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Técnicas Inovadoras de Melhoramento de 
Precisão - TIMPs

• Definições de Organismos Geneticamente Modificados e Transgenia

• Protocolo de Cartagena de Biossegurança define LMO como ‘‘any 
living organism that possesses a novel combination of  genetic material obtained 
through the use of  modern biotechnology.” –– Living Modified Organism

• Novas metodologias ou abordagens que resultam na AUSÊNCIA de 
DNA/RNA recombinante no produto final



Todo Organismo Geneticamente Modificado 

(OGM) é um Transgênico?

Quem controla a liberação de Organismos 

Geneticamente Modificados?

Eles são seguros?

Foto: Paulo Barroso



http://ctnbio.mctic.gov.br/inicio

CTNBIO

http://ctnbio.mctic.gov.br/inicio






Técnicas Inovadoras de Melhoramento de Precisão



CRISPR/Cas – Edição Genômica



Alguns mecanismos de defesa de bactérias inatos …

E o CRISPR-Cas?



…14 repeats of  29 base pairs (bp) that were interspersed by 32–33 bp non-repeating spacer sequences….



CRISPR–Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats –
CRISPR-associated proteins Cas) -> módulos = sistema adaptativos de

imunidade presente em muitas arqueias e bactérias

Definição de CRISPR



CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats) + Cas (CRISPR-associated)

https://www.cell.com/fulltext/S0092-8674%2815%2901705-5



Trabalho pioneiro sobre CRISPR/Cas....



Ensaio com Streptococcus thermophilus

Science 2007 315,1709-1712

Definiram função de CRISPR



CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats) + Cas (CRISPR-associated)

Sistema Imune Adaptativo



CRISPR–Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats –
CRISPR-associated proteins Cas) = módulos são sistema adaptativos de

imunidade presente em muitas arquéias e bactérias

Definição de CRISPR



PRÊMIO NOBEL DE 

QUIMICA EM 2020

Streptococcus pyogenes

Science 337, 816-821 DOI: 10.1126/science.1225829

https://doi.org/10.1126/science.1225829


Otimização do Sistema Crispr-Cas9

crRNA + tracRNA -> sgRNA

doi: 10.1016/j.biotechadv.2014.12.006

CRISPR RNA (crRNA)

trans-acting CRISPR RNA (tracrRNA)

Protospacer Adjacent Motif  (PAM)



CRISPR em Mamíferos e Humanos em 2013



https://www.youtube.com/watch?v=2pp17E4E-O8

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats) + Cas (CRISPR-associated)

CRISPR-Cas9

https://www.youtube.com/watch?v=MnYppmstxIs

https://www.youtube.com/watch?v=MnYppmstxIs


SISTEMAs DE RECOMBINAÇÃO – em CRISPR/Cas

Doi: 10.1016/j.biotechadv.2014.12.006

HR = homologous recombination (troca de informação 

genética entre moléculas de DNA com sequências 

similares)

NHEJ = Non-homologous end joining (a introdução de 

inserções ou deleções na sequencia alvo)



https://www.youtube.com/watch?v=47pkFey3CZ0

https://www.youtube.com/watch?v=TdBAHexVYzc

https://www.youtube.com/watch?v=47pkFey3CZ0


Edição Genômica – CRISPR/Cas9

https://www.nature.com/articles/495050a

Clustered Regularly Interspaced Short

Palindromic Repeat = CRISPR 

CRISPR- associated = Cas

https://www.nature.com/articles/495050a




Exemplo de vetor binário (plasmídeo) para CRISPR/Cas em plantas

https://www.addgene.org/91145/



CRISPR

Em tomato, pelo menos 6 loci são chaves para características de 

domesticação: hábito de crescimento da planta (SELF-

PRUNING), forma do fruto (OVATE) e tamanho do fruto  

(FASCIATED e FRUIT WEIGHT 2.2), número de frutos  

(MULTIFLORA), e qualidade nutricional (LYCOPENE BETA 

CYCLASE).





