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RESUMO:

A edicdo gendmica estd se tornando uma importante ferramenta para o
melhoramento de plantas. O surgimento e disseminacdo da técnica CRISPR, e
principalmente, a CRISPR-Cas9, tem proporcionado uma nova revolugéo nos trabalhos
de melhoramento genético, garantindo o progresso da pesquisa biotecnologica. As
grandes vantagens desta tecnologia sdo a capacidade para a alteracdo de regides
especificas do DNA e o baixo custo dos insumos necessarios, quando comparada com
outros métodos de edicdo genicas. Por outro lado, discussbes sobre esse tipo de
manipulacdo devem ser realizadas para garantir 0 progresso consciente de toda a
sociedade. Assim, o presente trabalho de reviséo busca reunir informacgdes sobre o uso
de CRISPR na agricultura utilizando buscas em plataformas académicas como: Google
Académico, Elsevier, Scielo e Portal de periddicos da Capes (CAFe) com palavras-
chave direcionadas ao tema: CRISPR, CRISPR-Cas9, conjunto de repeticdes
palindrémicas curtas regularmente espacadas e edi¢cdo de genomas, que posteriormente
foram selecionados conforme a qualidade e relevancia com o tema proposto,
estabelecendo-se critérios de inclusdo e exclusdo para delimitar apenas os artigos que
possam nortear a resposta da seguinte pergunta “CRISPR-Cas9: uma nova era no
melhoramento de plantas?”. Como demonstrado nessa revisdo bibliografica, o
melhoramento genético de plantas vai evoluindo. Porém, a humanidade necessita de
uma manipulacdo genica responsével, respeitadora e protetora da vida, e ndo de uma
ciéncia manipuladora, interessada unicamente nos interesses econémicos.

Palavras-chave: Melhoramento Genético; Engenharia Genética; Biotecnologia
Vegetal; Edicdo genémica.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Desenvolvimento da técnica CRISPR em bactérias compreendendo o
PEriodo de 1987 @ 2022........c.oiiiiiiieieeeee e 15
Figura 2 — Esquematizacdo dos locos sistema CRISPR-Cas9...........ccccccevvevieieeiiecnnnn, 16
Figura 3 — Transcricdo das sequencias repetidas e espacadores como um pré- crRNA
que serd processado em pequenos CHSPrRINA...... ... 18
Figura 4 — Para o sistema CRISPR agir sdo necessarias duas fitas de RNAs: tracRNA e

CrRNA; que juntas funcionam com guias para a enzima

(O L OO P PR OTRRPRRTPRTPRPT 18
Figura 5 - Reprodugdo da ferramenta de imunidade CRISPR-Cas em
PIOCAITOTOS. 1.ttt bbbt bt bbb bt et e bbb e bbb e s e nn s 19

Figura 6 — Mecanismos de reparo de DNA por unido de extremidades ndo homologas

(NHEJ) ou por recombinacdo homologa (HDR).........ccccoveiieviiieiiece e, 21

Figura 7 — A inducdo de duas quebras de fita dupla pode promover a delecdo de
sequéncias  genbmicas por NHEJ, de modo a reparar proteinas

IYMULATAS. . ettt e ettt e e e oo e ettt e e e e e e e e e et e eeeeeeee e e eeeeeeeeeeeanneeeaaeeeaans 26



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Diversidade de proteinas Cas e suas multiplas fungges............ccccooervevnenns 17
Tabela 2 — Comparacdo das caracteristicas dos quatro principais instrumentos de edicao
(o= a0l 41 or: W 23

Tabela 3 — Aplicacdes de ferramentas de edicdo de genoma de primeira geracdo em
PlANTAS CUITIVAAS. ...ttt 24
Tabela 4 — Resumo das aplicacBes da técnica CRISPR nas principais culturas para
melhoria de produtividade e qualidade............cccoovveiiiieiicic e 30
Tabela 5 — Resumo de culturas resistentes a doencas causadas por fungos

fitopatogénicos desenvolvidos via CRISPR-CaS9 ...........ccccoieviiinicin e 32



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

CRISPR — Conjunto de repeti¢fes palindromicas curtas e regularmente interespagadas
(clustered regularly interspaced short palincromic repeats).

Cas9 — Proteina Cas9 (associated protein 9).

SgRNA — RNA guia (singue guide RNA).

tracrRNA — Trans ativante (trans-activating CRISPR RNA).
PAM — Proto-espacador adjacente (protospacer adjacent motif).
SSN — Nucleases especificas de sequéncia programada.

ZFNs — Nucleases de dedo de zinco (Zinc Finger Nucleases).

TALENSs — Nucleases Efetoras Semelhantes a Ativadores de Transcrigcdo (transcription
Activator-Like Effector Nucleases).

DSB — Quebra da fita dupla de DNA (double-stranded breaks).
MNs — Meganucleases.

RNase — Ribonuclease.

HDR — Recombinac¢do do DNA dirigido por homologia.

NHEJ — Juncéo de extremidades ndo homologas do DNA.



SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt e b et b e e a et sbe et e st e eat e besbe et e s beeatentesbeeateseas 3
1. INTRODUGAO ...ttt sttt sse s ssanssnees 8
2. METODOLOGIA ...ttt ettt et b e st sb et b e st et bt e tesbeeaeeseas 10
3. REVISAO DE LITERATURA ....ooiteeeeeeeee e ses s es s sesas s ssasssssas s s 11
3.1 Desafios da agriCUITUNA .......cc.ccviieiririerieeeeee et 11
3.2 Funcionamento do sistema CRISPR-Cas em 0rganismos procariotos............c.ccceceeve... 12
3.3 Funcionamento da técnica baseada no sistema CRISPR-Cas.........c.cccveereereenecnnne. 16

3.4 Comparacdo entre as técnicas de edicdo génica utilizando Meganucleases, ZNFs,

TALENS € CRISPR-CBS.....coiiiiiieieeieeseeree ettt st sttt ettt st et eesteesbaesanesanesane 18
3.5 UtilizagOes da ferramenta CRISPR-Cas na agricultura...........ccceceeevevenenencnienieeennn 22
3.6 Sistema CRISPR-Cas9 para resisténcia a doengas de plantas..........ccccocevererereereeeenenn 28
3.7 Vantagens da utilizacdo do sistema CRISPR-CaS.........ccccceveveeerireereseeeneeeenee e 29
3.8 Consideragdes éticas de biosseguranca da utilizagdo da técnica de CRISPR-Cas........ 30
4. CONSIDERAGOES FINALIS ... ses s ssssassasssessssessasssssassessassessansans 32

5. REFERENCIAS .......oooiiieteete ettt sttt 34



1. INTRODUCAO

O entendimento da estrutura tridimensional da molécula do DNA (acido
desoxirribonucleico) descoberta por Francis Crick, James Watson e Maurice Wilkins,
originou uma nova era para a genética molecular, proporcionando o surgimento da
engenharia genética (WATSON & CRICK, 1953).

O avanco da engenharia genética pode ser averiguado pelo surgimento de
novas técnicas de manipulacdo génica. Em 2012, as pesquisadoras Emmanuelle
Charpentier, diretora do Instituto Max Planck de Biologia das Infecgdes, em Berlim, e
Jennifer Doudna, da Universidade de Berkeley na Califdrnia, elucidaram o uso do
mecanismo CRISPR (conjunto de repeticbes palindromicas curtas e regularmente
interespacadas) e sugeriram uma tecnologia para edicdo de genomas gque, em poucos
anos, se tornou a ferramenta mais utilizada em quase todos os laboratorios de biologia
molecular do mundo. (DOUDNA & CHARPENTIER, 2020).

