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CRISPR-CAS9 EM PLANTAS

INTRODUCAO

A edicio gendmica por meio do sistema CRISPR-Ca9
representa um  avan¢o  significativo na  biotecnologia,
especialmente no melhoramento genético vegetal, ao permitir a
modificacdo precisa dos genes especificos para enfrentar os

desafios contemporaneos da agricultura.

Este estudo tem como objetivo principal realizar uma
revisao sistematica da literatura sobre o funcionamento da
tecnologia CRISPR-Cas9, destacando as suas vantagens
relativamente as técnicas anteriores e discutindo as suas aplicagoes
na protegao vegetal, com énfase no controlo de pragas, na
resisténcia a stresse bioticos e abidticos, e no fortalecimento da
imunidade vegetal. Além disso, o estudo visa refletir sobre os
aspetos éticos, politicos e regulamentares envolvidos no uso dessa

tecnologia.

O trabalho esta organizado da seguinte forma: Na
Introducido apresenta-se a metodologia, objetivos e estrutura do
presente estudo. No Capitulo I, apresentam-se os fundamentos do
sistema CRISPR-Cas9, abordando a sua historia, mecanismos de
acao, além das suas aplicacbes médicas, farmacéuticas e agricolas.
Em seguida, no Capitulo I, explora-se o uso dessa tecnologia na

protecao de plantas, analisando como as ferramentas moleculares
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de CRISPR-Cas9 sio empregues para aumentar a resisténcia
vegetal contra o stresse abidticos e bidticos. No Capitulo III,
aprofunda-se a edicio genémica de parasitas como insetos, fungos
e oomicetes, discutindo o seu papel no controlo sustentavel de
pragas agricolas. No Capitulo IV, introduz-se a técnica de RNA de
interferéncia  (RNAI), uma abordagem alternativa ao
CRISPR-Cas9, destacando os seus avangos para conferir
imunidade vegetal e resisténcia a stresse bidticos, além de
comparar ambas as técnicas em termos de eficacia e aplicabilidade
no melhoramento genético vegetal. Por fim, o Capitulo V examina
as implicagdes éticas envolvidos na utilizagao de CRISPR-Cas9 na
edicio gendémica, considerando questoes relacionadas com a
agricultura, seguranca alimentar, impactos ambientais e
socioeconémicos, bem como a aceitagao publica e as politicas
regulatorias em diferentes pafses. A Conclusio, reafirma a
importancia da tecnologia CRISPR-Cas9 no avanco do
melhoramento vegetal, ao mesmo tempo que destaca a
necessidade de mais estudos e debates para garantir o seu uso
responsavel e ético, considerando os desafios e as oportunidades

para a agricultura global.

12



CRISPR-CAS9 EM PLANTAS

CAPITULO I
Fundamentos de CRISPR-Cas9

As tecnologias para modificar o material genético
permitiram avancgos desde a descoberta da dupla hélice
do DNA. Antes do surgimento do sistema de
CRISPR-Cas9, as técnicas mais utilizadas para adicionar,
remover ou alterar o material genético em locais
especificos eram a ferramenta de RNA de interferéncia
(RNAi) que utiliza moléculas de RNA para silenciar
genes especificos, reduzindo assim a sua expressio
génica; a técnica ZFNs (Zinc Finger Nucleases) que
utiliza proteinas de dedos de zinco para cortar o DNA
em locais especificos, permitindo a inser¢ao, delecao ou
substituicio de genes; e a técnica TALENs
(Transcription Activator-Like Effector Nucleases) que ¢é
semelhante as ZFNs, mas utiliza proteinas de dedos de
transcricdo ativada para cortar o DNA em locais
especificos. No entanto, as dificuldades de projeto,
sintese e validagio de proteinas permaneceram uma
barreira para a adogdo generalizada dessas nucleases

projetadas para wuso rotineiro. A tecnologia de
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CRISPR-Ca9 surge como uma abordagem inovadora,
oferecendo uma alternativa mais simples, acessivel e
eficaz para a edicdo genémica, com aplicagdes que vao
desde o desenvolvimento de modelos celulares até

questoes agricolas e epigenética (Doudna & Charpentier,

2014).

1.1 Historia e Evolu¢ao de CRISPR-Cas9

Em 1987, o pesquisador Yoshizumi Ishino e a sua
equipa, da Universidade de Osaka, Japao, investigavam o
gene ‘ap em bactérias Escherichia coli e identificaram um
locus, uma regido peculiar no genoma bacteriano
composta por sequéncias repetidas e sequéncias
espacadoras intercaladas de funcao desconhecida. Na
época, devido a falta de dados de sequéncia de DNA
suficientes, era dificil prever a funcao biolégica dessas
sequéncias repetidas (Bortesi & Fischer, 2015; Ishino et

al.,, 2018).

No ano de 1993, Mojica e investigadores da
Universidade de Alicante, Espanha, replicaram o DNA
de Archaea e descobriram repeticdes regularmente

espacadas em areas especificas. Eles relataram a presenca
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de longos trechos de repeticbes em “tandem” no

genoma do halofilico Archaeas Haloferax mediterrane: e

Haloferax: volcanii (Gostimskaya, 2022; Mojica et al., 1995).

No inicio dos anos 2000, Mojica e a sua equipa
revelaram que as sequéncias espagadoras de CRISPR
eram semelhantes as sequéncias de bacteriéfagos, virus,
arqueas e plasmideos constituindo um  sistema
imunolégico para proteger organismos procariotas de
infe¢oes virais. Em 2002, a sigla CRISPR, acrénimo do
inglés  Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats
(Repeticoes  Palindrémicas  Curtas  Agrupadas e
Regularmente Interespagadas), foi oficialmente criada
para nomear essas sequéncias (Bolotin et al., 2005;

Ishino et al., 2018; Guo et al., 2022).

No ano de 2005, Bolotin e a sua equipa
descobriram que as sequéncias espagadoras tinham
origem  extracromossOmica,  sugerindo que a
incorporagao de fragmentos de genes em estruturas
CRISPR poderia ocorrer apds a invasio de células
procaridticas por DNA estranho. Isso implicou que
bactérias com o sistema CRISPR no seu /cus eram

resistentes a infe¢do por organismos exogenos que

15



CRISPR-CAS9 EM PLANTAS

compartilhassem sequéncias espacadoras homologas

(Bolotin et al., 2005; Bortest & Fischer, 2015).

Mojica e a sua equipa identificaram um conjunto
de genes proximo ao locus CRISPR, chamados genes Cas
(CRISPR  associated  genes), que codificam proteinas
envolvidas no sistema imunologico CRISPR-Cas e
fornecem imunidade adaptativa contra elementos
genéticos exdgenos, como virus e plasmideos. Esses
genes estao geralmente localizados proximos ao arranjo
CRISPR e estio envolvidos nas trés etapas da imunidade
CRISPR-Cas: adaptacdo, expressao e interferéncia. Esses
estudos esclareceram que o sistema CRISPR-Cas ¢ um
sistema imunolégico adaptativo dos procariotas que o

utilizam como “memoria de invasdes anteriores” (Jansen

et al., 2002; Mojica et al., 2015).

Em 2012, Jennifer Doudna da Universidade da
Califérnia, Estados Unidos, ¢ Emmanuelle Charpentier
da Universidade da Umed, Suécia, desenvolveram o
sistema CRISPR-Cas9 como uma ferramenta de edicao
de genoma programavel, conhecidas como tesouras

genémicas. Devido a excelente capacidade de atingir e

clivar sequéncias especificas de DNA, o CRISPR foi
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projetado como uma ferramenta de edi¢do genética em
2012. Em comparagao com as ferramentas anteriores,
incluindo ZFNs e TALENS, a técnica de edi¢ao de genes
baseada em CRISPR tem um desempenho extremamente
melhor. Atualmente, o CRISPR-Cas9 tem sido um
método rotineiro e versatil para editar genes em todo o

mundo (Charpentier et al., 2012; Guo et al., 2022).

Primeira descoberta Descoberta de uma

de Repeticoes Identificagéo de existéncla mals ampla Foi relatado o
Palindrémicas Curtas fragmentos de CRISPR Cratamonto e Foram relatados
ngrupadas homélogos de il o i CRISPR foi infeccao pelo HIV- tratamentos
Regularmente CRISPR em vinte DHA viral estrangsiro projetado como uma ot it P
Interespacadas espécies nos espagadores de ferramenta de o clinioos para S¢
(CRISPR) em E. coli microbianas CRISPR edigdo génica CRISPR/Cas9 © B-Talassemia
1987 2000 2005 2013 2019 2021
- . . . - .
. . > . -
1993 2002 2007 2016 2020
Fragmentos de DNA Identificagio de As fungdes do A primeira Emmanuelle
semelhantes foram genes CRISPR foram aplicagao clinica de Charpentier
encontrados em adjacentes ao EVi:’:ﬂciad'a.s em CRISPR/Cas9 foi Jennifer Doudna
laboratério lizada receberam o
arqueas Haloarcula locus CRISPR realiza rec X
e Haloferax em procariotas Prémio Nobel, e foi

relatada a terapia
clinica contra o
cancro com células
T editadas por
Cas9

Figura 1. Histéria do CRISPR

Descoberta em E. ¢/ em 1987, a CRISPR evoluiu para uma
ferramenta eficaz de edi¢do genética, sendo atualmente aplicada em
diversos tratamentos clinicos. Adaptada de Guo et al. (2022).

1.2 Principios e Mecanismos de CRISPR-Cas9

O sistema CRISPR-Cas9 ¢é composto por
sequéncias CRISPR e a proteina Cas9. No processo de
edicio do genoma com CRISPR-Cas9, o RNA guia
(gRNA ou sgRNA) ¢ formado pela combina¢ao do RNA
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CRISPR (ctRNA) e do RNA de transativacdo
(tractRNA) do crRNA, que desempenha um papel

fundamental no corte direcionado (Min el al., 2022).

O sistema de imunidade adaptativa atua como
uma defesa contra invasores, como bacteridfagos,
transposons e plasmideos. Bactérias e Archaeas
incorporam partes do material genético desses invasores
no seu proprio genoma, na regiao CRISPR, para se
protegerem contra futuras invasGes (Ferreira &

Choupina, 2022; Jinek et al., 2012).

O RNA guia tnico (gRNA ou sgRNA) ¢ uma
molécula quimérica resultante da fusio de ctRNA e
tractRNA e é responsavel por direcionar-se a sequéncias
especificas do material genético do invasor. A proteina
Cas9 associada ao CRISPR ¢ uma endonuclease que age
como uma “tesoura molecular” que corta ambas as fitas
do DNA num local especifico (Doudna & Charpentier,
2014; Ferreira & Choupina, 2022; Gostimskaya, 2022).

O ‘duplex’ de RNA tractRNA: ctRNA maduros,
em conjunto com a protefna Cas9, forma um complexo

de interferéncia que identifica e se liga ao local especifico

18
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do DNA (Charpentier et al, 2015, Doudna &
Charpentier, 2014).

O RNA CRISPR (ctRNA) ¢é responsavel por
identificar o local de clivagem no genoma invasor e
direcionar a enzima Cas9 para o alvo especifico que se
deseja editar no DNA. O RNA de transativagao
(tractRNA) ¢ a parte essencial do sistema que permite
que o ctRNA direcione efetivamente a Cas9 para a
sequéncia de DNA correta (Charpentier et al., 2015;
Ferreira & Choupina, 2022; Jinek et al. 2012).

