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Apresentacao

Técnicas de melhoramento genético classico, mutagdes e transgenia tém sido utilizadas para
aumentar a variabilidade genética em milho. A edigdo de genOmica € um dos grandes avangos
cientificos dos ultimos anos e pode ser utilizada para induzir alteragcdes com bastante precisdo
no genoma, visando a melhoria de caracteristicas agronémicas da cultura. Dentre as técnicas ja
desenvolvidas com este objetivo, a CRISPR/Cas9 ou Repeti¢gdes Palindrdmicas Curtas Agrupadas
e Regularmente Interespacadas, associada com a proteina Cas9 (do inglés Clustered Regulary
Interspaced Short Palindromic Repeats associated), € um sistema considerado simples, preciso
e robusto para criar variabilidade genética, e possui um potencial de aplicacdo muito grande na
biotecnologia, na agricultura e na medicina. Esta publicagdo procura explicar, de maneira resumida,
o funcionamento do sistema CRISPR/Cas9 e sua aplicagdo principalmente no melhoramento do
milho para auxiliar os técnicos agricolas no entendimento deste processo, que ira certamente
revolucionar a produgdo de milho nas préximas décadas.

Frederico Ozanan Machado Duraes
Chefe-geral
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Introducao

A variabilidade genética € essencial para o desenvolvimento de novas cultivares mais produtivas,
nutritivas e adaptadas a diferentes estresses biéticos e abidticos. No melhoramento genético classico,
a diversidade é obtida por recombinagdo da variabilidade pré-existente durante o cruzamento
entre plantas da mesma espécie ou de espécie sexualmente compativel. Um grande numero de
cruzamentos e selegdes € necessario para introduzir alelos desejaveis e aumentar a variabilidade,
pois a recombinagado dos genes parentais é aleatéria (Gepts, 2002). Marcadores moleculares sédo
ferramentas da biotecnologia que vém auxiliando o melhoramento genético na localizacao de
regides gendmicas responsaveis por grande parte das caracteristicas agronémicas de relevancia
e no direcionamento dos cruzamentos, diminuindo o tempo gasto para geracéo de cultivares-elite
(Das et al., 2017). Melhoristas de plantas, utilizando as técnicas de melhoramento genético classico,
disponibilizaram para a humanidade a maioria das cultivares conhecidas atualmente. Entretanto, por
causa de anos de evolucao e selecao direcionada, a variabilidade genética foi bastante reduzida, o
que limita o potencial de melhoramento para muitas caracteristicas (Chen et al., 2019).

Outro processo utilizado para criar variabilidade genética é a indugcdo de mutagdes. Mutacdes,
de maneira similar a recombinagcdo genética, também ocorrem aleatoriamente quando uma
molécula de DNA danificada por agentes mutagénicos (fisicos, quimicos ou bioldgicos) é reparada,
gerando insergdes ou delecdes (indels) de nucleotideos no genoma de modo hereditario. Radiagéo
ou compostos quimicos, tais como raios gamma e etil metanosulfonato ja foram utilizados, por
exemplo, para criar variabilidade genética em milho (Agarwal et al., 2018). Mutag¢des induzidas, de
acordo com os dados da International Atomic Energy Agency (IAEA), geraram 3.222 variedades
comerciais, incluindo cereais, plantas e flores ornamentais, leguminosas, frutos, hortalicas, fibras,
oleaginosas, forragem, tubérculos, ervas, plantas medicinais, dentre outras (Ulukapi; Nasircilar,
2018). Esses gendtipos sdo isentos das limitagbes éticas e legais enfrentadas pelos produtos
agricolas geneticamente modificados.

Com o surgimento das técnicas do DNA recombinante e de metodologias de transformagao genética
de plantas, tornou-se possivel a transferéncia de um unico gene de fungao conhecida entre individuos
de espécies diferentes, de modo que os organismos vivos pudessem produzir uma nova proteina,
além daquelas normalmente codificadas em seus genomas. Isto se deve ao fato de o DNA ser uma
molécula comum entre todos os seres vivos e ser processada praticamente do mesmo modo entre
as diferentes espécies. O gene de interesse € introduzido em células vegetais, principalmente
via Agrobacterium ou biobalistica (Carneiro et al., 2009). Ao final do processo, dentre as plantas
regeneradas, sao selecionadas aquelas que melhor expressem a caracteristica desejada, sem que
outras funcdes tenham sido afetadas.

