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Resumo 
 

POLETTI, Igor. Edição genômica mediada por CRISPR/Cas na era do melhoramento 
genético vegetal de precisão. Orientadora: Ana Lúcia Soares Chaves. 2021. Trabalho 
de Conclusão de Curso (Bacharel em Biotecnologia) – Curso de Graduação em 
Biotecnologia, Centro de Desenvolvimento Tecnológico, Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas, 2021. 
 
O setor agrícola é um dos maiores pilares da sociedade em geral e é de suma 
importância o seu desenvolvimento, pois influencia diretamente na alimentação das 
pessoas ao redor do mundo. A inserção de novas tecnologias para o melhoramento 
genético de cultivares está em constante crescimento em conjunto com a necessidade 
de aprimoramento e atualização dos protocolos utilizados na engenharia de genomas. 
Um dos mais promissores investimentos em laboratórios de pesquisa de biotecnologia 
vegetal é o sistema CRISPR/Cas como meio de manipular regiões específicas do DNA 
através de deleções, inserções, integração de sequência específica de DNA em um locus 
desejado e substituições dirigidas ao local alvo. O objetivo deste Trabalho de Conclusão 
de Curso foi revisar os mecanismos e técnicas utilizadas na engenharia de genomas 
através do sistema CRISPR/Cas, discutir as suas principais aplicações e vantagens no 
melhoramento vegetal, e fomentar a discussão e a reflexão sobre os aspectos éticos 
envolvidos na utilização do sistema CRISPR. O setor agrícola está em constante e pleno 
movimento, pois é o setor que alimenta o mundo. Boa parte da economia do Brasil 
depende do setor agrícola. Segundo dados de 2020, o agronegócio corresponde a 
24,3%, respondendo por mais de um quarto do Produto Interno Bruto (PIB) do Brasil. 
Visando a atualização de técnicas mais baratas, menos laboriosas e subsequentes 
protocolos otimizados, a descoberta, ascensão e otimização do sistema CRISPR/Cas 
torna-se uma técnica-chave no melhoramento vegetal. A inserção da tecnologia 
CRISPR/Cas na agricultura surgiu como estratégia para a manipulação do genoma 
vegetal e pode ser utilizado como técnica alternativa à transgenia, que gera diversos 
questionamentos éticos e demanda uma burocracia maior para liberação comercial. 
Portanto, essa revisão traz informações que destacam o potencial genético, e 
consequentemente, produtivo e comercial da utilização do sistema CRISPR/Cas no 
melhoramento vegetal, demonstrando que, apesar do grande sucesso da técnica, 
maiores estudos e testes deverão ser aplicados para a otimização das técnicas e 
melhores resultados. 
 
 
Palavras-chave: Biotecnologia vegetal. CRISPR. DNA. Edição de genoma. Agricultura. 
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Abstract 
 

 
POLETTI, Igor. CRISPR/Cas-mediated genome editing in the era of precision plant 
breeding. Advisor: Ana Lúcia Soares Chaves. 2021. (Bachelor’s degree in 
Biotechnology) – Technological Development Center, Federal University of Pelotas, 
Pelotas, 2021. 
 
The agricultural sector is one of the main pillars of society in general and its development 
is of paramount importance, since it directly influences the food of people around the 
world. The insertion of new technologies for the genetic improvement of cultivars is 
constantly growing together with the need to improve and update the protocols used in 
genome engineering. One of the most promising investments in plant biotechnology 
research laboratories is the CRISPR/Cas system as a means of manipulating specific 
regions of DNA through deletions, insertions, integration of specific DNA sequence at a 
desired locus and targeted substitutions. The objective of this Final Course Paper was to 
review the mechanisms and techniques used in genome engineering through the 
CRISPR/Cas system, discuss its main applications and advantages in plant breeding, 
and encourage discussion and reflection on the ethical aspects involved in use of the 
CRISPR system. The agricultural sector is in constant and full movement, as it is the 
sector that feeds the world. Much of Brazil's economy depends on the agricultural sector. 
According to data from 2020, agribusiness corresponds to 24.3%, accounting for more 
than a quarter of Brazil's Gross Domestic Product (GDP). Aiming at updating cheaper, 
less laborious techniques and subsequent optimized protocols, the discovery, rise and 
optimization of the CRISPR/Cas system becomes a key technique in plant breeding. The 
insertion of CRISPR/Cas technology in agriculture emerged as a strategy for the 
manipulation of the plant genome and can be used as an alternative technique to 
transgenics, which generates several ethical questions and demands greater 
bureaucracy for commercial release. Therefore, this review brings information that 
highlights the genetic, and consequently, productive and commercial potential of using 
the CRISPR/Cas system in plant breeding, demonstrating that, despite the great success 
of the technique, further studies and tests should be applied to optimize techniques and 
get better results. 
 
Keywords: Plant biotechnology. CRISPR. DNA. Genome editing. Agriculture. 
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1 Introdução 

 

 O setor agrícola está em constante e pleno movimento, pois é o setor que 

alimenta o mundo. Boa parte da economia do Brasil depende do setor agrícola. 

Segundo dados de 2020, o agronegócio corresponde a 24,3%, respondendo por mais 

de um quarto do Produto Interno Bruto (PIB) do Brasil (CNA, 2021). 

No momento, um dos maiores desafios do agronegócio é alcançar um 

crescimento sustentável da produtividade, aplicando melhores práticas agrícolas e 

desenvolvendo variedades que possam produzir alimentos nutritivos e de qualidade e 

mais tolerantes a diferentes tipos de estresses bióticos e abióticos (DAMATTA et al., 

2010; LOBELL; GOURDJI, 2012; MCCOUCH et al., 2013; EISENSTEIN, 2013). 

 Portanto, devido ao rápido crescimento da população global, a segurança 

alimentar torna-se, dentre tantos outros, o desafio mais crucial. De acordo com 

estimativas cautelosas, até o final de 2050, a população global aumentará para 10 

bilhões e a produção global de alimentos precisa aumentar em 60-100%. Segundo 

Razzaq et al (2019, p.1): “Além do clima extremo, o aumento dos estressores bióticos 

e abióticos, o crescimento da população e a redução da disponibilidade de terras 

agrícolas e recursos hídricos são restrições importantes para a produção de alimentos 

e a agricultura.”  

 A humanidade vem buscando melhorias na produção de alimentos. Como 

exemplo podemos citar a espiga de milho, vigorosa e cheia de grãos amarelos 

homogêneos que conhecemos hoje, a qual surgiu a partir de outra gramínea: o 

teosinto. “Há muito tempo se percebeu que as melhores espigas deveriam ser usadas 

como matrizes para o replantio. Durante milênios, a domesticação do milho foi 

realizada pela seleção artificial” (QUADROS, et al., 2018). A análise recente do 

transcriptoma de milho e teosinto revelaram os resultados desta seleção: foram 

alteradas a expressão de mais de 1.000 genes, o que certamente contribuiu para a 

evolução do milho (SWANSON-WAGNER et al., 2012).  

 Com o surgimento e o avanço da biologia molecular, a agricultura se beneficia 

de uma gama de técnicas moleculares que acabam por culminar no auxílio ao 

melhoramento vegetal, com destaque para a transgenia e a seleção genômica 

(LOPES FILHO et al., 2020). 
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As técnicas de transgenia utilizadas em biotecnologia vegetal por 

pesquisadores da área possibilitam a edição genômica de plantas diversas, 

possibilitando a introdução de características desejáveis. Embora alimentos 

transgênicos tenham papel importante no cenário da agricultura moderna, estes 

transgênicos sofrem grandes críticas do público, comumente sendo associados à 

imagem de algo nocivo e não natural, por reunir material genético de diferentes 

organismos (SCHMIDT et al., 2020). Transgenia é a introdução de um DNA exógeno, 

integrando-o ao DNA-alvo, ocasionando mudanças no genoma para se obter um 

Organismo Geneticamente Modificado (OGM). Sendo assim, novas estratégias têm 

sido desenvolvidas para reduzir o tempo e os custos do melhoramento genético. Neste 

contexto surgiu a edição genômica de plantas, uma ferramenta importante para o 

melhoramento na produtividade, qualidade e segurança alimentar. Todos os 

organismos transgênicos são OGMs mas, nem todos os OGMs são transgênicos. No 

caso de edições à nível genômico, como técnicas de edição gênica, não há a presença 

de materiais genéticos externos, ou seja, de outro organismo, para causar 

modificações no genoma, entretanto, edições realizadas com ferramentas de edição 

genômica, como CRISPR, são considerados OGMs. 