O CRISPR-Cas9 ¢é um sistema de defesa
adaptativo que permite aos procariotas se protegerem
contra uma possivel (re)invasio de elementos genéticos
moveis indesejados, como bacteriéfagos, transposons e
plasmideos. A imunidade ¢ mediada por nucleases Cas e
pequenos RNAs guias (gRNA ou sgRNA), os ctrRNAs
(RNA derivado de CRISPR), que identificam locais
especificos no genoma invasor para a clivagem. Esse
sistema ¢ composto por dois componentes principais: as
proteinas Cas, que agem como catalisadores, e o /locus

CRISPR, que funciona como uma memoria genética
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(Barrangou & Marraffini, 2014; Ferreira & Choupina,
2022).

v

l— novo espagador
I—- -E{IMMD}

—T 0 e
v
-5 crRNA

proto-espacador
PAM L

crRNA

Figura 2. Loci CRISPR
Os loci CRISPR contém repeticdes (losangos negros) e
espacadores (retangulos coloridos), flanqueados por uma sequéncia
lider (L)) e genes associados a CRISPR (Cas). Imagem adaptada de
Barrangou e Marraffini (2014).

O mecanismo de defesa consiste em trés etapas:
(D) adaptagao, (II) biogénese do ctRNA e (III) acao

contra o invasor (segmentacdao). Na primeira etapa de

adaptacao (I), quando a bactéria é infetada pela primeira
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vez, enzimas Cas (Casl e Cas2) clivam o DNA do
patbgeno em  pequenos segmentos, chamados
espacadores os quais sao integrados no /Jocus CRISPR,
situados entre as sequéncias repetidas. Esses espacadores

formam a memoéria da infecdo (Ferreira & Choupina,

2022; Marraffini, 2013).

A segunda etapa de biogénese do crRNA (II),
envolve a transcricao continua do /ocus CRISPR, mediada
pela sequéncia lider (L), regido com alto teor de
adenina-timina, que funciona como um promotor. A
transcricio deste /Jocus resulta na formacio de um
precursor de “RNA CRISPR” (ou pré-ctRNA), que
contém multiplas sequéncias repetidas e multiplos
espacadores. Esse pré-ctRNA ¢é posteriormente
processado para criar RNAs menores, os ctRNAs, cada
um correspondendo a um espacador diferente (Ferreira

& Choupina, 2022; Marraffini, 2013).

Na terceira etapa (III) de segmentaciao (agio
contra o invasor), os ctRNAs maduros com a proteina
Cas, formam um complexo que reconhece a sequéncia
genética exodgena (plasmideo, transposon ou virus) e a

destroem introduzindo quebras de fita dupla (DSB) no

21
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DNA do invasor (Ferreira & Choupina, 2022; Marraffini,
2013).

Existem trés tipos principais de sistema
CRISPR-Cas: I, II, e III. Os tipos I e III dependem de
conjuntos de proteinas Cas para o direcionamento
guiado por crRNA. No Tipo I, um complexo
multiprotéico CRISPR RNA (ctRNA) chamado Cascade
reconhece o DNA alvo, clivado por Cas3 (Ferreira &

Choupina, 2022; Jiang & Marraffini, 2015).

No Tipo III, o mais complexo de todos, a Cas 10
taz parte de um complexo semelhante a uma cascata que
reconhece e cliva o alvo (Ferreira & Choupina, 2022;
Jiang & Marraffini, 2015).

O Tipo II ¢é caracterizado pela presenca da
endonuclease Cas9 guiada pelo ctRNA e sio os mais
simples de todos os sistemas CRISPR-Cas. Neste
Sistema, o gene Cas9 é o Gnico necessario para combater
o DNA invasor. Durante uma infe¢ao, o complexo Cas9
destréi o genoma viral, contando com o dominio PAM
(motivo  adjacente ao  proto-espagador) para a
identificacao do alvo (Ferreira & Choupina, 2022; Zhu,
2022).
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Casl/
Cas2
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Figura 3. Mecanismo de DEfesa CRISPR-Cas9

(a) Etapas do mecanismo de defesa: (I) Adaptacao, (II) Biogénese do
ctRNA e (III) Segmentacio. (b) Tipos de sistemas CRISPR-Cas:
Tipo 1, II e 1II. Adaptado de Ferreira e Choupina (2022).

1.3 Aplicagoes Médicas de CRISPR-Cas9
A CRISPR-Cas9 ¢é empregue na terapia génica
para corrigir mutagOes responsaveis por doencas

genéticas  hereditarias. Isso permite editar genes

defeituosos e substitui-los por genes saudaveis. Estudos
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mostraram que a edi¢ao 7z vivo do genoma do figado com
CRISPR-Cas9 tratou com sucesso um rato (modelo de
laboratério) com tirosinemia hereditaria, além de
proporcionar protegao contra doengas cardiovasculares.
Além disso, ha potencial para tratar condi¢oes como
anemia falciforme e distrofia muscular, interrompendo
genes prejudiciais ou restaurando a funciao de genes
essenciais (Cox et al., 2015; Doudna, 2020).

A tecnologia ¢ usada para estudar genes ligados
ao cancer, possibilitando a identificacio de mutagoes
especificas e o desenvolvimento de terapias direcionadas.
A Cas9 pode modificar genes em células cancerigenas,
reduzindo a proliferagio e crescimento tumoral em
modelos animais. Além disso, a CRISPR-Cas9 ¢
explorada para tratar infe¢Oes virais como HIV e herpes
(Wang et al., 2016).

A técnica também ¢ investigada na criagao de
6rgios de sufnos geneticamente modificados para
transplantes em humanos, o que pode mitigar a escassez
de o6rgaos. A CRISPR-Cas9 ¢ usada para aprimorar
terapias com células CAR-T, tornando-as mais eficazes
no tratamento do cancer (Niu et al.,, 2017; Ren et al.,

2017).
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1.4 Aplicagoes Farmacéuticas de CRISPR-Cas9

Estudos com a CRISPR-Cas9 sao realizados para
identificar alvos terapéuticos e genes que conferem
resisténcia a medicamentos. A tecnologia ¢ usada para
eliminar genes em células bacterianas ou cancerigenas,
identificando genes essenciais e responsaveis pela
resisténcia a medicamentos. Além disso, a CRISPR-Cas9
¢ aplicada na criacao de modelos animais de resisténcia a
medicamentos para estudar esses mecanismos e testar
terapias potenciais (Zhang, 2019).

A edicdo dos genomas mediada por
CRISPR-Cas9 também possibilita a geracao de modelos
transgénicos ampliando a pesquisa biolégica para além
dos organismos tradicionais, contribuindo para o

desenvolvimento de terapias e tratamentos inovadores

(Hsu et al., 2014).

1.5 Aplicagoes Agricolas de CRISPR-Cas9

A tecnologia de CRISPR-Cas9 ¢ amplamente
utilizada na agricultura para o desenvolvimento de
culturas com caracteristicas desejaveis e resisténcia a

diversas ameacas. Conforme o Innovative Genomics
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Institute (IGI) da Universidade da Califérnia, fundado
por Jennifer Doudna, essa tecnologia tem varias
aplicagoes na agricultura (Innovative Genomics Institute
[IGI], 2023).

Em pesquisas de melhoramento de plantas, as
sequéncias de DNA sao quebradas para descobrir
funcbes  genéticas  especificas,  auxiliando  no
desenvolvimento de cultivos com  caracteristicas
desejaveis. Além disso, a CRISPR-Cas9 ¢ aplicada para
criar cultivos resistentes a condi¢oes de stress como seca,
alta salinidade, calor extremo e frio intenso. Ela também
¢ usada para conferir resisténcia a pragas, tornando as
plantas pouco atraentes ou toxicas para insetos, virus,
bactérias e fungos patogénicos (IGI, 2023; Karavolias et
al., 2021).

Além de melhorar as propriedades comerciais e
nutricionais, como sabor, aparéncia e vida util dos
alimentos, a tecnologia ¢ empregue na producio
sustentavel de biomassa. Isso envolve criar plantas mais
eficientes na conversio da luz solar em biomassa,
visando alimentar a crescente populagio mundial de
forma sustentavel. Ademais, a CRISPR-Cas9 ¢ utilizada

para transformar plantas em fabricas bioldgicas,
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produzindo produtos terapéuticos, vacinas e aumentando
a ecficacia da captura de carbono para auxiliar na
adaptagdo as mudangas climaticas e na conservagao de
espécies ameacadas. Na agricultura animal, a técnica é
empregada no desenvolvimento de ragas especificas com

caracteristicas melhoradas e resisténcia a doengas (IGI,
2023).
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Figura 4. Aplicacbes do CRISPR-Cas9

CRISPR tem amplas aplicagbes em medicina, biotecnologia e
agricultura. A tecnologia permite editar genomas e transcriptomas
em células eucaridticas para criar modelos biologicos, desenvolver
novos produtos e materiais, ¢ melhorar a satde humana por meio

de diagnésticos, terapias e estudo de doencas. Adaptado de Zhang
(2019).
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CAPITULO II
Uso de CRISPR-Cas9 na Protegao Vegetal

As plantas, assim como os humanos, enfrentam
constantes ameacas de infe¢Oes e ataques de pragas,
resultando em perdas significativas para os agricultores e
colocando em risco variedades inteiras de plantas. A
tecnologia de CRISPR-Cas9 é uma ferramenta usada
pelos investigadores da area da agronomia para combater
esses problemas tornando os cultivos mais resistentes

(IGI, 2023).

2.1 Estratégias Moleculares para Resisténcia

Vegetal

Pesquisadores  utilizam  CRISPR-Cas9  para
tfortalecer os Genes de Resisténcia (Genes R) das plantas,
introduzindo mutagdes em genes R para aprimorar a sua
funcao e aumentar a resisténcia das plantas a patégenos.
Num estudo, plantas de trigo foram modificadas para
editar genes R associados a resisténcia a patdgenos

necrotroficos, resultando em variedades mais resistentes

(Kieu et al., 2021; Poddar et al., 2023).
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Os Genes de Suscetibilidade (Genes S) podem ser
modificados para reduzir a patogenicidade. No caso das
batatas, a técnica de edicao genémica CRISPR-Cas9 foi
empregada para introduzir mutacdes em Genes S,
conferindo maior resisténcia a requeima tardia, uma
doenca causada pelo oomicete Phytophthora infestans. As
variedades de batata resultante sao mais resistentes,
reduzindo a necessidade do uso de fungicidas (Dong &

Ronald, 2019; Kieu et al., 2021).