CRISPR é uma tecnologia adaptada do mecanismo natural de defesa de
bactérias e envolve uma nucleasse, geralmente a Cas9, um RNA-guia e a sequéncia
alvo. Em suma, permite a edicdo gendmica, utilizando uma enzima capaz de promover
o0 corte da fita dupla de DNA e a molécula de RNA, que direciona a atividade desta
nuclease, para sitios especificos da molécula de DNA. Dessa forma, fazendo a
substituicdo de sequéncias especificas do DNA é possivel corrigir erros genéticos,
inserir caracteristicas benéficas, inibindo ou ativando determinado codon, segundo o
desejo do aplicador (SGANZERLA & PESSINI, 2020; ANZALONE et al., 2020).

Diante desse cenario, a aplicacdo da biotecnologia de CRISPR-Cas9 tem
demonstrado, com sucesso, que € possivel realizar edicbes genémicas em organismos
de forma a trazer beneficios a eles mesmos e aos seres humanos. Com isso, em teoria,
com esta técnica é possivel modificar qualquer gene, despertando grande interesse em
diversas areas de pesquisa cientifica, como nas areas de medicina, farmécia e

agricultura, no melhoramento genético de plantas e melhoramento animal.

Na agricultura, os programas de melhoramento genéticos de plantas utilizam
técnicas para a criagdo de um produto, fazendo que o mesmo seja eficiente
agronomicamente contra pragas e doencas, e, que tenha comportamento de tolerancia

as condicGes climaticas adversas, dentre outros objetivos. Das estratégias de edicao



génicas CRISPR, a que tem sido mais utilizada no melhoramento, é aquela que
provoca uma alteracdo no DNA em um local especifico (QUADROS et al., 2018).
Com o CRISPR-Cas9, ja disponivel comercialmente, € possivel aplicar esta técnica em
diferentes organismos e diversos alvos genéticos, bem como, para desenvolvimento de

novas pesquisas pelas suas criativas possibilidades de aplicacdo (AREND et al., 2017).

Segundo Nascimento (2020), a manipulacdo génica sempre esteve envolta
em polémicas bioéticas. E, apos ser realizada a manipulacdo do genoma de embrides
humanos, ficou ainda mais claro que esses avancos devem ser utilizados com
responsabilidade. A bioética surgiu das preocupacdes inerentes ao futuro das
biotecnologias, que avangam cada vez mais, e de forma muito acelerada, juntamente
com o crescimento da ciéncia e a ampliacdo do conhecimento, colocando em risco a
prépria vida na terra. Ndo had como negar que, em nome da ciéncia, varias pessoas
fizeram experimentos em seres humanos, e coube & bioética limitar essas acles e

apresentar os dilemas filosoficos a respeito do valor do ser humano.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi descrever o processo de uso da
técnica de manipulacdo genética, utilizando a ferramenta CRISPR, discutir as suas
principais aplicagdes e favorecimentos no melhoramento genético vegetal, e provocar

uma reflexdo sobre os limites éticos envolvidos na utilizacdo dessa tecnologia.
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2. METODOLOGIA

Esta monografia foi realizada por meio de uma revisdo bibliogréfica, estudo
exploratério que prové elementos importantes sobre uma investigacdo atual de um
topico e pode recomendar dire¢Bes futuras em outras pesquisas. Segundo Marconi &
Lakatos (2013), essa modalidade de pesquisa se caracteriza a partir do registro
disponivel em livros, artigos, teses e documentos impressos. Dessa forma, os textos

tornam-se fontes dos temas que serdo trabalhados e pesquisados.

Na elaboracdo dessa revisdo foram utilizados sites e plataformas académicas
como: Google Académico, Elsevier, SCIELO e Portal de periodicos da Capes (CAFe)
com palavras-chave direcionadas ao tema: CRISPR, CRISPR-Cas9, conjunto de
repeticdes palindromicas curtas regularmente espacadas e edicdo de gendmica. Serdo

utilizados trabalhos com no méaximo oito anos de publicacdo (2014-2022)

Os artigos selecionados quando encontrados em lingua inglesa foram
traduzidos para lingua portuguesa, que posteriormente foram escolhidos conforme a

qualidade e relevancia com o tema proposto.

A selecdo dos estudos foi feita de acordo com as informacgdes encontradas nas
bases de dados, estabelecendo-se critérios de inclusdo e exclusdo em busca de
delimitar apenas os artigos que possam nortear a resposta da seguinte pergunta
“CRISPR-Cas9: uma nova era no melhoramento de plantas?”.

A coleta e avaliacdo desses dados iniciaram-se em meados de mar¢o, sendo
prolongado até o més de julho, onde foram ajustados e finalizados. A analise das
informacdes foi realizada por meio de leitura exploratéria do material encontrado, em

uma abordagem descritiva.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Desafios da agricultura

O setor agricola esta em constante transformacdo em busca de atender a
demanda por alimentos de toda a populacdo mundial. Nesse sentido, o agronegocio
brasileiro tem sido um importante contribuinte, acarretando na geracdo de emprego e
renda no pais. Segundo dados de 2020, o agroneg6cio corresponde por mais de um
quarto do Produto Interno Bruto (PIB) do Brasil (CNA, 2021).

A seguranca alimentar é um direito humano, além disso, os alimentos devem
ser de facil acesso econémico e geogréafico para a populagdo mundial, tanto em relacdo
a qualidade como a quantidade (FAO, 2014).

Segundo Paul & Qi (2016), a populacdo mundial depende cada vez mais da
agricultura, gerando demanda por vegetais com desenvolvimento mais eficiente, maior
resisténcia as pragas, doencas e intempéries. O aperfeicoamento de ferramentas que
possam aumentar a produtividade de areas, reduzindo o impacto ambiental e 0 uso de
insumos quimicos, representara de fato o desenvolvimento de uma agricultura mais
limpa e menos impactante no meio ambiente, trazendo assim, cultivos mais

sustentaveis.

Historicamente, o0 desenvolvimento de cultivares com caracteristicas
desejaveis, tais como maior produtividade, resisténcia a pragas ou maior valor
nutricional, baseou-se principalmente em métodos de selecdo de alelos favoraveis de
ocorréncia natural ou induzidos por mutagénese. Apesar de sua enorme contribuicéo,
esses métodos apresentam limitagdes, tais como a selecdo fenotipica sem
conhecimento das bases moleculares e fisioldgicas envolvidas (PURUGGANAN &
FULLER, 2009).

Entretanto, com a utilizacdo constante desses métodos, a variabilidade genética
foi bastante reduzida por causa de anos de selecdo direcionada, buscando a evolugéo
dessas especies de interesse, o que limita o potencial de melhoramento para muitas
caracteristicas (CHEN et al., 2019). E, portanto, notério que novas estratégias e
procedimentos sejam utilizados para reduzir o tempo e os custos do melhoramento

geneético. Nesse sentido, a edicdo gendmica em plantas € uma importante ferramenta
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para 0 aumento da produtividade e ndo somente em quantidade, mais sim em

qualidade e seguranca alimentar dos produtos produzidos.