CRISPR na China

02/08/2019



CRISPR/Cas Genome Editing and Precision Plant Breeding in Agriculture

Comparação de Métodos de Melhoramento





Técnicas Inovadoras de Melhoramento de 
Precisão - TIMPs

• Regulações de biossegurança devem se basear em conhecimentos 
científicos

• Para commodities – regulamentos comuns aceitos por diversos países 

• MAS, a abordagem regulatória para TIMPs varia entre países

• A edição de genoma utiliza várias abordagens:
• Deleção ou inserção dirigida, substituição de alelo, conversão de bases... 

• Regulação de biossegurança de OGMs é baseada em método e não em 
produto ou seus riscos potenciais!

• A introdução de TIMPs, particularmente a edição genômica, 
trouxe novos desafios regulatórios!!







• ...Art. 1º São considerados exemplos de Técnicas Inovadoras de Melhoramento de Precisão

(TIMP), mas não limitadas a estas, as tecnologias descritas no Anexo I integrante desta Resolução

Normativa, que podem originar um produto não considerado como um Organismo Geneticamente

Modificado (OGM) e seus derivados, conforme definições da Lei nº 11.105, de 24 de março de 2005...

...

• 5. TÉCNICA: Mutagênese Sítio Dirigida.

• 5.1 RESUMO DA TÉCNICA: Complexos proteicos ou riboproteicos capazes de causar mutagênese

sítio dirigida em microrganismos, plantas, animais e células humanas....

...

• 8. TÉCNICA: RNAi uso tópico/sistêmico.

• 8.1 RESUMO DA TÉCNICA: Uso de RNA fita dupla ("dsRNA") com sequência homóloga ao(s)

gene(s) alvo para silenciamento específico desse(s) gene(s). As moléculas engenheiradas de dsRNA

podem ser introduzidas/absorvidas pela célula a partir do ambiente....

TIMPS – ANEXO I





Regulação de edição de genoma para uso comercial

New Phytologist, First published: 23 June 2022, DOI: (10.1111/nph.18333) 



CRISPR – liberação
Europa

22/02/17

29/01/18



CRISPR – liberação
Europa

02/08/2018

21/04/2016





• ...Art. 1º São considerados exemplos de Técnicas Inovadoras de Melhoramento de Precisão

(TIMP), mas não limitadas a estas, as tecnologias descritas no Anexo I integrante desta Resolução

Normativa, que podem originar um produto não considerado como um Organismo Geneticamente

Modificado (OGM) e seus derivados, conforme definições da Lei nº 11.105, de 24 de março de 2005...

...

• 5. TÉCNICA: Mutagênese Sítio Dirigida.

• 5.1 RESUMO DA TÉCNICA: Complexos proteicos ou riboproteicos capazes de causar mutagênese

sítio dirigida em microrganismos, plantas, animais e células humanas....

...

• 8. TÉCNICA: RNAi uso tópico/sistêmico.

• 8.1 RESUMO DA TÉCNICA: Uso de RNA fita dupla ("dsRNA") com sequência homóloga ao(s)

gene(s) alvo para silenciamento específico desse(s) gene(s). As moléculas engenheiradas de dsRNA

podem ser introduzidas/absorvidas pela célula a partir do ambiente....

TIMPS – ANEXO I



RNA de interferência (RNAi)



Ch-Ham et al. 2010. Nat Biotech



Flavr Savr (Calgene)

O tomate Flavr Savr foi desenvolvido pela Calgene, Davis, Califórnia.

Baseado na inserção de gene da enzima poligalacturonase

(degrada componentes da pectina) no sentido anti-senso!!

O FDA não exigiu aprovação para liberação, no entanto a Calgene

submeteu voluntariamente o Flavr Savr para aprovação em 1989.

Em 1994, o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos

aprovou por que este não apresentava risco ao ambiente.



