
CAPÍTULO 4

Modulação da expressão 
gênica em plantas via 
tecnologia CRISPR/dCas9

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

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

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

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

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

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

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

No sistema CRISPR/Cas9 nativo, o gRNA maduro é composto por duas molécu-
las independentes de pequenos RNAs não codificadores, que interagem entre si 
por complementaridade de bases: 1) crRNA (do inglês CRISPR RNA), região onde 
ocorre o reconhecimento da sequência de DNA-alvo; e 2) tracrRNA (do inglês 
transactivating crRNA), importante para o ancoramento do gRNA na Cas9 (Jinek 
et al., 2012). Estudos in vitro determinaram a sequência mínima necessária, tanto 
do crRNA quanto do tracrRNA (sendo denominado também de RNA scaffold), para 
sua utilização em modelos sintéticos. Essas duas sequências mínimas foram unidas, 
criando assim o sgRNA (do inglês single guide RNA) (Figura 1) (Anders et al., 2014; 
Dang et al., 2015; Hsu et al., 2013; Jinek et al., 2012; Nishimasu et al., 2014). Após o 
reconhecimento da sequência de DNA-alvo, por meio da sua complementariedade 
ao gRNA/sgRNA, a Cas9 cliva o DNA dupla fita (dsDNA) em três pares de base a 
montante da sequência PAM (do inglês Protospacer Adjacent Motif), por meio de 
seus dois domínios nucleásicos distintos.
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Figura 1. Estrutura da Cas9/dCas9 e do sgRNA. Modelo estrutural (A) e representação em diagrama (B) dos domínios fun-
cionais da Cas9/dCas9 associada com sgRNA interagindo com a fita do DNA-alvo (fita complementar somente, representada 
em preto). Além do domínio C-terminal variável CTD, são apresentados no lóbulo NUC (sigla para nucleásico), os domínios 
RuvC (tripartido) e HNH, essenciais para a clivagem das duas fitas do DNA-alvo. São representados em vermelho (A) e com 
asterisco (B) mutações tanto no domínio RuvC (D10A) quanto no domínio HNH (H840A), características da dCas9. Isoladas, 
essas mutações conferem atividade nicase para a Cas9, mas juntas abolem completamente a sua atividade nucleásica. O 
lóbulo REC (sigla para reconhecimento) é representado exclusivamente pelo domínio Helical. A estrutura do sgRNA (C) é 
composta pelo crRNA (spacer + crRNA repeat) e RNA scaffold ou tracrRNA (neste esquema, o tracrRNA anti-repeat é ligado 
a crRNA repeat por um tetraloop, seguido de três stem loops). As representações estruturais apresentadas são baseadas em 
modelos depositados em banco de dados públicos (PDB ID: 4OO8), disponível em: https://www.rcsb.org/
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Enquanto o domínio HNH cliva a fita de DNA complementar à sequência de 
sgRNA (fita-alvo), o domínio RuvC é responsável pela clivagem da fita de DNA opos-
ta à fita complementar (fita não alvo) (Jiang; Doudna, 2017). Estudos mostraram que 
mutações específicas nos domínios HNH (a exemplo, H840A) ou RuvC (a exemplo, 
D10A) são capazes de converter a Cas9 em uma nicase (enzima que cliva um dsDNA 
em somente uma das fitas), enquanto mutações em ambos os domínios extinguem 
a sua atividade endonucleásica, sem interferir na sua capacidade de reconhecimen-
to específico do DNA guiado por RNA, sendo assim designada dead Cas9 ou dCas9 
(Tabela 1) (Jiang; Doudna, 2017; Jinek et al., 2014, 2012). 

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

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

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

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

Posição Mutação(1) Consequência(s) Referência

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Tabela 1. Continuação.

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

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

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

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

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

Estratégias para a modulação da 
expressão gênica via CRISPR/dCas9

Aumento da expressão gênica (CRISPRa)

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

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

A B C D

E F G H

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

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

Modulador Tipo(1) Origem Referência

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

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

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

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

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

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

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

Konermann et al. (2015)

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Em plantas, esses sistemas já tiveram eficácia comprovada com o uso de varia-
das combinações de AtvT (Tabela 2) (Lee et al., 2019; Lowder et al., 2018; Selma 
et al., 2019). O sistema CRISPR-Act2.0 apresentou capacidade superior de ativação 
de três genes simultaneamente, em esquema multiplex, quando comparado ao 
sistema clássico dCas9:VP64 (Tabela 3) (Lowder et al., 2018). A eficiência do siste-