3.2 Funcionamento do sistema CRISPR-Cas em organismos procariotos

A busca por entendimento do sistema CRISPR-Cas9 teve inicio em 1987 e, a
partir disso, seu avanco e a divulgacdo da técnica mostrou-se bastante acelerado até os

dias atuais, como pode ser visualizado na figura 1.

Primeira descricdo de uma sequencia de
repeticdes no genoma de bactérias 1987 (MOJICA et al., 2000 )

(ISHINO et al., 1987 ) Identificado  CRISPR-Cas9 presente em
2000 procariontes

Surgimento do termo CRISPR e identificacdo
do gene CAS B 2002 (MOJICA et al, 2005; POURCEL et al_ 2005 &
(JANSEN et al., 2002 ) LIOELIGHCH2E)

2005 Identificacdo do proto-espagador PAM l
Relato do CRISPR como um mecanismo de
imunidade adaptativa 2007 (BROUNS et al., 2008)
(BARRANGOU et al., 2007 ) 2008 Entendimento da transcricio do DNA em crRNAs e

sgRNAs especifico do alvo CRISPR

Descoberta que a Cas9 cliva o local de destino por

meio da quebra da fita dupla em local especifico 2010 (JINEK etal., 2012)
(GARNEAU etal., 2010) Reconhecimento da Cas9 como a endonuclease
2012 responsdvel por conduzir o processo de CRISPR
Primeira utilizacio de CRISPR-Cas9 em
jot 2013
eucariotos (SHAN et al., 2014 )
(CONG et al, 2013) o Mais de 700 publicaces sobre o sistema CRISPR
associado a edi¢do do DNA
Multiplicagdo da técnica CRISPR-Cas9 em 2015
laboratérios de todo 0 mundo (OUSTEROUT etal., 2015 )
(OUSTEROUT et al., 2000 ) u 2016 Edicdo de embrides humanos por meio do CRISPR-
Cas9
Emmanuelle Charpentier e Jennifer Doudna
2020

ganham o premio nobel de quimica (RIOS, 2022 )

(RIOS, 2022 ) Mais de 273.000 resultados na busca de “CRISPR-
2022 Cas9" no Google académico

Figura 1 — Desenvolvimento da técnica CRISPR em bactérias compreendendo o periodo de 1987 a 2022
Fonte: O autor (2022); Adaptado de RAZZAQ, et al., (2019); DIAS & DIAS, (2018)

Dessa forma, tudo teve inicio quando identificaram uma regido no genoma da
bactéria Escherichia coli com funcdo desconhecida, contendo uma série de regides
repetidas intercaladas por regides ndo repetidas ou espacadoras (CARNEIRO &
CARNEIRO, 2020).

Em busca do entendimento da fungdo desta regido, pesquisas determinaram
que os fragmentos de DNA (espagadores), presentes entre as regides repetitivas, eram

derivados de fagos invasores. Além disso, as bactérias que guardavam em sua
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memoria a sequéncia génica do invasor nas regides espacadoras ndo eram infectadas

uma segunda vez pelo mesmo fago (BOLOTIN et al., 2005).

Segundo Rath et al (2015), o CRISPR é um arranjo de pequenas sequéncias
repetidas, intercaladas com espacadores de sequéncias diferentes, presente no DNA de
bactérias. Os espacadores sdo provenientes de genomas virais ou plasmidiais. Novos
virus podem ser reconhecidos pelo sistema CRISPR quando um novo espacador, desse
virus, € inserido no genoma bacteriano, sendo essa alteracdo transmitida a sua prole.
Os espacadores sdo inseridos de um unico lado do loco CRISPR, dessa forma, o
sistema serve como um arquivo cronoldgico dos virus e plasmideos que a célula

bacteriana e sua prole encontraram.

O sistema CRISPR atua em conjunto com genes denominados Cas, geralmente
localizados adjacentes a cada loco CRISPR. Existe ainda uma sequencia lider, que age

como um promotor (Figura 2).

Espacadores

S N\
o NN /S

Sequéencias DR

Genes Cas

Figura 2 — Esquematizacdo dos locos presentes em sistema CRISPR-Cas9 onde se observa a posi¢do
dos genes Cas, a sequencia lider que atua como um promotor e o loco CRISPR contendo os espagadores
provenientes dos virus e as sequencias repetidas (DR).

Fonte: MACHADO, (2019)
Dependendo das proteinas Cas especificas no genoma, familias de genes

CRISPR-Cas tém sido identificadas. Estes genes codificam uma variedade de
polimerases, nucleases, helicases e outras proteinas envolvidas no funcionamento do
sistema CRISPR (Tabela 1). Atualmente, 93 genes Cas diferentes foram identificados
e classificados em 35 familias com base nas semelhangas de suas sequéncias
(MAKAROVA et al., 2015).

As proteinas Cas desempenham um papel importante na delecdo de sequéncias
invasoras interceptadas no DNA. Enquanto o CRISPR armazena as sequéncias de
DNA do agente invasor em sua “memoria imunologica”, a Cas ¢ direcionada para
clivar essa determinada regido do DNA invasor, com alta especificidade
(WIEDENHEFT et al., 2012).
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Tabela 1 — Diversidade de proteinas Cas e suas multiplas fungdes

Tipo da proteina

Fungéo

Casl
Cas2
Cas3
Cas4
Cas5
Casb6
Cas7

Cas8

Cas9
Casl0

Casll

Casl2

Cas13

DNA nuclease
RNA nuclease
DNA nuclease e helicase
DNA nuclease
Processamento de pré-crrna
Processamento de pré-crrna

Reconhecimento de RNA, ligacdo de crRNA
Grande subunidade do complexo de defesa
antiviral
DNA nuclease

Grande subunidade do complexo de proteinas

Pequena subunidade de complexos efetores

Processamento de crRNA, DNA nuclease

Processamento de crRNA, DNA nuclease

Fonte: Adaptado de NIDHI et al., (2021)

O funcionamento do sistema CRISPR requer a transcricdo do arranjo das

sequencias repetidas e espacadores, transcrita em uma longa cadeia precursora de

RNA, o pré cr-RNA, que sera processado em pequenos CRISPR-RNAs, com cerca de

57 nucleotidios, que contém um espacador flanqueado por duas repeticbes

parcialmente conservadas (Figura 3).
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Figura 3 — Transcricdo das sequencias repetidas e espagcadores como um pré- crRNA que sera
processado em pequenos crispr-RNA, contendo um espagador flanqueado por duas repeticGes.

Adaptado de ZHANG, et al., (2016)1
Complementando o sistema ha um segundo RNA ndo codificante, o trans-
activante crispr-RNA (tracrRNA), que forma uma cadeia dupla de RNA que ¢ clivada
e processada pela ribonuclease (RNase) Il (figura 4). A forma duplex de crRNA-
tracrRNA associa-se com a nuclease Cas9 e forma um complexo responsavel pelo
reconhecimento e clivagem do DNA invasor (CONG et al., 2013; MALI et al, 2013).

No corte do DNA invasor (alvo), a enzima Cas reconhece sequencias de 2 a 6
pares de bases, situada trés a quatro nucleotidios depois do sitio de corte, no DNA
alvo. Esta curta sequencia é identificadas pela sigla PAM (do inglés protoespacer
adjacente motif). Portanto, o sitio PAM é uma regido de reconhecimento, necessario

para que a endonuclease Cas efetue o corte no DNA.