Plantas  geneticamente  modificadas ~ com
CRISPR-Cas9 siao criadas para conferir resisténcia a
herbicidas, permitindo que esses produtos quimicos
eliminem as ervas daninhas sem prejudicar as culturas de
plantas cultivadas. Um estudo realizado por Butt et al.
(2017) envolveu plantas de arroz modificadas para serem
tolerantes a herbicidas inibidores de acetolactato sintase
(ALS), através da introducao de mutagdes direcionadas
no gene ALS. O método de edi¢ao de cgRNA/Cas9 foi
usado para gerar resisténcia a herbicidas em plantas de
arroz, visando o gene ALS para mutagénese e reparo,
resultando em plantas resistentes ao herbicida (BS)

bispiribac sédico (Butt et al., 2017; Dong et al., 2021).
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Os agricultores adotam cultivos transgénicos
resistentes a herbicidas, onde a tecnologia CRISPR-Cas9
¢ utilizada para adicionar DNA bacteriano nas plantas.
Isso permite que essas plantas produzam proteinas
bacterianas que as tornam mais resistentes a produtos
quimicos herbicidas, possibilitando o controlo de ervas

daninhas sem prejudicar o cultivo (IGI, 2023).

2.2 Enfrentando Stresse Bidtico

Os stresses bidticos apresentam uma ameaga
significativa para o rendimento e a qualidade das
colheitas. Utilizando a técnica de CRISPR-Cas9,
pesquisadores conseguiram desenvolver plantas com
resisténcia aumentada a diversos stresses bioticos,
incluindo resisténcia a doengas fungicas, bacterianas e
virais, bem como a insetos. Por exemplo, ao incorporar
genes de bactérias fotossintéticas (genes Bt) nas culturas,
esses genes produzem uma toxina da bactéria Bacillus
thuringiensis que atua como um inseticida natural,
protegendo os cultivos contra as pragas. Assim, a planta
torna-se toxica para os insetos, mas nao ¢ prejudicial

para os seres humanos (Chen et al., 2019; I1GI, 2023).
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Figura 5. Stresses Bioticos

A edigdo genética pode tornar as plantas menos atraentes para
pragas ou resistentes a virus, bactérias e fungos patogénicos.
Adaptado de IGI (2023).

Em estudos recentes, plantas de trigo foram
modificadas para aumentar a resisténcia de doengas
causadas por oidio em trigo, desativando os seis alelos
TaMLO (Mildew-Resistance Locus O), genes do locus O de
resisténcia ao oidio, enquanto em tomates, a desativagao
do gene MLO (Mildew-Resistance Locus O), genes do locus
O de resisténcia ao oidio, conferiu resisténcia 2 mesma
doenca fingica. No arroz, a técnica foi empregada para
tornar as plantas resistentes a doenca fungica brusone,

desativando o gene OsERF922 (fator de transcricdo
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presente no arroz). Além disso, no caso da bacteriose em
arroz causada pela Xanthomonas oryzae pv. oryzae, a delegao
do promotor OsSWEET13 (gene presente no arroz que
regula o transporte de aclicar) proporcionou tresisténcia.
Quanto as doencas virais, CRISPR-Cas9 foi utilizado
para desenvolver arroz resistente a doenca de tungro,
pepino resistentes ao potyvirus e algodao resistente ao

virus do enrolamento das folhas (Chen et al., 2019).
2.3 Enfrentando Stresse Abidtico

As mudancas climaticas também ameacam as
safras, com eventos como seca, alta salinidade, calor
extremo e frio intenso. A edi¢ado gendmica por meio de
CRISPR-Cas9 tém o potencial de tornar as safras mais

resistentes a essas condi¢oes extremas (IGI, 2023).

Além dos stresses bidticos, os abidticos, como a
contamina¢ao do solo por metais pesados toxicos,
também representa um desafio. A contaminacao das
terras araveis criou a necessidade de prevenir a
acumulacao de metais pesados téxicos nas culturas. Ao
eliminar os genes OsARM1, OsNramp5 ¢ OsHAKI1, os

agricultores  desenvolveram variedades de arroz com
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baixos niveis de cadmio, césio radioativo e arsénio. No
caso do tomate, a reducdo da expressio do gene
HyPRP1 por meio de RNAi melhorou varias tolerancias
a0 stresse abidtico, incluindo o stresse osmotico,
utilizando a técnica de CRISPR-Cas9 para eliminar
SIHyPRP1 e aumentar a resisténcia a salinidade nos

cultivos de tomate (Chen et al., 2019; Tran et al., 2020).

Além disso, no milho, genc;tipos foram
desenvolvidos com tolerancia a seca. A tecnologia de
CRISPR-Cas9 foi utilizada para inserir ou substituir a
regiao promotora do gene Auxin regulated gene involved in
organ size— ARGOS8 um gene que regula o crescimento
das plantas. A expressao constitutiva desse gene
demonstrou aumentar o rendimento dos graos de milho

em condicdes de stresse hidrico (Shi et al., 2017).

Seca Sal Calor extremo m Frio intenso ﬂ

Innovative Genomics Institute | CRISPRpediz

Figura 6. Stresses Abidticos
As plantas enfrentam ameagas externas, como seca, salinidade,
calor e frio extremos. Adaptado de IGI (2023).
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CAPITULO III

Edicao Genémica de Parasitas com

CRISPR-Cas9

A seguranca alimentar global, as doencas
transmitidas por vetores, a sustentabilidade ambiental
com as mudancas climaticas representam grandes
desafios do século XXI. No oeste dos Estados Unidos,
as alteragOes climaticas aumentam as populacdes dos
escaravelhos-da-casca nas arvores de coniferas, o que,
por sua vez, agrava os problemas dos incéndios florestais
por deixar vastas areas de florestas com arvores mortas e
secas. Ja na costa leste dos Estados Unidos, um fungo
que provoca o cancro de castanheiros matou mais de 4
mil milhoes de castanheiros americanos no século XX,
devastando ecossistemas selvagens e afetando as
comunidades que dependiam deles. Diante dessas
abordagens, as ferramentas de CRISPR poderiam ser
potencialmente usadas para tornar estas espécies
resistentes a pragas ou infe¢oes, ajudando a restaurar a
biodiversidade e¢ a apoiar a conservagao das plantas

(IGL, 2023; Yan et al., 2023).
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Arvore em extingao

Figura 7. CRISPR-Cas9 para Plantas em Perigo de Extincao

A edicdo genémica com CRISPR-Cas9 pode tornar espécies de
plantas ameacadas mais resistentes, ajudando na sua conservagao.
Adaptado de IGI (2023).

3.1 Edicao no Genoma de Insetos

Nas tltimas duas décadas, pragas de insetos como
a Drosophila suzukii, uma praga global que infesta frutas
durante a fase de maturacdo, Ceratitis capitata (mosca
medfly), praga global nativa do Mediterraneo que infesta
diversas espécies frutiferas, Pectingphora gossypiella (lagarta
pink bollworm), praga invasora na maioria das regides
produtoras de algodio do mundo e Diaphorina citri
(psilideo citrico asiatico), vetor do virus huanglonbing
dos citros presentes na Asia ¢ no sul dos Estados
Unidos, desempenham um papel significativo nas perdas
agricolas. Essas pragas e as doencas infeciosas

transmitidas por insetos vetores tém-se espalhado
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globalmente, intensificando os desafios agricolas e de

saude publica (Yan et al., 2023).

Conforme apontado por Yan et al. (2023),
existem varias técnicas de controlo genético para pragas
de insetos. A técnica SIT (Tecnica do inseto esteril)
envolve a esterilizacdo de insetos machos por radiacdo e
a sua liberagdo na natureza para acasalar com fémeas
selvagens, reduzindo a populagao de pragas. No entanto,
as fémeas esterilizadas que sdo colibertadas acasalariam
com os machos esterilizados e reduziriam a eficacia do
controlo. Assim, o SIT guiado com precisao (pgSIT) tem
como alvo simultaneamente, genes que conferem
letalidade especifica para fémeas e esterilidade especifica
para machos. O Gene Drive baseado em CRISPR (GD),
por outro lado, ¢ uma inovagio que possibilita a
transmissao de um gene modificado para a maioria dos
descendentes, aumentando assim a frequéncia de um
gene especifico na populacao de insetos. A Distor¢ao da
Proporcao Sexual CRISPR-Cas9 (CRISPRSRD) tem
como alvo seletivo sequéncias, que estao localizadas
exclusivamente no cromossoma X, causando assim

“desgaste de X” ou “envenenamento de X”. Esse
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método resulta principalmente em espermatozoides
portadores do cromossoma Y e produz uma populagao
com tendéncia masculina. Ja os insetos de Sexagem
Genética projetadas por CRISPR (CRISPR-GSS) geram
descendentes de um tunico sexo, uma estratégia util em
conjunto com outras estratégias de controlo genético

para reduzir a populagido de pragas de insetos (Green,

2019; Singh et al., 2022; Yan et al., 2023).
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Figura 8. Técnicas Controlo de Pragas com CRISPR-Cas9

(A) Técnica de insetos estéreis (SIT); (B) Gene drive (GD); (C)
Distor¢do da propor¢ao sexual (CRISPR-SRD); (D) Sexagem
genética (CRISPR-GSS); (E) SIT guiado por precisio (pgSIT).
Adaptado de Yan et al. (2023).
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3.2 Edicao no Genoma de Fungos

Outra area importante para a agricultura é o
controlo dos ataques fungicos nas colheitas. O fungo
Pyricularia oryzae é o principal patéogeno causador da
brusone do arroz, que consegue infetar todas as partes
das plantas, incluindo folhas, hastes, raizes e graos. A
edicio gendémica fungica com CRISPR-Cas9 apresenta

um potencial promissor (Yamato et al., 2019).

Essa tecnologia possibilita a criagio de genotipos
de fungos capazes de competit com patégenos de
plantas, desencadeando respostas de defesa mais eficazes.
A edigdo genética viabiliza a indugao de mutacGes em
genoétipos virulentos, resultando em estirpes virulentas
que competem diretamente com as virulentas ou
induzem respostas de defesa nas plantas. Segundo
Mufioz et al. (2019), uma abordagem semelhante foi
descrita por outros pesquisadores em plantas de
morango, onde o isolado virulento F7 (estirpe nimero 7
deste fungo) do Colletotrichum fragariae conferiu protecao
completa contra a infe¢do causada por outro fungo
Colletotrichum acutatum e também aumentou a resisténcia

da planta contra o fungo Botrytis cinerea através da
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inducdo das respostas de defesa da planta. Da mesma
forma, o uso de um fungo isolado atenuado (estirpe
modificada e enfraquecida) de Verticillinm nigrescens
reduziu a murcha do algodao causada por um isolado
virulento de Verticillinm dabliae (Mufioz, et al., 2019;

Yamato et al., 2019).
3.3 Edicao no Genoma de Oomicetes

O Phytophthora sojae, um oomicete, representa uma
ameaca significativa as plantagoes de soja, causando a
podridao radicular. Nesse contexto, a edicio genética
com CRISPR-Cas9 foi empregada para editar o gene
Avrlb deste oomicete. O objetivo foi tornar a cepa do
patégeno virulenta em plantas de soja que possuem o
gene Rpslb, conferindo resisténcia a estirpe, visando,
portanto, desenvolver estratégias para controlar a infe¢ao

por esse patdgeno nas plantas de soja (Wang et al., 2020).

Outro desafio fito patogénico enfrentado pelos
agricultores ¢ o oomicete Phyfophthora capsici, um
patégeno altamente destrutivo para as culturas de
Solanaceae, como pimenta e tomate, culturas de

leguminosas, como feijao-lima e feijao-espada verde, ¢ a
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maioria das plantas de Cucurbitaceae. A tecnologia de
edicao genética CRISPR-Cas9 foi aplicada neste
contexto, utilizando a estratégia de substituicio génica
mediada por CRISPR no genoma de Phytophthora capsici.
O objetivo foi determinar o papel da fosfodiesterase de
alta afinidade (PcPdeH) na regulacio do crescimento
polarizado e da patogenicidade desse patégeno. Esse
estudo nao apenas reduziu a viruléncia em plantas de
pimenta e tabaco, mas também avancou no

entendimento sobre estratégias de patogenicidade em

oomicetes (Li et al., 2020).