Ano após ano, diversas empresas e pesquisadores na área de biotecnologia 

vegetal estudam técnicas de melhoramento. Os procedimentos de transformação 

genética que os pesquisadores executavam são geralmente muito caros e 

demorados, e muitas vezes são muito longos para responder a mudanças importantes 

nas condições socioeconômicas das atividades agrícolas. A consequência direta disso 

é que apenas algumas empresas no mundo podem executar esse modelo de maneira 

eficaz. Esta situação começou a mudar há aproximadamente oito anos, quando 

Emmanuelle Charpentier, diretora do Instituto Max Planck de Biologia da Infecção, e 

Jennifer A. Doudna, bioquímica da Universidade da Califórnia, Berkeley, publicaram 

um artigo intitulado “A Programmable Dual-RNA-Guided DNA Endonuclease in 

Adaptive Bacterial Immunity”. Desde então, o campo da engenharia genética entrou 

em um novo estágio revolucionário no qual sistemas baseados em CRISPR/Cas com 

RNA programável podem ser usados, tornando possível para cientistas em quase 

todos os laboratórios de biologia molecular do mundo alterar ou editar uma sequência 

específica de um genoma de célula eucariótica. Charpentier e Doudna foram 

premiadas com o Prêmio Nobel de Química em 2020.  
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“Charpentier percebeu que o sistema CRISPR que ela descreveu na bactéria 
Streptococcus pyogenes era tão simples que poderia ser usado como uma 
poderosa ferramenta de engenharia genética, de maneira a achar, cortar e 
potencialmente alterar uma região precisa do genoma a nossa escolha, se os 
componentes desse sistema pudessem ser controlados” (FELISBINO, 2016).  
 

Visando técnicas alternativas às convencionais, que sejam mais baratas, 

menos laboriosas e subsequentes protocolos mais otimizados, a descoberta, 

ascensão e otimização do sistema CRISPR/Cas torna-se uma técnica-chave no 

melhoramento vegetal. O sistema CRISPR/Cas tornou-se amplamente utilizado em 

pesquisas na área agropecuária de todo o mundo, para desenvolver plantações e 

cultivares com novas características desejáveis ao produtor e, consequentemente, ao 

mercado consumidor.  

 

 

1.1 Objetivos 

 

O objetivo deste Trabalho de Conclusão de Curso foi revisar os mecanismos e 

técnicas utilizadas na edição de genomas através do sistema CRISPR/Cas, discutir 

as suas principais aplicações e vantagens no melhoramento vegetal, e fomentar a 

discussão e a reflexão sobre os aspectos éticos envolvidos na utilização do sistema 

CRISPR. 

 

2 Revisão Bibliográfica 

 

2.1 Técnicas moleculares de primeira geração e CRISPR/Cas 

 

 As técnicas moleculares de primeira geração, para alteração à nível genômico 

ocorrem através de edição do genoma-alvo. Edição genômica, edição gênica ou 

engenharia genômica são nomes dados às modificações específicas feitas no DNA 

de organismos vivos (BALTES et al., 2017, p. 1-16). As nucleases sítio-dirigidas, ou 

seja, específicas para o loci desejado, são as responsáveis pela edição genômica e 

promoção das características desejadas no organismo que é objeto da pesquisa. O 

processo de reparo, que é uma etapa importante na edição genômica, é um processo 

natural. As quebras de dupla-fita podem ocorrer naturalmente nas células, entretanto, 

para se tornar técnica de edição, se faz necessário o uso de nucleases. 
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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 (HDR, do inglês Homology-
Directed Repair) ou por união de extremidades não homólogas (NHEJ, do 
inglês Non-Homologous End Joining) (SATHEESH et al., 2019, p. 115-123). 
 

 
 A descoberta de nucleases específicas de sequência programada (SSNs) 

facilitou a edição precisa do gene. Em sistemas de plantas e animais, a aplicação das 

SSNs para a edição do genoma de forma precisa foi reconhecida como um avanço na 

engenharia do genoma. Os SSNs possuem diversas aplicações para produzir 

mutações desejadas, como inserções, deleções, substituições, integração de 

sequência específica de DNA em um locus desejado e substituições dirigidas ao local 

em diversos organismos e tipos celulares (RAZZAQ; SALEEM et al., 2019). Mesmo 

que os SSNs possuam características exclusivas, o mecanismo para realizar as 

quebras de fita dupla (DSBs) no DNA é semelhante para todos. Os DSBs criados 

através de SSNs são regenerados por meio de união de extremidade não homóloga 

(NHEJ) ou reparo dirigido por homologia (HDR). A regeneração do DNA por NHEJ é 

um mecanismo de reparo sujeito a erros, entretanto, facilita a união de extremidade 

direta de DSBs sem envolver um modelo homólogo, podendo, também, gerar 

inserções ou deleções em locais desejados para desenvolver nocautes de genes. Por 

outro lado, a via de reparo HDR é um mecanismo altamente preciso que necessita de 

um molde homólogo para mediar o reparo e pode ser utilizado para atingir mudanças 

precisas como inserções e substituições de genes (FENG et al., 2013; JINEK et al., 

2012; KIM et al., 2014). Se comparado com as estratégias de transgenia, que resultam 

em inserções inadvertidas de genes e, às vezes, características fenotípicas aleatórias, 

as abordagens da GE produzem mutantes bem definidos, provando que a técnica é 

poderosa para o melhoramento vegetal. Em contraste com as plantas transgênicas, 

as plantas que são editadas diretamente pelo genoma, têm o benefício adicional de 

especificidade de local. Em programas de melhoramento, essas plantas podem ser 

úteis e as linhagens subsequentes podem ser empregadas de forma estável e 

confiável (ZHANG et al., 2018; WALTZ, 2018). 

 Dentro desta lógica, a edição pode ser direcionada para cada gene. Genes 

específicos podem ser clivados com precisão por tais nucleasese podem ser 

reparados com a ajuda de HDR ou NHEJ (SHAN et al., 2013; PUCHTA et al., 1996). 

Uma estratégia importante para executar a edição de genoma direcionada por meio 
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de SSNs é gerar DSBs em locais direcionados. O sistema de reparo de DNA das vias 

HDR requer um modelo homólogo para reparar o DSB, enquanto as duas 

extremidades dos DSBs são ligadas diretamente na via NHEJ e, embora essa via de 

reparo seja mais comum, existem algumas falhas que o tornam indesejável em muitos 

estudos. Em contraste com NHEJ, o mecanismo de reparo via HDR é mais preciso e 

confiável (RAZZAQ; SALEEM et al., 2019). 

 Através de ferramentas específicas podemos introduzir, remover ou substituir 

um ou mais nucleotídeos específicos em um local alvo desejado no genoma do 

organismo. De todas as estratégias já utilizadas na edição gênica, a que tem obtido 

mais atenção dos pesquisadores é a capaz de provocar uma deleção em local 

específico do DNA. Segundo Razzaq et al. (2019, p. 2), “Entre ferramentas de edição 

de genoma da primeira geração, há nucleases efetoras semelhantes a ativadores de 

transcrição (TALENs), nucleases de dedo de zinco (ZFNs) e meganucleases (MNs), 

que permitiram que cientistas de plantas manipulassem genes desejados em plantas 

cultivadas. No entanto, essas abordagens são caras e trabalhosas, envolvendo 

procedimentos complexos para uma edição bem-sucedida.” 

 Entre as técnicas de primeira geração as que mais se destacaram foram as 

ZFNs e as TALENs. ZFN é uma proteína "projetada" de forma que execute DBS de 

forma específica. É uma proteína quimérica que consiste em um domínio de clivagem 

FokI não-específico e é constituída de uma matriz de repetição de 3-5 dedos de zinco 

Cys2-His2 responsável pela ligação ao DNA. Cada ZFN irá interagir com 3 

nucleotídeos consecutivos, formando um dímero que vai identificar uma sequência de 

18 a 24 pares de base (pb), portanto, o dedo de zinco pode sofrer alterações 

moleculares para reconhecer regiões específicas de interesse. A via de reparo pode 

ocorrer por NHEJ ou HDR, resultando na edição do gene por meio de inserções ou 

deleções (SATHEESH et al., 2019). A Figura 1 mostra a estrutura básica e desenho 

de uma nuclease de dedo de zinco (ZFN). 
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Figura 1 – Representação da estrutura e o mecanismo de ação das nucleases de dedo de 

zinco. 