Enzima Cas9 Sequéncia alvo —— tracrRNA

e

\ crRNA PAM (motivo adjacente
DNA (protoespacador) ao protoespacador)

Figura 4 — Para o sistema CRISPR agir sdo necessarias duas fitas de RNAs: tracRNA e crRNA; que
juntas funcionam com guias para a enzima Cas9.

Fonte: Adaptado de FERNANDES (2018)
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As sequencias de reconhecimento PAM sdo especificas para cada endonuclease
presentes nas diferentes bactérias. Na Streptucoccus pyogenes, a endonuclease Cas9
reconhece a sequencia PAM 5°-NGG-3” (N pode ser qualquer base no nucleotideo).
Entretanto, a enzima Cas do Staphyilococcus aureos, reconhece uma sequencia

diferente.

A figura 5 resume o funcionamento do sistema de defesa CRISPR em bactérias
e a captura e insercdo de pequenos pedacgos de DNA, advindos da invasdo por virus ou
plasmideos, a0 genoma da bactéria e, contra 0s quais ela adquire resisténcia. Estes
fragmentos do DNA invasor sdo guardados no genoma da bactéria, como uma

“memoria da infec¢do”.

Célula procaridtica A 5 A
7 \t e
U Integraciode
Gene (as Locus CRISPR \ novo espacador

e TR

N&Iiv;gemdo %- b I i

DNA invasor aRNAs
—'\/\,—g va,-g R _g

@ Repeticio ®
' Agente invasor
espacador 78 A\

Figura 5 — Reproducéo da ferramenta de imunidade CRISPR-Cas em procariotos.
Fonte:LOPES FILHO et al., (2020)

3.3 Funcionamento da técnica baseada no sistema CRISPR-Cas

As ferramentas de edi¢do de genoma baseadas em CRISPR-Cas consistem em
dois elementos fundamentais, um RNA guia unico (sgRNA) que foi adaptacdo para a
edicdo gendmica contendo anteriormente dois RNAs e a nuclease Cas9. O complexo
SgRNA-Cas9 desliza o genoma em busca do local alvo com padrfes adjacente proto-

espacador (PAM) que é responsavel pelo recrutamento e ativacao da Cas9. Em seguida
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ocorre a quebra da fita dupla (DSB) de DNA de forma eficiente (JINEK et al., 2012;
SHELAKE etal., 2019; PRAMANIK et al., 2021).

A edicdo gendmica ocorre por meio da acdo de enzimas sitio-dirigidas, capazes
de cortar a molécula de DNA-alvo, ativando a subsequente acdo de mecanismos de
reparo de DNA da propria célula, que podem ser direcionados por unido de
extremidades ndo homologas (NHEJ) ou por recombinacdo homdéloga (HDR)
(SATHEESH et al., 2019).

A dupla hélice do DNA esta sujeita a quebras e danos que, na maioria das
vezes, sao corrigidos pela maquinaria de reparo do DNA, presente na célula. Este
sistema de reparo € uma importante etapa na edi¢cdo genémica, na qual, apds o corte
no DNA realizado pelas nucleases, a integridade da dupla fita é restabelecida pelo

sistema de reparo da célula, finalizando o processo (POLETTI, 2021).

O mecanismo reparo da fita dupla de DNA, usado na edicdo de genomas € a
recombinacdo ndo homdloga que liga extremidades diferentes do DNA (NHEJ); e o
sistema de reparo direcionado por uma das fitas do DNA (HDR) (GAJ et al., 2013;
WATSON et al., 2004; WYMAN & KANAAR, 2006). (Figura 6)
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Figura 6 — Representacdo esquematica dos mecanismos de reparo de DNA por unido de extremidades
ndo homdlogas (NHEJ) ou por recombinacéo homdloga (HDR).

Fonte: TORREGROSA et al., (2019)

A descoberta de nucleases especificas de sequéncia programada (SSNs)
facilitou a edicéo precisa do gene de plantas, sendo reconhecido como um avango na
engenharia do genoma. Os SSNs possuem diversas aplicacdes para produzir mutacées
desejadas, como inser¢oes, delecdes, substitui¢bes, integracdo de sequéncia especifica
de DNA em um loco desejado e substituicdes dirigidas ao local em diversos tipos de
organismos (RAZZAQ et al., 2019; SALEEM et al., 2019).

3.4 Comparacdo entre as técnicas de edicdo génica utilizando Meganucleases,
ZNFs, TALENs e CRISPR-Cas

As ferramentas de edicdo genémica, edi¢cdo génica ou engenharia genémica sdo
nomes utilizados as mudancas dirigidas feitas no DNA de organismos vivos (BALTES
etal., 2017).
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Existem quatro grupos de proteinas que se ligam ao DNA e sdo utilizadas em
edicdo genica: as meganucleases provenientes de elementos genéticos mdveis
microbianos (MN), as nucleases baseadas nos fatores de transcri¢do eucariotas como
Zinc Fingers (ZFN); efetores do tipo ativador de transcricdo (Transcription Activator-
Like Effectores (TALENS), tecnologia advinda de bactéria e, atualmente, a ferramenta
que utiliza a endonuclease Cas9 do sistema imunol6gico adaptativo de algumas
bactérias como S. pyogenes (HSU et al, 2014).

Em 2003, os cientistas foram capazes de inativar genes usando ZFNs pela
primeira vez (BIBIKOVA et al,. 2003). Em 2005, a primeira mutagénese baseada em
SSN via ZFNs foi realizada com sucesso em plantas (LLOYD et al,. 2005). Portanto,
ZFNs tém a capacidade de produzir a quebra da fita dupla do DNA em sitios-
especificos que sdo utilizados para aplicagdes na engenharia genica (GUPTA et al.,
2012).

Em 1989, os TALENs foram descobertos pela primeira vez quando uma
bactéria patogénica chamada Xanthomonas foi estudada em muitas plantas (BONAS et
al,. 1989). Essa bactéria € responsavel pelo crescimento desordenado das células
vegetais, devido a sintese de uma nova proteina que resulta no estimulo da ativacao de
transcricdo (TALENSs), que tém como alvo sequéncias de DNA especificas e
influenciam grandemente a expresséo génica (PESSINI et al., 2012).

As nucleases ZNFs e TALENSs trouxeram uma grande contribuicdo no avanco
da manipulacéo direcionada de genomas. No entanto, sdo técnicas complexas e exigem
uma elaborada estrutura para estabelecer o sitio de reconhecimento da sequéncia-alvo
no genoma (SMITH et al., 2006; MAEDER et al., 2008).

Essas ferramentas sdo demoradas e demandam de protocolos longos, como a
engenharia de proteinas, para atingir a especificidade do alvo. Em comparagdo com as
abordagens de edicdo de genomas ZNFs e TALENS, a ferramenta CRISPR-Cas, é
mais simples de projetar, econdmica e confidvel (SHAN et al,. 2013; MOSCOU &
BOGDANOVE 2009; BOCH et al,. 2009).

O sistema CRISPR-Cas9 tem vantagens sobre outras nucleases projetadas

como ZFN e TALENs pelo fato de ser relativamente facil de usar, de baixo custo,
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capacidade de multiplexacdo e melhor atividade de clivagem no gene (MALI et al.,
2013; CARROL, 2014).