Com o advento da transgenia, as alternativas para o melhoramento vegetal aumentaram
consideravelmente, ja que genes originarios de qualquer organismo vivo ou sintetizados in vitro
podem ser inseridos na planta de interesse via transformagado genética. Entretanto, um dos
problemas do uso da transgenia é a insercdo aleatéria do transgene no genoma, o que pode
causar modificagdo da expressao de genes originais e aparecimento de efeitos indesejaveis. Nesse
caso, para contornar esse problema, é necessario gerar um grande numero de transformantes
para selecionar os individuos de interesse. Como a ocorréncia da transgenia € um evento raro na
natureza, ela é regulamentada por processos de avaliacdo de biossegurancga longos e dispendiosos,
sendo uma fonte inesgotavel de controvérsia publica (Domingo; Bordonaba, 2011).

Um dos grandes avancos recentes da biotecnologia é a capacidade de induzir mutagdées no genoma
com grande precisdo. Quatro tecnologias de edigdo de genoma desenvolvidas nas ultimas décadas
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obtiveram éxito em gerar modificacdes genéticas direcionadas em plantas. Estas tecnologias
sdo conhecidas como (i) meganucleases; (ii) nucleases do tipo Zinc finger / (ZFN); (iii) nucleases
efetoras do tipo ativador de transcricdo (do inglés Transcription Activator-Like Effector Nucleases
/ TALEN) e (iv) as Repeticdes Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespagadas
(do inglés Clustered Regulary Interspaced Short Palindromic Repeats / CRISPR) (Shukla et al.,
2009; Gao et al., 2010; Li et al., 2013; Cermak et al., 2015). As técnicas de edigdo génica utilizando
meganucleases, ZNFs e TALENs trouxeram um grande avancgo para a manipulagao direcionada de
genomas. No entanto, elas sdo complexas e exigem uma elaborada engenharia de proteinas para
estabelecer o sitio de reconhecimento da sequéncia-alvo no genoma (Smith et al., 2006; Maeder et
al., 2008). Por outro lado, o sistema CRISPR-Cas9 revolucionou o campo da edi¢gdo gendmica, pois
é simples, preciso, flexivel e de baixo custo (Doudna; Charpentier, 2014).

Esta revisao procura explicar as bases da utilizacao da tecnologia CRISPR-Cas9 para a geragao de
variabilidade genética e sua utilizacdo no desenvolvimento de cultivares de milho com caracteristicas
agrondmicas aperfeicoadas.

CRISPR: sistema de defesa adaptativo de organismos procariotos

A historia da tecnologia CRISPR-Cas9 teve inicio quando Ishino e colaboradores, em 1987,
identificaram uma regido no genoma da bactéria Escherichia coli com fungdo desconhecida
contendo uma série de regides repetidas intercaladas por regides nao repetidas ou espagadoras.
Esta regiao foi denominada por Jansen et al. (2002) de CRISPR (Repeticoes Palindrémicas Curtas
Agrupadas e Regularmente Interespacadas ou Clustered Regulary Interspaced Short Palindromic
Repeats). Junto a regiao CRISPR foram identificados genes que codificam para polimerases,
nucleases e helicases, e estes genes ficaram conhecidos como Cas ou genes associados a regido
CRISPR (Mojica et al., 2000) (Figura 1). Em busca do entendimento da funcido desta regido,
pesquisas determinaram que os fragmentos de DNA presentes entre as regides repetitivas eram
derivados de fagos, transposons ou plasmideos invasores. Além disso, foi verificado que bactérias
que guardavam a memoria de invasdes anteriores nas regides espagadoras (DNA do organismo
invasor) ndo eram infectadas uma segunda vez pelo mesmo fago (Bolotin et al., 2005). Surgiu
entdo a hipétese, confirmada subsequentemente, de que o sistema CRISPR-Cas funciona como um
mecanismo de defesa adaptativo da bactéria contra invasdes de elementos genéticos indesejados
(Mojica et al., 2005; Sampson; Weiss, 2014).

Sequéncia Lider ou promotora CRISPR Cas

| | A
f 1

[ Jé'-g-g- ...... -, ..

PR= Sequéncias repelidas dentro da regiao CRISPR
E = Sequéncias espacadoras provenientes de diferenies virus gue ja mvadiram a baciéria

Figura 1. Locus CRISPR - Onde estéo presentes genes que codificam polimerases, nucleases e helicases conhecidos
como Cas ou genes associados a regido CRISPR.



