN-1, exige-se 
a comprovação, com extensos dados, de que a edição do gene foi bem-sucedida . 
Ao utilizar SDN-2 para edição de organismos, além da comprovação da eficácia da 
edição, são necessários testes de campo para comprovar a eficiência da transfor-
mação. Ao se fazer a inserção de um DNA exógeno por meio da técnica de SDN-3, o 
organismo segue o mesmo processo que os OGMs, que incluem testes de seguran-
ça alimentar humana e animal e de riscos ao meio ambiente. A responsabilidade de 
realização das avaliações são do Comitê Institucional de Biossegurança, Comitê de 
Avaliação de Engenharia Genética e Comitê de Revisão sobre Manipulação Genética 
(India, 2020). 

A Indonésia não possui regulamentação específica para a produção de cultiva-
res editadas. Dessa forma todos os produtos provenientes de edição gênica são 
avaliados ao rigor da regulamentação para OGMs. As avaliações e a regulamen-
tação são realizadas com base no Protocolo sobre Biossegurança da Convenção 
sobre Diversidade Biológica, baseado no Regulamento do Governo nº 21/2005. 
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A responsabilidade da avaliação inicial é de uma agência governamental não de-
partamental. Em seguida, a análise é enviada à Convention on Biological Diversity 
(CBD), uma comissão de biossegurança ligada à National Agency for Drug and Food 
Control (Badan POM). Caso o produto atenda às normativas estipuladas por lei, ele 
é encaminhado à Agência Nacional de Controle de Medicamentos e Alimentos, e a 
notificação é então reavaliada pela comissão de biossegurança e divulgada (Badan 
Pengawas Obat dan Makanan, 2012). 

Regulamentação da edição genômica na Oceania

Austrália
A Austrália considera como OGM um organismo proveniente de edição com base 

no tipo de processo utilizado para desenvolver o produto editado por genes e não 
de acordo com as características do próprio produto. Organismos que passam por 
um processo de edição gênica são regulamentados pelo Gene Technology Regulator 
(GTR), órgão responsável por regular a produção e liberação de OGMs, com base 
nas normativas descritas na Gene Technology Regulations 2001, feitas sob a Lei de 
Tecnologia Genética de 2000. 

Com as novas técnicas de edição genômica New Breeding Techniques (NBTs), 
como CRISPR, transcription activator-like effector nucleases (TALENs) e Zinc-finger 
nucleases (ZFNs), essa normativa precisou passar por modificações. Em 2019, foi 
criada a emenda Gene Technology Amendment (2019 Measures Nº 1), cabendo ao 
órgão regulador, após revisão sistemática do pedido de liberação, definir se o or-
ganismo que passou por alguma NBT é classificado como transformação de baixo 
risco notificável ou transformação isenta de notificação. A normativa é descrita nas 
seções 140 e 141 da emenda. O item 4 do anexo 1 da emenda estabelece que or-
ganismos modificados com NBTs não são OGMs, desde que nenhum tipo de ácido 
nucleico seja adicionado para orientar o reparo direcionado ao homólogo. Para 
as tecnologias de edição de genoma com nucleases direcionadas ao local, SDNs, 
os sistemas conhecidos como SDN-1 não são regulamentados por similaridade às 
técnicas tradicionais de mutagênese. As demais técnicas, SDN-2 e SDN-3, podem 
inserir ou não no genoma do organismo um DNA exógeno, sendo essa expressão 
estável ou transitória. Organismos que têm expressão do DNA exógeno inserida de 
forma transitória não são considerados OGMs. Entretanto, devido à sua constituição 
genética final, os sistemas SDN-2 e SDN-3 são considerados como OGMs, seguindo 
a definição na lei (Eckerstorfer et al., 2019).
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Como a regulamentação dos organismos que passam por um processo de NBT 
para a obtenção de uma característica é de responsabilidade do GTR, na Austrália e 
na Nova Zelândia os alimentos são regulados por um sistema em conjunto, o Food 
Standards Australia New Zealand (FSANZ). Cabe a esse órgão desenvolver e definir 
os regulamentos pré-mercado, como rotulagem de alimentos provenientes da edi-
ção de genes (Food Standards Australia New Zealand, 2019). 

