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Desafios da agricultura moderna para o presente e o futuro

Os desafios da agricultura moderna, destinada tanto para abastecimento de
alimentos quanto para obtencao de bioenergia, sao de escala mundial e incluem
aumento da demanda alimenticia devido ao crescimento populacional, mudancas
de habitos alimentares e mudancas climaticas. Um dos maiores desafios é aumento
sustentavel da producao, com a aplicacao de melhores praticas agricolas e o desen-
volvimento de variedades capazes de produzir alimentos com teor e qualidade nu-
tricional, bem como mais tolerantes aos diversos tipos de estresses bidticos e abio-
ticos (DaMatta et al.,, 2010; Lobell; Gourdji, 2012; McCouch et al., 2013; Eisenstein,
2013; FAO, 2019). Além disso, o continuo aumento da utilizacao de areas cultivaveis
tem causado grande impacto de desmatamento florestal (Campbell et al., 2008).

Historicamente, o desenvolvimento de cultivares com caracteristicas desejaveis
(traits), tais como maior produtividade, resisténcia a pragas ou maior valor nutricio-
nal, baseou-se principalmente em métodos de selecdo de alelos favoraveis de ocor-
réncia natural ou induzidos por mutagénese nao especifica. Apesar de sua enorme
contribuicdo, esses métodos apresentam limitagdes, tais como a selecao fenotipica
sem conhecimento das bases moleculares e fisiolégicas envolvidas (Purugganan;
Fuller, 2009).

Com o advento da biologia molecular, a agricultura moderna se beneficiou de
diversas técnicas que auxiliam o melhoramento genético vegetal, com destaque
para a transgenia, a selecao assistida por marcadores moleculares e a selecao gené-
mica. Contudo, embora tenham papel importante no cenario da agricultura atual,
alimentos transgénicos sofrem forte critica do publico, normalmente sendo asso-
ciados a imagem de algo “nao natural” por reunir material genético de diferentes
organismos (Schmidt et al., 2020). Além disso, ainda ha muita limitacao técnica para
o desenvolvimento de produtos comerciais, como, por exemplo, a restricao a mani-
pulacao de caracteristicas controladas por poucos genes, ou a impossibilidade de
escolha da posicao gendmica onde o DNA exdgeno é integrado (Que et al., 2010).
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Outros métodos de introgressao de genes (transferéncia ou introducao perma-
nente de genes de interesse de uma linhagem para outra) envolvem varias etapas
de cruzamentos entre as linhagens selecionadas e a elite, o que demanda longos
periodos de tempo (Mazur; Tingey, 1995; Jacobsen; Schouten, 2007; Harrison;
Larson, 2014). Por exemplo, uma cultivar elite apresenta caracteristicas de interes-
se agrondmico, mas pode ser suscetivel a uma determinada praga. Para adquirir
resisténcia, tal cultivar é cruzada com uma variedade doadora, resistente a praga,
mas com demais caracteristicas nao desejadas. A geracao F1 (hibrida) é resistente
a praga gracas ao alelo dominante proveniente do parental doador, mas apresen-
ta caracteristicas intermedidrias. Diversas etapas de retrocruzamento e selecao
sao necessdrias para recobrar as caracteristicas da variedade elite, mantendo a
resisténcia. Muitas vezes, mesmo apds multiplos ciclos de retrocruzamento, nao é
possivel recuperar as sequéncias da variedade elite adjacentes ao locus de interesse
(Figura 1). Esses métodos sao ainda restritos a espécies aparentadas, uma vez que
0 cruzamento entre espécies distantes nao é viavel, ou, quando ocorre, tende a
produzir descendentes inférteis (Moyle; Nakazato, 2008).

Assim, o desenvolvimento de hibridos ou cultivares agricolas com multiplos
traits € um processo extremamente complexo, de alto custo e longo. Mesmo os pro-
gramas de melhoramento assistido por marcadores moleculares, que identificam
e garantem a presenca do alelo introduzido, bem como selecionam o genoma do
doador com caracteristicas nao desejadas, tém suas limitacdes (Xu; Crouch, 2008).
Por exemplo, o extenso “arraste de ligacao” (linkage drag), associado a segmentacao
de genoma, limita os programas de melhoramento na etapa de recombinacao
genética (Lin et al., 2014), exigindo tentativas para quebra da ligacao do gene-alvo
(Brown, 2002). Tais processos sao muitas vezes desafiadores e exigem grandes po-
pulacdes de cruzamento e selecao trabalhosa, uma vez que a taxa de recombinacao
entre um dado marcador préximo ao locus de interesse e esse proprio locus é baixa,
sendo diretamente relacionada a distancia entre ambos (Li et al., 2015).

E, portanto, urgente que novas estratégias e tecnologias sejam utilizadas para
reduzir o tempo e os custos do melhoramento genético. Nesse sentido, a edicao
gendmica em plantas emergiu como uma importante ferramenta para o aumento
da produtividade, qualidade e seguranca dos alimentos produzidos.

Ferramentas de edicao de genomas
para 0 melhoramento de precisao

Tecnologias eficientes de edicao de genomas tém promovido grandes oportu-
nidades para a agricultura, permitindo a manipulacao de genomas de plantas de
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Figura 1. Representacao do processo de introgressao no qual uma variedade elite suscetivel a uma praga é cruzada com um
parental doador resistente. Cromossomos azuis e vermelhos representam genoma da cultivar elite e doadora, respectiva-
mente. Regido em preto indica o locus que confere resisténcia a praga.

maneira altamente especifica (ndo aleatéria) em seu contexto cromossdmico natu-
ral (Chen et al., 2019). Como veremos em detalhe mais adiante, diferentes técnicas
de edicao foram utilizadas nos ultimos anos, destacando-se as baseadas em ZFNs
(Zinc Finger Nucleases), TALENs (Transcription Activator-Like Effector Nucleases) e
CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats / CRISPR
associated protein).
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Uma das maiores contribuicdes das técnicas de edicao de genomas na area agri-
cola talvez seja a possibilidade de melhoramento de multiplos traits simultanea-
mente - diretamente em linhagens elite, agilizando o desenvolvimento de produtos
comerciais, o que geralmente é impraticavel por meio de técnicas convencionais
de melhoramento genético (Gao et al., 2020b). Tais estratégias, denominadas mul-
tiplex, envolvem a edicao de diversos loci concomitantemente. Essa versatilidade
é importante para o melhoramento de caracteristicas determinadas por QTLs (do
inglés Quantitative Trait Loci), ou seja, aquelas controladas por multiplos loci do
genoma (Rodriguez-Leal et al., 2017).

Estratégias alternativas, como “in vivo desired-target mutator” (DTM) (Li et al,,
2017), sao baseadas no cruzamento de eventos transgénicos (carregando a maqui-
naria de edicao) com genotipos elite, nos quais a edicao pode ocorrer diretamente
nos seus alelos. Consequentemente, essas estratégias minimizam o efeito de “ar-
raste de ligacao” associado aos loci editados e aceleram a recuperacao do genoma
dos parentais recorrentes por possibilitar tanto nimero menor de geracbes de
retrocruzamento quanto uso menos intensivo de marcadores moleculares.

Além disso, recentes avancos da tecnologia permitem a obtencao de plantas
modificadas sem a insercao cromossémica de DNA exdgeno, abrindo assim a
possibilidade de serem consideradas como livres de transgenia (Figura 2) (Jansing
et al, 2019). Diferentes classificacbes vém sendo adotadas, baseadas no tipo e
extensao das modificacbes gendmicas realizadas. Diversos paises ja optaram por
nao tratar como Organismos Geneticamente Modificados (OGMs) aqueles obtidos
por meio de edicao gendmica (a depender da abordagem utilizada). No Brasil, as
técnicas de edicao de genomas podem entrar na categoria de Técnicas Inovadoras
do Melhoramento de Precisao (TIMPs), do inglés Precision Breeding Innovation
(Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca, 2018). As TIMPs foram definidas pela
Resolucao Normativa N° 16, de 15 de janeiro de 2018 (Comissao Técnica Nacional
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Figura 2. Processo de melhoramento de resisténcia a uma determinada praga, por edigéo gendmica, sem a necessidade de
integracao de DNA exdgeno no genoma da variedade elite.
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de Biosseguranca, 2018), pela CTNBio, e tém por caracteristica a auséncia de DNA
recombinante em seus produtos finais. Com isso, a técnica pode permitir que
empresas de pequeno e médio porte, assim como institutos de pesquisa, tenham
maiores condi¢oes de superar obstaculos regulatérios (Schmidt et al., 2020). O atual
panorama da regulamentacao de organismos com genoma editado é abordado no
Capitulo 5 - Regulamentacao da edicao genémica em plantas no Brasil e no mundo.