Edicdo de genoma pelo sistema CRISPR-Cas9 e sua aplicagdo no melhoramento do milho 9

O estudo do mecanismo de funcionamento desta regido mostrou que quando a bactéria é infectada
por fagos ou outros elementos genéticos moveis, como plasmideos e transposons, enzimas
codificadas pelo operon Cas clivam o DNA invasor em pequenos fragmentos. Estes fragmentos
sdo inseridos no genoma bacteriano entre as sequéncias repetitivas do loco CRISPR e como
resultado a bactéria armazena a memaria de infec¢des anteriores adquirindo protecao contra um
subsequente ataque desses invasores. Isto acontece porque pequenos RNAs, conhecidos como
crRNAs (RNAs derivados da regido CRISPR ou CRISPR-derived RNA) ou moléculas de RNA-
guia, correspondentes as sequéncias de DNA invasoras, sao produzidos pela bactéria (Figura 2)
(Hille et al., 2018). Para tanto, todo o loco CRISPR ¢ transcrito a partir de uma regiao rica em AT
(adenina, timina) conhecida como Sequéncia Lider (L) produzindo um pré-crRNA, que inclui todas
as sequéncias espacadoras e as repetidas. O pré-crRNA é clivado e da origem aos crRNA numa
etapa conhecida como maturacao dos crRNAs. Este processo evoluiu de maneira distinta entre os
diferentes tipos de sistemas CRISPR-Cas existentes (Delicheva et al., 2011). Em alguns sistemas
essa clivagem é realizada por endoribonucleases, tais como CasE, Cas6 e Csy4. Ja em sistemas
que nao possuem estas enzimas, como no CRISPR/Cas Il, a maturagcao do crRNA envolve um
trans-RNA ou molécula de RNA ativadora (tracrRNA), a proteina Csn1 e uma RNase Ill enddégena.
O tracrRNA é uma molécula de RNA de 171 ou 89 nt que possui uma regiao de 25 nt quase que
perfeitamente complementar (apenas um nucleotideo incompativel) as regides repetidas do locus
CRISPR. Esta regido complementar é utilizada para o pareamento entre tracrRNA e as regides
repetitivas do pré-crRNA. Quando ocorre o pareamento entre estes RNAs, a enzima Cas9 se liga
ao duplex formado pelo tracrRNA e pelo pré-crRNA estabilizando o complexo e recrutando a RNAse
Il que processa o pré-crRNA em varios pequenos crRNAs. Apds numa segunda clivagem por uma
RNAse ainda desconhecida, o complexo Cas9 tracrRNA e crRNA esta pronto para se associar e
clivar os DNAs invasores. Embora a fungédo da proteina Csn1 nao esteja totalmente elucidada
sabe-se que ela é essencial durante este processo de maturacao dos crRNAs. Segundo a hipotese
de Deltcheva et al. (2011), a proteina Csn1 poderia funcionar como uma molécula ancora que
facilita o pareamento entre o tracrRNA e o pré-crRNA. Também poderia funcionar promovendo um
segundo corte dentro da regido espacgadora, aparando as sequéncias do crRNA, ou finalmente
atuar protegendo o tracrRNA e o pré-crRNA da degradacgao por outras ribonucleases.

A formacao da fita dupla de RNA, resultante da interacao tracrRNA/crRNA, é essencial para que o
crRNA reconheca o DNA-alvo e para a ativagao da Cas9. Ainteragcao da nuclease Cas9 com o crRNA
/ tracrRNA resulta em uma alteragdo na conformacao da proteina ativando o sitio de interagdo com
o motivo PAM (Protospacer Adjacent Motif). PAMs sdo sequéncias de 2-5 nucleotideos (5’'NGG3" e
5'NNGRRT3") necessarias para a ancoragem da nuclease Cas9 ao sitio de clivagem. Uma vez que
existem diferentes nucleases, os motivos PAMs podem diferir um dos outros. Por exemplo, NmCas9
de Neisseria meningitidis (Hou et al., 2013) reconhece a sequéncia PAM “NNNNGATT”, enquanto
St1Cas9 de Streptococcus thermophilus (Deveau et al., 2008), a sequéncia “NNAGAAW”.