Fonte: PAPAIOANNOU; SIMONS; OWEN, 2012 

 

 TALENs são proteínas sintetizadas por fitopatógenos do gênero Xanthomonas 

(GAJ et al., 2013). Estas proteínas são compostas de domínios de ligação ao DNA, 

formados por arranjos repetidos de 13 a 30 resíduos de aminoácidos em tandem e 

reconhecem apenas um único par de bases no DNA, como demonstrado na Figura 2. 

De acordo com Lopes Filho et al. (2020, p. 16 apud SATHEESH et al., 2019, p. 115-

123): 

 
“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 responsáveis pela especificidade de ligação no 
nucleotídeo da sequência-alvo”. 
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Figura 2 – Representação da estrutura e o mecanismo de ação das enzimas TALENs. 

Fonte: KIM; KIM, 2014. 

Tanto as ZFNs quanto TALENs apresentaram bons resultados em suas 

utilizações na edição do genoma, entretanto demonstraram limitações. As ZFNs 

necessitam de construção de sequências para cada alvo (CHEN et al., 2019). Como 

o número de alvos acaba se tornando limitado, havendo possibilidade de 

sobreposições entre o domínio catalítico e o domínio de ligação ao DNA, todas estas 

problemáticas podem afetar a especificidade da proteína. A ferramenta TALEN, 

mesmo sendo muito utilizada em laboratórios de melhoramento vegetal, mais do que 

ZFNs, apresenta uma grande limitação na necessidade de construir muitos números 

de RVDs para atuar em alvos específicos. Desta forma, ambas as ferramentas 

precisam de vários desenhos para cada alvo específico, caracterizando um grande 

desafio por serem proteínas complexas, que demandam tempo, alto custo e requerem 

protocolos longos para alcançar a especificidade desejada. 

 

2.2 A descoberta do sistema CRISPR 

 

 Originalmente, o sistema CRISPR foi encontrado em procariotos, como um 

complexo mecanismo imunológico adaptativo mediado por RNA/proteína que 

bactérias e arqueas usam para se defender frente a ataques de vírus e plasmídeos, 

como apresentado na Figura 3. 

A sigla CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 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. (LOPES FILHO et al., 2020, p. 18). 
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Figura 3 – Representação do sistema de imunidade CRISPR/Cas em procariotos.  
Uma célula procariótica, quando 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: LOPES FILHO et al., 2020. 
 

 Os diversos mecanismos CRISPR/Cas que existem em procariotos, podem ser 

divididos em duas classes, cada uma subdividida em três tipos, baseados nos 

diferentes genes Cas e na natureza do complexo efetor. Na classe 1 estão os tipos I, 

III, e IV, que empregam múltiplas proteínas Cas no complexo efetor, em contraste da 

classe 2, com os tipos II, V e VI, que possui apenas uma única proteína efetora. Como 

exemplo, podemos citar o sistema CRISPR/Cas9 descoberto em Streptococcus 

pyogenes (SpCas9), na qual pertence à classe 2, tipo II, sendo o primeiro sistema 

adequado para editar genomas eucarióticos usando RNA programável (GASIUNAS et 

al., 2012; JINEK et al., 2012). 

 Quatro genes (Cas1-4) foram encontrados em procariotos com sequências de 

DNA CRISPR, e a partir disso muitas sequências CRISPR/Cas e várias proteínas Cas 

foram identificadas. Em 2011, por exemplo, o sistema CRISPR/Cas de Streptococcus 

thermophilus foi explorada para conferir imunidade em Escherichia coli 

(SAPRANAUSKAS et al., 2011). 
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 Existem no sistema CRISPR/Cas “selvagem” muitos genes Cas, 

endonucleases mediadas por RNA e pequenos fragmentos de RNA, chamados de 

“espaçadores” que são produzidos pela introdução de pequenas sequências móveis 

denominadas “protoespaçadores”: 

Os protoespaçadores são derivados dos espaçadores únicos que se movem 
entre as sequências palindrômicas homólogas que se repetem quando a 
célula é atacada por invasores. Esses espaçadores funcionam como 
unidades de identificação para a célula invadida e permitem que o sistema 
CRISPR-Cas corte sequências de DNA estranhas (RAZZAQ; SALEEM et al., 
p. 9, tradução nossa). 
 

O sistema CRISPR/Cas9 possui algumas peculiaridades. Em contraste aos 

tipos I e III, CRISPR/Cas9, pertencente ao tipo II, possui um diferencial importante: as 

moléculas de crRNA (pequeno RNA codificado; crRNA de ativação) 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 diferença entre ambos é a informação da sequência 

que é codificada. O tracrRNA ou crRNA transativador é composto por uma sequência 

mais longa de bases, que são constantes e fornecem estrutura de “haste em loop”. 

Quando esses componentes de RNA hibridizam, eles formam um RNA guia que 

"programavelmente" tem como alvo nucleases CRISPR para sequências de DNA, 

dependendo da complementaridade do crRNA e da presença de outras características 

de DNA (sequência PAM reconhecida pela nuclease).  

A sequência PAM (5'-NGG-3') é denominada como motivo adjacente de 

protoespaçador e, está conectada a cada uma dessas sequências, situada próximo à 

porção alvo. Esta sequência PAM foi encontrada como sendo parte altamente 

específica do fago estranho ou do genoma do vírus, entretanto, não está presente no 

locus CRISPR de bactérias e arqueas (BROUNS et al., 2008). Essa porção 

encontrada, consiste em dinucleotídeos conservados e é necessária nos locais de 

ligação do crRNA para que as proteínas Cas possam reconhecer a sequência alvo, 

pois, as proteínas Cas são incapazes de detectar o DNA alvo durante o 

reconhecimento do local PAM (RAZZAQ; SALEEM et al., 2019). A sequência PAM 5’ 

NNNNGATT é direcionada pelas proteínas Cas em Neisseria meningiditis, em S. 

thermophilus, as Cas9 têm como alvo PAM 5’- NGGNG ou 5’ -NNAGAA e em S. 

pyogenes PAM 5’ -NGG, o que demonstra uma variabilidade em sua sequência, 

dependendo de cada sistema CRISPR em cada organismo procarioto. PAM também 

é um mecanismo importante na distinção entre o DNA da própria bactéria e as 
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sequências de DNA do invasor. Características, essas, que permitem que as bactérias 

defendam seu próprio DNA de nucleases (MOJICA et al., 2009). 

 

2.3 Funções e adaptações do sistema CRISPR/Cas9 na engenharia de genoma 

 
O mais recente sistema CRISPR, não depende dessas adaptações laboriosas 

e caras em suas proteínas para a determinação dos alvos a serem editados. Uma 

simples inserção de moléculas de RNA, irão conferir a especificidade desejada do alvo 

(JINEK et al., 2012). 

O sistema CRISPR/Cas9 foi adaptado destes procariotos e adicionado às 

tecnologias de edição de genoma que utilizam de nucleases projetadas. Sendo assim, 

há dois componentes principais no sistema CRISPR/Cas9: um único RNA guia 

(sgRNA) que reconhece uma sequência de DNA específica e uma proteína Cas9 que 

produz DSB no local alvo. Portanto, alterando o design do sgRNA, várias posições 

desejadas podem ser localizadas e modificadas, o que torna mais fácil de manusear 

do que TALEN e ZFN (JINEK et al., 2012; KIM, H.; KIM, J.S., 2014). “Esse sistema 

simplificado de dois componentes pode ser programado para reconhecer virtualmente 

qualquer sequência específica de interesse no genoma, desde que adjacente a um 

sítio PAM” (LOPES FILHO et al., 2020, p. 21). 

 Em CRISPR/Cas9, destaca-se a sua versatilidade e simplicidade de manuseio 

em laboratório, o que lhe conferiu várias capas de revistas científicas e jornais 

populares. Neste sistema não há necessidade de cortes e edição em genes exógenos 

para inseri-los no DNA vegetal. Aqui, as mudanças almejadas, são realizadas através 

de edições nos códigos genéticos das plantas em regiões específicas. Em teoria, 

podemos realizar modificações em qualquer gene de interesse com a técnica de 

CRISPR/Cas com precisão, rapidez e alta eficiência se comparado com TALENs e 

ZFNs (Tabela 1), e por não necessitar de genes exógenos inseridos no gene alvo, 

causa menos controvérsia que as técnicas convencionais de produção de 

transgênicos (QUADROS et al., 2018). 
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Tabela 1 – Comparativo das técnicas de primeira geração com a técnica de 

CRISPR/Cas. 

 

Fonte: QUADROS et al., 2018. 