QUADROS et al., (2018) em sua comparacdo, afirma que com a técnica
CRISPR-Cas9 ¢ possivel transformar genes de interesse, de forma mais barata e
altamente eficiente na edicdo de genomas, quando comparado com as nucleases
TALEN e ZFN, e conclui que essa ferramenta € menos controversa que as técnicas de

producdo de transgénicos convencionais (Tabela 2).

Tabela 2 - Comparacao das caracteristicas dos trés principais instrumentos de edi¢cdo gendémica

Prooriedades 1ZFNs 2TALENS 3CRISPR-Cas
P (2003) (2010) (2012)
Custo Producdo 25.000 (R$) 5.000 (R$) 50 (R$)
Dificuldade Dificil N&o muito facil Facil
Tempo necessario Meses Semanas Dias

1ZFNs:  Zinc-finger nucleases; °“TALENs: Transcription Activator-Like Effector Nucleases;
%CRISPR/Cas: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats.
Fonte: Adaptado de QUADROS et al., (2018)

Devido a presenca dessas restricdes, as aplicacGes de TALENs e ZFNs em
plantas foram ficando limitadas e abrindo espaco para novas ferramentas tecnoldgicas
(JINEK et al,. 2012).

A ferramenta TALENSs é mais utilizada para edi¢cdo gendmica direcionada em
comparagdo com ZFNs, mas, ainda precisam de uma maneira eficiente para que ocorra
a ligacdo a regido do DNA. Além disso, a natureza repetitiva e 0 grande tamanho
representam em obstéaculos para a entrega bem-sucedida de TALENs (PESSINI et al.,
2012). Mesmo com esses empecilhos de complexidade e custo elevado, a agricultura
teve um grande avanco com o emprego dessas técnicas. Na Tabela 3 é exposto a

aplicacdo mediada por MN, TALEN e ZFN em plantas.
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Tabela 3 - Aplica¢des de ferramentas de edicdo de genoma de primeira geragdo em plantas cultivadas

Nucleases do

Tipo de

Caracteristica

Editor de Espécies modificacio Técnica de entrega  Gene Alvo Desejada
Genes
Nocaute Transformagéo Plantas
Zea mays e mediada MS26 masculinas
genético . .
por Agrobacterium estéreis
. Empilhamento . A
Gossypium Bombardeio de Tolerancia a
Meganuclease hirsutum de' . particulas EPSPS herbicidas
caracteristicas
Nocaute Transformagao Mutagénese
Zea mays enético mediada LG1 direcionada
g por Agrobacterium hereditaria
Ermpi Deteccéo de
mpilhamento x ; “
Oryza de Transformacéo locais de “porto
sativa L mediada OsQQR seguro” no DNA
caracteristicas . : <
por Agrobacterium para introdugao
de caracteristicas
Empilhamento
Zea mays de Bombardeamento ZmTLP Tolerancia a
ZFN caracteristicas  de microparticulas herbicidas
Brassica Expresséo Transformagéo Composicéo
napus genética mediada Kasll melhorada do
por Agrobacterium 6leo de semente
Glicina Nogayte Agrobacterium Transmissao
genetico . DCL o
max rhizogenes hereditaria
Zea mays Reposigdo de Bigodes IPK1 Tolergn_ma a
genes herbicidas
Saccharum Nocaute Transfo_r macdo Ef|C|e_n_C|a 9e
o . mediada COMT sacarificacdo
officinarum genético .
por Agrobacterium melhorada
Mutacéo de Transformagéo Inducio de
Zea mays mudanca de mediada ZmMTL Gao e
. plantas haploides
quadro por Agrobacterium
Glicina Nocaute Agrobacterium GmPDS11, Fenotlggéegbmo €
max genético rhizogenes GmPDS18
Glicina . Agrobacterium FAD2-1A, Alto tegr de
Empilhamento . oleico, baixo teor
max de genes rhizogenes FAD2-1B, de linoleico
g FAD3A
Minimizando os
Solanum Nocaute Bombardeio de acucares
. p Vinv
tuberosum genético particulas redutores
Transformagéo Composigdo da
Saccharum Nocaute . parede celular
et . mediada COMT
officinarum genético . melhorada
por Agrobacterium
Solanum Nocaute Bombardeio de Expressao
. p ELA transiente em
TALENS tuberosum genético particulas
protoplastos
Transformacéo Cera epicuticular
Nocaute . -
Zea mays o mediada ZmGL2 reduzida nas
genético

por Agrobacterium

folhas
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Orvza Nocaute Transformacéo
Y - mediada OsBADH2  Arroz perfumado
sativa genético .
por Agrobacterium
. Transformagéo S
Tr|t|_cum Nogagte mediada MLO Resmtgn_ma ao
aestivum genético . oidio
por Agrobacterium
Transformagéo
Hordeum Nogagte mediada Transgene GFP
vulgare genético .
por Agrobacterium
Glicina Nocaute Agrobacterium FAD2- Melhor qualidade
max genético rhizogenes 1A/B do bleo
Nicotiana Nocaute Transformagdo de Sur A, Sur Mutag&o
s protoplastos S
tabacum genético ; B direcionada
mediada por peg
Orvza Nocaute Transformacéo Resisténcia a
Y o mediada Os11N3 ferrugem
sativa genético . 4
por Agrobacterium bacteriana

Fonte: Adaptado de RAZZAQ et al., (2019)

3.5 Utilizagdes da ferramenta CRISPR-Cas na agricultura

Os fungos e principalmente os virus causam uma série de danos e prejuizos as

plantacdes agricolas. Com isso, a edicdo gendmica por meio da mutacdo, delecdo e

insercdo (figura 7) € de grande importancia na obtencdo de espécies agronomicamente

melhores.
A) MutacaO/KHOCk out Quebra da fita dupla
em local especifico
Delecéo por
\l/ introducao de Pesge
Nuclease_l: mecanismo de
— ’ —
\
RNAm W RNAm

Juncédo de extremidades néo

homadlogas

-

Proteina s

Proteina truncada Q
patogénica Elementos
nonsense
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Quebra da fita dupla
B) Delecdo em local especifico

Mutacdo  Nyclease
— — T

l RNAm l RNAm

Juncéo de extremidades nao
homologas
Proteina Proteina
bpatogénice corrigida

C) Insercdo (Knock in) por NHE) ~ Quepra s T cuee

J

I ““Cfi”_[:sjj_ E—
+

Transgene
7

RNAm
— Juncéo de extremidades nédo M
Pontos de homélogas

reconhecimento Doador

Proteina inserida

Figura 7 — (A) O reparo por NHEJ (juncdo de extremidade ndo homéloga) pode condicionar a insercéo
ou delecdo de sequéncia em genes, condicionando a formacdo de cddons de parada, promovendo o
knock out de tais genes. (B) A inducdo de duas quebras de fita dupla pode promover a delecdo de
sequéncias gendmicas por NHEJ, de modo a reparar proteinas mutadas. (C) Transgenes podem ser

inseridos por NHEJ em DSBs (quebra da fita dupla de DNA) a partir de doadores que contenham
pontos de reconhecimento.

Fonte: Adaptado de LISTIK & CARMO, (2016)
O arroz (Oryza sativa) tem uma grande importancia alimenticia, econdmica e
social pelo Brasil e no mundo, favorecendo a geracdo de emprego e renda. Sua

modificacdo genética € de grande interesse comercial.