Para prosseguir com o processo de identificagdo e clivagem do DNA-alvo, o crRNA maduro deve
se associar a fita complementar do DNA-alvo na regido adjacente a um motivo PAM (Ran et al.,
2013). Sé ocorrera clivagem da sequéncia-alvo se houver um motivo PAM adjacente a ela na fita
complementar de DNA. Apds a associacao do complexo Cas9/crRNA/tracrRNA ao DNA-alvo por
meio da sequéncia PAM ocorrem a abertura das fitas do DNA-alvo imediatamente a montante da
sequéncia PAM e ainteracao da sequéncia guia (crRNA) com a sequéncia-alvo (Anders et al., 2014).
Finalmente, a nuclease Cas9 esta apta para clivar as duas fitas de DNA gerando extremidades
abruptas (Jinek et al., 2012).
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Figura 2. Sistema de imunidade adquirida CRISPR-Cas9. Inicialmente uma sequéncia curta do material genético invasor
(sequéncia espagadora) é integrada entre sequéncias repetidas da regido CRISPR. A memodria registrada pelo espagador
€ usada para proteger a bactéria contra uma nova incursdo do mesmo invasor. O Jocus CRISPR é totalmente transcrito a
partir da regido lider/promotora em uma sequéncia Unica. Em seguida, os pré-crRNA s&o processados em crRNA madu-
ros. O crRNA é entdo usado como uma molécula-guia para especificar o alvo da clivagem a ser realizada pela nuclease
Cas (Baseado em Jiang e Marraffini, 2015).



Edicdo de genoma pelo sistema CRISPR-Cas9 e sua aplicagdo no melhoramento do milho 11

Quando a bactéria é atacada pelo mesmo virus, o complexo Cas9/crRNA/tracrRNA atua no
reconhecimento deste virus e na sua destruicdo. Os crRNAs contendo as sequéncias especificas
do virus invasor anterior funcionam como uma memaria € guiam as enzimas Cas até o invasor que
sera destruido (Figura 2). Portanto, CRISPR é um loco bacteriano que codifica pequenos RNAs-
guia baseados em sequéncias de virus, transposons e plasmideos que ja invadiram a bactéria
anteriormente. Esta regido e as proteinas Cas formam um sistema natural de imunidade antiviral
adquirida presente em varias bactérias e Archaea (Mojica et al., 2000).

Utilizacdo do sistema CRISPR-Cas9 na agricultura

Atecnologia de edicdo de genoma de plantas via CRISPR-Cas9 é capaz de modificar com precisao
genes responsaveis por carateristicas agrondmicas importantes. Basicamente, um RNA guia com
sequéncia do gene de interesse direciona a nuclease Cas para uma regido especifica onde ocorrera
a clivagem ou quebra da fita dupla de DNA. A quebra da fita dupla pode resultar em mutacbes por
nocaute de genes, em modificagdes de um produto génico ou inser¢ao direcionada de caracteristicas
especificas, o que permite empilhamento de genes em programas de melhoramento (Svitashev et
al., 2016).

Mas como um rompimento na fita dupla de DNA pode gerar variabilidade genética? Quando a fita de
DNA é quebrada, ela precisa ser reparada para manter a integridade genética e fisica do genoma
(Hiom, 2010). Uma quebra na fita dupla de DNA (DSB / Double Strand Break) pode ter efeitos
deletérios para um organismo. Para minimizar essa ameaca, as células desenvolveram basicamente
dois mecanismos capazes de reparar as agressoes sofridas pelo genoma. As extremidades da fita
de DNA rompidas podem ser religadas por processos biolégicos conhecidos como NHEJ (Reparo
sem homologia ou do inglés Non Homologous End Joing) ou HDR (Reparo com homologia ou do
inglés Homology-Directed Repair) (Figura 3). A maneira mais direta de reparar uma quebra da fita
dupla é simplesmente unir as duas fitas independentemente da sequéncia de nucleotideos presente
na regidao do rompimento através do mecanismo NHEJ. Neste processo pode ocorrer a introdugao
ou delecao de nucleotideos formando mutagdes do tipo indels (Hiom, 2010; Doudnae; Charpentier,
2014) que podem inativar o gene-alvo. O silenciamento génico apresenta diversas aplicacdes na
agricultura. Por exemplo, Liang et al. (2014) utilizaram o sistema CRISPR para gerar muta¢des do
tipo indels e silenciar os genes ZmIPK1A, ZmIPK e ZmMRP4 da via biossintética do acido fitico
em milho. O fitato representa por volta de 75% do total de fésforo na semente e € um composto
antinutricional. Neste estudo, foi demonstrado que o sistema CRISPR-Cas é capaz de induzir
mutagénese direcionada em Z. mays com alta eficiéncia e silenciar genes indesejaveis.