Histdrico das metodologias de edi¢ao gendmica

Edicdo gendmica, edicdo génica ou engenharia genémica sao nomes dados as
modificacdes especificas feitas no DNA de organismos vivos (Baltes et al., 2017). A
edicao gendmica ocorre por meio da acao de nucleases sitio-dirigidas, capazes de
clivar a molécula de DNA-alvo, ativando a subsequente acao de mecanismos de
reparo de DNA da prépria célula, que podem ser direcionados por recombinacao
homologa (HR, do inglés Homologous Recombination) ou por unido de extremida-
des nao homodlogas (NHEJ, do inglés Non-Homologous End Joining) (Satheesh et
al., 2019). Isso se tornou possivel apos o desenvolvimento da tecnologia do DNA
recombinante, a qual teve inicio em 1972, quando o laboratério de Paul Berg pu-
blicou a criacdo da primeira molécula de DNA recombinada (Jackson et al., 1972).
Desde entado, técnicas de biologia molecular e engenharia genética tém evoluido,
permitindo aos cientistas desenvolverem diversas metodologias de edicao de
genomas, incluindo a construcao de sistemas de vetores, métodos de entrega de
material genético e aplicacao de proteinas “engenheiradas” (Jansing et al., 2019;
Anzalone et al., 2020). Entre as proteinas da primeira geracao de ferramentas de
edicao de genomas em plantas, estdo as enzimas ZFNs e TALENSs.

ZFNs (Zinc Finger Nucleases)

As ZFNs sao proteinas quiméricas “engenheiradas’, compostas de um dominio
de clivagem inespecifico de Fokl, que promove a quebra da dupla fita de DNA, e de
um arranjo de repetices de 3-5 dedos de zinco Cys2-His2, responsavel pela ligacao
ao DNA (Shah et al., 2018). Cada dedo de zinco interage com 3 nucleotideos em
sucessao no DNA, formando um dimero. Esse dimero identifica uma sequéncia-al-
vo de 18 a 24 pares de base (pb) no genoma. Dessa forma, o dedo de zinco pode
ser modificado para reconhecer genes ou regides de interesse no DNA. A quebra
na dupla fita de DNA pode ser reparada por NHEJ ou HR, resultando na edicdo do
gene, por meio de insercdes ou delecdes (Satheesh et al., 2019).

ZFNs foram as primeiras enzimas utilizadas na edicdo de genoma de plantas, uti-
lizando Arabidopsis thaliana como modelo e, desde entdo, diversos estudos foram
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conduzidos utilizando essa técnica em outras espécies (Davies et al., 2017). Em milho,
ZFN foi empregada para gerar cortes no gene ipk1, o que resultou em plantas tole-
rantes a herbicida (bialaphos e quizalofope) (Shukla et al., 2009). Essa técnica também
foi utilizada para gerar plantas de tabaco resistentes a imidazolinona e sulfonilureia
(Townsend et al., 2009). Outro estudo mostrou a eficiéncia de ZFN associada ao meca-
nismo HR em tabaco, ao ser utilizada para a substituicao de uma sequéncia genémica
de 7 kb por um cassete de 4 kb codificando multiplos marcadores (Schneider et al.,
2016). Em soja, o papel funcional de genes que codificam uma familia de proteinas
DICER-LIKE1, envolvidos na via de maturacao de pequenos RNAs, foi confirmado por
meio de mutacdes geradas por ZFN (Curtin et al., 2016).

TALENS (Transcription Activator-Like Effector Nucleases)

Os efetores do tipo ativador transcricional sdao proteinas sintetizadas por bac-
térias fitopatogénicas, do género Xanthomonas (Gaj et al., 2013). Essas proteinas
sao compostas por dominios de ligacao ao DNA, os quais sao formados por 13 a 30
arranjos de repeticdes de residuo de aminodcidos em série. Cada arranjo contém
cerca de 34 residuos de aminoacidos idénticos, exceto por dirresiduos na posicao
12 e 13, chamados de repeticdes dirresiduos variaveis (RVD), os quais sao respon-
saveis pela especificidade de ligacao no nucleotideo da sequéncia-alvo (Satheesh
et al., 2019). Cada RVD é capaz de reconhecer um Unico par de bases e permite
modificagdes para alvos especificos no genoma em estudo (Shah et al., 2018). Os
dominios repetidos sao artificialmente fundidos a nuclease Fokl, como acontece
com as ZFNs, adicionando a funcao de clivagem aos efetores do tipo ativador
transcricional. Diversos alvos potenciais podem ser “engenheirados” em TALEN,
resultando em quebra na dupla fita de DNA, o que permite a edicao de genomas de
interesse (Satheesh et al., 2019).

TALENs tém sido usadas para edicao génica em varias culturas com o obje-
tivo de melhorar caracteristicas especificas. Com foco na producao de etanol
lignocelulésico, TALEN foi empregada para induzir mutacdes em uma regiao
altamente conservada de 4cido cafeico-o-metil transferase de cana-de-acucar
(Sedeek et al., 2019). As linhagens mutantes apresentaram reducao no conteu-
do de lignina, comprovando a eficiéncia da técnica para editar genomas com-
plexos como o de cana-de-agucar (Jung; Altpeter, 2016). Em arroz, TALEN foi
utilizada para causar mutacoes no gene OsSWEET e OsBAHD2, gerando plantas
resistentes a ferrugem e com melhoramento de fragrancia, respectivamente (Li
et al,, 2012; Shan et al., 2015). Dois genes, FucT e XylT, foram nocauteados em
tabaco por meio de TALEN, para melhorar a capacidade da planta em produzir
glicoproteinas (Li et al., 2016).
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Limitac6es das técnicas classicas e vantagens do Sistema CRISPR/Cas.

A utilizacao de ZFNs para edicdo gendmica em plantas mostrou resultados bem-
-sucedidos, em diferentes espécies e com diferentes objetivos. No entanto, existem
algumas limitagdes. Por exemplo, é necessdrio construir um arranjo de dedo de
zinco para cada alvo selecionado (Chen et al., 2019). Além disso, o nimero de alvos
é limitado e ha possibilidade de ocorrer sobreposicao entre o dominio catalitico
e o dominio de ligacao ao DNA, o que pode afetar a especificidade da proteina.
J& a ferramenta TALEN, embora mais utilizada e mais precisa do que as ZFNs, tem
a principal limitagao na necessidade de construir grandes numeros de RVDs para
atuar em um alvo pré-determinado (Satheesh et al., 2019). Assim, tanto ZFNs quan-
to TALENs necessitam ser redesenhadas para seus alvos especificos, o que caracte-
riza um grande desafio, visto que sao proteinas complexas. Além disso, construir
proteinas quiméricas como essas demanda tempo, é um processo complicado e
tem um custo alto. Nesse cenario, surgiu o sistema CRISPR, o qual ndo depende da
modificacao de proteinas para a determinacao dos alvos a serem editados, mas sim
da simples inclusdao de moléculas de RNA que conferem a especificidade do alvo
(Jinek et al., 2012).

De maneira resumida, a edicao gendmica pelo sistema CRISPR se baseia em dois
componentes basicos: uma nuclease (enzima capaz de promover a quebra da du-
pla fita de DNA) e moléculas de “RNA guia” (sgRNAs), que direcionam a atividade da
nuclease para sitios especificos da molécula de DNA (Anzalone et al., 2020). Assim,
com a simples troca das moléculas de sgRNA utilizadas, é possivel editar diferentes
regides gendmicas de interesse. Além do mais, a edicao de multiplos loci nao depen-
de necessariamente do uso de um grande nuimero de sgRNAs. Por exemplo, diversos
genes podem ser editados simultaneamente a partir do uso de sgRNAs que tenham
como alvo um dominio conservado de uma familia multigénica. Essa abordagem
facilita a engenharia de vias metabolicas abundantes em enzimas redundantes. Essa
mesma légica pode ser utilizada para edicao de multiplas copias de um mesmo gene,
especialmente interessante para plantas com genomas poliploides.