 

A edição do genoma através de CRISPR baseia-se em uma nuclease, que é 

capaz de promover a quebra de dupla-fita e moléculas de sgRNA que vão direcionar 

a atividade da nuclease para os loci específicos do DNA (ANZALONE et al., 2020). A 

Cas9, com ampla utilização no sistema CRISPR é derivada de S. pyogenes, e 

estruturalmente falando, é considerada uma proteína grande (1.368 resíduos de 

aminoácidos) e constituída de cinco domínios (JIANG; DOUDNA, 2017).  

 O modo de edição do genoma é estabelecido pelo processo de reparo do DNA. 

A partir do reconhecimento do local alvo, o Cas9 permite que o gRNA emparelhe com 

a sequência alvo do DNA. De forma estrutural, a Cas9 é composta de duas enzimas: 

HNH, que corta as fitas complementares de DNA, e o domínio semelhante a RucV, 

que cliva as não complementares ao sgRNA. Assim, a Cas9 que corta as fitas de DNA 

alvo de três a quatro bases a montante do motivo PAM (RAZZAQ; SALEEM et al., 

2019). Os DSBs podem ser reparados pelas vias de reparo HDR e NHEJ. O método 

de reparo por HDR, com alta fidelidade direcionada por homologia, permite a inserção 

de sequências de interesse na região editada, em contraste a via NHEJ, que tende a 

produzir pequenas inserções e/ou deleções (indels) em torno do sítio de clivagem, 

como demonstrado na figura 4 (SAN FILIPPO et al., 2008; CHEN et al., 2019; 

ANZALONE et al., 2020). De acordo com pesquisas na área, utilizando de técnicas de 

edição de genoma, vários reparos de excelência foram obtidos por meio da via HDR, 

como por exemplo, substituição de genes, correção de DNA e knock-in direcionado 

(LI et al., 2013; SCHIML; FAUSER; PUCHTA, 2014). 
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Figura 4 – Representação das vias de reparo após a clivagem pela Cas9. 

Fonte: LOPES FILHO et al., 2020. 

  

 Passos simples que envolvem a execução do mecanismo CRISPR são o 

reconhecimento da sequência PAM; desenvolvimento de sgRNA; clonagem de 

sgRNA; transformação na célula hospedeira; seleção de organismos individuais 

transformados; e confirmação das linhagens editadas (RAZZAQ; SALEEM et al., 

2019), no entanto, é importante destacar que, a especificidade de ligação da Cas9 

com o DNA-alvo é determinada pela sequência PAM. 

 Muitos esforços são empregados com sucesso para a edição de genes 

direcionados por meio das ferramentas de GE de CRISPR/Cas9. Diversos fatores 

foram relatados que influenciam a capacidade de edição do sistema CRISPR/Cas9, 

incluindo DNA direcionado, conteúdo de GC, códons Cas9, estrutura de sgRNA e 

expressão de Cas9 e sgRNA. Todos estes fatores citados devem ser altamente 

otimizados para alcançarmos maior eficiência da ferramenta de edição CRISPR/Cas9. 

Uma das etapas mais importantes para executar a GE com alta precisão é projetar 

uma construção de sgRNA através de ferramentas de bioinformática (RAZZAQ; 

SALEEM et al., 2019). Alguns desenhos de sgRNA e suas funções estão descritos na 

Tabela 2. 
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Tabela 2 – sgRNA desenhados através de ferramentas de bioinformática. 

NOME DA 
FERRAMENTA 

FUNÇÃO E DESCRIÇÃO ANO 

CRISPRInc Projete sgRNA para IncRNAs 
Funciona para todas as espécies 

2019 

CRISPR-Local Projete sgRNA para cultivares não-referência 
Preveja sgRNA que pode ter como alvo vários genes 

2018 

sgRNA Scorer 2.0 Projete sgRNA para vários sítios PAM 2017 

CRISPR-P 2.0 Prever pontuações no alvo 
Analisar e detectar a sequência do guia 

2017 

CRISPRpred Projeto eficiente de sgRNA com base na previsão do 
alvo in silico 

2017 

CRISPR-DO Específico para alvos codificantes e não codificantes 
Fornece informações sobre locais com efeitos off-
target  
e sua conservação funcional 

2016 

phytoCRISPR-Ex Autônomo baseado em UNIX, previsão de alvo Cas9 2016 

CRISPy Previsão de alvo para sgRNA, representação gráfica 
dos resultados 

2016 

Cas-Designer Endonucleases guiadas por RNA fornecem todas as 
informações  
sobre pontuações off-target e fora do quadro 

2015 

CCTop Prevê a sequência de sgRNA alvo com base em 
possíveis locais off-target 

2015 

Azimuth Projetar sgRNA para modelos on-target e off-target 2015 

CRISPRdirect Projete sgRNA com o mínimo de locais off-target 2014 

CRISPR-PLANT Construir sgRNAs específicos para espécies de 
plantas particulares 

2014 

CRISPRseek Rastrear sgRNA para sequências direcionadas 
Produzir pontuações de clivagem para locais off-
target previstos 

2014 

Cas-OFFinder Com base em endonucleases guiadas por RNA 
robusto para detectar locais off-targets 

2014 

E-CRISPR Avaliação potencial do local-alvo 2014 

SSFinder Detecção de alta taxa de transferência de locais de 
destino 

2014 

GPP Web Portal Produzir pontuações de sgRNA potenciais 2014 

CRISPR-P Gerar sgRNA sintético, prever locais potenciais para 
corte de enzima 

2014 

CHOPCHOP Detectar locais de destino ideais para sgRNA 
Produzir pontuações potenciais para locais de 
destino 

2014 

sgRNAcas9 Desenho rápido de sgRNA com menos efeitos off-
target 

2014 

CRISPR Design Construção precisa de sgRNA para locais alvo, 
avalia locais off-target 

2014 

Fonte: RAZZAQ; SALEEM et al., 2019. 
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Biobalística e transformação mediada por Agrobacterium podem ser 

empregadas para transferir a proteína gRNA e cas9 em células desejadas (MIAO et 

al., 2013). O GE de CRISPR/Cas9 depende fortemente da escolha do promotor de 

sgRNA e da expressão universal da enzima Cas9. Os promotores universais de 

reconhecimento da RNA polimerase II, CaMV35S, têm sido amplamente utilizados 

para a expressão de Cas9 em plantas. Da mesma forma, para a expressão de sgRNA, 

os promotores U3 ou U6 reconhecido pela RNA pol III são aplicados (BELHAJ et a., 

2013). Foi relatado que, o nível de expressão de sgRNAs é significativamente maior 

em promotores constitutivos em comparação com promotores indutíveis (SUN et al., 

2015). Além disso, a expressão de sgRNA é guiada por promotores U6, que são 

derivados de variedades de monocotiledôneas ou dicotiledôneas e só podem ser 

usadas nas mesmas (MAO; BOTELLA; ZHU, 2017).  

 Dois tipos de vetores são utilizados em GE mediado por CRISPR/Cas9: um 

sistema de vetor único e um sistema de vetor binário. O segundo tem sido amplamente 

utilizado por muitos anos devido à sua capacidade de testes primários rápidos. 

Qualquer vetor específico com vários gRNAs e um cassete de expressão da proteína 

Cas9 já construído pode ser aplicado para a transformação genética de plantas. Um 

único vetor abrigando ambos os cassetes de expressão de gRNA e proteína Cas9 

está se tornando mais promissor. Comumente, em um sistema de vetor único, os 

promotores acionados pela RNA polimerase III (U6/U3) são projetados para a 

expressão de gRNA, enquanto os promotores ubiquitina e CaMV35S baseados no 

reconhecimento pela RNA polimerase II são explorados para a expressão do gene 

Cas9. 

 Construir um cassete de expressão de sgRNA específico é etapa mais 

importante na edição de genes dirigida por CRISPR/Cas9 e funciona como um sistema 

guia para o complexo Cas9/sgRNA (NISHIMASU et al., 2014). Em plantas, a RNA 

polimerase III é utilizada para transcrever sgRNA, e os promotores U3 e U6 são quem 

controlam a sua expressão (LI et al., 2013). Gao e Zhao utilizaram um mecanismo de 

ribozima para gerar sgRNA por transcrição de pré-RNA através da RNA polimerase II, 

em que promotores indutíveis ou constitutivos podem ser ligados para obter a função 

desejada de sgRNA (GAO; ZHAO, 2014).  