Em um segundo exemplo, o sistema CRISPR-Cas9 foi utilizado para gerar uma quebra na fita
dupla de DNA do gene que codifica a enzima NDP-glicose-amido-glucosiltransferase. Este gene
faz parte da via metabolica de producado de amilose. O reparo da fita dupla ocasionou mutacoes
do tipo indel que resultaram no silenciamento da enzima NDP-glicose-amido-glucosiltransferase
e na obtencdo de uma cultivar de milho conhecida como “waxy” que possui apenas amilopectina
na constituicdo do seu amido. No grao de milho normal, ndo editado, a propor¢céo entre amilose e
amilopectina é de aproximadamente 1:3. O milho waxy possui um alto valor agregado em razéo
das propriedades quimicas da amilopectina, que sdo muito apreciadas em industrias de alimentos,
adesivos, bioplasticos, fermentacdo de etanol e possivelmente silagem (Cigan et al., 2017).
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Figura 3. Reparo de um rompimento na fita dupla de DNA pelos processos de NHEJ (Reparo sem homologia ou Non
Homologous End Joing) ou HDR (Reparo com homologia ou Homology-Directed Repair).

O gene brachytic 2 (br2) de milho foi editado apds o reparo via NHEJ, induzido pelo sistema CRISPR-
Cas9. Este reparo resultou em um indel que alterou o quadro de leitura de aminoacidos da proteina
e promoveu o aparecimento de um codon de parada prematuro. Mutantes de milho para o gene br2
apresentam altura reduzida por causa do encurtamento dos entrends, mas o restante da planta,
como folhas, flores e espigas, mantiveram o tamanho normal (Bage et al., 2020).

Para a inducdo de mutagdes mais precisas, a via de reparo HDR é mais indicada. No entanto,
para isto é necessario introduzir na célula vegetal, além da nuclease Cas9 e do single guide ou
RNA guia (sgRNA), uma terceira molécula, o DNA doador. O DNA doador possui a regido que sera
modificada, por exemplo, uma sequéncia que codifica um ou poucos aminoacidos diferentes da
sequéncia original - substituicdo alélica (Zhang et al., 2014) ou um gene inteiramente novo que sera
inserido no genoma — Knock-in (Fauser et al., 2012). O DNA doador é flanqueado por regides de
homologia correspondentes a regidao onde a edi¢cao sera realizada e sera inserido no genoma por
recombinagdo homologa. O reparo por HDR, apesar de ser mais preciso, € menos eficiente, ja que
ocorre apenas nas fases iniciais do ciclo celular (Hiom, 2010).

Como exemplo da utilizacdo do mecanismo de reparo HDR podemos citar a geracao de plantas de
milho resistentes ao herbicida chlorsulfuron apds a quebra direcionada do gene ALS2 que codifica
a enzima acetolactato sintase utilizando o sistema CRISPR-Cas9. Uma sequéncia editada deste
gene, contendo uma substituicdo da prolina situada na posi¢céo 165 da proteina ALS2 nativa por
uma serina, foi introduzida em plantas de milho que ja continham a nuclease Cas9 pré-integrada no
genoma (Svitashev et al., 2015). O gene ALSZ2 editado, ao contrario do gene nativo, ndo é alvo dos
herbicidas do grupo das sulfonilureias que inibem a rota metabdlica de formagao dos aminoacidos
ramificados. Diferentemente das plantas transgénicas, neste tipo de edi¢gdo génica é possivel nas
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geracoes futuras separar por segregacao a Cas9 da edi¢ao génica e, consequentemente, nenhum
fragmento de DNA heterdlogo ficara inserido no genoma.