Origem da tecnologia CRISPR

O sistema CRISPR é um sofisticado mecanismo de imunidade adaptativa media-
da por RNA/proteina usado por procariotos (bactérias e arqueas) na defesa contra
ataque de virus e plasmideos (Figura 3). Esse sistema permite que o microrganismo
clive acidos nucleicos do invasor, interrompendo o seu ciclo (Wiedenheft et al.,
2012; Koonin; Makarova, 2013). A sigla CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
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Palindromic Repeats ou Repeticdes Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespagadas) refere-se ao arranjo génico de pequenas regides regulatérias
repetitivas, contendo genes de RNAs pequenos e nao codificantes, que conferem
especificidade a defesa bacteriana: o CRISPR RNA (crRNA) e o transativador de
crRNA (tracrBRNA), ausente em alguns tipos de sistema CRISPR. Cas (do inglés CRISPR
associated protein) é a nuclease capaz de clivar e destruir o DNA invasor (Wiedenheft
et al., 2012; Marraffini, 2015).
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Figura 3. Representacdo esquemética do sistema de imunidade CRISPR/Cas em procariotos. Uma célula procariética, quan-
do invadida por virus ou plasmideo, pode integrar parte do genoma invasor como um novo espacador (em vermelho) em
seu locus CRISPR. Em uma eventual infeccao reincidente, crRNAs derivados do locus CRISPR se associam as proteinas Cas, que
passam a reconhecer e clivar moléculas de DNA do invasor.

Fonte: adaptado de Doudna Lab (2020).

Em procariotos, durante o processo de imunizagao, pequenos fragmentos
de DNA exdgeno (do invasor) sao integrados na regiao CRISPR do cromossomo
hospedeiro. Essa integracao ocorre na forma de novos espacadores (spacers) das
regides repetitivas (Amitai; Sorek, 2016), promovendo a adaptacao do hospedeiro
contra uma nova infec¢ao pelo mesmo invasor (Barrangou et al., 2007). Caso ocorra
uma subsequente invasao pelo mesmo virus ou plasmideo, a transcricao da regiao
regulatéria CRISPR (agora contendo novos espacgadores) e seu processamento para
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formacao de crRNAs maduros (algumas vezes dependente de tracrRNA) resultam
no reconhecimento do invasor: a regiao 5° do crRNA contendo o spacer pareia com
a sequéncia do DNA exd6geno na regiao do espacador-precursor (protospacer), que
é entao destruido pela nuclease Cas (Figura 3) (Marraffini; Sontheimer, 2008; Hale
et al, 2009; Garneau et al., 2010). A especificidade e a degradacdao do elemento
invasor na maioria dos sistemas CRISPR/Cas também sao determinadas por uma
pequena sequéncia de 2-5 pb, localizada préxima a sequéncia-alvo (protospacer)
no DNA invasor, conhecida como motivo PAM (do inglés protospacer adjacent motif)
(Mojica et al., 2009; Anders et al., 2014; Jiang; Doudna, 2017).

Da descoberta do sistema CRISPR até a sua adaptacao como ferramenta de edi-
¢ao de genomas em organismos vivos, foram longos anos de pesquisas. Em 1987,
ao analisar a sequéncia de DNA do gene iap de Escherichia coli k12, Ishino et al.
(1987) observaram a presenca de uma regiao incomum na extremidade 3'do gene.
Essa regiao era constituida por sequéncias repetidas e sequéncias espagadoras
intercaladas (Ishino et al., 1987). Alguns anos depois, essas mesmas regides foram
encontradas na arquea Haloferax mediterraneii (Mojica et al., 1993). Em 2000, esses
elementos genéticos foram identificados em 20 microrganismos diferentes, in-
cluindo Mycobacterium tuberculosis, Clostridium difficile e Yersinia pestis. Finalmente,
foram caracterizados e denominados como repeticdes curtas regularmente espa-
cadas (SRSRs) (Mojica et al., 2000). Pouco tempo depois, 0 nome desse elemento
foi trocado para CRISPR, porém sua funcao biolégica permanecia desconhecida
(Jansen et al., 2002).

A descoberta de quatro genes da familia Cas, localizados adjacentes ao locus
em procariotos, foi importante para desvendar a funcao bioldgica do locus CRISPR.
Esses genes codificam proteinas com motivos caracteristicos de nuclease e helica-
se, indicando que eles poderiam estar envolvidos no metabolismo do DNA ou na
expressao de genes e teriam uma possivel relacao funcional com o locus CRISPR
(Jansen et al., 2002). A partir dessas informacgdes, varias hipdteses surgiram para o
papel funcional de CRISPR: poderia participar na regulacao génica, no particiona-
mento de replicons, reparo de DNA e outras fungdes.

Nos anos seguintes, com o auxilio de ferramentas de bioinformatica, surgiu o
primeiro indicio de que o locus CRISPR estaria envolvido com o sistema imune de
procariotos. Pesquisadores buscaram por sequéncias similares ao locus CRISPR de
E. coli e verificaram que ela combinava com a sequéncia do fago P1, que infectava
muitas linhagens de E. coli. A partir dessa informacao, 4.500 espacadores CRISPR
foram identificados em 67 cepas bacterianas, dos quais muitos eram similares a
sequéncias conhecidas de virus ou plasmideos conjugativos (Mojica et al., 2005).
Paralelamente a esses estudos, foi observado que 61 linhagens de Y. pestis eram
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idénticas em seus loci de repeticdes em sucessao, exceto pelos espacadores do lo-
cus CRISPR, e que muitos desses espacadores correspondiam a profagos, presentes
no genoma de Y. pestis. Os autores entao sugeriram que o locus CRISPR funcionaria
como um mecanismo de defesa e que poderia representar a memoria de infeccoes
anteriores (Pourcel et al., 2005).

A hipotese de que CRISPR estaria envolvido com o sistema imune de procariotos
ganhou reforco ap6és a publicacao do trabalho de Rodolphe Barrangou e colabo-
radores (Barrangou, 2007). Eles analisaram a sequéncia CRISPR de varias linhagens
de Streptococcus thermophilus, incluindo linhagem proxima a industrial e linhagens
resistentes a fagos, encontrando variacdo gendmica na regidao dos espacadores
no locus CRISPR. Posteriormente, foi observado que apds confrontar bactérias e
fagos, novos espacadores correspondentes as sequéncias génicas do fago eram
integrados ao genoma da bactéria. As bactérias que integravam a sequéncia de
DNA do fago tornavam-se resistentes a ele, demonstrando que CRISPR desempe-
nha fungdes relacionadas ao sistema imune bacteriano (Barrangou et al., 2007).
Nos anos seguintes, com base em ferramentas de bioinformatica, genética e bio-
logia molecular, a funcao de cada componente e o mecanismo de a¢do do sistema
CRISPR/Cas foram elucidados. Em 2012, a eficacia do sistema CRISPR/Cas in vitro foi
comprovada, abrindo as portas para a edicao gendmica de eucariotos baseada em
endonucleases guiadas por RNAs programaveis (Gasiunas et al., 2012).

Assim, o sistema CRISPR representou um grande salto na tecnologia de edicao
gendmica, especialmente por nao depender do longo e custoso processo de mo-
dificacdo de proteinas para conferir especificidade ao alvo. Uma vez que a repro-
gramacao do sistema para edicao de diferentes alvos depende, em linhas gerais,
apenas da troca de moléculas de RNA guia, a tecnologia foi rapidamente difundida
entre os laboratérios do mundo todo. A partir de entao, a tecnologia de edicao de
genomas por CRISPR/Cas vem se tornando cada vez mais eficiente e sendo aplicada
a uma vasta gama de organismos (Chen et al., 2019; Anzalone et al.; 2020, Li et al.,
2020c).

Visao geral dos mecanismos e tipos de enzimas

Existem distintos mecanismos CRISPR/Cas em procariotos, que podem ser dividi-
dos em duas classes, cada qual subdividida em trés tipos, com base nos diferentes
genes Cas e na natureza do complexo efetor. A Classe 1 (tipos |, lll e IV) emprega
multiplas proteinas Cas no complexo efetor, enquanto a classe 2 (tipos Il, V e VI),
possui apenas uma Unica proteina efetora. O Sistema CRISPR/Cas9 de Streptococcus
pyogenes (SpCas9) pertence a classe 2, tipo ll, e foi o primeiro sistema adaptado para
edicao de genomas eucariotos por meio de RNA programavel. Diferentemente dos
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tipos | e lll, em CRISPR/Cas9 as moléculas de crRNA e tracrRNA formam estruturas
Unicas e hibridizadas, que guiam a Cas9 para clivagem de qualquer DNA contendo
sequéncia-alvo complementar e adjacentes ao PAM (Gasiunas et al., 2012; Jinek et
al.,, 2012). A plataforma de edicao de genomas de eucariotos é simplificada pela
sintese de uma Unica molécula quimérica contendo o crRNA e tracrRNA, referida
como sgRNA (do inglés single guide RNA) ou gRNA (do inglés guide RNA) (Jinek et
al., 2012; Koonin et al., 2017). Assim, a molécula sgRNA (a partir de sua regiao 5°)
contém a sequéncia de crRNA, com seu spacer complementar a sequéncia do DNA-
alvo (protospacer), fusionado ao tracrRNA, que contém uma estrutura secundaria
em forma de trés grampos necessaria para o reconhecimento da enzima Cas, além
de uma estrutura em grampo adicional para finalizacdo da transcricao (Figura 4)
(Jinek et al., 2012). Esse sistema simplificado de dois componentes pode ser progra-
mado para reconhecer virtualmente qualquer sequéncia especifica de interesse no
genoma, desde que adjacente a um sitio PAM.