Xie & Xang (2013), editaram o gene OsMPK5 que codifica uma proteina
quinase ativada por mitdgeno, envolvida na resposta de defesa da planta e estresse
abiodtico. Andlises de bioinformatica demostraram que no genoma do arroz, sete

sequéncias eram similares a sequéncia-alvo de PS3 e possuiam PAM, estando sujeitas
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a atividade da Cas9 e estimaram que 90% dos genes do arroz podia ser alvo de RNA

guias.

Sun et al., (2016) buscaram introduzir a resisténcia a herbicidas. Partindo disso,
ceélulas de arroz foram co-transfectadas via bombardeamento de biomoléculas com
plasmideos contendo 2 sgRNAs contra sequéncias do gene ALS e oligonucleotideos de
fita-simples contendo sequéncias as quais se desejava editar, como template de reparo,
além da Cas9. Apds 10 dias da aplicacdo de herbicida, as folhas das plantas nao
editadas comecaram a secar, enquanto as folhas das plantas editadas ndo apresentaram

efeito crescendo normalmente.

Também em arroz, o crestamento bacteriano é causado por Xanthomonas
oryzae, que utiliza o efetor PthXo2 para induzir a expressdo do gene na planta
hospedeira. Esse gene esta relacionado ao transporte de sacarose e parece ser
determinante para o processo infeccioso por essa bactéria. Assim, mutacoes
promovidas por CRISPR-Cas9 na regido codificante resultou em plantas resistentes a
essa infeccdo (JIANG et al., 2015).

O tomateiro (Solanum lycopersicum) é alvo de diversos ataques por virus,
fungos e insetos agentes de grandes detrimentos econdmicos. Essa fruta tem seu
genoma completamente sequenciado tornando-se um 6timo candidato para se testar a
edicédo por CRISPR-Cas (AOKI et al., 2013).

Assim, sob essas condicBes o gene SIMIol do tomateiro foi escolhido como
alvo de delecdo utilizando o CRISPR, tendo em vista que este gene é o principal
causador da vulnerabilidade abrindo a oportunidade do ataque e infestacdo do fungo
Oidium neolycopersici, que é o agente causal da doenca do oidio. Como resultados,
nas plantas editadas com a delecdo demonstraram resisténcia ao patdgeno
(NEKRASOV et al., 2017).

Brooks et al., (2014), em tomateiro desenvolveram 2 sgRNAs contra
sequéncias do gene SIAGO7 (que codifica RNAs interferentes), cuja disfuncdo leva a
formagéo de folhas em forma de agulha ou enroladas em contrastes com folhas
normais achatadas. As plantulas foram infectadas por plasmideos de Agrobacterium
tumefaciens contendo a Cas9 e sgRNAs, sendo que 9 semanas depois, 48% das plantas
demonstravam fendtipos advindos da edicéo pela Cas9.



25

A delecdo do gene SIAGLSG, ainda em tomateiro, gerou frutos partenocérpicos
com grande potencial para manufatura de processados. Esta nova cultivar apresentou
tolerancia a altas temperaturas, e as plantas foram capazes de produzir frutos sob

condicdes de estresse oxidativo (KLAP et al., 2017).

Em um ensaio com cacaueiro (Theobroma cacao) a dele¢do do gene TcNPR3,
possibilitou um acréscimo da resisténcia do tecido foliar a infeccdo do agente
etioldgico Phytophthora tropicalis (FISTER et al., 2018).

Alagoz et al., (2016) trabalharam com a papoula-dormideira (Papaver
somniferum) uma das principais plantas aromaticas utilizadas na produgdo de morfina,
tendo uma grande importancia biomédica que também se d& pela producéo de outros
alcaloides como a antitussigena que € uma molécula analgésica. Buscando manipular a
biosintese dessas substancias, trabalhou-se contra o gene 40MT2, envolvido na
regulacdo da producdo desses alcaldides. Entdo as células de folhas de papoila foram
transfectadas com vetores de expressdao de Cas9 e sgRNA, sendo a transfeccdo
mediada por Agrobacterium tumefaciens. Posteriores analises demonstraram uma
significativa reducdo na producéo de alcaldides em células transfectadas, em relacdo a

células ndo-transfectadas.

No trabalho realizado por OKUZAKI et al., (2018) a ferramenta CRISPR-Cas9
foi avaliado em Colza (Brassica napus) no gene de acido graxo dessaturase 2 (FAD2),
gue codifica uma enzima que catalisa a dessaturacdo do 4&cido oleico. Essas
modificacdes revelaram um aumento estatisticamente significativo no teor de &cido

oleico em comparacdo com as sementes do tipo selvagem.

Nessa mesma cultura Huang et al., (2020) pode modificar simultaneamente
maultiplas cépias do gene BnaFAD2 buscando a edi¢cdo gendmica com o sistema
CRISPR para desenvolver novas variagbes nos perfis de acidos graxos. Como
resultado o teor de acido oleico nas sementes de B. napus dos mutantes aumentou
significativamente com o maior superior a 80% em comparacdo com o tipo selvagem
de 66%, enquanto os teores de 4&cido linoleico e linolénico diminuiram

proporcionalmente.

Lawrenson et al., (2015) investigaram 0 uso e 0s requisitos de especificidade
do alvo da edi¢do do genoma Cas9 guiada por RNA em cevada (Hordeum vulgare) e
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couve (Brassica oleracea) visando genes de multicopia, em cevada, o alvo foram duas
copias de HYPM19 e observaram mutac@es induzidas por Cas9 na primeira geracao de
23% e 10% das linhas, respectivamente. Em couve o direcionamento de BolC.GA4.a
levou a mutagdes induzidas por Cas9 em 10% das plantas de primeira geragédo
rastreadas, mostrando que o uso de Cas9 guiado por RNA para gerar mutacdes em

genes-alvo de cevada e couve obtendo transmissdo estavel dessas mutacgdes.

Em batata (Solanum tuberosum) também ¢é possivel a edicdo por CRISPR para
a completa eliminacdo da producdo de glicoalcaloides esteroidais, substancias que
desenvolverem sabor amargo causando a diminui¢do do interesse paliativo, podendo

ser toxicas se ingeridas em grandes quantidades (NAKAYASU et al., 2018).

No Brasil recentemente ocorreu a obtencdo de produtos utilizando a tecnologia
CRISPR, para obtencdo de milho editado geneticamente com maior concentracdo de
amilopectina e cana de agtcar com maior digestibilidade de biomassa vegetal, e maior
acumulo de acucares para producdo de etanol foi avaliado e aprovado pela Comissao

Técnica Nacional de Biosseguranca - CTNBIo.

Assim, essa tecnologia de edicdo vai ganhando espaco no mercado agricola e
abre caminho para novos estudos em novas culturas de importancia econémica.com

sua aplicagéo pratica pelo mundo. (Tabela 4).