Outra modificacao realizada em plantas de milho utilizando o sistema CRISPR-Cas9 foi o aumento
da expressdo do gene ARGOSS8, um regulador negativo de resposta da planta ao etileno. O
fitormbnio etileno regula a resposta da planta a varios estresses abidticos e ja foi demonstrado
que, quando sua expressao € reduzida, plantas sdo mais produtivas em condigdes de estresse
hidrico. Normalmente, a expressdo do gene ARGOSS8 € baixa em milho e para modificar isto.
Shi et al. (2017) utilizaram o sistema CRISPR-Cas9 para trocar o promotor nativo ARGOS8 que
confere baixo nivel de expressao a proteina, pelo promotor GOS2 que confere um nivel moderado
de expressao constitutiva. O resultado obtido com esta modificacdo genética direcionada foi um
aumento da expressao do gene ARGOS8 gerando uma diminui¢ao da resposta do milho ao etileno
e, consequentemente, um aumento de produtividade em condicbes de estresse hidrico. Neste
exemplo, foi criada uma planta transgénica onde o promotor de interesse foi inserido em um local
pré-determinado.

Em resumo, o principio basico da edigdo gendmica requer uma nuclease para causar uma quebra
na fita dupla de DNA em local pré-determinado pelo sgRNA. O reparo da fita dupla de DNA é feito
através de mecanismos enddgenos da planta, tais como NHEJ e HDR, os quais podem ocasionar
mutagdes e, consequentemente, variabilidade genética.

Bases da producao de uma planta editada geneticamente

A nuclease Cas, o crRNA e o tracrRNA juntos compdem o sistema natural de imunidade adquirida
de bactérias. Para aplicar este sistema em pesquisas foi desenvolvido o “single guide RNA (sgRNA
ou gRNA” que consiste em uma fusdo do crRNA (CRISPR-derived RNA) e do tracrRNA (trans-
activating RNA) por meio de uma cadeia de quatro nucleotideos (GAAA). Assim, o processo em
laboratério € composto por apenas duas moléculas, a nuclease Cas9 e o sgRNA (Jinek et al., 2012;
Silva et al., 2016).

Para gerar um rompimento direcionado na fita dupla de DNA de uma planta e ativar o processo de
reparo, sejaNHEJ ou HDR, a nuclease Cas9 deve estar presente no nucleo da célula de modo estavel
(inserida no genoma da planta de interesse) ou transiente. Ela pode ser inserida na forma de DNA
(vetor de expressao contendo a Cas9), RNA (mMRNA da Cas9), proteina (proteina sintética Cas9)
ou ribonucleoproteina (complexo proteina / RNA montado). A Cas9 de Streptococcus pyogenes
(SpCas9) é a uma enzima rotineiramente utilizada para edicao de genomas (Silva et al., 2016).

O método mais simples e de facil manipulacao em laboratério é a inser¢cao através de vetor de
expressao, onde a sequéncia nucleotidica da Cas9 é clonada sob o controle de promotores e
terminadores da transcricdo especificos para o organismo em estudo. Para uma expressao mais
eficiente, é necessario otimizar a utilizacao preferencial de cédons e a composigdo nucleotidica
préxima ao conteudo GC da espécie-alvo (Silva et al., 2016). Também é importante que a sequéncia
nucleotidica da Cas9 seja flanqueada por um sinal de localizagéo nuclear (NLS), que direcionara
a proteina para o nucleo. Ela pode ser posicionada nas extremidades amino (Wu et al., 2014) e/ou
carboxi (Gao et al., 2015), sendo que quando presente em ambas as extremidades tem mostrado
um resultado mais eficiente (Hou et al., 2013).

O gene que codifica para o RNA guia ou gRNA também pode ser clonado em um vetor de expressao.
Para construgao de um vetor de expressao dos pequenos RNAs é utilizado um promotor da RNA
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polimerase Il (U3 ou U6), a sequéncia guia ou alvo (~20 nt), a sequéncia universal ou “scaffold (~80
nt) e o sinal de terminacao para a polimerase lll (TTTTTT).

Um mesmo vetor pode conter a regido para a expressao da Cas9 e a sequéncia universal, sendo
necessaria apenas a clonagem da sequéncia-guia para o gene de interesse. A sequéncia-guia deve
ser localizada junto a uma sequéncia PAM (por exemplo, N, NGG), ser Unica no genoma e conter
aproximadamente 20 nucleotideos, com um conteudo GC préximo de 50%. Esta sequéncia pode
ser desenhada com o auxilio de softwares online, tais como CRISPR design http://crispr.mit.edu e
CHOPCHORP https://chopchop.rc.fas.harvard.edu/, além de outros (Silva et al., 2016).