 Dito isso, para a utilização da técnica de GE mediada por CRISPR/Cas9, o 

vetor contendo os cassetes de expressão de ambos (sgRNA e Cas9) deve ser 

transportado para locais-alvo da célula vegetal. Técnicas de biobalística e mediada 
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por polietilenoglicol (PEG), podem ser utilizadas para a entrega direta de cassetes de 

expressão do gene Cas9, sendo a abordagem de biolística comumente mais utilizada 

(RAZZAQ; SALEEM et al., 2019). Atualmente existem estudos e aplicações de um 

sistema de expressão transiente para transferir o vetor para o protoplasto para analisar 

a eficiência e a viabilidade da utilização do sistema CRISPR/Cas9 (JIANG et al., 2013). 

Entretanto, é difícil regenerar plantas a partir da utilização de protoplastos, devido às 

mutações direcionadas hereditárias, representando uma grande desvantagem desta 

abordagem em muitas espécies de plantas (RAZZAQ; SALEEM et al., 2019). Em 

contraste, a transformação mediada por Agrobacterium, é uma abordagem altamente 

eficiente para a transformação estável do sistema CRISPR/Cas9 em dicotiledôneas e 

monocotiledôneas (ZHANG et al., 2018). 

 Cas9 é uma enzima pequena, na qual possui uma relativa facilidade de entrega 

para a célula, juntamente com os sgRNAs, caracterizando a possibilidade de alterar 

simultaneamente mais de um loci em um único genoma, técnica conhecida como 

multiplexação ou edição de genoma multiplex. Essa característica torna a técnica mais 

versátil se comparada com as técnicas de primeira geração, que já são técnicas 

menos adequadas para a edição de genes multi-locus devido ao seu tamanho, que 

requer um par de proteínas que reconheçam fitas complementares de DNA para a 

introdução de DBSs. “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).  

As várias características atrativas da técnica de CRISPR/Cas9 traz muitas 

vantagens, dentre elas, a característica de co-entrega mediada por plasmídeo de 

múltiplos sgRNAs e Cas9 para a célula vegetal, tornado possível a alteração 

simultânea de mais de um loci-alvo, permitindo a edição do genoma multiplex 

(KHURSHID; JAN; SHINWARI et al., 2018).  

Recentemente, métodos foram propostos para desenvolver módulos de 
gRNA e configurar cassetes de expressão com vários gRNAs em plantas. A 
aplicação desses recursos de ampla gama compostos de vetores binários e 
gRNA são altamente compatíveis com os requisitos de uma série de sistemas 
de plantas em condições complexas. Isso oferece aos pesquisadores a 
capacidade não apenas de personalizar seu módulo de gRNA de acordo com 
sistemas específicos da planta, mas também de empregar vários gRNAs em 
um único cassete para edição de genoma multiplex. (KHURSHID; JAN; 
SHINWARI et al, 2018, p. 48) 

 

Por meio da edição multiplex do genoma, deleções cromossômicas de algumas 

centenas de pares de bases até dezenas de milhares foram feitas em Nicotiana 
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benthamiana (BELHAJ et al., 2013), Arabidopsis (MAO et al., 2013; LI et al. , 2013) e 

arroz (ZHOU et al., 2014). Esta ferramenta permite que pesquisadores deletem 

agrupamentos inteiros de genes, excluindo fragmentos cromossômicos (KHURSHID; 

JAN; SHINWARI et al., 2018). 

Desde o seu advento como ferramenta de edição de genoma moderna, 

numerosos estudos de pesquisa avaliaram o possível papel do sistema CRISPR/Cas9 

Tipo II na regulação da expressão gênica, knock-in e knock-out do gene, mutação 

específica do local e mecanismos epigenéticos em vários organismos. Além disso, 

sua aplicação em plantas e agricultura está gradativamente se tornando o foco de 

pesquisadores à medida que a ferramenta oferece maneiras novas e eficientes de 

manipular o genoma de uma planta para atender a um amplo conjunto de condições 

impostas (KHURSHID; JAN; SHINWARI et al, 2018). 

Nas plantas, os processos celulares são configurados por diversos genes 

redundantes. Às vezes, a mutação de um único gene pode não caracterizar um 

fenótipo desejado devido ao efeito de compensação produzido por outros genes na 

mesma família de genes. Portanto, como consequência, um sistema de edição 

atualizado com eficiência aprimorada é necessário para a edição de genes multiplex 

em plantas. Em edições multiplex mediado por CRISPR/Cas9, muitos cassetes de 

sgRNA podem ser projetados usando promotores únicos ou múltiplos em um sistema 

de vetor único (LIU et al., 2017; HEIGWER; KERR; BOUTROS, 2014). A GE multiplex 

mediada por CRISPR/Cas9 é uma abordagem conveniente e aos poucos torna-se 

importante para eliminar vários genes de uma vez e ajudar a decifrar a função de uma 

família de genes desejada que regula vários processos biológicos. Além disso, 

também é benéfico para descobrir a associação epistática entre os genes em vários 

processos genéticos (RAZZAQ; SALEEM et al., 2019). 

 

2.3.1 Ribonucleoproteínas no sistema CRISPR/Cas 

 

Uma das condições impostas pela atualidade, se tornando uma demanda 

crescente, é a necessidade de uma abordagem em produzir plantas livres de 

transgenia, o que se tornou possível através da técnica de CRISPR/Cas9.  

Para desenvolver plantas geneticamente editadas com genoma livre de DNA 

exógeno, técnicas de bombardeamento de partículas e transformação de protoplastos 

têm sido comumente empregadas (RAZZEQ; SALEEM et al., 2019).  
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Dito isso, existem algumas alternativas possíveis, e uma delas é a entrega 

direta de RNPs (ribonucleoproteínas). Segundo Prado et al., (2020, p. 58) “as RNPs 

são complexos ribonucleoproteicos compostos por uma nuclease e um ou mais 

gRNAs. De acordo com a literatura científica, os RNPs são comumente empregados 

na edição do genoma de células animais e, em contraste com os vetores plasmidiais, 

apresentam baixíssima citotoxicidade para o hospedeiro, pois a citotoxicidade 

geralmente está relacionada ao próprio processo de transfecção do plasmídeo e a 

alguns reagentes usados para a transfecção (PRADO et al., 2020). 

RNPs sgRNA/Cas9 têm uma maior capacidade em produzir plantas editadas 

sem DNA exógeno e com baixa frequência dos chamados efeitos fora do alvo (off-

target) e é mais eficiente do que um sistema de edição mediado por plasmídeo. O 

sistema baseado em RNP não precisa de aparatos de transcrição e tradução para a 

criação de quebras na fita de DNA alvo e, após a clivagem, se desintegra. Em 2015, 

Woo e equipe realizaram a GE sem DNA exógeno pela primeira vez em arroz, tabaco, 

alface e Arabidopsis utilizando o sistema de RNPs. A descoberta de um sistema de 

edição sem a presença de DNA exógeno, certamente simplificará a GE das plantas e 

ajudará a inserir as plantas editadas futuramente, no mercando consumidor (RAZZAQ; 

SALEEM et al., 2019). 

 

2.3.2 dCas9 

 

 Diversos estudos realizados com a enzima Cas9, demonstraram que alterações 

específicas em domínios HNH ou RuvC podem converter a enzima em uma nicase. 

Nicase é uma enzima capaz de clivar um dsDNA (dupla-fita) em somente uma das 

fitas, sem interferir na sua capacidade de reconhecimento específico guiado por RNA, 

sendo denominada como dead Cas9 ou dCas9 (JIANG; DOUDNA, 2017; JINEK et al., 

2014, 2012). Portanto, as funções e utilidades do sistema CRISPR/Cas9 vão além das 

modificações em sítios-alvo e ativação das vias de reparo: 

A proteína dCas9 oferece uma plataforma única, multifuncional 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. (MORGANTE et al., 2020, p. 128) 
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Essas modificações realizadas na enzima Cas9 transforma a ferramenta em 

uma potência na GE em regulações transcricionais de genes codificadores e não 

codificadores de proteínas, tornando-se uma ferramenta versátil, podendo ser 

utilizada como sistema de ativação (CRISPRa, ativador) e repressão (CRISPRi, 

interferente) durante o processo de transcrição, entretanto, de forma reversível, já que 

não altera permanentemente o genoma, possuindo, ainda, capacidade de regulação 

em nível multigênico, com diversos genes que podem ter sua expressão modulada ao 

mesmo tempo em sentidos opostos (MORGANTE et al., 2020). Ainda, de acordo com 

a autora, o sistema dCas9 é construída e, resumidamente, funciona da seguinte forma 

apresentada: 

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 proteínas capazes de se ligar ao DNA e recrutar 
elementos transcricionais-chave para o controle da expressão de genes. 
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. (MORGANTE et al., 2020, p. 130-131). 