(as9 (as9

Figura 4. Comparacdo entre o complexo CRISPR/Cas9 nativo de Streptococcus pyogenes (esquerda), contendo crRNA e tracrR-
NA, e 0 complexo otimizado para edicdo gendmica em eucariotos (direita) com uma tnica molécula guia (sgRNA, direita).
Triangulos azuis indicam as posicoes de clivagem na molécula-alvo, realizadas pelos sitios ativos RuvC e HNH.

Fonte: adaptado de Doudna e Charpentier (2014).

Inicialmente, a enzima Cas9 reconhece o sgRNA por meio do seu lobo de reco-
nhecimento (Rec). Uma vez formado, o complexo Cas9-sgRNA percorre a dupla fita
do DNA-alvo até encontrar um sitio PAM, que é também reconhecido pelo lobo Rec
da Cas9. Em seguida, a atividade helicase da Cas9 promove a abertura da dupla fita
de DNA na posicao imediatamente a montante de PAM, permitindo o pareamento
de 20-24 nucleotideos entre o DNA-alvo complementar e o sgRNA. Na maioria dos
casos, o complexo Cas9-sgRNA é incapaz de reconhecer sitios de DNA apresentando
mais do que trés nucleotideos nao complementares, além de nao poder reconhecer
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e editar o DNA-alvo que contenha qualquer nucleotideo nao complementar nos
10-12 nucleotideos proximos do sitio PAM (regiao também conhecida como seed).
Somente apds o pareamento completo, os dominios de atividade nuclease HNH e
RuvC da Cas9 clivam a fita complementar e nao complementar de DNA, respectiva-
mente, e especificamente no terceiro nucleotideo a montante do sitio PAM (Figura
4) (Cong et al., 2013; Hsu et al.,, 2013; Jiang et al., 2015). Assim, a especificidade de
ligacao de Cas9 com o DNA-alvo é determinada pela sequéncia conservada PAM
no DNA-alvo e pelo pareamento de sua regiao protospacer com a regiao spacer
(principalmente a regiao seed) do sgRNA. Por fim, a clivagem da dupla fita leva ao
recrutamento dos mecanismos de reparo do DNA pelo organismo que esta sendo
editado. Em linhas gerais, o sistema de reparo pode seguir por duas vias distintas:
(1) juncao de extremidades nao homologas (NHEJ, do inglés non-homologous end
joining), ou (2) recombinacao homologa (HR, do inglés homologous recombination).
Enquanto o reparo por NHEJ tende a produzir pequenas inser¢des e/ou delecoes
(indels) em torno do sitio de clivagem, o reparo por HR, com alta fidelidade dire-
cionado por homologia, permite a insercao de sequéncias de interesse na regiao
editada (Figura 5) (San Filippo et al., 2008; Chen et al., 2019; Anzalone et al., 2020).

l Quebra da dupla fita de DNA

NHEJ
DNA molde

I Insercao de sequénda espedifica
(DNA molde)

Indels estocasticos

Figura 5. Representacao esquematica dos mecanismos de reparo de DNA por NHEJ ou HR. Regides tracejadas e em vermelho
indicam delecbes e insercdes, respectivamente. Regido em verde representa uma sequéncia de interesse a ser integrada no
DNA-alvo.
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Modificacdes e alternativas a SpCas9

Embora CRISPR/Cas9 seja o sistema mais usado para edicao de genomas
(Doudna; Charpentier, 2014; Sander; Joung, 2014), a quantidade de sequéncias que
Cas9 pode reconhecer é limitada pela necessidade de o motivo PAM ser, geralmen-
te, 5-NGG-3" (Mojica et al., 2009; Jinek et al,, 2012; Shah et al., 2013; Sternberg et
al., 2014). Contudo, tem sido reportado que o complexo SpCas9-sgRNA também é
capaz de reconhecer sequéncias alternativas PAM (3’ NAG e NGA), potencialmente
aumentando a probabilidade de mutagénese fora do alvo (off-target) (Zhang et
al., 2014; Kleinstiver et al., 2015). Além do requerimento de sitios especificos PAM
e da probabilidade de cortes off-target, outras caracteristicas da Cas9, como seu
tamanho e modo de acao, podem limitar seu uso em edicao de genomas euca-
riotos. Tais restricdes levaram a busca de proteinas Cas alternativas, bem como ao
desenvolvimento de uma série de estratégias e modificacdes da Cas9, visando o
aprimoramento de sua acuracia, eficiéncia e versatilidade de aplicacoes.

Enzimas ortologas de SpCas9, como as de Staphylococcus aureus (SaCas9),
Streptococcus thermophilus (5tCas9) e Neisseria meningitides (NmCas9), entre ou-
tras (Gasiunas et al., 2020), reconhecem diferentes tamanhos e sequéncias PAM e
também tém sido utilizadas como ferramenta em edicao de genomas (Ran et al.,
2015; Cebrian-Serrano; Davies, 2017). Além do estudo de enzimas ortélogas, Cas9
tem sido modificada para o reconhecimento de diferentes sitios PAMs, tais como
VQR-Cas9 (NGA PAM), EQR-Cas9 (NGAG PAM), VRERCas9, (NGCG PAM), SaKKH-Cas9
(NNNRRT PAM) (Kleinstiver et al., 2015), xCas9 (NG, GAA e GTA PAM) (Hu et al,, 2018)
e SpCas9-NG (NG PAM) (Nishimasu et al., 2018). Outras modificacdes, como a fusao
de Cas9 a dominios de ligacao ao DNA de outras proteinas, também resultaram em
clivagem de sequéncias com motivo PAM alternativas (Bolukbasi et al., 2015).

O sistema SpCas9-sgRNA pode ainda tolerar alguns erros de pareamento entre
sgRNA e o DNA-alvo, podendo levar a mutacdo de off-targets (Cradick et al., 2013;
Fuetal, 2013; Hsu et al., 2013). A importancia de off-targets na edicao de genomas
é ainda questionavel (lyer et al.,, 2015; Zhang et al., 2018b) e, embora limite o poten-
cial da aplicacao de CRISPR/Cas9 em terapias de doencas humanas (Li et al., 2020b),
nao é considerada uma restricao para o uso da tecnologia em plantas, na qual foi
demonstrada rara ocorréncia, frequentemente predita in silico (Young et al., 2019;
Gao et al., 2020a; Graham et al., 2020; Herbert et al., 2020; Zhang et al., 2020).

Assim, grandes avanc¢os tém sido obtidos no desenvolvimento de ferramentas
que aumentam a especificidade de Cas9. Um exemplo com vasta aplicacao é o uso
de variantes de Cas conhecidas como nickases (nSpCas9), que tiveram um de seus
dominios nuclease inativados por mutacdes pontuais no sitio catalitico: mutacao
D10A no sitio HNH, ou mutagdao H840A no sitio RuvC (Cong et al., 2013; Mali et al,,



24 Tecnologia CRISPR na edicao gendmica de plantas

2013; Ran et al.,, 2013; Cebrian-Serrano; Davies, 2017). As nickases retém a especi-
ficidade de acdo (continuam reconhecendo o DNA-alvo), mas clivam apenas uma
Unica fita do DNA. Essa abordagem de corte de uma Unica fita aumenta a fidelidade
do reparo e a obtencao da mutacao desejada (Dianov; Hiibscher, 2013; Cebrian-
Serrano; Davies, 2017). Além disso, nickases mostraram-se altamente especificas em
células humanas, com reducao de off-targets sem comprometer a eficiéncia de edi-
¢ao (Choetal, 2014). Ainativacao de ambos os sitios de atividade nuclease levaram
a obtencao de Cas9 desativadas (dCas9) capazes de reconhecer alvos especificos,
mas com a atividade catalitica de outra proteina a ela fusionada (Brezgin et al,,
2019). Outra abordagem para alcancar maior especificidade, sem perder eficiéncia,
é a mutacgao de SpCas9 em residuos envolvidos na reducao de energia do complexo
SpCas9-sgRNA-DNA-alvo (Kleinstiver et al., 2016; Slaymaker et al., 2016). As protei-
nas modificadas dessa maneira ficaram conhecidas como SpCas9-HF1 e eSpCas9 e
continuam sendo otimizadas em suas versoes plus (Kulcsar et al., 2020).