Nova Zelândia
A Nova Zelândia, ao contrário da Austrália, considera todas as técnicas de edição 

gênica como OGM. O país adota uma posição de cautela e observação das norma-
tivas estipuladas globalmente, a fim de adaptar seu sistema ao longo do tempo, de 
acordo com os desenvolvimentos internacionais (Fritsche et al., 2018).

As pesquisas que envolvem plantas geneticamente editadas são supervisiona-
das pela Autoridade de Proteção Ambiental (Environmental Protection Authority - 
EPA), responsável por supervisionar o desenvolvimento e liberação de OGM sob a 
Lei de Substâncias Perigosas e Novos Organismos – Hazardous Substances and New 
Organisms (HSNO) Act 1996. Todas as técnicas de edição de genes são reguladas, 
mesmo que não incorporem nenhum gene exógeno (Nova Zelândia, 2019). 

Harmonização da legislação mundial sobre 
edição de genomas em plantas

Na avaliação brasileira (semelhante ao que vem sendo feito nos demais países das 
Américas, Japão, Austrália, Israel, entre outros), mutações produzidas por sistemas 
SDN-1 causam inativação do gene nativo-alvo (knockout). Isso permite, de forma 
precisa e sem a inclusão de DNA de outras espécies no produto final, a modificação 
de características de interesse. Nesse caso, o produto não se enquadra como OGM 
à luz da Lei de Biossegurança nº 11.105/2005, tendo em vista o fato de a legislação 
brasileira excluir como OGM os produtos obtidos por mutagênese. O mesmo ocorre 
com produtos obtidos pelo melhoramento clássico, ou por mutações induzidas 
por fatores externos diversos, como, por exemplo, exposição à luz UV, radiações 
ionizantes, substâncias químicas, ou ainda por erros durante a replicação de DNA. 
Dessa forma, as mutações produzidas por sistemas SDN-1 devem receber o mesmo 
critério de avaliação utilizado nos processos mencionados. O conhecimento cada 
vez mais profundo do genoma das diferentes espécies tem permitido sua edição 
com muito mais precisão quando comparado com sistemas de mutação induzidos 
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por radiações ou produtos químicos, como tem sido feito no desenvolvimento de 
variedades comerciais por décadas.

Sistemas de edição de genomas tipo SDN-2 podem ou não ser considerados 
como OGM perante a legislação brasileira e a da maioria dos países das Américas, 
em análises caso a caso. São sistemas similares à mutagênese natural, pois alteram 
pequenas porções de DNA genômico, como ocorre em programas de melhora-
mento genético, ou em alterações causadas por produtos químicos/radiação, ou 
mesmo na diferenciação natural de germoplasma de uma espécie coletada em 
diferentes locais. O principal fator diferenciador em considerar ou não como OGM 
produtos obtidos por sistemas SDN-2 tem sido a presença de DNA de outra espécie 
no produto final.

Já sistemas SDN-3, pela complexidade dos elementos genéticos introduzidos, 
normalmente se enquadram como OGM, dependendo sempre de uma análise caso 
a caso e da origem do DNA utilizado.

Diferentemente da Lei de Biossegurança brasileira, que exclui mutagênese do 
escopo de OGM, a decisão do Tribunal de Justiça da União Europeia sobre o tema 
(processo C-528/16, de 25 de julho de 2018) estabeleceu que a Diretiva 2001/18/CE, 
sobre análise de risco de OGM, aplica-se a produtos obtidos pelas “novas técnicas 
de mutagênese”, ou seja, sistemas SDN.  

A comunidade científica europeia, assim como empresas desenvolvedoras de 
produtos com técnicas biotecnológicas, tem provocado uma discussão com as 
agências regulatórias europeias, visando a revisão dessa decisão e o alinhamento 
da legislação europeia com o resto do mundo. Nesse sentido, a European Food Safety 
Authority (EFSA), em consulta pública feita em maio de 2020, avaliou a possibilida-
de de produtos obtidos por sistemas SDN-1 e SDN-2 terem uma análise de risco 
diferenciada da que ocorre atualmente na União Europeia em relação aos OGMs. 
Em um primeiro painel de discussão, a EFSA havia concluído que metodologias de 
avaliação de risco sobre sistemas SDN-3 poderiam ser mais simplificadas em relação 
ao que é feito com OGMs, já que em sistemas SDN-3 a introgressão no genoma das 
sequências gênicas de interesse ocorre de forma direcionada e em local definido, 
diferentemente dos processos com transgênicos tradicionais, nos quais as inserções 
no genoma são ao acaso. 