1990s - uso de RNA antisenso

• 1990: CHS/DFR em petúnias

• Cossupressão....post-transcriptional inhibition of gene expression

https://academic.oup.com/plcell/article/2/4/291/5983192
https://academic.oup.com/plcell/article/2/4/291/5983192
https://www.jstor.org/stable/pdf/3869076.pdf
https://www.jstor.org/stable/pdf/3869076.pdf


• 1992: ALB-1 e ALB-3 em Neurospora crassa – não transcritos

• “Quelling”

Cossupressão em outros organismos

• C. elegans: PAR-1 (Guo & Kemphues, 1995)

• Drosophila: Adh-1 (Pal-Badhra et al., 1997)

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2958.1992.tb02202.x
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2958.1992.tb02202.x
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867400805085?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867400805085?via%3Dihub
https://www.cell.com/fulltext/0092-8674(95)90082-9#:~:text=par%2D1%2C%20a%20gene%20required,that%20is%20asymmetrically%20distributed%3A%20Cell
https://www.cell.com/fulltext/0092-8674(95)90082-9#:~:text=par%2D1%2C%20a%20gene%20required,that%20is%20asymmetrically%20distributed%3A%20Cell


Baulcombe 2004. Nature 431, 356–363



• 1997: defesa contra vírus em plantas por inserção de sequencia

viral (proteína da capa proteína ou outro gene)

• Similar a silenciamento gênico



• 1998: injeção de dsRNA silencia gene de músculo unc-22

em C. elegans

• dsRNA >>> RNA fita senso ou antisenso

• Sistêmico e sinal amplificado

Craig Mello       Andrew Fire

Prêmio Nobel de Medicina / Fisiologia 2006



• 1998: ingestão de E. coli expressando dsRNA por C. elegans leva a

RNAi

Timmons et al. 2001 Gene.

Timmons & Fire 1998

T7 T7

https://reader.elsevier.com/reader/sd/pii/S0378111900005795?token=58EF0A9A448CF1BCA3390648123BDB046EC545A27B514046162E70E0EA34DBA55537337AA0B1568605785A123FD6486A&originRegion=us-east-1&originCreation=20230321133638


Silenciamento Gênico em Plantas

Silenciamento gênico em plantas derivou

evolutivamente:

- Defesa contra infecção por vírus (RNA ou DNA)

- Controle de expressão gênica

- Proteção do genoma de transposons - cromatina



2007: Demonstração de controle por transgenia -

Ingestão

https://www.nature.com/articles/nbt1352
https://www.nature.com/articles/nbt1352
https://www.nature.com/articles/nbt1359
https://www.nature.com/articles/nbt1359


1. Introdução de dsRNA (RNA dupla-fita longo)

2. Digestão por enzima Dicer (RNAse III)

3. Fragmentos ~19-25 nt - siRNA

‘fita guia’ (antissenso) e ‘passageira’ (senso) -> degradada

4. RNA-induced Silencing Complex = RISC

5. ‘RISC-fita guia’ identifica mRNA alvo

6. Degradação do mRNA – AGO slicer

7. Amplificação – RdRP (RNA-dependent RNA Polymerase)



Singh et al. 2015. DOI: 10.5772/61760

RdRP

Dicer

RISC



• HIGS: Host-Induced Gene Silencing

• Plantas são transformadas com construções que são

transcritas em grampo (hairpin) e processados pela

maquinaria da planta ou do organismo alvo como siRNA

hairpin

Processados pela Dicer

transcrição

dsRNAs

transcrito

Transgene - DNA



Toxicidade de dsRNA DvSnf7 a larva 
de Diabrotica virgifera virgifera)

SNF7 – Sucrose Non-Fermenting
Membro do complexo ESCRT-III
endosomal sorting complex required for
transport

https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0047534
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0047534


https://www.rnai-technology.com/

dvsnf7 – dsRNA – 240 pb
Diabrotica virgifera virgifera



• Limitações de HIGS:

• Limitações de obter transgenia; nível de expressão;
processamento pelo hospedeiro; regulamentação; ...

• Uso de aplicação direta de dsRNA – Spray-Induced
Gene Silencing (SIGS)

• Aplicação de dsRNA por meio de microorganismos

• Expressão em E. coli, levedura, endofíticos

• Biopesticidas



Primeiro produto comercial
derivado de dsRNA

(proteasome subunit b5) 
Ledprona (Calantha)

GreenLight Biosciences

Rodrigues et al., 2021
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https://innovativegenomics.org/crisprpedia/