Tabela 4 — Resumo das aplica¢fes da técnica CRISPR nas principais culturas para melhoria de
produtividade e qualidade

Tipo de Caracteristica Mecanismo

Espécies modificacéio Técnica de entrega  Gene Alvo Desejada de reparo
iti i Peso do gréo
Tr|t|_cum Nogayte Bomba,rdelo de TaGW?2 g RH
aestivum genético particulas
Insercéo Transformaggo Rendimento de
Oryza sativa enét%ca mediada OsAAP3 150S NHEJ
9 por Agrobacterium 9
Transformacédo
Oryza sativa Noc,agte mediada OsCCD7 _Alto NHEJ
genético . perfilhamento
por Agrobacterium
Nocaute Transformagdo Floragéo
Glicina max . mediada GmFT2a ¢ NHEJ
genético . atrasada
por Agrobacterium
Nocaute Transformacédo
Oryza sativa e mediada GW5 Peso do gréo NHEJ
genético

por Agrobacterium




27

Oryza sativa

Oryza sativa

Solanum
lycopersicu
m

Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa

Triticum
aestivum

Triticum
aestivum

Oryza sativa

Solanum
lycopersicu
m

Solanum
lycopersicu
m

Oryza sativa

Glicina max

Solanum
tuberosum

Nocaute
genético

Nocaute
genético

Nocaute
genético

Insercao
genética

Nocaute
genético

Nocaute

genético

Nocaute
genético

Nocaute
genético

Nocaute
genético

Nocaute
genético

Insercéo
genética

Nocaute
genético

Nocaute
genético

Nocaute
genético

Transformacéo
mediada
por Agrobacterium

Transformacéo
mediada
por Agrobacterium

Transformacao
mediada
por Agrobacterium

Transformacao
mediada
por Agrobacterium

Transformacéo
mediada
por Agrobacterium

Transformacéo
mediada
por Agrobacterium

Bombardeio de
particulas

Bombardeio de
particulas

Transformacédo
mediada
por Agrobacterium

Transformacéo
mediada
por Agrobacterium

Transformacéo
mediada
por Agrobacterium

Transformacédo
mediada
por Agrobacterium

Transformacédo
mediada
por Agrobacterium

Transfecgéo
mediada por PEG

Hd2 , Hd4
, Hd5

OsSWEET
11

SP5G

OsGRF4

IPA, GS3,
DEP1,
Gnla

GS3, GW2
,GW5, T
GW6

GASR7

o—gliadina

Ceroso

IncRNA14
59

SGR1,
LCY-E,

Blc, LCY-
B1

SBEIlIb

FAD2-1A,
FAD2-1B

GBSS

Titulo inicial

Peso do grdo

Ciclo
antecipado

Tamanho de
gréo

Melhor
rendimento

Peso do grdo

Peso do kernel

Baixo teor de
glaten

Glutinosidade
aprimorada

prazo de
validade longo

Aumento do
licopeno

Amilose,
resisténcia ao
amido

Melhor
qualidade do
o6leo

Aumentar a
amilopectina/am
ilose

NHEJ

NHEJ

NHEJ

NHEJ

NHEJ

NHEJ

HDR

HDR

NHEJ

NHEJ

NHEJ

NHEJ

NHEJ

NHEJ
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Solanum Transformagéo Aumentar o
lycopersicu Noc,agte mediada SIGADZ, acido Y- NHEJ
genetico . SIGAD3 ) -
m por Agrobacterium aminobutiric
Transformacéo . .
Zeamays ~ ocaute mediada ppR,RpL | roteinazeina NHEJ
genético reduzida

por Agrobacterium

Fonte: Adaptado de RAZZAQ et al., (2019)

3.6 Sistema CRISPR-Cas9 para resisténcia a doencas de plantas

Os Virus, bactérias, fungos, nematoides e insetos sdo 0s principais agentes
causais indutores de estressores bidticos e reducdo da produtividade das
culturas. (AL-SADI et al., 2012).

A edicdo genica mediado por CRISPR-Cas9 pode ser empregada diretamente
para interromper genes causadores de doengas, desenvolvendo culturas resistentes a
doencas, causando a diminuicdo do uso e dependéncia dos insumos quimicos
sintéticos. (Tabela 5).

Tabela 5 — Resumo de culturas resistentes a doengas causadas por fungos fitopatogénicos desenvolvidos
via CRISPR-Cas9.

Tipo de . .
. g . Gene Caracteristic . Mecanism
Espécies modifica  Técnica de entrega ; Patégeno
cio Alvo a Desejada o de reparo
Resisténcia
x contra o Virus
Oryza Nocaute Transfo_r magdo virus esférico do
sativa enético mediada eIF4G esférico do tungro do NHEJ
g por Agrobacterium 9
tungro do arroz
arroz
Transformacéo Maior
Vitis Nocaute rmag VWWRKY  resisténcia Botrytis
L o mediada . NHEJ
vinifera genético . 52 contra Botryt cinerea
por Agrobacterium L
is cinerea
. « Transformagéo Gh14-3- Resisténciaa -
Gossypium  Insercao . 3d murcha de Verticilliu
. L mediada L o NHEJ
hirsutum genética . verticillium m déliae
por Agrobacterium N
do algodéo
} ) Pseudomo
Solanum Nocaute Transformacédo Resistente a nas
lycopersic o mediada SIAZ2 manchas svrinaae NHEJ
genético . . yring
um por Agrobacterium bacterianas
l\_/la!or . Virus do
< ~ . resisténcia
Solanum Transformacédo Sequénci enrolament
. Nocaute . contra o
lycopersic o mediada as de CP o da folha NHEJ
genético . Tomato
um por Agrobacterium e Rep amarela do
yellow leaf
. tomate
curl virus
Solanum Nocaute Transformacdo SIMlol Maior Oidium NHEJ
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lycopersic  genético mediada resisténcia  neolycoper
um por Agrobacterium contra o sici
oidio
Maior .
Triticum Nocaute Bombardeio de resisténcia !Ery5|phe
. . . EDR1 cichoracea NHEJ
aestivum genético particulas contra o
o rum
oidio
Transformacao Resistente Xanthomo
Paraiso  Nocaute rmac CsLOB1L nas
o . mediada ao cancro . NHEJ
citrico genético . o citri subsp.
por Agrobacterium citrico L
citrino
Citrus Nocaute Transformacao Resistente Xanrfggmo
) . . mediada CsLOB1 ao cancro - NHEJ
sinensis genético . o citri subsp.
por Agrobacterium citrico L
citrino
Transformacéo Resisténcia
Oryza Nocaute rmag OsERF9 contra Magnaport
) . mediada NHEJ
sativa genético or Adrobacterium 22 fungos he oryzae
P g blastos
. Transformacéo Ampla -
Cuc_umls Noc,al_Jte mediada elFAE resisténcia a V:imos NHEJ
sativus genético . . virus
por Agrobacterium virus
Transformacéo Resisténcia
Oryza Nocaute rmag OsSWEE contra Xanthomo
) . mediada NHEJ
sativa genético . T13 crestamento  nas oryzae
por Agrobacterium .
bacteriano

Fonte: Adaptado de RAZZAQ et al., (2019)
3.7 Vantagens da utilizagdo do sistema CRISPR-Cas

Segundo Dounda & Charpentier, (2014) o mecanismo de clivagem do DNA, a
capacidade de reconhecimento de alvos multiplexados e a existéncia de muitas
variantes do sistema CRISPR-Cas9, permite o desenvolvimento de notaveis avangos
usando esta técnica econémica e de facil utilizacdo. Tornando possivel a utilizacdo
desta tecnologia para direcionar, editar, modificar, regular e marcar de maneira precisa

e eficiente o loco de uma ampla variedade de células e organismos.

A utilizacdo de ZFNs para edicdo gendmica em plantas mostrou implicacfes
positivas, em diferentes espécies e com diferentes objetivos. No entanto, existem
determinadas barreiras. Tendo em vista ser necessario construir um arranjo de dedo de

zinco para cada alvo selecionado (CHEN et al., 2019).