Além disso, a aplicagdo inovadora da edi¢ao
genética em oomicetes, usando CRISPR-Cas9 como
ferramenta baseada em marcadores permitiu a
introdugdao de mutagdes pontuais em genes relacionados
a resisténcia a fungicidas. A tecnologia foi empregada
num isolado selvagem de Phytophthora capsici, visando
avaliar a funcao do gene em questio e aprofundar a
compreensiao sobre a resisténcia do fungo ao fungicida

(Schuster & Kahmann, 2019).
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3.4 Controlo Sustentavel de Pragas Agricolas

A agricultura é uma atividade essencial para a
producao global de alimentos e a subsisténcia de milhoes
de pessoas em todo o mundo, mas tém enfrentado
diversos desafios no século XXI, incluindo o aumento da
demanda, a escassez de recursos, as mudancas climaticas
e as pragas agricolas. Estes organismos, como insetos,
fungos, oomicetes, nematoides, bactérias, virus, ervas
daninhas, roedores, entre outros, danificam as plantas
cultivadas, reduzindo a qualidade e a quantidade da
producao. Mais de mil pesticidas existem atualmente no
mercado e o seu consumo em todo o mundo ¢ estimado
em mais de quatro milhdes de toneladas anuais. No
entanto, o uso intensivo desses pesticidas quimicos no
controlo de pragas agricolas causam problemas
ambientais e de saude publica, contaminam o solo, a
agua ¢ os alimentos, além de desenvolver a resisténcia a

pragas, prejudicando o ecossistema e a saude humana

(Singh et al., 2022; Yan et al., 2023).

Neste cenario, estrategias e alternativas de manejo
sustentavel de pragas sio uma necessidade atual. A

CRISPR-Cas9 se mostrou como uma ferramenta
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promissora para o controlo biolégico de pragas. Esta
tecnologia permite a modificagdo precisa do genoma de
organismos que prejudicam as plantas cultivadas,
reduzindo a dependéncia dos agricultores ao uso de
pesticidas  quimicos.  Técnicas mediadas através
CRISPR-Cas9 como a resisténcia contra insetos, a
climinacdo de genes suscetiveis 20 hospedeiro, a
aplicacdo de transformagao genética para silenciar genes
supostamente envolvidos na patogenicidade e técnicas
como a de indu¢ao de mutacOes genéticas nos genétipos
virulentos sao estratégias para o biocontrolo de pragas

(Chen et al., 2019; Green, 2019; Moon et al., 2022; Singh
et al., 2022).

A edigao genética CRISPR-Cas9, aliada aos
avancos nas tecnologias de sequenciamento e
bioinforma{tica, surgiu como uma ferramenta eficaz para
o controlo sustentavel de pragas agricolas, possibilitando
reduzir a dependéncia dos agricultores aos pesticidas
quimicos, aumentando a qualidade das culturas e

minimizando os impactos ambientais e sociais da

agricultura (Moon et al., 2022;Yan et al., 2023).
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CAPITULO IV

Interferéncia de RNA: Regulacao Genética e

Melhoramento Vegetal

O desejo do homem de melhorar as plantas, nao
¢ algo novo; ha cerca de 10 mil anos, quando comegou a
domesticag¢ao das plantas, o homem ja tentava favorecer
o aparecimento de certas caracteristicas em detrimento
de outras através de métodos convencionais, com o
objetivo, por exemplo, de desenvolver novas variedades
de culturas. Grande parte do desenvolvimento da
sociedade moderna ocorreu principalmente gragas a esse
melhoramento convencional de plantas, que aumentou
significativamente a quantidade e a qualidade dos
alimentos disponiveis para a humanidade (Mohanta et al.,

2017a).
4.1 Avan¢os no Melhoramento Vegetal

Programas de melhoramento pré-genémico, isto
¢, aqueles essencialmente guiados pela mutagénese por
meio de compostos quimicos ou irradiacdo, cruzamentos

intergenéricos e reproducao por translocagdo para
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permitir a selecio das mutagdes desejadas, apresentam
algumas desvantagens, incluindo a falta de especificidade
(Chen et al.,, 2019). O que acontece frequentemente ¢
que grandes por¢oes do genoma sao transferidas em vez
de um unico gene; outro caso muito comum ¢ a mutagao
de milhares de nucleétidos em vez de um. Foi para
superar esses problemas que surgiram varios programas
de melhoramento transgénico no final do século XX
(Mohanta et al., 2017a). Recentemente, surgiu a era
pos-gendmica, que permitiu o acesso rapido a dados
muito  valiosos do ponto de wvista bioldgico,
nomeadamente, 0 acesso as sequéncias genémicas de
diversas culturas vegetais, revolucionando assim os
programas de melhoramento genético. A sequenciacio
completa do genoma, a sequenciagao do transcriptoma, a
identificagao de pequenos polimorfismos de nucle6tidos
(SNP) e outros marcadores moleculares permitiram a
criacio de mapas genéticos de inumeras espécies de

plantas de importancia agronémica (Mohanta et al.,

2017b).

Nos ultimos anos, o numero de ferramentas e

técnicas que permitem adicionar, remover ou alterar
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material genético em locais especificos do genoma
aumentou significativamente (MacDonald & Deans,
2016; Rajput et al, 2021). As moléculas de RNA
realizam diversas tarefas importantes nas células, como o
transporte de informagdes genéticas (rRNA — leitura do
cédigo genético, e tRNA, sintese proteica). Ao contrario
do que se pensava, recentemente varios estudos (Rajput
et al, 2021; Pathak & Gogoi (2016) demonstraram a
importancia que o RNA nio codificante tem no
desempenho de inumeras fungoes de protecio do
genoma contra virus e elementos transponiveis, mas

também na regulacao da expressao genética.
4.2 Funcionamento de Interferéncia de RNA

O fenémeno do silenciamento de genes foi
inicialmente descoberto acidentalmente em flores de
Petiinia, quando Carolyn Napoli e colaboradores tentavam
intensificar a cor das flores aumentando a expressao de
um gene envolvido na producio de pigmentos.
Surpreendentemente, isso resultou em flores variegadas
em vez das esperadas flores roxas devido a supressiao da
expressao tanto do gene enddgeno quanto do transgene.

Mais tarde, Fire e pesquisadores observaram o mesmo
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episodio em nematodes Caenorbabditis elegans, quando a
introducao de dsRNA levou ao silenciamento eficaz de

genes endégenos (Rajput et al., 2021).

As células eucaridticas tém um sistema de
regulagdo genética natural evolutivamente conservado,
denominado interferéncia de RNA. Alguns autores
mencionam que este sistema foi desenvolvido para
fornecer prote¢ao as células contra invasores de DNA
estranhos, enquanto ajuda a manter a estabilidade
genémica, a modificacio epigenética e a regulacao de
transposons e o controlo dos processos de transcri¢iao

celular (Gill et al., 2021; Mamta & Rajam, 2018).

Em 20006, Fire ¢ Mello receberam o Prémio Nobel de
Fisiologia ou Medicina. Este prémio foi atribuido a estes
investigadores por descobrirem que foi o RNA de cadeia
dupla que permitiu o silenciamento bem-sucedido do
gene alvo. O estudo teve como objetivo analisar a
regulagdo da producio de proteina muscular em C.
elegans. Os pesquisadores descobriram que nao foi nem o
mRNA, nem o RNA antisense que afetaram a produgao
de proteinas, mas sim o RNA de fita dupla (dsRNA). Os

pesquisadores chamaram esse fenémeno de
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“interferéncia de RNA"-(RNAi (Fire at al, 1998;
Daneholt, 2006). Embora os investigadores tenham
analisado a capacidade do RNAi usando dRNA
exbgenos, o mecanismo de interferéncia do RNA
também pode ser desencadeado pelo grampo endégeno
de fita tnica. No caso da expressio génica em plantas,
por exemplo, esta pode ser regulada por meio de
pequenos RNA endégenos (sRNA), que podem ser
divididos em small interfering RNA (sRNAi) e
microRNA (mRNAi) (Lunardon et al., 2020). Segundo
os autores, Lunardon et al, 2021 mRNAi podem ser
utilizados quando o objetivo ¢ silenciar simultaneamente
multiplos alvos através da produgao de precursores de

mRNAI policistrénicos (Lunardon et al., 2021).

Em alguns casos, o RNAi pode conferir resisténcia a
virus ou outras infe¢des por patégenos. Varios
clementos e virus transponiveis produzem RNA de
cadeia dupla em algum momento dos seus ciclos
celulares, pelo que o RNAi ajuda a manter estes

potenciais invasores sob controlo.

Em geral, o mecanismo do RNAi funciona da

seguinte forma: o RNA de fita dupla (dsRNA) pode

47



CRISPR-CAS9 EM PLANTAS

estar presente na célula como RNA exégenos (vindos de
origem externa, por exemplo, virus ou criados em
laboratério) ou RNA endégenos (de origem interna,
transcrita) de genes nucleares. Esses dsRNA sio
reconhecidos e clivados em pequenos RNAs
interferentes (21 a 28 nucledtidos de comprimento) pelo
complexo proteico contendo DICER, resultando em

sRNAi ou mRNA, respetivamente.

O sRNA ou mRNA resultante associa-se a
complexos silenciadores induzidos por RNA (RISC), que
contém uma proteina catalitica, ARGONAUTE (AGO)
(Hutvagner & Simard, 2008) e outras proteinas efetoras e
levam a degradagao do RNA mensageiro alvo (Wilson &
Doudna, 2013).

O RNAIi pode ser caracterizado como a capacidade
do dsRNA endégeno ou exdgeno de inibir a expressao
de um gene cuja sequéncia é complementar a ele (Dash,
et al., 2015); ver figura 9. Se o sSRNAi emparelhar 100%
com a sequéncia de mRNA alvo, o AGO cliva o mRNA
alvo e promove a sua degradacdo. Por outro lado, se o
emparelhamento nao for perfeito (<100%) esta clivagem

nao ocorre, € os complexos mRNA/RISC associam-se
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aos corpos P, com consequente inibicao da tradugdao
pelos ribossomas. No entanto, ambas as vias resultam em

expressao génica reduzida (q).

