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A tecnologia CRISPR/Cas9 é uma ferramenta poderosa capaz de editar genomas de 
forma precisa em inúmeros organismos eucariotos. Isso é possível em função da 
nuclease (Cas9) ser direcionada por RNAs guias (gRNAs), complementares à região-alvo 
do genoma. Para o desenho dos gRNAs são utilizados softwares baseados em 
parâmetros que levam em consideração vários aspectos para aumentar a eficiência dos 
guias e minimizar regiões não alvo. Em geral, esses programas retornam com uma média 
de três a cinco guias como melhores opções. Com objetivo de diminuir o número de 
gRNA(s) a serem utilizados na transformação genética, foi testada a viabilidade da 
utilização da transformação genética transiente a de embriões imaturos de milho para 
identificar os gRNA capazes de gerar mutação. O parâmetro avaliado foi o cálculo da 
porcentagem de indels gerados a partir de sequenciamento de fragmentos de PCR nas 
regiões mutadas. Alelos da linhagem L3 representando o primeiro exon do gene Bahd5 
foram sequenciados e quatro gRNAs foram clonados em vetor binário sob controle do 
promotor U6. Para a seleção dos gRNAs foi utilizado a ferramenta on-line CHOP-CHOP 
(https://chopchop.cbu.uib.no/) e a seleção no conteúdo de GC, na especificidade, na 
eficiência e no número de mismatches. A busca por mismatches foi feita no software on-
line Cas-OFFinder (http://www.rgenome.net/cas-offinder/), segundo as recomendações 
padrão do programa. As construções gênicas contendo cada um dos gRNas foram 
transformadas independentemente via Agrobacterium tumefaciens em embriões imaturos 
de milho (1,5 mm a 2 mm de comprimento). Estes foram mantidos em meio de cocultivo 
(N6 Sais e Vitaminas; 10 mg.L-1 de 2,4-D; 2,9 g.L-1 de prolina; 30 g.L-1 de sacarose; 1.000 
µL de acetoseringona; 3 mg.mL-1 de cisteína; 3 g.L-1 de phytagel; pH 5,8), a 20 °C; após 
cinco dias, o DNA foi extraído dos embriões. Em seguida, o gene ZmBahd5 foi 
amplificado via PCR utilizando primers flanqueando a localização provável de mutação. 
As amostras foram sequenciadas utilizando-se a plataforma ABI 3500/Big Dye® 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, e os resultados foram analisados no software on-
line ICE Synthego. Os gRNAs 1 a 4 geraram 3%, 5%, 6% e 7% de indels, 
respectivamente, nas amostras de DNA analisadas. Esses resultados indicam que o uso 
de um teste transiente em embriões pode auxiliar na escolha de gRNAs mais eficientes 
para a transformação definitiva em milho resultando em menor custo, trabalho e tempo 
para obtenção de resultados reais.  
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