Além da proteina Cas9, o sgRNA também pode ser alvo de modificacbes para
aumentar a especificidade pelo DNA-alvo. Por exemplo, modificacdes na regidao
5°com adicao de uma pequena regiao do alvo, ou a adicao de dois nucleotideos de
guanina extras, levaram a reducao de off-targets (Cho et al., 2014; Fu et al., 2014; Kim
etal, 2014; Kim et al., 2015), embora certa diminuicdo de eficiéncia de mutagénese
tenha sido reportada para alguns alvos (Cho et al., 2014).

Finalmente, em adicao a acurdcia, a entrega dos componentes do sistema
CRISPR/Cas9 também deve ser eficiente nas diversas aplicacdes, e o grande ta-
manho da proteina Cas9 (160 kDa) é um fator limitante nesse quesito (Mout et al.,
2017). Os diferentes mecanismos de entrega, suas vantagens e desvantagens serao
abordados ao longo deste livro, nos capitulos subsequentes. No geral, o tamanho
dos componentes do sistema pode influenciar no sucesso da edicao gendémica de
plantas, tanto nas aplicagdes que utilizam o sistema de Agrobacterium, para a entre-
ga de um Unico vetor contendo os promotores e 0s genes para expressao de todo
o sistema dentro da célula eucaridtica, quanto nas aplicacdes que utilizam vetores
virais para uma expressao transiente, ou mesmo quando na entrega do complexo
ribonucleico pelo método de proteolitica (Murovec et al., 2017). Assim, a obtencao
de mutantes de SpCas9 com delecdes em regides redundantes para diminuicdo de
seu tamanho bem como a descoberta de outras enzimas menores, ou mesmo de
sistema CRISPR alternativos (que ndao necessitam de tracrRNA, por exemplo), tém
sido descritas (Cebrian-Serrano; Davies, 2017; Murovec et al., 2017). A descoberta
de outras enzimas efetoras, pertencentes a classe 2 do sistema CRISPR, abriu novas
possibilidades de aplicagdes. A enzima originalmente descrita como Cpf1 (agora co-
nhecida como Cas12a) bem como suas ortélogas e suas variantes modificadas para
melhoramento da especificidade (Shmakov et al., 2017; Chen et al., 2019) tém sido
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usadas com especial interesse devido as suas caracteristicas distintas de CRISPR/
Cas9. A Cas12a nao requer tracrRNA, sendo o RNA guia praticamente a metade do
tamanho daquele necessario para Cas9 (~43 contra ~80 nucleotideos, respecti-
vamente) (Zetsche et al.,, 2015). Além disso, o complexo Cas12a-crRNA reconhece
sequéncia PAM ricaem T em vez de G (5'-TTTN- 3’), clivando em sitios escalonados
e distantes de PAM, o que pode facilitar a reducao de off-targets em genomas ricos
em conteddo GC (Zetsche et al., 2015; Fonfara et al., 2016; Chen et al., 2019). Uma
vez que a clivagem promovida por Cas12a resulta em extremidades coesivas na
dupla fita de DNA, estas podem aumentar a taxa de eficiéncia de estratégias HR
(Figura 6) (Zaidi et al., 2017).
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Figura 6. Representacdo das principais diferencas entre as nucleases (as9 (esquerda) e Cas12a (direita). Triangulos azuis
representam a posicao do corte na molécula-alvo.

Fonte: adaptado de Doudna e Charpentier (2014) e Zaidi et al. (2017).

Outras enzimas da classe 2, tais como Cms1 (CRISPR de Microgenomates e
Smithella) e AaCas12b (originada de Alicyclobacillus acidiphilus), também apresen-
tam caracteristicas interessantes, como: tamanho menor do que Cas9 e Cas12a, sitio
PAM rico em AT (Begemann et al., 2017), ou atividade 6tima em temperaturas altas
(Teng et al., 2018). Finalmente, novas proteinas efetoras como a C2c2 (conhecida
como Cas13) e suas variantes tém sido modificadas para reconhecerem e editarem
alvos de RNA (Abudayyeh et al., 2017) com o emergente potencial de aplicagao na
interferéncia de RNA viral em plantas (Mahas et al., 2019).
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Técnicas variantes de CRISPR

A constante busca por modificacées da ferramenta, seja na melhoria de Cas9
“engenheiradas” origindrias de diferentes espécies procarioticas, seja na otimizacao
da molécula de sgRNA, ou ainda na entrega do sistema para a célula eucaridtica a
ser editada, levou ao aprimoramento e aumento da eficiéncia e especificidade da
técnica. Além das modificacdes ja discutidas até aqui, novos conhecimentos e fu-
sdes com outras técnicas biotecnoldgicas estao trazendo avancos surpreendentes
ao sistema de edicao de genomas (Anzalone et al., 2020).

A partir do desenvolvimento de nickases e dCas9, novas tecnologias passaram
a utilizar a capacidade dessas enzimas de reconhecimento do sitio especifico da
edicdo, mas sem a realizacao do corte na dupla fita de DNA. Por exemplo, a fusdo de
dCas9 a fatores de transcricao pode levar a ativacao e repressao transcricional de
genes-alvo, sem promover edicao gendmica propriamente dita (Bikard et al., 2013;
Perez-Pinera et al., 2013). Sobretudo, duas técnicas de edicao baseadas em nickases
e dCas9 se destacam e serao abordadas aqui: base editing (edicao de base Unica) ea
recentemente publicada técnica de prime editing.

A edicao de base Unica permite a conversao direta e irreversivel de um nucleoti-
deo em outro, de maneira programavel. A técnica, que comecou a ser utilizada para
edicdo de genomas a partir de 2016, consiste em uma Cas9 nuclease deficiente
(dCas9/nCas9) fusionada ao dominio de citosina ou adenosina deaminase e ao ini-
bidor uracila DNA glicosilase (UGI). Assim, a funcdo da Cas9 modificada é apenas de
se ligar ao DNA, guiada pela molécula de sgRNA, direcionando assim o complexo
para que a citosina (ou adenosina) desaminase faca a conversao de uma Unica base
no sitio-alvo (Anzalone et al., 2020; Mishra et al., 2020). O inibidor UGI subverte a via
de reparo celular da excisao de uracila (Molla; Yang, 2019). A técnica permite quatro
tipos de mutac¢des de transicao (C—T, G»>A, A—>G e T—C) e tem sido utilizada com
sucesso em arroz, milho, trigo, batata, tomate, melancia e algodao (Mishra et al.,
2020; Qin et al., 2020). Contudo, a técnica também possui limitagcdes, entre elas a
impossibilidade das oito muta¢des por transversées remanescentes (C—>A, C—G,
G—C, G>T,A>C A>T, T>A e T-G), restringindo alvos ou regides especificas dos
alvos a serem mutados (Anzalone et al., 2020). Além das conversdes de DNA, uma
variante da técnica também permite mutacdes de RNA, convertendo adenina (A)
para inosina (I). Essa técnica é conhecida como RBE, do inglés RNA base editor (Cox
etal., 2017).