Exégeno
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Nucleo
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Figura 9: Mecanismo do RNAi

Tlustracdo do mecanismo do RNAL Imagem adaptada de Moreira
et al. (2020).
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4.3 RNAi no Melhoramento Genético Vegetal

No ambito agricola, o RNAi tem se mostrado
eficaz no fortalecimento da imunidade das plantas e na
criagio de resisténcia contra o stresse bidtico. A
especificidade alvo do RNA de fita dupla (dsRNA),
devido ao seu modo de agao sequéncia-especifico, coloca
o dsRNA numa posicio importante na tecnologia de
inseticidas biosseguros. Os principais alvos de RNA1 ja
identificados incluem genes envolvidos em (1)
alimentacao e digestao, (2) producao de dsRNases, (3)
resisténcia a inseticidas e aleloquimicos de plantas, (4)
aptidao reprodutiva e (5) transmissao de virus de plantas
(Saurabh et al., 2014; Willow et al., 2021). No contexto
da alimentacio e digestdo, as pragas ingerem as
moléculas de dsRNA, estas sao processadas em
pequenos fragmentos de interferéncia de RNA (sRNAI),
levando a degradacio do mRNA do gene alvo. Isso
resulta na inibicdo da expressio do gene e,
consequentemente, pode levar a morte da praga ou a
reducdao da sua capacidade de causar danos a planta. O
RNAi ¢é altamente especifico para as espécies-alvo,

minimizando os efeitos em organismo nao alvo, e
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representa uma alternativa segura e sustentavel aos
inseticidas quimicos convencionais (He, 2022; Timani et

al., 2023; Zotti & Smagghe, 2015).

Uma estratégia de RNAi foi utilizada para
suprimir a expressio de um gene de inseto, afetando a
sua alimentacdo e digestao, prejudicando o seu
crescimento e causando a morte da praga. Nesse
método, o dsRNA ¢ expresso em cloroplastos de batata
(Solanum tuberosum) e direcionado a um gene essencial do
inseto, onde ¢ absorvido pela praga durante a
alimenta¢iao, levando a supressio da expressio do
gene-alvo por meio do RNAi. Em estudos recentes, essa
abordagem foi aplicada para controlar pragas, onde
plantas de batata transplatémicas que expressam dsRNA
longo direcionado ao gene b-Actina do inseto
Leptinotarsa  decemlineata acumularam altos niveis de
dsRNA nas folhas, tornando-se mais eficazes na inibicao
da expressio do gene-alvo. O RNAi mediado por
cloroplastos também teve efeitos significativos nas
lagartas Helicoverpa —armigera e Manduca sexta. Esses
insetos-alvo possuem aparelhos bucais mastigadores que

trituram e consomem tecidos vegetais sélidos, liberando
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assim o dsRNA. Em ambos os casos, a expressio de
dsRNA em plantas resultou numa redugao significativa
na sobrevivéncia e no crescimento desses insetos

alimentados por plantas transplastomicas (He, 2022).

Num estudo recente publicado na revista
cientifica nos HEstados Unidos, PNAS (Proceedins of the
National Academy of Sciences), foi descrita a aplicagao
de dsRNA expresso em cloroplasto para controlar o
inseto nao mastigador Frankliniella occidentali, conhecido
com o tripé-da-flor-do-oeste. Este inseto é uma praga
agricola destrutiva e vetor de virus que se alimenta de
uma ampla variedade de culturas, tanto ao ar livre quanto
em estufas. Os tripés-da-flor-do-oeste possuem pegas
bucais perfuradoras-sugadoras, as quais utilizam para
agarrar as células vegetais e sugar os conteudos celulares.
Devido ao fato desses insetos consumirem o conteudo
das células vegetais, foi sugerido que o dsRNA
transplastomico poderia ser uma estratégia eficiente de
controlo. Para confirmar essa hipdtese, os insetos foram
alimentados com uma dieta artificial, plantas selvagens e
plantas de tabaco transplastomicas expressando dsRNA

direcionado ao gene da proteina flavoproteina
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ubiquinona NADH (Nicotinamida adenina dinucleétido)
dresidrogenase 2 de Helicoverpa armigera, uma espécie
relacionada. A andlise de RT-PCR (Reagio da
Transcriptase Reversa Seguida pela Reacao em Cadeia da
Polimerase) utilizando RNA extraido dos insetos
demonstrou que os tripés-da-flor-do-oeste absorveram o
dsRNA expresso no cloroplasto ao se alimentarem das
folhas das plantas transplastomicas. Além disso, os
pesquisadores desenvolveram construcdes contendo
dsRNAs e hpRNAs (RNA que forma uma estrutura de
alga) direcionados a genes essenciais desses insetos, € 0s
transformaram nos genomas do cloroplasto e do ntcleo
para gerar plantas transplastomicas e transgénicas
nucleares, respetivamente. Foi observado que os niveis
de dsRNAs e hpRNAs nas plantas transplastomicas
eram significativamente mais altos do que nas plantas
transgénicas  nucleares. Quando os insetos se
alimentaram de plantas transplastomicas expressando
dsRNAs ou hpRNAs, houve uma significativa supressao
da expressio dos genes-alvo nos insetos. Os bioensaios
dos insetos revelaram uma maior mortalidade de larvas
alimentadas com folhas de plantas transplastémicas em

comparagao com as plantas selvagens. Isso sugere que as
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plantas transplastomicas apresentam uma resisténcia
mais  forte  contra os  tripés-da-flor-do-oeste,
possivelmente devido aos elevados niveis de dsRNA e
hpRNA produzidos nos cloroplastos. Ver Figura 10 (He,
2022).

Figura 10. Expressio de dsRNA em Cloroplastos

Expressio de dsRNA em cloroplastos para controlo de pragas por
RNAI. (A) Cloroplastos geneticamente modificados para expressar
dsRNA especifico de inseto, sem processamento em sRNAi. (B) O
inseto ingere os cloroplastos contendo dsRNA. (C) dsRNA ¢
absorvido pelas células intestinais, processado em sRNAI e usado
para silenciar mRNAs do inseto, causando mortalidade. Complexo
RISC. Adaptado de He (2022).

Recentemente, pesquisadores exploram a RNAi
como uma estratégia para desenvolver variedades de
plantas resistentes a ervas daninhas parasitas. De acordo

com Saurabh et al. (2014), num estudo conduzido por
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pesquisadores, foram produzidas plantas de tomate
transgénicas contendo uma sequéncia de dsSRNA MOPR.
Neste contexto, o dRNA MO6PR foi utilizado para
induzir o silenciamento do gene MG6PR. Eles observaram
que o nivel de mRNA M6PR endégeno nos tubérculos e
brotos subterraneos da erva daninha Orobanche aegyptiaca,
cultivadas em plantas de tomate transgénicas, foi
reduzido em 60-80%. Isso resultou numa diminui¢ao
significativa nos niveis de manitol e um aumento na
percentagem de tubérculos mortos de  Orobanche
aegyptiaca. Esse silenciamento génico pode levar a efeitos
desejados, como a diminui¢ao da sobrevivéncia ou do

crescimento da planta parasita (Saurabh et al., 2014).

Outras abordagens de pesquisas exploram a
resisténcia de plantas a nematodes por meio de RNAL
Utllizando o RNAi induzido pelo hospedeiro,
pesquisadores direcionaram todos os quatro genes de
parasitismo de nematodes do cisto da beterraba sacarina
(Heterodera schachtii), denominados 3B05, 4G06, 8HO7
e 10A006, tendo como hospedeiro a planta Arabidopsis
thaliana. Embora ndo tenha sido observada resisténcia

completa, houve uma redugao de 23—-64% no nimero de

55



CRISPR-CAS9 EM PLANTAS

fémeas maduras de nematodes em diferentes linhas de
RNAi. Em outro estudo, os pesquisadores direcionaram
quatro genes diferentes para construcoes de RNAI, os
quais apresenta alta similaridade com genes do
nematoide essencial da soja, Heterodera glycines, e do
nematoide Caenorhabditis elegans para avaliar a sua
eficacia na reducao de galhas formadas pelo nematoide
Meloidogyne incognita em raizes de soja. Dos quatro genes,
duas construgdes direcionadas aos genes que codificam a
tirosina fosfatase (IP) e a proteina precursora de stresse
mitocondrial-70 (MSP), conseguiram reduzir a formagao
de galhas em 92 e 94,7%, respetivamente, demonstrando
o potencial de RNAi como uma estratégia para controlar

parasitas de plantas (Saurabh et al., 2014).

O RNAI foi utilizado com sucesso para reduzir a
carga viral do Virus do Mosaico da Mandioca Africana
(ACMV) em 99% nos transcritos do gene Rep e 66% no
DNA viral. Embora a abordagem de sRNAi funcione
somente para estirpes intimamente relacionadas do
ACMYV, mais de 40 supressores virais foram identificados
em virus de plantas. Além disso, estudos demonstraram a

resisténcia mediada por RNAi a Doenca da Estria

56



CRISPR-CAS9 EM PLANTAS

Marrom da Mandioca (CBSD), inclusive contra isolados
genéticos distantes. Diversos pesquisadores também
obtiveram sucesso ao utilizar o RNAIi na geragdao de
plantas transgénicas resistentes a diferentes virus, como a
recuperagao do feijao-preto da infe¢ao pelo Virus do
Mosaico  Amarelo da  Vigna  mungo  (MYMIV),
feijjdo-comum resistente ao geminivirus e ao Mosaico
Comum do feijoeiro (BCMV), tomate resistente ao Virus
do Enrolamento das Folhas Amarelas do Tomate
(TYLC), arroz resistente ao Virus do Tungro Baciliforme
do Arroz (RTBV) e limao resistente ao Virus da Tristeza
dos Citros (CTV), destacando assim o potencial do

RNAi na protecio de culturas contra infegdes virais

(Saurabh et al., 2014).

No caso da resisténcia bacteriana, estudos
demonstraram que o RNAi reduz significativamente a
producao de tumores bacterianos em plantas de galha do
colo (Agrobacterium  tumefaciens) para quase zero em
Arabidopsts — thaliana, sugerindo a possibilidade de
engenharia de resisténcia em arvores e plantas
ornamentais. Quanto a resisténcia fungica, pesquisas

mostram que plantas geneticamente modificadas com
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RNAi demonstram uma defesa aprimorada contra
infe¢coes fungicas, com a identificacio de 24 mRNAis
(pequenas molcculas de RNA nao codificantes) que
responderam a infecdo por oidio causada pelo fungo
biotrofico Blumeria graminis f. sp. tritici, e previram ainda
149 genes alvos que foram potencialmente regulados

pelo novo mRNAI de trigo (Saurabh et al., 2014).

A técnica de RNAi tem sido empregue para
melhorar plantas cultivadas, conferindo-lhes resisténcia a
pragas e reduzindo niveis de toxinas. Por exemplo, na
cevada, foi usada para a resisténcia contra o virus do
nanismo amarelo. Em plantas de arroz, foi utilizada para
reduzir o nivel de glutamina, resultando num tipo de
arroz com menor teor de protefna. Além disso, a RNAi
foi usada para produzir sementes de algodao com niveis
mais baixos de proteina dietética, toxica para os seres

humanos (Ferreira et al., Jun. 2023).