Capítulo 4  Modulação da expressão gênica em plantas via tecnologia CRISPR/dCas9 139

ma, no entanto, pode variar em função do gene-alvo, tipo de ativadores utiliza-
dos e quantidade de sgRNAs. Por exemplo, ao mesmo tempo em que o sistema 
dCas9:VP64-MS2:VP64 foi capaz de ativar a expressão do gene AtFIS2 de A. thaliana 
em até 1.500 vezes, estratégia similar, com utilização de dCas9:VP64-MS2:EDLL 
para a ativação desse mesmo gene, apresentou resultado inferior ao obtido pelo 
sistema clássico dCas9:VP64 (Tabela 3) (Lowder et al., 2018). Esses mesmos autores 
lançaram a hipótese de que para muitos genes deve haver um limite máximo de 
aumento de expressão e que níveis superiores podem desencadear o silenciamen-
to gênico pós-transcricional, pela produção de pequenos RNAs interferentes. Dessa 
forma, estratégias que deveriam otimizar o sistema de ativação gênica via CRISPR/
dCas9 nem sempre resultam no efeito desejado, como exemplificado na ativação 
de miR319 em A. thaliana (Tabela 3) (Lowder et al., 2018, 2015).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Espécie 
vegetal

Gene-alvo Estratégia CRISPR/dCas9
Nível de 

repressão
Sistema de 
transformação

Referência

A.
 th

ali
an

a

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

miR159A
miR159B dCas9: 3x (SRDX) multiplex 80

70
Plantas 
transgênicas Lowder et al. (2015)

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

AtFT dCas9-MS2-SRDX
dCas9-MS2-KYP

0
40

Plantas 
transgênicas Lee et al. (2019)

N.
 be

nt
ha

m
ian

a

NbPDS dCas9
dCas9:SRDX

20
50 Agroinfiltração Piatek et al. (2015)

pNOS: 
luciferase

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

80
85
85
50
50
40
70

Agroinfiltração VazquezVilar et al. 
(2016)

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

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

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

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

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

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

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

Desenho experimental: importantes 
aspectos a serem considerados

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

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

Desenho dos sgRNAs

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

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

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

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

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

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

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

Ferramenta Sítio na Web Espécies Entrada de Dados (Input)

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

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

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

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

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

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

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

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

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

localização ou ID do gene

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

Sequência de DNA; 
localização ou ID do gene; 
sgRNA

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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



Capítulo 4  Modulação da expressão gênica em plantas via tecnologia CRISPR/dCas9 153

jusante e a montante do TSS. É recomendável usar mais de um sgRNA para 
essas aplicações.

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

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

a)	 Aba “General”:

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

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

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

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

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

b)	 Aba “Cas9”:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

a)	 Promotor: na maioria dos casos, o promotor escolhido para a expressão da 
dCas9 é reconhecido por uma RNA polimerase II (pol II), além de ser forte 
(nível de expressão elevado) e constitutivo (expresso em todos os tecidos e 
a todo momento). Em plantas, uma boa escolha seria o promotor CaMV35S. 
Mesmo sendo o mais usado e, em princípio, a escolha mais óbvia, alguns 
aspectos devem ser considerados. O primeiro deles é a origem desse pro-



Capítulo 4  Modulação da expressão gênica em plantas via tecnologia CRISPR/dCas9 159

Figura 5. Desenho do cassete de transformação – Tecnologia dCas9 (sistema SAM). Conforme detalhado no Tutorial 2, é 
apresentado o cassete de transformação com os elementos necessários para a ativação de um gene específico, via dCas9 
(sistema SAM), clonado em um vetor binário, baseado no T-DNA de A. tumefasciens. O cassete é dividido didaticamente em 
quatro módulos: Módulo 1: Expressão da dCas9; Módulo 2: Expressão do sgRNA, com destaque para cada elemento deste 
módulo (parte superior da figura). O RNA scaffold apresenta inserida em sua estrutura a sequência do aptâmero de RNA 
MS2 tanto no tetraloop quanto no stem loop 2. A seta vermelha enfatiza a importância da guanina como último nucleotídeo 
presente no 3’ do promotor GmU6-10 de soja); Módulo 3: Expressão da proteína de fusão Adaptador:ModT. Neste módulo, os 
ModTs apresentados são p65 e HSF1, característicos do sistema SAM; e Módulo 4: Expressão do marcador de seleção. Siglas: 
LB – left border; MCP – MS2 Coat Protein; NLS – sítio de localização nuclear; RB – right border.

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

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

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

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

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

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

c)	 RNA scaffold: é a porção constante presente no sgRNA, importante na an-
coragem e interação com a Cas9/dCas9. Como visto antes, estruturalmente, 
o RNA scaffold da nuclease Cas9 (e também da dCas9) é formado por um 
tetraloop e três stem loops. Para a tecnologia dCas9, o RNA scaffold pode se 



Capítulo 4  Modulação da expressão gênica em plantas via tecnologia CRISPR/dCas9 163

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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