 

 A ferramenta CRISPR/dCas9 é uma tecnologia simples e poderosa no sistema 

de transformação transiente, que pode simular e visualizar rapidamente a influência 

da regulação da expressão do gene alvo nas vias metabólicas celulares. As diferentes 

estratégias disponíveis, diferentes elementos, como ModT e nucleases, permitem que 

a tecnologia seja adaptada e utilizada em diferentes modelos de pesquisa. Nesse 

caso, o aprimoramento contínuo da tecnologia visa principalmente melhorar sua 

especificidade e eficiência, por exemplo, a utilização de outros ortólogos Cas permitirá 

a expansão de seu uso, principalmente na pesquisa de plantas cultivadas, pois 

atualmente, a pesquisa é conduzida apenas em espécies modelo (MORGANTE et al., 

2020). 

 

 

  

2.4 Aplicações do sistema CRISPR/Cas9 em biotecnologia vegetal 
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 O sistema CRISPR utilizado na edição de genes de plantas por CRISPR/Cas9 

fez surgir uma nova revolução no trabalho de melhoramento genético e garantiu 

mudanças no progresso da pesquisa em biotecnologia. Em comparação com outros 

métodos que regulam o metabolismo das plantas e genes-alvo relacionados ao 

sistema imunológico, a grande vantagem desta tecnologia inovadora reside na 

capacidade de alterar regiões específicas do DNA, personalização do sistema, baixo 

custo e tolerância ao estresse necessária para edição produzindo colheitas com 

melhorias necessárias (QUADROS et al., 2018). Toda a tecnologia envolvida na 

técnica CRISPR revolucionou a pesquisa no campo das ciências da vida e 

desencadeou uma competição no campo da biotecnologia que é verdadeiramente 

aplicada ao agronegócio (REGALADO, 2016). Vários estudiosos e institutos 

envolvidos na área estão relatando que a tecnologia CRISPR/Cas9 é a maior 

descoberta biotecnológica deste século.  

 No que tange o agronegócio, as mudanças climáticas e o rápido aumento da 

população mundial são duas das principais preocupações que ameaçam a produção 

agrícola e a segurança alimentar em todo o mundo (SCHEBEN; EDWARDS, 2017). 

Diversos fatores de estresse biológico (bactérias, vírus, fungos, insetos, nematóides, 

etc.) e estresses abióticos (seca, salinidade, alta temperatura, frio, inundações, etc.) 

dificultam e prejudicam a produção agrícola global e colocam em risco a segurança 

alimentar. Os melhoristas agrícolas estão realizando esforços desenvolver safras 

resistentes ao clima e ao estresse, com melhor qualidade e rendimentos mais 

elevados (ZAID et al., 2016).  

Portanto, o sistema CRISPR/Cas9 tem muitas aplicações na pesquisa em 

genômica funcional de genes de plantas, genes estes, que desempenham um papel 

vital no melhoramento genético de muitas características agronômicas importantes e 

de interesse mundial. Em particular, o nocaute de certos genes pode promover 

propriedades excelentes, incluindo resistência a doenças, adaptação a vários 

estressores não biológicos, utilização de nutrientes e melhorias na produção 

(RAZZAQ; SALEEM et al., 2019). 

 

 

 

2.4.1 Produtividade vegetal e qualidade dos alimentos 
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 Duas características agrícolas importantes são o rendimento e a qualidade das 

colheitas que se beneficiam do sistema CRISPR/Cas9, proporcionando alterações 

pontuais que conferem diversos benefícios pra agricultura moderna, como podemos 

conferir na Tabela 3. 

 

Tabela 3 – Aplicações CRISPR/Cas9 nas principais culturas para aumento de 

produtividade e qualidade vegetal 

PLANTA GENE-ALVO MELHORIA EDIÇÃO VIA DE 
REPARO 

TÉCNICA DE 
ENTREGA 

Triticum 
aestivum 

TaGW2 Peso do grão Knock-
out 

HDR Bombardeio de 
partículas 

Oryza 
sativa 

OsAAP3 Rendimento 
do grão 

Knock-in NHEJ Transformação 
mediada por 

Agrobacterium 

Oryza 
sativa 

OsCCD7 Alto 
perfilhamento 

Knock-
out 

NHEJ Transformação 
mediada por 

Agrobacterium 

Glycine 
max 

GmFT2a Floração 
atrasada 

Knock-
out 

NHEJ Transformação 
mediada por 

Agrobacterium 

Oryza 
sativa 

GW5 Peso do grão Knock-
out 

NHEJ Transformação 
mediada por 

Agrobacterium 

Oryza 
sativa 

OsSWEET11 Peso do grão Knock-
out 

NHEJ Transformação 
mediada por 

Agrobacterium 

Oryza 
sativa 

OsGRF4 Tamanho do 
grão 

Knock-in NHEJ Transformação 
mediada por 

Agrobacterium 

Oryza 
sativa 

IPA, GS3, 
DEP1, Gn1a 

Melhor 
rendimento 

Knock-
out 

NHEJ Transformação 
mediada por 

Agrobacterium 

Oryza 
sativa 

GS3, GW2, 
GW5, TGW6 

Peso do grão Knock-
out 

NHEJ Transformação 
mediada por 

Agrobacterium 

Triticum 
aestivum 

GASR7 Peso do 
kernel 

Knock-
out 

HDR Bombardeio de 
partículas 

Triticum 
aestivum 

α-gliadina baixo glúten Knock-
out 

HDR Bombardeio de 
partículas 

Fonte: RAZZAQ; SALEEM et al., 2019. 

 

A produtividade é um atributo complexo que envolve muitos fatores exclusivos 

de cada cultura. Alguns exemplos utilizados de características que podem afetar a 

produtividade incluem o número e tamanho dos frutos e grãos, estrutura da planta e 
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biomassa (CHEN et al., 2019). Muitos fatores relacionados à produtividade são 

quantitativos e controlados pelo QTL. Nesse sentido, a edição do genoma do CRISPR 

é em si uma ferramenta poderosa para melhorias, pois estratégias de multiplexação 

podem ser usadas para editar diferentes QTLs ao mesmo tempo com relativa 

facilidade (SEDEEK et al., 2019).  

 Em arroz, por exemplo, a eliminação de três genes simultaneamente através 

da técnica multiplex em CRISPR, que regulam negativamente o peso do grão (GW2, 

GW5 e TGW6) resultou em um aumento de cerca de 30% (XU et al., 2016). “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” (LOPES FILHO et al., 2020, p. 28). Foi relatado que o gene 

OsSWEET11 tem um papel crucial no enchimento de grãos e transporte de sacarose. 

Assim, a técnica de CRISPR/Cas9 foi aplicado para interromper o gene OsSWEET11, 

o que levou à diminuição da concentração de sacarose e redução do peso do grão. 

Este estudo sugeriu que a superexpressão desse gene pode ser benéfica para 

maximizar o rendimento do arroz (MA et al., 2017). 

 Resultados de diversos estudos demonstraram que CRISPR/Cas9 é uma 

tecnologia eficiente para melhorar o rendimento da cultura (ZHANG et al., 2018; LI et 

al., 2016). O conteúdo nutricional é outro fator de particular interesse, pois produtos 

ricos em determinadas substâncias podem ser usados diretamente como fonte de 

nutrição ou na produção de insumos alimentares (LOPES FILHO et al., 2020). No 

tomate, por meio de abordagem multiplex, a via de conversão do licopeno em α-

caroteno e β-caroteno é inibida. Como resultado, o licopeno se acumula na fruta (LI et 

al., 2018). 

 A tecnologia CRISPR / Cas9 também tem muitas aplicações na melhoria da 

qualidade da cultura, como qualidade de armazenamento, valor nutricional, aroma e 

teor de amido. Por exemplo, usando CRISPR / Cas9 para mutar o gene Waxy para 

melhorar a qualidade de cozimento e propriedade alimentar do arroz (ZHANG et al., 

2018). Outro exemplo importante de ser citado, é o valor nutricional do arroz que foi 

melhorado através da deleção do gene SBEIIb, o que resultou em mais síntese de 

amilose (SUN et al., 2017).  

 Recentemente, alguns outros estudos para melhoria da qualidade foram 

realizados por meio do sistema CRISPR/Cas9, como Brassica napus com alta 

concentração de ácido oleico (OKUZAKI et al., 2018) e longa vida de prateleira de 
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tomates (LI et al., 2018). Resumidamente, os estudos acima mostram que técnicas 

modernas de melhoramento mediadas por CRISPR/Cas9 podem ser usadas para 

obter mutações valiosas para melhorar o rendimento e a qualidade da colheita. 