Viarios  patéogenos de diferentes origens
taxonomicas, incluindo bactérias, fungos e oomicetes,
secretam e injetam efetores moleculares no apoplasto e
citoplasma celular das plantas para estabelecer infecao e

suprimir as defesas do hospedeiro. A proteina NPP1
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(proteina indutora de necrose 1) ¢é uma proteina
associada ao oomicete  Phytophthora  cinnamomi e
desempenha um papel importante no mecanismo de
infecio desse fitopatogeno em plantas hospedeiras,
como a Castanea sativa. A NPP1 é conhecida por induzir
necrose nas folhas e raizes das plantas, levando
eventualmente a morte da planta durante a fase necrotica
da interagao patégeno-hospedeiro. No estudo de Ferreira
et al. (Jun. 2023), foi realizada uma andlise morfologica
das raizes da C. sativa. ver figura 11 e a RNAI foi utilizada
para silenciar o gene NPP1 em P. cnnamomi, resultando
numa redugao significativa nos sintomas da doenc¢a em
plantas infetadas. Através da SDS-PAGE (Eletroforese
em Gel de Poliacrilamida) observou-se que as estirpes
transformadas de P. @nnamomi apresentaram uma
reducdo significativa ou auséncia completa da proteina
NPP1. Em comparag¢io com as estirpes selvagens, onde
a proteina NPP1 ¢ claramente visivel, as estirpes
silenciadas  apresentaram bandas mais fracas ou
inexistentes, ver figura 12. Nos ensaios de infecdo, as
raizes de Castanea sativa infetadas com estirpes silenciadas
para NPP1 apresentaram significativamente menos

necrose em compara¢do com aquelas infetadas com
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cepas selvagens. Isso levou a uma redugao dos sintomas
da doenga, sugerindo que o silenciamento do gene NPP1
teve um impacto positivo na  interacao
patégeno-hospedeiro e sugerem o potencial do

silenciamento génico como uma ferramenta no manejo

de doencas de plantas causadas por esse oomicete

(Ferreira et al., Jun. 2023).

Figura 11. Analise Morfologica Raizes de Castanea sativa

(a) controlo da raiz de C. sativa nio infetada por P. cinnamomi. (b)
Raiz de C. sativa infetada por P. cinnamomi apds 12h apresentando
alguma necrose. (c) Raiz de C. sativa infetada por P. cinnamomi apos
24h com regido de necrose intensificada. (d) Raiz de C. sativa
infetada por P. cinnamomi ap6s 36h, mostrando quase inteiramente o
tecido necroético. Imagem adaptada de Ferreira et al. (Jun. 2023).
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Figura 12. SDS-PAGE Expressao Phytophthora cinnamoni
SDS-PAGE  da  expressaio em  Phytophthora  cinnamomi
selvagem/recombinante com 72 horas de inducio. (1) Auséncia de
expressao da proteina NPP1 em P. cinnamomi transformado. (2)
Expressao parcial de P. cinnamom:. (3) Expressio da proteina NPP1
em P. cinnamomi selvagem. M: Marcador de protefna de 250 kDa.
Imagem adaptada de Ferreira et al. (Jun. 2023).

Posteriormente, em outro estudo, esses
pesquisadores investigaram a infecio de Castanea sativa
por estirpes transformadas de Phytophthora cinnamomi e o
efeito do silenciamento do gene GIP no fendtipo da
planta. O gene GIP codifica a proteina inibidora da
glucanase, produzida por P. cnnamomi durante a infecio.
A proteina GIP desempenha um papel crucial na
interacdo entre o oomicete e a planta hospedeira,
afetando os mecanismos de defesa. Apds 72 horas uma

analise morfologica revelou que as plantas infetadas com
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P cinnamomi transformado apresentaram uma pequena
percentagem de folhas murchas e necrose radicular,
enquanto as plantas infetadas com a forma nao
transformada, houve uma maior percentagem de folhas
murchas e necrose radicular, ver figuras 13 e 14. Os
resultados sugeriram que o silenciamento do gene GIP
teve um impacto positivo na redugio do RNAi no
controlo da infegdo e o seu efeito no fenétipo da planta

hospedeira (Ferreira et al., Nov. 2023).

Figura 13. Infecdo de raizes da Castanea sativa

Infecdo de raizes da Castanea sativa com P. cinnamomi transformado
(a esquerda) e ndo transformado (a direita). Imagem adaptada de
Ferreira et al. (Now. 2023).
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Figura 14. 72 horas de infecdo de Castanea sativa

72 horas de infecdo da Castanea sativa com (A) P. cinnamomi nativo e
(B) P. cinnamomi transformado. Imagem adaptada de Ferreira et al.
(Nov. 2023).

4.4 Comparacao entre RNAi e CRISPR-Cas9

Tanto a interferéncia de RNA (RNAi) quanto a
tecnologia CRISPR-Cas9 provaram ser ferramentas
poderosas para manipular genes e regular a expressiao
génica. Ambos apresentam vantagens e desvantagens e
por isso ¢ importante entender os seus mecanismos de
funcionamento antes de decidir qual utilizar no

desenvolvimento de um projeto de pesquisa. As Figuras
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15 e 16 ilustram os protocolos laboratoriais para esses

dois procedimentos.

De uma forma geral, ao longo dos ultimos anos a
técnica de RNAi combinada com a insercao de mutantes
tem sido amplamente utilizada para analisar a funcao de
muitos genes, nomeadamente, para tentar descobrir as
suas fungoes, mas também para interromper ou reduzir a
sua expressao normal. O uso de knockdowns fornecidos
pelo RNAi pode proporcionar diversas vantagens
relativamente aos knockouts, resultantes do surgimento da
tecnologia ~ CRISPR/Cas9.  Os  knockdowns — sao
importantes quando o objetivo principal é a redugao
temporaria da expressao génica e nao a modificacao do
préprio codigo genético. Além disso, se a exclusao
completa da funcio do gene for prejudicial a célula, o
uso de knockdowns também pode ser uma grande
vantagem, ao causar apenas uma perda parcial da funcio
(Barrangou et al., 2015; Boettcher & McManus, 2015;
Moreira et al., 2020).
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Figura 15: Protocolo Laboratorial para RNAi

O protocolo laboratorial para silenciamento génico mediado por
RNAI envolve a sele¢io do gene de interesse para silenciar, projetar
sRNAI, introduzi-los nas células e analisar a eficiéncia de &nockdown.
Imagem adaptada de Prabhune (2021).
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Figura 16: Protocolo Laboratorial para CRISPR-Cas9
O protocolo de laboratério para CRISPR-Cas9: projetar oligos,
montar RNA guia unico, entregar gRNA e Cas9 em células,

amplificacio por PCR e sequenciamento Saznger. Imagem adaptada
de Prabhune (2021).

Por outro lado, a tecnologia CRISPR também
apresenta diversas vantagens, permitindo nomeadamente
a edicdo precisa do DNA (com substitui¢coes,
eliminagoes e adigdes em sequéncias gendmicas). As

modificacbes causadas pelo CRISPR podem ser
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transmitidas as células filhas, constituindo um grande
beneficio terapéutico no tratamento de doengas
genéticas. A técnica CRISPR sera abordada com mais
detalhes no artigo de revisao intitulado “CRISPR/Cas9 é
uma técnica simples, barata e eficaz para edi¢io de
genes” (Ferreira & Choupina, 2022) publicado durante o
doutoramento. Em geral, a tecnologia CRISPR permite
uma série de manipulagbes gendmicas desde a
introdugao, inativagido e correcao de novos genes; no
entanto, esta técnica também apresenta algumas
desvantagens a mencionar, como O respetivo custo por
requerer reagentes especificos, mas também a
necessidade de utilizar o processo de sequenciagiao para
avaliar se ocorreram mutacdes fora do alvo. Outra
desvantagem do CRISPR ¢ a possibilidade de mutagoes
fora do alvo, ou seja, mutacGes que diferem do local
pretendido (Jinek et al., 2012). Finalmente, o uso do
CRISPR levanta questoes éticas, particularmente no que
diz respeito ao seu uso em células humanas (células
germinativas e embrides) (Ferreira & Choupina, 2022;
Jinek et al, 2012; Moreira et al., 2020; Rajput et al.,
(2021).
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De forma geral, podemos dizer que ambas as
terramentas possibilitaram avangos na biologia molecular
(Fig. 17). No entanto, ¢ importante salientar que a
escolha da ferramenta de manipulagiao desejada depende
sempre dos objetivos especificos de cada projeto de
investigacdo, e como tal serd sempre necessiria uma
analise rigorosa e ponderada das vantagens e
desvantagens de cada técnica. Se o objetivo da pesquisa é
utilizar uma ferramenta que permita a analise da
supressao da expressio génica por um determinado
periodo, a tecnologia RNA1 ¢ a mais recomendada. Por
outro lado, se o objetivo ¢ realizar a manipulacao
genémica com grande precisdio e causar alteragoes
definitivas no genoma, a técnica de edigao CRISPR sera

a mais adequada.

Edigdo do genoma
(insergéo/eliminacao) a
nivel de DNA

Fenémeno natural em
eucariotas

-1/ CRISPR
:

F
5

Sistema de defesa natural
em procariotas

Mecanismo de
silenciamento génico
pés-transcricional

Figura 17: Compara¢do RNAi versus CRISPR-Cas9
Interferéncia de RNA versus tecnologia CRISPR-Cas9. Imagem
adaptada de Rajput et al. (2021).
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CAPITULO V

Aspetos Eticos e Politicos

As aplicagobes do wuso da tecnologia de
CRISPR-Cas9 levantaram questoes morais e éticas na
agricultura, na pecuaria, na biotecnologia, na biomedicina
e na reprodugao. De acordo com Zhang et al. (2020) ha
duas preocupagOes principais para essa tecnologia: a
edicio fora do alvo e a experimentacio ilegal ou
irresponsavel por parte da comunidade cientifica (Zhang

et al., 2020).

5.1 Implicagoes Eticas e Seguranca Alimentar

Virios estudos demonstraram efeitos fora do alvo
da edicao do genoma baseado em CRISPR-Cas9 em
aplicagdes biomédicas e clinicas e em estudos funcionais
do genoma vegetal. Varios relatérios mostraram efeitos
fora do alvo do CRISPR-Cas9 em linhas celulares
humanas, de camundongos e de ratos. Estudos recentes
sobre outros sistemas CRISPR-Cas9, como sistemas de
edicao de base guiados por RNA, também indicaram

atividades fora do alvo em mamiferos. A edicao fora do

68



CRISPR-CAS9 EM PLANTAS

alvo apresenta sérios problemas em terapéutica porque
pode causar mutacoes com perda de funcdo em genes
funcionais adequados ou reparo incorreto de genes
causadores de doencas. E necessitio muito cuidado
relativamente a detecao de efeitos fora do alvo antes de
qualquer aplicagao de CRISPR-Cas9, particularmente na
edicao do genoma humano (Martin et al., 2020; Zhang et
al., 2020).

A segunda preocupagao se refere a possibilidade
de experimenta¢ao ilegal na edi¢ao do genoma da linha
germinativa ou a edigdo do genoma hereditario. Em
novembro de 2018, o cientista chinés, Jiankui He,
afirmou na 2. Cupula Internacional sobre Edicdo de
Genoma Humano em Hong Kong, que usou
CRISPR-Cas9  para  criar bebés geneticamente
modificados imunes ao virus da imunodeficiéncia
humana (HIV). A sua experimentacao em humanos foi
criticada por diversas academias e pesquisadores
nacionais e internacionais por ser proibida a edicio do
genoma da linha germinativa para produzir embrides
humanos para uso clinico devido a preocupagdes

cientificas e éticas. Até que os resultados da edi¢ao do
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genoma possam ser melhor controlados, o sistema

CRISPR-Cas9 nio deve ser usado para modificacoes
¢

genéticas da linha germinativa em humanos (Martin et

al., 2020; Zhang et al., 2020).