Insercao do sistema CRISPR-Cas9 no genoma do milho

Os métodos mais eficientes para insergao dos componentes do sistema CRISPR em células de
milho sao via Agrobacterium tumefaciens (Frame et al., 2002; Vega et al., 2008) ou biobalistica
(Sanford et al., 1987). No contexto da edicdo genémica, Agrobacterium pode ser usada apenas
para inserir moléculas de DNA na célula, enquanto via biobalistica podem ser inseridas moléculas
de DNA, RNA, proteinas ou ribonucleoproteinas (RNPs).

A. tumefaciens é uma bactéria comumente encontrada no solo e capaz de causar tumores vegetais
naregido dainfecgdo. Aformacao de tumores esta associada a presenga de um plasmideo conhecido
como Ti (do inglés tumor-inducing ou indutor de tumor) (Gelvin, 2010). A indug&o de tumores ocorre
por meio da transferéncia de um segmento deste plasmideo, denominado T-DNA, para o genoma
do hospedeiro. Os genes presentes no T-DNA s&o responsaveis pela producao de fitormdnios, que
promovem a proliferacao celular desordenada das células vegetais.

Utilizando técnicas de biologia molecular é possivel trocar os genes nativos presentes no T-DNA
por outros genes de interesse, como os que codificam a nuclease Cas9 e o sgRNA do sistema
CRISPR-Cas9. Uma vez dentro do nucleo da célula vegetal, os genes presentes no T-DNA podem
ser expressos de forma transiente ou estavel (Janssen; Gardner, 1990). Na expressao transiente
nao ocorre a integracdo do T-DNA no genoma hospedeiro, e a expressao génica € normalmente
detectada alguns dias apés a infec¢ao do tecido vegetal e vai diminuindo com o passar do tempo
(Lacroix; Citovsky, 2013). Este periodo é suficiente para que ocorra a quebra da fita dupla de DNA
€ 0 seu reparo com ou sem homologia. A expressao transiente tem uma menor eficiéncia na indugéo
de mutacdes, mas, em compensacao, nenhum DNA exdgeno € integrado ao genoma (Andersson
etal., 2017).

Ja na expressao estavel, o T-DNA é integrado no genoma hospedeiro produzindo uma
planta transgénica que expressa os componentes de edicdo do genoma constitutivamente.
Consequentemente, a eficiéncia das mutagdes aumenta (Jansing et al., 2018), mas podera haver
um aumento de mutagdes em locais nao alvo (Chaparro-Garcia et al., 2015).

Na transformacgao via biobalistica, microparticulas de metal podem ser cobertas com DNA, RNA,
proteinas ou RNPs e aceleradas em direcao as células-alvo, utilizando um bombardeador conhecido
como “gene gun” (Sanford et al., 1987) em velocidades suficientes para penetrar a parede celular
sem causar a morte da célula. Os compostos precipitados sobre as microparticulas sao liberados
gradualmente dentro da célula e podem ser integrados (expressao estavel) ao genoma ou
permanecer como uma construcdo extra cromossdmica (expressao transiente) (Klein et al., 1987).

A vantagem da utilizagdo da biobalistica em relacdo a transformacao via Agrobacterium é a
independéncia de gendtipo. Assim varios gendtipos ou até mesmo diferentes espécies podem ser
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utilizados no processo de transformacgado. No entanto, a qualidade dos eventos de integracao é
menor, e 0 processo hormalmente resulta em plantas com mais de uma copia do gene de interesse
integrada no genoma.

Tanto Agrobacterium como a biobalistica podem ser utilizadas como veiculo para a insergédo, na
célula, dos componentes do sistema de edigdo génica juntamente com um marcador de selegao.
Entretanto, o local de inser¢gdo no genoma do T-DNA, contendo a nuclease Cas9 e sgRNA sera ao
acaso e diferente de onde ocorrera a quebra da fita dupla de DNA e seu reparo. Isso permite que
os transgenes contendo os componentes do sistema CRISPR possam ser eliminados por meio de
segregacgdo mendeliana mantendo assim apenas o gene mutado (Figura 4).
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Insercdo dos elementos CRISPR-Cas9 em plantas de milho

Elementos do sistema Elementos do sistema Elementos do sistema
CRISPR-Cas9 na forma de CRISPR-Cas9 na forma de CRISPR-Cas9 na forma de
DNA RNA Proteinas
Biobalistica Biobalistica Biobalistica
Agrobacterium