 

2.4.2 Resistência a fatores bióticos 

 

Pragas e doenças também entram no patamar dos maiores desafios da 

agricultura moderna. Melhorar a tolerância ao estresse biológico é uma das maiores 

demandas para aplicações de edição de genoma (RICROCH et al., 2016). Vírus, 

bactérias, fungos, nematóides e insetos são os principais patógenos que causam 

estresse biológico e redução da produtividade das culturas. Além disso, o aumento 

contínuo de várias novas espécies de pragas mortais torna a luta contra esses 

patógenos muito desafiadora (AL-SADI et al., 2012). Portanto, para proteger a 

agricultura dos efeitos destrutivos dos fatores de estresse biológico, é muito 

importante entender a interação entre plantas e patógenos.  

A estratégia de GE foi aplicada com sucesso para explorar a interação entre 

plantas e patógenos e o mecanismo de resposta das plantas aos ataques de 

patógenos. A ferramenta GE mediada por CRISPR/Cas9 pode ser usado diretamente 

para destruir genes causadores de doenças chamados "genes S" e desenvolver 

colheitas resistentes a doenças (RAZZAQ; SALEEM et al., 2019).  Um método 

possível é editar os fatores da planta hospedeira usados pelos patógenos para 

estabelecer a infecção e/ou replicação, promovendo assim a imunidade da planta 

(SEDEEK et al., 2019). Por exemplo, o gene CsLOB1 foi identificado como gene da 

suscetibilidade ao cancro cítrico (HU et al., 2014), doença causada pelo patógeno 

Xanthomonas citri que afeta diversas espécies cítricas. Ao editar o promotor e a região 

codificadora do gene CsLOB1, foram desenvolvidas cepas de laranja (Citrus sinensis) 

e toranja (Citrus paradisi) resistentes ao cancro cítrico (JIA et al., 2017; PENG et al., 

2017). Em outro estudo, o GE multiplex mediado por CRISPR/Cas9 foi realizado para 

mutar três homólogos do gene EDR1 para desenvolver resistência contra o oídio em 

trigo (ZHANG et al., 2017). 

Por meio de plataformas aprimoradas de Cas9/sgRNA, mutações bialélicas e 

homozigóticas foram introduzidas com uma taxa de mutação máxima de 85,4% (MA 

et al., 2015). “Mutações específicas foram introduzidas através da entrega de sgRNA 

e Cas9 em protoplasto de arroz para direcionar as regiões promotoras de 
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OsSWEET11 e OsSWEET14, genes de susceptibilidade à mancha bacteriana” 

(KHURSHID; JAN; SHINWARI et al, 2018, p. 49). 

Outros exemplos a serem citados são as plantas de tomate que são infectadas 

pelo fungo Oidium neolycopersici, que é o agente causador do oídio. Deletando o gene 

SlMlo1 do tomateiro, foi possível caracterizar resistência ao patógeno (NEKRASOV et 

al., 2017). A bactéria Xanthomonas citri spp. citri é o agente causador do cancro cítrico 

e é extremamente destrutiva em pomares de frutas cítricas no Brasil e em outras 

regiões do mundo. Através da retirada de diferentes alelos do gene CsLOB1 presentes 

na toranja, foi possível desenvolver frutos resistentes ao cancro cítrico (PENG et al., 

2017). 

Além das bactérias mencionadas, existe o ataque realizado por vírus 

causadores de graves problemas em safras no mundo todo. Estima-se que cerca de 

metade das doenças das plantas são causadas por vírus virulentos, que resultam em 

grandes perdas de safras à nível global (ZAID et al., 2016). A eficiência de 

direcionamento de genes foi melhorada muitas vezes pelos amplicons do vírus de 

DNA. “A superexpressão estável de sgRNAs e Cas9 que visam particularmente o 

genoma do vírus Gemini para prevenir seu crescimento foi aplicada para programas 

de melhoramento de culturas resistentes a vírus” (JI et al., 2018; ALI et al., 2015). 

Além de técnicas como as supracitadas, o sistema CRISPR/Cas9 pode ser otimizado 

para transformar genomas virais, além de combater as patologias causadas (ZAID et 

al., 2016). Dito isso, a eficiência da GE viral mediada por CRISPR/Cas9 pode ser 

melhorada se beneficiando da utilização de promotores virais para controlar cassetes 

de expressão de sgRNA/Cas9 (JI et al., 2018).  

Recentemente, um novo ortólogo de Cas9 foi descoberto em Francisella 

novicida (FnCas9) para editar genomas de vírus de RNA. O FnCas9 inibiu com grande 

eficiência a replicação do vírus do mosaico do tabaco, bem como do vírus do mosaico 

do pepino, fornecendo imunidade contra eles (ZHANG et al., 2018).  

Sendo assim, a edição de genomas através da técnica de CRISPR/Cas9 é 

excepcional para aprimorar a composição genética, permitindo combater diversos 

patógenos de interesse agrícola.  

 

2.4.3 Resistência a fatores abióticos 
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 O estresse abiótico é fator que também se tornou preocupante para a produção 

agrícola mundial. Dado que as condições de seca e temperaturas extremas têm 

aumentado constantemente, o cenário atual de mudanças climáticas é 

particularmente preocupante (TONG; EBI, 2019; SIPPEL et al., 2020). Embora o 

aumento da tolerância a estresses abióticos tenha despertado grande interesse, essas 

ações são prejudicadas pela forma como as plantas respondem a esses fatores, que 

muitas vezes envolvem vias metabólicas complexas. No entanto, alguns esforços para 

melhorar a resistência ao estresse abiótico têm sido bem-sucedidos (LOPES FILHO 

et al., 2020). Ainda, de acordo com Lopes Filho et al. (2020, p. 33),  

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 resposta a etileno que normalmente é expresso em baixas quantidades. 
Nesse trabalho, por meio de uma abordagem HDR, 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 (LOPES FILHO et al., 
2020, p. 33). 
 

A tecnologia CRISPR/Cas9 tem sido amplamente utilizada em culturas 

importantes como trigo, arroz, milho, algodão, soja, tomate e batata para lidar com 

vários estresses abióticos (LOPES FILHO et al., 2020). Um programa de 

melhoramento de plantas moderno para culturas tolerantes ao estresse abiótico 

desenvolvido por meio de ferramentas CRISPR/Cas9 se torna possível.  

 O protoplasto do trigo é um exemplo passível de ser mencionado. Dois 

genes relacionados ao estresse abiótico, TaDREB3 e TaDREB2, foram estudados 

usando a técnica CRISPR/Cas9. Com um ensaio de endonuclease T7, a expressão 

de genes mutados foi confirmada em aproximadamente 70% dos protoplastos 

transfectados. Em comparação com as variedades selvagens, as plantas mutantes 

apresentaram maior tolerância à seca. Outro exemplo é o arroz, na qual três de seus 

genes denominados proteína quinase ativada por mitogênio (OsMPK2), fitoeno 

dessaturase (OsPDS) e betaína aldeído desidrogenase (OsBADH2) foram editados 

usando a técnica CRISPR/Cas9. Para a transformação do maquinário CRISPR/Cas9, 

métodos de bombardeio de partículas e transformação de protoplastos foram usados 

e revelaram que esses genes são responsáveis por regular muitos estressores 

abióticos (SHAN et al., 2015). 

Consequentemente, os estudos acima revelaram que as alterações baseadas 

em CRISPR / Cas9 têm enorme potencial para o desenvolvimento de culturas 

resistentes ao clima. 
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2.6 Biossegurança e CRISPR 

 

 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 discussão 

está na classificação ou não em Organismos Geneticamente Modificados (OGMs) dos 

produtos obtidos por diferentes estratégias de uso de nucleases de corte direcionado 

no DNA (Site-directed Nucleases; SDN). 

Em âmbito internacional, a Convenção sobre a Diversidade Biológica (CDB) e 

o Protocolo de Cartagena sobre Biossegurança (PCB) estabelecem parâmetros para 

nortear as atividades que envolvem OGMs e derivados.  

 Para usar CRISPR/Cas9 em sistemas vegetais, a metodologia padrão é inserir 

o gene "Cas9" e a sequência de RNA guia diretamente no DNA da célula vegetal, que 

juntos codificam para a "máquina de edição" CRISPR. Quando o gene Cas9 for 

ativado pelas vias requisitadas, ele irá localizar e reescrever partes específicas e de 

interesse do pesquisador, do genoma da planta para criar novas características 

desejáveis. Através de cruzamentos clássicos, é possível, posteriormente, obter 

plantas editadas sem o gene da Cas9. Um ponto importante a ser levantado por todos 

da área do agronegócio, o que inclui legisladores, os institutos de ensino, os 

empresários, os influenciadores e principalmente os consumidores, é se a técnica de 

GE deve ser comparada igualmente com a modificação genética por transgenia, 

temas de longos debates nacionais e internacionais (QUADROS et al., 2018). 