As plantas alimenticias desempenham um papel
crucial na sobrevivéncia humana. No entanto, os
métodos tradicionais nao tém conseguido acompanhar e
torna-se necessario o melhoramento para atender as
crescentes demandas populacionais. Ao modificar
geneticamente as plantas alimenticias para melhorar
caracterfsticas como resisténcia a pragas, aumentos do
rendimento e valor nutricional, surgem questoes éticas
sobre a seguranc¢a alimentar desses alimentos. Garantir
um equilibrio e as expectativas da tecnologia de edi¢ao
do genoma, bem como uma analise cientifica dos seus
potenciais riscos e desvantagens, ¢ crucial para evitar as
incertezas que surgiram com as plantas transgénicas.
Portanto, a regulamentagdo e aplicagdo adequada da
tecnologia de edicdo do genoma pode trazer imensos
beneficios para a agricultura e a seguranca alimentar. Ao
avaliar cuidadosamente os beneficios e os tiscos, é

possivel garantir que a tecnologia ¢ utilizada de forma
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responsavel e ética para melhorar o rendimento, a
qualidade e a resisténcia das culturas (Agapito-Tenfen et

al., 2018; Chaudhry et al., 2023).
5.2 Impactos Ambientais e Socioeconémicos

No que diz respeito aos impactos ambientais, a
edicdo genémica apresenta riscos imprevisiveis que
podem ter consequéncias indesejadas no meio ambiente.
Dependendo do tipo e escala da edigdo, organismos
modificados geneticamente intencionalmente liberados
no ambiente podem resultar em mutagoes fora do alvo,
resisténcia evolutiva, perturbagdo e extingdes ecologicas

(Chaudhry et al., 2023; Kofler et al., 2018).

Num artigo sobre “Editando a Natureza”, Kofler
et al. (2018) falam sobre possiveis riscos que a tecnologia
de CRISPR-Cas9 poderia gerar caso um gene ‘drive’
projetado para suprimir uma espécie invasora escapasse
do local de liberacao e se espalhasse para uma populagao
nativa, ou se uma espécie de coral editada geneticamente
para se adaptar melhor aos "stressores" ambientais
dominasse os ecossistemas de recifes em detrimento da

diversidade de espécies de corais que evoluem
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naturalmente e dos peixes que dependem delas. Animais
com genes editados podem ter diferentes interacbes com
os seus ecossistemas, 0 que pode ter consequéncias

indesejadas (Kofler et al., 2018; Ngeno, 2023).

As questoes relacionadas aos impactos ambientais
dos organismos modificados geneticamente merecem
uma consideracao aprofundada e precisam ser mais
abordadas, sendo importante avaliar cuidadosamente os
riscos ambientais associados as tecnologias genéticas
antes da sua adogdo generalizada. Criticos questionam a
seguranca da edi¢do genética, principalmente quando a
tecnologia ¢ utilizada para a técnica do Gene Drive,
devido a falta de compreensao total dos efeitos fora do
alvo na edi¢ao do genoma. A pesquisa cientifica busca
medidas para reduzir riscos previsiveis que podem ser
minimizados por meio de técnicas mais precisas e
especificas, incluindo testes rigorosos para avaliar a
seguranca e  eficacia das  edi¢oes  gendmicas
(Agapito-Tenfen et al., 2018; Eckerstorfer et al., 2019;
Idris et al., 2023).

Em termos socioeconémicos ¢é importante

enfatizar a responsabilidade corporativa, que abrange
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preocupagoes tanto com o meio ambiente quanto com
as pessoas, incluindo a concentra¢ao de poder nas maos
das empresas de biotecnologia e a dependéncia de
agricultores em patentear variedades vegetais. No
contexto da justica social para novas inovagoes, um
conjunto distinto de consequéncias ndo intencionais
deve ser previsto ou antecipado, nas culturas e nos
agricultores, e também no ambiente em que uma
tecnologia especifica ¢ utilizada. As consideragoes de
justica social destacam a distribui¢do justa de beneficios e
oportunidades, que também inclui a igualdade de acesso
ao conhecimento e as tecnologias entre diferentes
grupos sociais, nagdes e geracoes (Idris et al, 2023;

Martin et al., 2020).

Outra grande preocupagio ¢é relativamente aos
riscos dos organismos modificados para a biosseguranca
no desenvolvimento de culturas com técnicas novas e
emergentes de edicao genética. As tendéncias cientificas,
técnicas, econdémicas e soclais aumentam a gama de
potenciais riscos biologicos, multiplicando as rotas de
exposicao, expandindo as populagdes que podem estar

expostas e aumentando o nivel de suscetibilidade dessas
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populacdes. Isso inclui preocupagdes com tecnologia de
uso duplo, questdes de biosseguranca provenientes de
armas biolégicas desenvolvidas por atores estatais,
organizacOes  terroristas, individuos e  grupos
imprudentes. (Agapito-Tenfen et al., 2018; Martin et al.,
2020).

5.3 Aceitacao Publica

A aceitagio publica das tecnologias de edi¢ao
genémica varia dependendo do pafs, tendo sido
influenciada por diversos fatores, incluindo aspetos
culturais, religiosos e educacionais, bem como
preocupagdoes com a seguranca alimentar, a saude
humana e o meio ambiente (Bechtold, 2018§;

Eckerstorfer et al., 2019; Schiemann et al., 2020).

A compreensio do publico sobre a tecnologia
desempenha um papel crucial na aceitagao publica. Em
muitos casos as crencas culturais, a falta de
conhecimento ou compreensio adequada sobre a
tecnologia de edicao genémica pode levar a resisténcia,
enquadradas por narrativas  distopicas sobre a

biotecnologia (Martin et al., 2020).
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Além disso, a confianca nas instituicoes cientificas
e nas organizacoes que desenvolvem e regulamentam
essas tecnologias desempenham um papel crucial na
aceitagdo publica. A transparéncia nas praticas de
pesquisa, comunicagdao eficaz sobre os beneficios e
riscos, e a consideragdo ética sao elementos importantes
para diminuir a incerteza e aumentar a confianca do
publico.  (Bechtold, 2018; Eckerstorfer et al., 2019;
Martin et al., 2020; Schiemann et al., 2020).

5.4 Politicas Regulatérias de CRISPR-Cas9

A tecnologia de CRISPR-Cas9 ¢ amplamente
utilizada na modificagdo gendmica de diversos
organismos, incluindo humanos, para tratar ou prevenir
doencas genéticas. No entanto, ha uma significativa
preocupagao sobre a possivel aplicagao dessa técnica na
edicilo da linha germinativa de embrides humanos,
devido a compreensdo insuficiente do estatuto do
embriao humano. Embrides humanos foram editados
pela primeira vez em 2015, gerando conscientizagdao

global e levando a diversas respostas éticas e politicas

(Zhang et al., 2020).
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A edigdo do genoma da linha germinativa é
proibida internacionalmente pela Declaracio da
UNESCO sobre Genoma Humano. Varios paises
estabeleceram leis e diretrizes regulatorias para a edigao
genética da linha germinativa humana para fins
reprodutivos, variando de restri¢oes nos Estados Unidos,
proibicao legal no Reino Unido, proibi¢ao por diretrizes
no Japao, China, Irlanda e India, e proibicoes ambiguas
na Russia, Argentina, Aftica do Sul, Chile, Eslovaquia,
Peru, Colombia, Islandia e Grécia. Os critérios
regulatorios para plantas editadas pelo CRISPR-Cas9
também sao discutidas globalmente, especialmente sobre
se devem ser reguladas como organismos geneticamente
modificados (OGM). Assim, os debates continuam em
todo o mundo sobre as distingoes éticas e praticas da
edicio do genoma relativamente a outras biotecnologias

(Zhang et al., 2020).

Nos Estados Unidos (EUA), a regulamentacgao de
OMGs ¢ abrangente e envolve varias agéncias. A
abordagem ¢ focada no produto, com avaliagao de risco
voluntaria e colaboragdo entre empresas e agéncias

reguladoras. A Administracio de Alimentos e
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Medicamentos (FDA) avalia alimentos geneticamente
modificados, o Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA) supervisiona a liberagao de
plantas modificadas, e a Autoridade de Protecdo
Ambiental (EPA) regula plantas que expressam proteinas
pesticidas. A rotulagem de alimentos geneticamente
modificados ¢ discutida e regulamentada em alguns
estados. As politicas estdo sujeitas a mudangas, e 0s
avangos na tecnologia genética podem levar a ajustes nas
abordagens regulatorias (Wolt & Wolf, 2018; Zhang et
al., 2020).

O Canada possui um quadro de regulamento
concentrado nas caracteristicas inovadoras do produto,
nao no processo da producao. A Agéncia de Inspecao de
Alimentos (CFIA) avalia novas plantas com base nas
suas novas caracteristicas e nao no processo utilizado
para produzir essas plantas. Assim, plantas de diferentes
processos, incluindo edi¢do genética, passam pelo
mesmo processo de aprovagio regulamentar. A
Environment Canada é responsavel pelos

microrganismos geneticamente modificados e¢ a Health

77



CRISPR-CAS9 EM PLANTAS

Canada pela seguranca de novos alimentos (Eckerstorfer

et al., 2019; Zhang et al., 2020).

A Unido Europeia (UE) e o Reino Unido tém
politicas que incluem OGMs abrangendo plantas
modificadas por diversas técnicas, incluindo edigao
genética. A interpretagdo das regulamentagdes varia,
gerando debates sobre se a regulamentagao deve se
basear no processo ou no produto resultante. Alguns
estados-membros da UE tém politicas especificas sobre
rotulagem e aceitacao de culturas geneticamente editadas.
A tomada de decisbes na UE baseia-se num
procedimento altamente complexo e demorado que
envolve a  Comissio FEuropeia e todos os
Estados-Membros, uma vez que a avaliagao de riscos
tenha sido realizada sob a lideranca da (EFSA)
Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos

(Eckerstorfer et al., 2019; Zhang et al., 2020).

Na Australia, a aplicacao de técnicas de edigao de
genoma, incluindo o sistema CRISPR-Cas9 foi restrita, e
o uso desta tecnologia para pesquisa foi restringido pelos
mesmos regulamentos que para as modificagcdes

genéticas convencionais que exigem permissio de um
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comité de biosseguranca endossado pelo Escritorio
Regulador de Tecnologia Genética (OGTR). As
regulamentag¢des foram revistas em 2019 para permitir o
uso de tecnologias de edicdo de genoma em plantas e
animais, desde que ndo introduzam novo material
genético. As técnicas que utilizam modelos ou
introduzem novo material genético continuam sujeitas a
regulamentacao do OGTR (Jenkins et al., 2021; Zhang et
al., 2020).

Em 2001, o Conselho de Estado da China emitiu
o Regulamento sobre a Administracao de Seguranca de
Organismos Geneticamente Modificados Agtricolas para
a gestao e avaliacdo de riscos de produtos geneticamente
modificados, incluindo aqueles produzidos por edicao
genética. O quadro regulador esta sujeito a avaliagao caso
a caso, com a definicito de OGM abrangendo
organismos com material genético alterado por edigao
genética. Em 2016, criaram o Comité Nacional de
Biosseguranca (NBC) para  prestar  assisténcia
técnica em avaliacbes de risco para novas tecnologias,

incluindo a edi¢ao do genoma (Zhang et al., 2020).