Uma alternativa para as limitacdes da edicdo de base unica de DNA, conhecida
como prime editing, foi recentemente desenvolvida para ajudar a tornar o sistema
de edicao seguro em terapias humanas (Anzalone et al., 2019). A técnica, contu-
do, ja foi empregada com sucesso na edicao de genomas de trigo e arroz (Li et al.,
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2020a; Lin et al., 2020; Tang et al., 2020; Xu et al., 2020). Sua principal caracteristica é
a minimizacao de efeitos off-target, além de ser capaz de fazer uma variedade maior
de edicbes, tornando a técnica mais precisa e versatil do que outras alternativas de
CRISPR. De maneira simplificada, podemos descrever a técnica como sendo consti-
tuida de uma nickase fusionada a uma enzima transcriptase reversa modificada. O
RNA guia, neste caso, também serve como o molde para a edi¢ao precisa no local
de destino e recebe o nome pegRNA (abreviatura do inglés prime editing extended
guide RNA). O trabalho pioneiro demonstrou que o sistema é capaz de reconhecer
e modificar o genoma humano por meio de insercdes, delecdes e edigcao precisa
de base unica nas 12 possiveis conversdes, constituindo uma possivel vantagem
sobre o método de edicao de base Unica que utiliza citosina ou adenosina deami-
nase (Anzalone et al., 2019). Contudo, a técnica nao é capaz de fazer inser¢des ou
dele¢bées muito grandes de DNA (como nas edicdes baseadas em recombinacgao
homologa, nas quais um DNA doador é adicionado ao sistema CRISPR/Cas9 con-
vencional), uma vez que a molécula de RNA usada como molde é mais suscetivel a
danos causados por enzimas celulares. Portanto, € mais uma técnica complementar,
assim como as demais variacdes discutidas anteriormente, em que diferentes tipos
de edicao requerem diferentes tecnologias de edicao de genomas.

Apesar de todos os esforcos para alcancar maior precisao, eficiéncia e versatilida-
de na edicdo de genomas, o gargalo para seu sucesso em plantas esta na eficiéncia
da entrega do sistema as células, considerando-se as diversas variedades genéticas
que sao pouco ou ineficientemente transformaveis, além do longo e laborioso pro-
cesso de cultura de tecidos. Um grande avanc¢o na reducdao do tempo de cultura
de tecidos e no aumento de eficiéncia da obtencao de plantas regeneradas foi o
desenvolvimento de protocolos que associam a transformacao a expressao tran-
siente de genes reguladores do crescimento e desenvolvimento, tais como Wuschel
(WUS), Baby Boom (BBM) e Shoot Meristemless (STM) (Lowe et al., 2016; Zhang et al.,
2019; Maher et al.,, 2020). A técnica ja foi aplicada com sucesso em milho, sorgo,
cana-de-acucar, arroz, tabaco, tomate, uva e batata, permitindo até mesmo a brota-
¢ao transgénica“de novo” a partir de tecidos vegetativos (Steinwand; Ronald, 2020).
A utilizacao do sistema CRISPR/Cas, ou suas variantes, associada a expressao desses
genes reguladores, € uma das grandes promessas para expandir o uso do sistema
de edicao de genomas nas diferentes variedades.

Exemplos da aplicacdo de CRISPR na agricultura

Em fevereiro de 2019, iniciou-se a comercializacao, nos Estados Unidos, do pri-
meiro derivado de um vegetal com genoma editado. O produto, 6leo de soja com
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alto teor oleico, é produzido a partir de uma variedade desenvolvida pela Calyxt
Inc. por meio do sistema TALEN e teve entrada no mercado norte-americano sem
necessidade da regulamentacao aplicada a OGMs (Kim; Kim, 2019).

Ao longo dos ultimos anos, técnicas de mutagao dirigida, como, por exemplo,
por ZFN e TALEN, foram utilizadas para geracao de caracteristicas desejadas em di-
versas culturas, como arroz, milho, soja, entre outros (Jansing et al., 2019). Contudo,
dada a facilidade e versatilidade do uso de CRISPR para edicdo gendmica, outras
técnicas vém se tornando cada vez menos utilizadas, ao passo em que estudos com
CRISPR crescem rapidamente.

Até o presente momento, a maioria dos trabalhos aborda provas de conceito ou
visa o aperfeicoamento das técnicas envolvidas na edicdao gendmica, sendo poucos
os relatos de ensaios de campo. Nao obstante, muitos desses estudos tém apli-
cagoes orientadas para o mercado, tanto em culturas produzidas em larga escala
quanto em espécies vegetais menos difundidas (Metje-Sprink et al., 2020). A seguir,
abordaremos alguns exemplos do uso de CRISPR no melhoramento de diferentes
caracteristicas de interesse agronémico, como a produtividade e a qualidade, além
do aumento de resisténcia a fatores bioticos e abiéticos.

Aumento de produtividade

A produtividade é um atributo complexo, envolvendo diversos fatores que mui-
tas vezes sao especificos para cada cultura. Exemplos de caracteristicas que afetam a
produtividade sdao o niumero e tamanho de frutos e/ou graos, arquitetura da planta
e biomassa (Chen et al., 2019). Muitos dos fatores relacionados a produtividade sao
quantitativos e controlados por QTLs. Nesse sentido, a edicao gendmica por CRISPR
se apresenta como uma poderosa ferramenta para o melhoramento, uma vez que
estratégias multiplex podem ser utilizadas com relativa facilidade para a edicdo de
diferentes QTLs simultaneamente (Rodriguez-Leal et al., 2017; Sedeek et al.,, 2019).

Por exemplo, em arroz, o knockout simultaneo de trés genes que regulam
negativamente o peso dos graos (GW2, GW5 e TGW6) levou a um aumento de
aproximadamente 30%. O potencial da ferramenta fica evidente no estudo. Ainda
gue mutantes individuais para cada um desses genes ja fossem conhecidos, eles
estavam presentes em diferentes backgrounds genéticos. Além disso, foram obtidas
linhagens mutantes para os trés genes ainda em T,, sendo possivel a segregacao
do T-DNA utilizado para expressao do sistema CRISPR ja em T, resultando assim
em linhagens nao transgénicas mutantes para os trés genes (Xu et al., 2016). De
maneira semelhante, comprimento e peso de graos foram melhorados em dois
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backgrounds genéticos de trigo (Triticum aestivum) a partir do knockout de trés
homologos do gene TaGASR7. Com o uso de apenas um sgRNA, com alvo em uma
regido de sequéncia conservada entre os homologos, foi possivel realizar knockout
dos seis alelos simultaneamente em T, (Zhang et al., 2016).

Além de knockout mediado por CRISPR, outras estratégias ja foram utilizadas
para melhoramento da produtividade. Um exemplo é a edicdao de regides promoto-
ras. Em tomate (Solanum lycopersicum), a edicao de elementos regulatérios em cis
de genes do circuito CLAVATA-WUSCHEL, responsavel pelo controle do tamanho de
meristemas, levou a diferentes efeitos sobre o tamanho dos frutos (Rodriguez-Leal
etal, 2017). O trabalho demonstra que a regulacado fina dos niveis de expressao de
genes envolvidos no desenvolvimento pode ter efeitos importantes para o melho-
ramento vegetal.

Melhoramento da qualidade

Assim como a produtividade, a qualidade vegetal envolve ampla gama de carac-
teristicas, como coloragdo, aroma, contetuido nutricional, tempo de prateleira, entre
outros. Conteudo nutricional é um fator de especial interesse, visto que produtos
enriquecidos para determinadas substancias podem ser usados como fonte de
nutrientes, tanto diretamente quanto na producao de insumos alimenticios. Por
exemplo, foram desenvolvidas linhagens de Camelina sativa e Brassica napus, cujas
sementes possuem alto teor de acido oleico (Jiang et al., 2017; Morineau etal., 2017;
Okuzaki et al., 2018). Em tomate, por meio de abordagem multiplex, foram inibidas
as vias de conversao de licopeno em a-caroteno e [3-caroteno. Como resultado,
ocorre o acumulo de licopeno nos frutos (Li et al., 2018a).

Além de esforcos para o enriquecimento de nutrientes pontuais, outras abor-
dagens buscam modular o balanco de vias metabdlicas para biossintese maior ou
menor de determinadas moléculas. Por exemplo, o amido, principal carboidrato
de reserva nas plantas e amplamente utilizado na industria, € composto por dois
polissacarideos: amilose e amilopectina. Graos de milho costumam apresentar
uma proporcao de 75% amilopectina e 25% de amilose (Ricroch, 2019). Contudo,
diferencas nessa proporc¢ao sao encontradas em variedades de arroz e milho e refle-
tem diretamente nas propriedades dos graos. Assim, variedades de arroz com alto
grau de amilose apresentam graos mais firmes e bem separados apds o cozimento,
enquanto variedades com baixo teor resultam em graos mais macios e aglutinados
(Zhang et al., 2018a).
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Visando a reducao de amilose em arroz, dois grupos independentes utilizaram a
estratégia de knockout do gene OsWaxy, por CRISPR, em trés variedades (T65, XS134
e 9522) da subespécie japonica. Ambos os grupos alcangaram uma reducao similar
no conteudo de amilose (aproximadamente de 20%-15% para 2.5%) (Ma etal., 2015;
Zhang et al.,, 2018a). A rapida geracao dessas linhagens é especialmente interessan-
te quando se leva em conta que as variedades X5134 e 9522, consideradas elite, ndao
apresentaram alteracdo de outras caracteristicas de interesse agronémico (altura da
planta, numero de grdos por panicula, nUmero de panicula por plantas, tamanho e
peso dos graos) apos a edicao do gene OsWaxy (Zhang et al., 2018a). Com a mesma
estratégia de knockout do gene Wx1 por CRISPR, a DuPont Pioneer produziu uma
variedade de milho cujo amido é composto 100% por amilopectina que deve ter o
inicio de sua comercializacao em 2020 (Waltz, 2016; Ricroch, 2019). Em arroz, edicao
por CRISPR também ja foi realizada para o efeito inverso: por meio de knockout do
gene SBEIIb, foram desenvolvidas linhagens com alto teor de amilose, que, por ser
uma potencial fonte de amido resistente, tem seu consumo indicado para reducao
dos riscos de doencas cronicas nao infecciosas (Sun et al., 2017).