 Países como a China, aderiu ao conceito de “GMO-friendly polices”, uma 

política interna que trata de forma “amigável” os organismos geneticamente 

modificados. Em outros países europeus, seus líderes vêm discutindo se aderem ao 

movimento de afrouxar as leis que regulamentam essas técnicas (QUADROS et al., 

2018).  

 Levando em consideração todo o potencial e benefícios que as novas 

ferramentas biotecnológicas, como é o caso de CRISPR/Cas9, podem trazer, surge a 

enorme necessidade de um planejamento integrado para permitir a regulamentação 

com base científica (BORGES, 2018; FLAVELL, 2017). Mas com exceções, segundo 

Quadros et al. (2018, p. 13), devem haver menores questões a serem levadas em 

conta e alguns testes ainda serão de extrema importância para estabelecer a 

regulamentação da ferramenta de GE: 
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 Neste contexto, os trabalhos realizados com a edição gênica por 
CRISPR/Cas9 em plantas causam menor impacto em questões éticas, pois 
se em uma planta for verificada alterações genéticas graves, esta será 
simplesmente descartada. Torna-se importante também a realização de 
testes de alergenicidade e toxicidade, no sentido de garantir o alimento 
seguro. (QUADROS et al., 2018, p. 13). 
 

A Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio), órgão governamental 

vinculado ao Ministério da Ciência, Tecnologia, Inovações e Comunicações, 

responsável pela formulação, atualização e implementação da Política Nacional de 

Biossegurança de OGMs, no estabelecimento de normas técnicas de segurança e de 

pareceres técnicos referentes à autorização para atividades que envolvam pesquisa 

e uso comercial de OGMs e seus derivados (CTNBIO, 2021), vem discutindo todas as 

questões legais que envolvem a engenharia do genoma através do sistema 

CRISPR/Cas9, no país: 

“Em sua Resolução Normativa Nº 16, de 15 de janeiro de de 2018, estabelece 
os requisitos técnicos sobre as técnicas inovadoras de melhoramento de 
precisão, em que se enquadram estas novas tecnologias de edição genética, 
tais como: nuclease do tipo dedo de zinco (ZFNs), Nucleases com efetores 
do tipo ativador transcricional (TALENs) e, claro, CRISPR, entre outras. Esta 
normativa torna claro o conceito de que estas técnicas diferem 
fundamentalmente da transgenia clássica” (QUADROS et al., 2018, p. 13). 
 

O primeiro caso relatado, em que a CTNBio foi favorável à liberação comercial 

de um microrganismo, ocorreu em Junho de 2018 com a levedura “Excellomol 4.0” da 

empresa GlobalYeast, que foi editada através do sistema CRISPR/Cas9. Segundo a 

CTNBio ela não se enquadrava na categoria de OGM nos termos da Legislação 

Brasileira de Biossegurança e Resolução Normativa Nº 16 (QUADROS et al., 2018; 

CTNBio). 

Portanto, é importante que o Brasil, com urgência, dê um salto e comece a 

discutir rapidamente estas questões legais, implementando mudanças em sua 

legislação que regulamenta comercialização de OGMs, para assim, se tornar uma 

potência a nível internacional. Entretanto, os resultados de todos os trabalhos já 

executados com a ferramenta CRISPR/Cas9 de forma responsável, devem ser 

analisados levando em consideração os possíveis impactos causados por 

embaralhamento gênicos, e avaliados no sentido de garantir uma alimentação segura 

para pessoas, animais e sempre observando os eventuais impactos no meio ambiente 

afim de reduzi-los ou extingui-los.  
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Considerações Finais 

 

 Por muito tempo, a sociedade no geral, e principalmente o setor do 

agronegócio, buscam por alimentos mais seguros e rentáveis para o consumo 

humano e animal. Com o passar dos anos, a tendência da população global é crescer 

cada vez mais e, com isso, é necessário suprir a demanda de alimentação da 

população mundial, entretanto, a necessidade de se consumir alimentos seguros e 

saudáveis cresce na mesma proporção. Com o surgimento de novas tecnologias para 

se criar culturas com melhorias desejáveis, pesquisadores vêm desenvolvendo 

técnicas e protocolos cada vez mais otimizados para a edição do genoma de cultivos 

de interesse, que possam conferir uma melhor produtividade, maior qualidade da 

safra, longa vida de prateleira, resistência a pragas e patógenos, ao clima, condições 

de salinidade etc. 

 Com o advento de técnicas de edição do genoma, como TALENs e ZNFs, nas 

últimas três décadas, isso se tornou possível, entretanto, são técnicas caras, 

demoradas e laboriosas. Na busca por melhores métodos, o sistema CRISPR/Cas foi 

descoberto em bactérias e arqueas, inicialmente, como um método de imunidade 

destes microrganismos. Através de observações, estudos e testes, a metodologia 

CRISPR demonstrou melhor especificidade, eficiência, o que contribuiu em sua 

aplicação em diversos setores biotecnológicos. Na biotecnologia vegetal, pela sua 

facilidade, versatilidade e baixos custos, a técnica se disseminou rapidamente por 

melhoristas no mundo todo.  

 Como esperado, os estudos realizados em GE direcionada utilizando o sistema 

CRISPR na edição genômica em plantas, apontaram bons resultados, contribuindo 

extraordinariamente para o agronegócio, como a produção de cultivos melhores em 

produtividade, qualidade e resistência aos fatores bióticos e abióticos. Com protocolos 

cada vez mais otimizados, vários sistemas CRISPR são possíveis de serem criados 

para os mais diversos fins, que vão além das melhorias supracitadas, apenas editando 

a enzima Cas9 e RNAs guias, como por exemplo, melhor compreensão de vias 

metabólicas em plantas, mutagênese em loci específico, silenciamento e ativação 

gênica, mutações em multiplex, substituições. Já que a edição genômica por CRISPR 

não requer a inserção de um DNA exógeno para atingir uma característica desejada, 

não é considerado um OGM.  
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 Entretanto, é considerado pela comunidade científica que, apesar dos grandes 

benefícios conduzidos pela GE com CRISPR/Cas, ainda são necessários maiores 

estudos e testes para melhor compreensão da técnica, possíveis aplicações futuras, 

protocolos otimizados na utilização da enzima Cas e suas variantes, RNAs guias, 

entrega do complexo Cas/sgRNA no DNA de plantas, além das contribuições com o 

meio ambiente, e para a regulamentação de produtos agrícolas. 

A partir disso, será possível consolidar a metodologia do sistema CRISPR/Cas 

na edição de genomas, contribuindo para a inserção de alimentos seguros no 

mercado consumidor, pauta que está em constante discussão em Conselhos de Ética 

no mundo todo, para definir se a técnica cria organismos que se inserem na ótica de 

OGMs. No Brasil, esta situação ainda está amadurecendo, mas em países europeus, 

na China, a discussão está bem avançada e produtos editados com CRISPR/Cas já 

são liberados para consumo.  

 

 

Conclusões e perspectivas futuras 

 

 Conclui-se que as técnicas e protocolos utilizados na edição de genomas 

através da técnica CRISPR/Cas9 são ótimas alternativas na edição de genes de 

plantas. 

 A técnica CRISPR/Cas9 funciona mediante utilização da enzima Cas e de 

RNAs guias, de maneira direcionada. 

 Através da edição genômica mediada por CRISPR/Cas diversas características 

de interesse produtivo, ambiental e econômico podem ser conferidas em plantas e 

safras. 

 Ainda são necessários mais estudos para extrair total utilização do sistema 

CRISPR/Cas, através de reprogramação do sistema com diversas variantes da 

enzima Cas. 

 Através de maiores discussões, será possível inserir produtos livres de 

transgene no mercado consumidor através do advento da técnica CRISPR/Cas9. 

 Novas discussões éticas são necessárias à respeito da utilização do sistema 

CRISPR/Cas em GE de plantas. 

 No Brasil, ainda é necessário elucidar e caracterizar bem a técnica de 

CRISPR/Cas na obtenção de características desejadas dentro da visão ética, para 
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que, futuramente, os órgãos competentes possam regulamentar suas normas de 

liberação de organismos editados geneticamente.  
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