79



CRISPR-CAS9 EM PLANTAS

No Brasil, a Comissao Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBio) regula a liberagio de
organismos geneticamente modificados. A Resolugao
Normativa n.° 16 (RN16) avalia a consulta com base
num sistema caso a caso, considerando se produtos
criados por novas técnicas, incluindo a CRISPR-Cas9,
sera considerado organismo convencional ou transgénico
dependendo das caracteristicas do produto (Jenkins et

al., 2021; Zhang et al., 2020).

A Argentina emitiu regulamentagdes especificas
para produtos obtidos por edigao genética. O Conselho
da Comissao Nacional em Biotecnologia Agricola
(CONABIA) avalia e regulamenta se os cultivos
modificados com técnicas de melhoramento contém
nova combinagdao de material genético e se os transgenes
foram removidos antes da comercializagao. Assim,
o marco regulatério avalia os OGMs como produtos
novos e nao se concentra no procedimento utilizado

(Jenkins et al., 2021; Zhang et al., 2020).

No Chile, agéncias governamentais do Ministério
da Agricultura estabeleceram procedimentos de avaliacio

para produtos obtidos por novas tecnologias,
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isentando-os do escopo de organismos geneticamente
modificados se estiverem conforme as normas. A
Divisdio de Defesa Florestal e Agricola do Servigo
Agropecuario (SAG) realiza a analise caso a caso dos

produtos obtidos nas novas técnicas de melhoramento

(Jenkins et al., 2021; Zhang et al., 2020).

Na Nova Zelandia, os organismos geneticamente
modificados sdo regulamentados por uma estrutura
rigorosa com base na Lei de Substancias Perigosas e
Novos Organismos (HSNO) que inicialmente isentou as
edi¢cbes do genoma do quadro regulador. No entanto, o
Conselho de Sustentabilidade recorreu a decisdo inicial
anulada, e os regulamentos foram alterados para limitar
expressamente o escopo das exclusdes de mutagénese a
tratamentos quimicos ou de radia¢do, passaram a
considerar que todas as técnicas de edicio de genoma
sao regulamentadas como OGMs (Eckerstorfer et al.,

2019; Jenkins et al., 2021; Zhang et al., 2020).

No Japao, existem trés agéncias reguladoras que
supervisionam diferentes aspetos do uso de OGM, o
Ministério do Meio Ambiente (MOE), o Ministério da
Agricultura, Florestas e Pesca (MAFF) e o Ministério da
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Satude, Trabalho e Bem-Estar (MHLW) que esclarecem
quando os regulamentos existentes sobre OGM se
aplicam a produtos com genoma editado quando nio o
fazem. O Painel Consultivo sobre OGM do MOE
regulamentou que qualquer organismo vivo com
nucleétidos estranhos remanescentes no genoma do
hospedeiro deve ser regulamentado, independente de os
nucledtidos estranhos serem detetaveis. No entanto,
edicbes do SDN-1 (nuclease 1 dirigida ao local) estao
fora do escopo dos regulamentos sobre plantas
geneticamente modificadas (Jenkins et al., 2021; Zhang

et al., 2020).

Estamos num momento crucial no cenario
regulatério e politico da edicio genética de plantas,
enfrentando questdes urgentes de sustentabilidade
global. As nacbes possuem técnicas modernas e
inovadoras de melhoramento genético, oferecendo
amplas  oportunidades  para  alcancar  objetivos
compartilhados no contexto agricola. A abordagem
regulatoria varia entre pafses, como, por exemplo, na
Unido Europeia e na Nova Zelandia, onde avaliam

produtos editados geneticamente com base no processo,
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enquanto nos Estados Unidos adotam uma perspetiva
baseada no  produto. Governos implementam
abordagens proporcionais ao risco, fundamentadas na
ciéncia, para estimular pesquisas e inova¢oes na melhoria
da reprodugao das plantas. Essa postura é essencial para
avancar em dire¢do as metas globais de sustentabilidade

na agricultura (Jenkins et al., 2021; Zhang et al., 2020).
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Figura 18. Mapa Mundial de Politicas Regulatérias

Mapa mundial do cendrio atual das politicas regulatérias para
produtos vegetais com genoma editado. Verde quadriculado:
isengbes definidas. Verde: politicas caso a caso. Verde-claro:
politicas baseadas na novidade. Azul: discussGes em andamento.
Vermelho: plantas editadas tratadas como OGM por tribunais.
Adaptado de Jenkins (2021).
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CONCLUSAO

O sistema CRISPR-Cas9 ¢é uma ferramenta
molecular revolucionaria que permite a edigdo precisa e
eficiente do genoma de diversos organismos,
especialmente no contexto do melhoramento genético
vegetal. Nesta revisao sistematica, foram explorados os
impactos abrangentes desta tecnologia, desde os
fundamentos até as suas aplicagOes na protecao vegetal e
no controlo de pragas agricolas, considerando os aspetos
éticos e regulamentacoes em diversos pafses. Os
resultados das pesquisas mostraram que o sistema
CRISPR-Cas9 tem o potencial de melhorar a resisténcia
das plantas a stresses bidticos e abidticos, bem como no
controlo de pragas agricolas, por meio da modificagao
genética de insetos, fungos e oomicetes. Adicionalmente,
foram comparadas as tecnologias de CRISPR-Cas9 e
RNA de interferéncia (RNAI), discutindo-se as vantagens
do uso de RNAi para criar imunidade vegetal e
resisténcia a  stresses bioticos. Contudo, foram
destacados os desafios e as limitagGes dessa tecnologia,
como também as implicacdes éticas, de seguranca

alimentar, os impactos ambientais e socioeconémicos,
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além da aceitagdo publica e as politicas regulatérias em
diversas nacoes. Portanto, embora o CRISPR-Cas9
apresente grande promessa no avanco da agricultura, é
necessario aprofundar a investigacio cientifica e
fomentar debates éticos e politicos para garantir que essa
tecnologia seja utilizada de forma responsavel, segura e
sustentavel, com beneficios reais para a saide humana, o

meio ambiente e o setor agricola global.
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GLOSSARIO
ACMV — Virus do Mosaico da Mandioca Africana
AGO — Abreviagao da proteina ARGONAUTE

ALS — Inibidores de acetolactato sintase

ARGONAUTE — Familia de proteinas com papel

central no silenciamento de RNA

ARGOS8 — Gene que regula o crescimento das plantas

Avrlb — Gene de viruléncia presente no oomicete

Phytophthora sojae

BCMV — Mosaico Comum do Feijoeiro

BS — Bispiribac sodico

CAR-T — Célula T recetora de antigénio quimérico

Cas9 — Endonuclease que age como uma “tesoura

molecular”
CBSD — Doenca da Estria Marrom da Mandioca

CFIA — Ageéncia de Inspecao de Alimentos do Canada
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cgRNA — Molécula quimérica de RNA de guia tnico

CONABIA — Conselho da Comissao Nacional em

Biotecnologia Agricola da Argentina

Corpos P — Estruturas citoplasmaticas encontradas em

células eucaridticas
ctRNA — é o RNA CRISPR

CRISPR — Repeti¢oes Palindréomicas Curtas Agrupadas
e Regularmente Interespacadas CRISPR-Cas9 —
Repeti¢oes Palindromicas Curtas Agrupadas e

Regularmente Interespagadas associada a nuclease Cas9

CRISPR-GSS — cepas de sexagem genética projetada
por CRISPR

CRISPRSRD — distor¢ao da propor¢ao sexual
CRISPR-Cas9

CTNBio — Comissao Técnica Nacional de

Biosseguranc¢a do Brasil
CTV — Virus da Tristeza dos Citros

DNA — Acido Desoxirribonucleico

DSB — Quebras de fita dupla
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dsRNA — RNA de fita dupla

EFSA — Autoridade Europeia para a Seguranca dos

Alimentos

EPA — Autoridade de Protecao Ambiental dos Estados
Unidos

EUA — Estados Unidos da América

FDA — Administracao de Alimentos e Medicamentos

dos Estados Unidos

GD — Gene Drive

Genes Bt — Genes de bactérias fotossintéticas
Genes R — Genes de Resisténcia

Genes S — Genes de Suscetibilidade

GIP — Proteina inibidora de glucanase

hpRNA (bairpin RNA) — Molécula de RNA que forma

uma estrutura de alca
TAP — Isoenzima da fosfatase alcalina
IGI — Innovative Genomics Institute

HIV — Virus da imunodeficiéncia humana
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HET — Genes que codificam proteinas envolvidas na

determinagao do fendtipo heterocariético em fungos
HyPRP1 — Proteina rica em prolina hidroxilada

HSNO — Lei de Substancias Perigosas e Novos

Organismos da Nova Zelandia

MAFF — Ministério da Agricultura, Florestas e Pesca do
Japao

MHILW — Ministério da Saude, Trabalho e Bem-Estar
do Japao

mRNAis — pequenas moléculas de RNA nao

codificantes

MLO (Mildew-Resistance Locus O) — Genes do locus O de

resisténcia ao oidio
mRNA — RNA mensageiro

MOE — Ministério do Meio Ambiente do Japao
MYMIV — Virus do Mosaico Amarelo da I7gna mungo
NBC — Comité Nacional de Biosseguranca da China

NPP1 — Proteina indutora de necrose 1
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OGM — Organismos geneticamente modificados

OGTR — Escritorio Regulador de Tecnologia Genética

da Australia

OsARM1 — Gene presente no arroz envolvido no

transporte de ferro
OsERF922 — Fator de transcri¢ao presente no arroz

OsHAK1 — Gene presente no arroz que regula a

absorcao de potassio

OsNramp5 — Gene presente no arroz que regula a

absorcao de ferro

OsSWEET13 — Gene presente no arroz que regula a

transportadora de agtcar
PAM — Motivo adjacente do proto-espagador

PcPdeH — Fosfodiesterase de alta afinidade encontrada

em Phytophthora capsici

PD1 — Proteina 1 de morte celular programada
PERV — Retrovirus endégeno suino

peSIT — SIT guiado com precisao

Rep — genes replicase presentes em virus de plantas
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RISC — Complexo de silenciamento induzido por RNA
RNAi — interferéncia de RNA
RN16 — Resolucao Normativa n.° 16 do Brasil

Rpslb — Gene de resisténcia presente em algumas

variedades de soja

RNA — Acido Ribonucleico
RTBV — Virus do Tungro Baciliforme do Arroz

SDN-1 — Nuclease 1 dirigida ao local

SDS-PAGE — Eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) com dodecil-sulfato de sédio (SDS).

SGA — Divisao de Defesa Florestal e Agricola do
Servico Agropecuario do Chile

SIHyPRP1 — Gene que codifica uma proteina rica em

prolina hidroxilada

sRNAi — Pequenos fragmentos de RNA de

interferéncia
SIT — Técnica do inseto estéril

SNP — Polimorfismo de Nucleétido Unico
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TALENs — Transcription Activator-Like Effector

Nucleases

TaMLO (Mildew-Resistance Locus O) — Genes do locus O

de resisténcia ao oidio

tractRNA — RNA de transativacao

TYLC — Virus do Enrolamento das Folhas Amarelas

do Tomate

USDA — Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos

UNESCO — Organizagao das Nagdes Unidas para a

Educacio, a Ciéncia e a Cultura

ZFNs — Zinc Finger Nucleases
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