A ferramenta CRISPR-Cas9 utilizado na edic¢éo de genes de plantas fez surgir

uma inovacdo no trabalho de melhoramento genético e garantiu mudancas no



30

progresso da pesquisa em biotecnologia. Em comparagdo com outras metodologias
que regulam o metabolismo das plantas a grande vantagem desta tecnologia reside na
competéncia de alterar regides especificas do DNA, com baixo custo, tornando
possivel a obtencdo de espécies vegetais melhoradas para ambientes estressantes
(QUADROS et al., 2018).

De certo modo essa facilidade de manipular o CRISPR-Cas9 demonstrou uma
grande vantagem na producédo de vetores para atingir locais alvo ou mesmo genomas
extensos com a proteina Cas9 que se mantém inalterada. Esse sistema ainda pode ser
capaz de modificar maltiplos locais genémicos simultaneamente, ou seja, utilizar
varios RNAs guia em paralelo dentro de uma mesma célula (DOUNDA &
CHARPENTIER, 2014).

3.8 Considerac6es éticas de biosseguranca da utilizacdo da técnica de CRISPR-

Cas

De acordo com Wang, (2017) o método CRISPR-Cas9 provou ser
revolucionario, despontando um imenso potencial para a pesquisa em plantas e
também para areas das ciéncias médicas, com uma incrivel precisdo para leitura. E
uma técnica interessante que apresenta: baixo custo, facil manipulacdo, ampla
aplicabilidade, abrindo assim, o caminho para uma verdadeira revolucdo. Existindo
muitas possibilidades de aplicagdo, como no tratamento de doencas, ou em
aperfeicoamentos genéticos de genes embridticos, apelidados de “bebés projetados”,

entre muitas outras possibilidades.

No comego do sequenciamento do genoma humano, o temor aos desvios
indevidos conduziu a consagrar o genoma como “patrimonio comum da humanidade”.
A Unesco na Declaracdo sobre Genoma Humano e Direitos Humanos, o especifica no
artigo 1°; acrescentando no artigo 11° que ndo deve ser permitida qualquer pratica que
seja contraria a dignidade humana; e no artigo 12° que toda pessoa deve ter acesso aos
progressos da biologia, da genética e da medicina em matéria de genoma humano,
respeitando sua dignidade e seus direitos (Organizacién de las Naciones Unidas para la

Educacién, la Ciencia y la Cultura, 1997).
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Esse crescimento exponencial da edicdo de genomas e sua manipulacdo de
forma facilitada tém resultado em enormes desafios para a bioética, implicando em

testes controversos e pouco confiaveis.

O experimento do Chinés He Jiankui com embries humanos chocou a
comunidade cientifica mundial e despertou os conselhos de ética em pesquisa,
cientistas e profissionais para o abismo obscuro de experimentos arriscados em nome
de avancos cientificos, alertando que experimentos em embriées humanos, poderiam
impactar negativamente o futuro da humanidade (HIRSCH; IPHOFEN & KOPORC,
2019).

Por outro lado, os trabalhos realizados com a edicdo génica por CRISPR-Cas9
em plantas causam menor polémica em questdes éticas, pois se em uma planta for
verificada alteracGes genéticas graves, esta sera simplesmente descartada. Torna-se
importante também a realizacdo de testes de intolerdncia alimentar e toxicidade, no

sentido de garantir um alimento muito mais seguro (QUADROS et al., 2018).

A Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio), 0rgao
governamental vinculado ao Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e
Comunicac0es, responsavel pela formulacdo, atualizacdo e implementacdo da Politica
Nacional de Biosseguranca de OGMs, no estabelecimento de normas técnicas de
seguranca e de pareceres técnicos referentes a autorizacdo para atividades que
envolvam pesquisa e uso comercial de OGMs e seus derivados (CTNBIO, 2021), vem
discutindo todas as questdes legais que envolvem a engenharia do genoma através da
ferramenta de edicdo CRISPR-Cas9.

A CTNBIO foi favoravel a liberacdo comercial de um microrganismo em um
primeiro caso relatado que ocorreu em 2018 com a levedura “Excellomol 4.0” da
empresa GlobalYeast, que foi editada através do sistema CRISPR-Cas9. Segundo a
CTNBIo ela ndo se enquadrava na categoria de OGM nos termos da Legislacéo
Brasileira de Biosseguranga e Resolugcdo Normativa N° 16 (QUADROS et al., 2018;
CTNBIO, 2021).

Portanto, € de suma importante que o Brasil, com urgéncia, se organize e
comece a debater rapidamente estas questdes legais, implementando modificacdes em

sua legislacdo que regulamenta comercializacdo de OGMs, para assim, se tornar uma
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referéncia a nivel internacional. Entretanto, os resultados de todos os trabalhos ja
executados com a ferramenta CRISPR-Cas9 de forma responsavel, devem ser
analisados levando em consideracdo 0s possiveis impactos causados por
embaralhamento génicos (POLETTI, 2021).

Dessa forma, buscando a garantia de uma alimentacdo mais segura e barata
para a humanidade e os animais, sempre deve ser observado os eventuais impactos
para a sociedade e o meio ambiente a fim de reduzir os riscos ou extingui-los o

maximo possivel para tornar a agricultura mais sustentavel.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Como demonstrado nessa revisdo bibliografica, o melhoramento genético de
plantas vai evoluindo, ao mesmo tempo, cientistas do mundo foram desenvolvendo
ferramentas cada vez mais eficientes pela busca da obtencdo de plantas mais
produtivas. O funcionamento e aplicabilidade do sistema CRISPR-Cas ainda estdo em
fase de aperfeicoamento, porém, em virtude de seus potenciais beneficios, da sua
eficacia e das inumeras possibilidades de aplicacdo, passa por um continuo processo
de aprimoramento. A sua relativa baixa complexidade e custo permitiu que um grande
namero de centros de pesquisa ao redor do mundo comecasse a explorar a técnica para
diversos fins. E necessario investir em pesquisas que elucidem os mecanismos de
edicdo por CRISPR-Cas com mais detalhes, tendo em vista, que se tornara uma

ferramenta revolucionaria na edicdo genémica com o passar dos anos.

A tendéncia da populacdo global é crescer cada vez mais aumentando a
demanda alimentar e com isto, a necessidade de se consumir alimentos seguros e
saudaveis, cresce na mesma proporcdo. O sistema CRISPR-Cas atrai pesquisadores,
devido a sua elevada eficiéncia, sua relativa facilidade de utilizacdo e seu futuro
promissor. No entanto, esbarra com questfes éticas devido a sua ampla utilizacdo na

edicdo de genomas.

Assim, a humanidade necessita de uma manipulacdo genica responsavel,
respeitadora e protetora da vida, e ndo de uma ciéncia manipuladora, interessada
unicamente nos interesses econémicos. Do mesmo modo, agéncias regulatorias terdo
que considerar a melhor maneira de fomentar o uso responsavel da tecnologia

CRISPR-Cas, sem inibir a pesquisa e o desenvolvimento tecnologico.
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Portanto, as possibilidades trazidas com a descoberta do sistema CRISPR-Cas
devem enfaticamente servir para a melhoria da saude e qualidade de vida de toda a

populacdo humana.
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