Il Cas9sgRNA po— — | I Cas9sgRNA + DNA doador

Clivagem direcionada e | —— _
g reparodafitaduplade ¢ i e
DNA sem DNA doador e p

Clivagem direcionada com
I reparo da fita dupla de
(NHEJ) DNA e insergéo do DNA

doador / transgene (HDR)
\ /7 4 - e » v

Grao com Insercao
de DNA doador/

Grao com
e transgene de
9 modo direcionado
editado sem
transgene

Figura 4. Edicao de genoma de milho mediada por CRISPR/Cas9. Os elementos do sistema CRISPR-Cas9 sdo
introduzidos em plantas de milho como transgenes via transformagéo mediada por Agrobacterium ou biobalistica (A-E e
retangulo vermelho). A clivagem do DNA ocorre em local diferente da insergao da Cas9-sgRNA (D - E e retangulos azul
e marrom). Por causa da segregacgao de genes nas geragdes seguintes (F e G), algumas sementes conterdo a edi¢do
desejada e nenhum transgene (F e asterisco azul) ou a insergdo de um transgene em local pré-determinado (G e asterisco
marrom).
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Edicao de genoma x transgenia

Um organismo geneticamente modificado € aquele que possui uma combinacao nova de material
genético inserida em seu genoma (Protocolo de Cartagena / http://bch.cbd.int/protocol/text/).

Plantas editadas geneticamente podem gerar trés tipos de eventos, classificados como NSD1, NSD2
ou NSD3. As NSD1 sdo mutagdes aleatdrias, sitio-especificas que sdo geradas apds a juncao das
extremidades do DNA que foram clivadas pelo sistema Cas9-sgRNA, pelo mecanismo de reparo
NHEJ. As NSD2 sao substituicdes alélicas induzidas apds o reparo por recombinagdo homodloga
(HRD) da fita de DNA clivada. Neste processo, um DNA homologo é adicionado e compete com as
cromatides-irmas, levando a substituicdo da sequéncia de nucleotideos original. E, finalmente, as
NSD3 séo insergdes sitio-direcionadas de transgenes por recombinagdo homéloga (HRD) (Arpaia
et al., 2012; Wolt et al., 2016).

Nas plantas editadas pelo sistema CRISPR-Cas9 e classificadas como um evento do tipo NSD1,
o complexo Cas/gRNA pode ser removido utilizando diferentes estratégias moleculares (Curtin et
al., 2012), o que produzira uma planta sem material genético heterélogo (Curtin et al., 2012). Esta
mutacao nao apresenta diferenca de uma que poderia ter ocorrido naturalmente e, em geral, os
orgaos reguladores nao consideram estes organismos no mesmo contexto dos OGMs (Wolt et al.,
2016). A classificacao e regulamentacao da biossegurancga das plantas do tipo NSD2 dependem da
extensao da edigao realizada, podendo estas ser ou nao regulamentadas como OGMs. Assim, cada
planta editada NSD2 sera analisada caso a caso (Lusser; Davies, 2013). Ja as plantas classificadas
como um evento do tipo NSD3 possuem transgenes inseridos no genoma e serao regulamentadas
como OGMs, mas por causa da insergao sitio-direcionada do transgene, nao afetando nenhum dos
gene originais da planta, uma menor quantidade de dados para a caracterizagao dos riscos podera
ser exigida em comparacao a um transgénico convencional, dependendo do quadro regulatério do
pais (Wolt et al., 2016).

Portanto, a técnica de edigdo de genomas podera gerar tanto variedades de plantas que n&o sao
consideradas OGMs quanto plantas transgénicas. Essa classificagdo em parte depende do quadro
regulatério do pais. Brasil, Argentina e Estados Unidos, por exemplo, consideram a presencga de
material genético heterdélogo no produto final para que este seja classificado como um transgénico.
Entretanto, a Unido Europeia considera que um organismo transgénico é todo aquele no qual o
material genético foi alterado de uma maneira que néo ocorre naturalmente por cruzamento e/ou
recombinagdo, independentemente da auséncia de DNA heterdlogo no produto final.

Aedicao de genoma é uma técnica muito poderosa que tem a capacidade de aumentar a variabilidade
genética e gerar plantas mais produtivas, nutritivas e tolerantes a diferentes estresses bidticos e
abidticos e, consequentemente, contribuir para a seguranga alimentar ao redor do globo. Mas para
que isto se torne uma realidade é imperativo que ocorra uma harmonizacao entre os diferentes
paises sobre os conceitos de manipulagao genética e comercializagao dos produtos gerados.
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