Eliminacdo de caracteristicas indesejdveis

A qualidade vegetal pode ser melhorada, muitas vezes, por meio da eliminacao
de caracteristicas indesejaveis. As proteinas do gluten, por exemplo, sao conheci-
das por desencadear doenca celiaca em 0.7%-2% da populacao mundial (Rewers,
2005). Em trigo, a maior familia génica que codifica para proteinas do gluten
(a-gliadina) apresenta quase 100 genes e pseudogenes (Ozuna et al., 2015), de ma-
neira que métodos convencionais de mutagénese e selecao nao foram capazes de
gerar variedades de trigo com gluten de baixa atividade imunogénica. Ainda que
a grande quantidade de genes-alvo possa sugerir uma abordagem multiplex, um
grupo foi capaz de realizar o knockout simultaneo da maioria dos dominios conser-
vados de a-gliadina utilizando apenas dois sgRNAs. Como resultado, foram geradas
linhagens nao transgénicas de trigo com baixo teor de gliten, que apresentam uma
reducao de até 85% em sua imunorreatividade (Sanchez-Leén et al., 2018).

Edicao por CRISPR também foi realizada em batata (Solanum tuberosum) para
a completa eliminacao da producao de glicoalcaloides esteroidais, substancias
que, além de conferirem sabor amargo, podem ser toxicas se ingeridas em grandes
quantidades (Nakayasu et al., 2018). Nesse caso, o estudo ainda representa um pas-
soinicial no desenvolvimento de uma variedade com potencial de comercializagao.
Dada a baixa eficiéncia de edicao decorrente do genoma tetraploide da batata, o
trabalho foi desenvolvido no sistema de cultura conhecido como hairy roots, con-
tudo foi um passo importante para identificacdo de um gene que, quando mutado,
interrompe a via de sintese glicoalcaloides.



Capitulo 1 Introdugdo a edi¢ao gendmica em plantas 31

Outro fator que vem sendo explorado pelo melhoramento por edicao gendmica
é 0 escurecimento causado por enzimas polifenoloxidases (PPO). Embora o silencia-
mento de PPOs ja tenha sido realizado por RNAi em macas pela empresa Okanagan
Specialty Fruits (Waltz, 2015), existem agora iniciativas de knockout de PPOs por
mutagénese direcionada. Esse é o caso da empresa Calyxt, que, utilizando o sistema
TALEN, desenvolveu uma variedade de batata que nao escurece (Ricroch, 2019). Ja
o sistema CRISPR/Cas9 foi utilizado para knockout de uma PPO em champignon
(Agaricus bisporus), melhorando o aspecto visual e o tempo de prateleira do produ-
to (Waltz, 2016; Ricroch, 2019).

Resisténcia a fatores bidticos

Doencas e pestes sao um dos maiores desafios para a agricultura moderna, sendo
o melhoramento da tolerancia a estresses bidticos uma das maiores demandas pela
aplicacao da edicao gendmica (Ricroch et al., 2016). Dada sua importancia, temos
hoje consideravel conhecimento acerca dos mecanismos genéticos e moleculares
envolvidos em inumeras doencas vegetais (bem como em suas vias de resisténcia).
Diversos esforcos ja foram realizados com o uso de CRISPR para melhoramento de
resisténcia a bactérias, fungos e virus.

Uma das possiveis abordagens é a edicao de fatores da planta hospedeira uti-
lizados por patégenos para o estabelecimento da infeccdao e/ou sua replicacgao,
promovendo assim a imunizacdo da planta (Sedeek et al., 2019). Por exemplo, o
gene CsLOBT foi reconhecido por conferir suscetibilidade ao cancro citrico (Hu et
al., 2014), uma doenca causada pela bactéria Xanthomonas citri que pode afetar
diferentes espécies do género Citrus. Por meio da edicdao tanto de regiées promo-
toras quanto de codificantes do gene CsLOBT, foram desenvolvidas linhagens de
laranja (Citrus sinensis) e toranja (Citrus x paradisi) resistentes ao cancro citrico (Jia
et al,, 2017; Peng et al., 2017). Em arroz, o crestamento bacteriano é causado por
Xanthomonas oryzae, que utiliza o efetor PthXo2 para induzir a expressao do gene
OsSWEET]3 na planta hospedeira. Esse gene, relacionado ao transporte de sacarose,
parece ser determinante para o processo infeccioso por Xanthomonas. Assim, muta-
¢oes promovidas por CRISPR/Cas9 na regiao codificante de OsSWEET13 resultou em
plantas resistentes a infeccdo (Zhou et al.,, 2015).

Estratégias semelhantes foram utilizadas para o desenvolvimento de resisténcia
a doencas causadas por fungos. Em trigo, resisténcia a oidio (Blumeria graminis)
foi obtida apds a edicao (por CRISPR/Cas9 e TALEN) de trés homdlogos do gene
MILDEW-RESISTANCE LOCUS O (TaMLO-A1, TaMLO-B1 e TaMLO-D1) (Wang et al.,
2014). Em tomateiro, a edicdao do homoélogo desse mesmo gene (SIMlo1) foi capaz
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de conferir resisténcia total a Oidium neolycopersici. Como ressaltam os autores
do trabalho, embora existam mutantes naturais para SIMlo1, a introgressao de tal
alelo em linhagens elite seria um processo longo e laborioso. A edicao de SIMlo1
por CRISPR levou ao desenvolvimento de plantas (nao transgénicas) da variedade
elite”“Moneymaker” em apenas 10 meses (Nekrasov et al., 2017). Em outro exemplo,
resisténcia a bruzone (Magnaporthe oryzae) foi alcancada em arroz apds a edicdo
do fator de transcricao responsivo a etileno OsERF922 (Wang et al., 2016). Com esse
trabalho, mais uma vez, foram obtidas plantas ndao transgénicas com significativo
aumento da resisténcia ao patégeno, mas sem quaisquer alteracdes em caracteris-
ticas de interesse agronémico.

Por fim, a tecnologia CRISPR também pode ser utilizada para realizar seu papel
original: conferir resisténcia a infec¢des virais. Diversos trabalhos demonstram o
potencial de CRISPR/Cas9 para a interferéncia contra diferentes virus de DNA, como
Tomato Yellow Leaf Curl Virus (TYLCV), Beet Curly Top Virus (BCTV), Merremia Mosaic
Virus (MeMV), Bean Yellow Dwarf Virus (BeYDV) e Beet Severe Curly Top Virus (BSCTV)
(Alietal., 2015; Baltes et al., 2015; Ji et al., 2015; Ali et al., 2016). Inclusive, o uso de um
mesmo sgRNA com alvo em uma sequéncia viral conservada foi capaz de produzir
interferéncia em diferentes geminivirus (Ali et al., 2015). Contudo, vale ressaltar que
esses estudos sao realizados como prova de conceito, majoritariamente utilizando
Nicotiana benthamiana e também Arabidopsis thaliana como modelos. Os meca-
nismos de interferéncia dependem da presenca de Cas9 e de sgRNAs nos tecidos
vegetais, de maneira que eventuais aplicacdes do sistema requerem a expressao
enddgena de tais componentes, caracterizando um organismo transgénico. Uma
alternativa a transgenia seria a entrega direta de RNPs (ribonucleoproteinas), meto-
dologia que sera abordada no Capitulo 2 — Edicdao de genoma via non-homologous
end joining (NHEJ) e ribonucleoproteinas (RNP). Ha ainda indicios de que o sistema
CRISPR/Cas13 (Classe 2, tipo VI), capaz de clivar moléculas de RNA, apresenta poten-
cial para ser usado na interferéncia contra virus de RNA (Aman et al., 2018; Mahas
et al., 2019).

