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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-
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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.



Tecnologia CRISPR na edição genômica de plantas68

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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