Num segundo painel de discussão, a EFSA concluiu também que seriam par-
cialmente aplicáveis aos sistemas SDN-1 e SDN-2 as conclusões do primeiro painel. 
Uma vez que abordagens SDN-1/SDN-2 visam modificar uma sequência de DNA 
endógena, cujo produto final não contenha DNA exógeno, essas plantas não apre-
sentariam nenhum dos riscos potenciais relacionados à inserção de um transgene.  



Capítulo 5  Regulamentação da edição genômica em plantas no Brasil e no mundo 203

Vários países, incluindo o Brasil, entendem que a introdução de variabilidade em 
espécies de importância econômica pode ajudar a alcançar importantes objetivos 
de sustentabilidade, alimentos mais saudáveis, menor uso de defensivos químicos 
agrícolas, além de contribuir para um meio ambiente mais saudável e auxiliar na 
mitigação dos problemas produzidos pelas mudanças climáticas globais, entre ou-
tras possibilidades. As inovações na área da genética devem ser feitas com respeito 
aos princípios básicos da biossegurança, como tem ocorrido nas últimas décadas, 
considerando-se a expertise da comunidade científica mundial. 

A legislação não pode barrar o desenvolvimento tecnológico, ou permitir que 
poucas instituições e empresas tenham a possibilidade de desenvolver produtos 
de base biotecnológica, como ocorreu no caso dos transgênicos, tendo-se em 
vista processos dispendiosos e demorados de aprovação criados por cada país. 
Se os produtos resultantes de mutagênese direcionada, principalmente sistemas 
SDN-1 e SDN-2, forem sujeitos às mesmas exigências de avaliação de risco que 
OGMs tradicionais/SDN-3, poderá haver restrição do desenvolvimento tecnológico 
às poucas e maiores empresas, limitando a concorrência de mercado, o que privará 
efetivamente a maioria dos agricultores e consumidores dos benefícios advindos 
da geração de produtos com essas tecnologias. 

Brasil, Argentina, Canadá, Chile, Colômbia, EUA, entre outros países, estão entre 
os primeiros a terem legislação que regulamenta o uso seguro de técnicas de edi-
ção gênica. Nesses países é clara a disseminação do número, tipo e tamanho das 
instituições/empresas que começam a desenvolver produtos de interesse para a so-
ciedade, assim como também há um aumento expressivo das espécies trabalhadas 
com essas novas técnicas de genética. Com os OGMs (transgênicos), o investimento 
era viável somente em grandes commodities, como a soja, o milho e o algodão, 
entre as principais. 

Como os sistemas SDN-1 e SDN-2 simulam/imitam mecanismos de indução de 
variabilidade genética que ocorrem de forma constante e frequente na natureza, 
sua detecção em produtos que tiveram seu genoma editado é praticamente impos-
sível, se não for conhecido o local onde as mutações foram feitas. A própria União 
Europeia, no relatório “Detecção de alimentos e rações vegetais obtidos por novas 
técnicas de mutagênese” (European Commission, 2019), reconhece que produtos 
cujo genoma foi editado podem ser indistinguíveis de produtos alterados por pro-
cessos naturais ou por técnicas convencionais de reprodução.

O Brasil, em alinhamento com a comunidade científica nacional, internacional e 
com a legislação de vários países, muitos dos quais é parceiro comercial, entende 
a importância de uma harmonização nas leis de biossegurança de países exporta-
dores e importadores de alimentos, de forma que essas leis reflitam e acolham o 
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progresso tecnológico, mantendo a qualidade e a segurança dos alimentos, mas 
também permitindo uma maior diversificação dos participantes da cadeia produ-
tiva. Os produtos gerados por edição de genoma, principalmente pelos sistemas 
SDN-1 e SDN-2, não devem estar sujeitos aos requisitos de análise de risco como os 
OGMs se também puderem ser obtidos por métodos convencionais ou resultar de 
processos espontâneos na natureza. 

A harmonização de normas regulatórias permite também criar segurança jurí-
dica para os desenvolvedores em cada país, evitando regras nacionais/regionais 
individuais para produtos resultantes de mutagênese aleatória convencional ou do 
uso de sistemas SDN. Além disso, impede que dois produtos indistinguíveis sejam 
regulamentados de duas maneiras diferentes.
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