Resisténcia a fatores abidticos

Estresses abioticos representam importantes ameacas para a producao agricola
mundial. Em especial, o presente cenario de mudancas climaticas gera grande preo-
cupacao, dado que condicdes de seca e temperaturas extremas vém aumentando
consistentemente (Tong; Ebi, 2019; Sippel et al., 2020). Embora o melhoramento
da tolerancia a estresses abiodticos seja de grande interesse, tais iniciativas sao
dificultadas pela maneira com a qual as plantas respondem a tais fatores, muitas
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vezes envolvendo vias metabdlicas complexas. Nao obstante, alguns esforcos para
o aumento da resisténcia a estresses abiéticos ja foram bem-sucedidos.

Pesquisadores da DuPont Pioneer, por exemplo, foram capazes de melhorar a
tolerancia a seca em milho a partir da edicao do gene ARGOS8, um inibidor da res-
posta a etileno que normalmente é expresso em baixas quantidades. Nesse traba-
Iho, por meio de uma abordagem HR, o promotor de outro gene, GOS2, foi inserido
na regiao 5'UTR de ARGOS2, aumentando assim sua expressao. Como resultado,
as linhagens desenvolvidas sobrevivem mais e tém produtividade melhorada em
condicdes de seca (Shi et al., 2017).

Em arroz, CRISPR/Cas9 foi utilizado para knockout de diferentes genes da familia
OsPYL, envolvidos na resposta ao acido abscisico (ABA). O estudo descobriu que tri-
plos mutantes pyl1/4/6 apresentam maior tolerancia a altas temperaturas, além de
maior produtividade. Contudo, o mesmo triplo mutante parece apresentar maior
sensibilidade a seca (Miao et al.,, 2018). Esse trabalho demonstra como muitas vezes
as vias de resposta a diferentes estresses podem estar relacionadas, representando
um desafio para o campo do melhoramento vegetal.

Domesticacao acelerada e “de novo” de espécies selvagens

Até agora abordamos o uso da edicao gendmica para o melhoramento de carac-
teristicas pontuais. Contudo, além do uso de CRISPR em culturas ja estabelecidas,
uma abordagem diferente e de crescente interesse é a“redomesticacao’, ou domes-
ticacao “de novo”, de espécies selvagens.

Um dos efeitos negativos decorrentes do melhoramento classico é a perda de
variabilidade genética. Essa erosdao genética que acompanha o histérico de domes-
ticacdao de plantas cultivaveis pelo homem é decorréncia da selecao de caracteris-
ticas de interesse primario, como a produtividade de graos e biomassa, em detri-
mento de caracteristicas de qualidade, tolerancia a pragas e doencas, etc. (Doebley
et al,, 2006). Dessa forma, o processo acarreta culturas agricolas mais suscetiveis
a patdgenos e/ou a estresses abidticos. Para contornar esse problema, linhagens
elite sao frequentemente cruzadas com seus parentais selvagens, ou ainda espécies
préximas, levando a introgressao de genes que eventualmente possam conferir a
resisténcia ou caracteristica desejada (Mazur; Tingey, 1995; Jacobsen; Schouten,
2007; Harrison; Larson, 2014). Esse processo, contudo, demanda longos periodos
de tempo para realizagao de retrocruzamentos que visam a segregacao de loci
indesejados.
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A “redomesticacao” utiliza uma légica inversa: genes-chave sao editados em
espécies selvagens para torna-las mais interessantes para o cultivo. Dessa maneira,
a variabilidade genética presente em tais espécies nao é perdida, ao passo que
caracteristicas desejaveis sao nelas introduzidas (Zs6gon, et al. 2017). Uma segun-
da vantagem dessa abordagem é a drastica reducao no tempo de selecao de tais
linhagens, uma vez que dispensa o extensivo processo de retrocruzamentos.

A sugestao de utilizacao de edicao gendmica para rapida domesticacao “de
novo” de espécies selvagens data de meados da década de 2010. Um exemplo bem
estruturado é a proposta de domesticacao de Thlaspi arvense, uma oleaginosa da
familia Brassicaceae. Nessa proposta, o extenso conhecimento prévio da planta
modelo Arabidopsis thaliana (também da familia Brassicaceae) foi extrapolado para
a definicdao de genes-alvo a serem editados, o que poderia levar rapidamente ao
desenvolvimento de uma linhagem de Thlaspi arvense com caracteristicas propicias
ao cultivo e utilizagao em larga escala (Sedbrook et al., 2014).

As primeiras publicacbes que descreveram aplicagbes da edicao gendmica
para a domesticacao de espécies selvagens ocorreram em 2018. A primeira des-
creve a domesticacao “de novo” de uma espécie de tomate selvagem (Solanum
pimpinellifollium), que teve seis loci de seu genoma concomitantemente editados
por CRISPR/Cas9. Tais loci foram escolhidos por serem de reconhecida importancia
para a produtividade das atuais culturas de tomate (S. lycopersicum). Assim, em
poucas geracdes, foi obtida uma linhagem de S. pimpinellifollium com producao de
frutos dez vezes aumentada, sendo estes trés vezes maiores em comparagao com
a linhagem selvagem. Além disso, tal linhagem apresenta diversas vantagens em
relacao as atuais culturas de tomate, como um teor 500% maior de licopeno nos
frutos, além de reter a diversidade genética e a tolerancia a estresses das plantas
selvagens de S. pimpinellifollium (Zs6gon et al., 2018).

Em um esforco similar, no mesmo ano, quatro diferentes acessos de S. pimpinelli-
follium foram editados por CRISPR/Cas9, por meio de uma abordagem multiplex, de
modo a gerar plantas com fenétipos domesticados (morfologia compacta, aumen-
to no numero de flores e frutos produzidos, bem como aumento da sintese de acido
ascorbico). Notavelmente, tais plantas retiveram a tolerancia parental a patégenos
e a altas concentragdes salinas (Li et al., 2018b).

Finalmente, a edicdo gendmica apresenta potencial para o melhoramento de
espécies nao convencionais, chamadas em inglés de orphan crops (Lemmon et al.,
2018). Sao consideradas orphan crops espécies de importancia regional, mas que
nao sao comercializadas internacionalmente em larga escala, acabando por receber
pouca atencao de pesquisadores quando comparadas as culturas mais difundidas
(Varshney et al., 2012). Esse é o caso de Physalis pruinosa, outra espécie da familia
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Solanaceae, que também foi alvo de edicao por CRISPR/Cas9 para melhoramen-
to da arquitetura da planta, aumento de producao de flores e tamanho do fruto
(Lemmon et al., 2018).

Perspectivas e conclusoes

Nas ultimas trés décadas, o desenvolvimento de técnicas de edicao de genomas,
como TALENs, ZFNs e o sistema CRISPR/Cas, tem contribuido de maneira extraor-
dinaria para o progresso da agricultura moderna. O sistema CRISPR/Cas se destaca
por ser uma tecnologia sem precedentes em termos de simplicidade, especifici-
dade, eficiéncia, versatilidade, robustez e baixissimo custo. Tem sido aplicada com
sucesso para a rapida obtencao de culturas agricolas com melhor produtividade e
qualidade, além de aumento de resisténcia a fatores bioticos e abibticos, trazendo
beneficios para produtores, consumidores e meio ambiente.

Os crescentes, rapidos e elegantes avangos para melhorias e adaptacdes do
sistema CRISPR/Cas tém permitido desde a mutagénese de um locus especifico,
regulacdo transcricional, edicdo de epigenoma, edicao de base Unica, fusdo de tags
marcadores, mutacdes em multiplex, substituicdo de um gene ou alelo por outro
de maior interesse, até a geracao de uma variedade comercial contendo um alelo
elite e com significativa reducao do laborioso e custoso tempo dispendido pelos
métodos tradicionais de introgressao.

Além disso, ao contrario dos organismos geneticamente modificados, a edicao
de genes nao requer a insercao de DNA exdgeno para produzir uma caracteristica
desejada. Assim, a tecnologia também tem levado a mudancas na regulamentacao
de produtos agricolas, o que esta contribuindo com a democratiza¢do da obtencao
de produtos sustentaveis, nao restringindo o beneficio as grandes companhias de
biotecnologias, mas possibilitando as pesquisas em universidades publicas, ou
pequenas startups, por exemplo.
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