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CRISPR/Cas.

Definicao, aplicacoes e desafios na biotecnologia vegetal.

Ricardo Ferraz**, Silvia Coimbra**, Sandra Correia*, Jorge Canhoto*
*CEF/LAT/DCV/ U Coimbra | *LAQV/SC/U.Porto | *DB/U.Porto

As técnicas de modificagao de genomas tém como objetivo a alteracao de uma sequéncia especifica de
DNA. Com o evoluir destas técnicas foi possivel desenvolver sistemas que envolvem enzimas reprogra-
maveis gue estao no cerne das técnicas de edicao genética atuais. Entre estas novas abordagens, um
novo sistema viria revolucionar o mundo da engenharia genética, a técnica CRISPR/Cas. Esta técnica
apresenta diversas aplicacdes na edicao de genomas de espécies vegetais, tendo sido utilizada para
melhorar diversas caracteristicas, como a produtividade e a gestao de stresse, em plantas com interesse
econdémico como o tomateiro. Embora esta nova abordagem apresente alguns pormenores gue podem
ainda ser melhorados, a potencialidade que apresenta para a modificacao de genomas torna-la-a muito
importante no melhoramento de plantas num futuro proximo.

As tecnologias de modificacao de genomas tém como objetivo a alteragao de uma sequén-
cia especifica de DNA. A edicao genética com fins biotecnoldgicos comecou a ser aplicada nos
anos 70 do século XX, com o estudo da recomhinacao homdloga, processo no qual uma se-
quéncia de DNA ladeada por regides homélogas do DNA hospedeiro pode ser integrada no ge-
noma deste’. No entanto, a utilizacao direta desta técnica apresenta vdrias limitagdes, como a
baixa eficacia de recomhinacao e a integracao aleatdria em zonas do genoma nao desejadas?.
Para além disso, embora a utilizagao de organismos geneticamente modificados tenha um for-
te e positivo impacto no melhoramento de espécies vegetais com interesse econdmico, estas
tecnologias nao tém uma aceitacao publica generalizada, em especial nos paises europeus, 0
que tem dificultado a sua adocao**. A aplicacao da recomhinacao homéloga no melhoramento
de plantas envolve a adicao de material genético numa planta de interesse, modificando assim
0 seu genoma, sendo que o material genético adicionado pode ser da mesma planta ou ser
estranho a planta a ser modificada, que, neste Ultimo caso, passa a ser designada de planta
transgénica®. A baixa frequéncia de integracao num local especifico desejado e a necessidade
de utilizar genes marcadores e/ou de selecdo limitam bastante a utilizacao das técnicas de
recomhinacao genética®.

Com a evolucao das técnicas de edicao genética, foi possivel desenvolver novos siste-
mas que nao envolvem as antigas enzimas de recombinagao, mas sim novas enzimas de
restricao e nucleases reprogramaveis que estao no cerne das técnicas de edicao genética
atuais’. Para além disso, foi tambhém crucial a associacao entre as quebras na dupla cadeia
do DNA (Double-Strand Breaks, DSB) e uma maior integracdo de DNA estranho no material
genético de células de mamiferos® 8. A descoberta de meganucleases, enzimas de restricao
com sequéncias de reconhecimento de 20 a 30 pares de bases (ph) envolvidas na duplica-
¢ao de genes, deu-se em 1985° mas foi nove anos mais tarde, com a descoberta das DSB,
que estas enzimas foram associadas pela primeira vez a edicao genética® Apés DSB, a ma-

Revista de Ciéncia Elementar | doi: 10.24927/rce2023 009 | marco de 2023 1


http://doi.org/10.24927/rce2023.009
http://doi.org/10.24927/rce2023.009
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

REVISTA DE CIENCIA ELEMENTAR

quinaria de reparacao do DNA da célula repara a quebra: ou por ligacao de extremidade nao
homdloga (Non-Homologous End Joining, NHEJ), inserindo ou retirando nucledtidos, o que
pode levar a um knock-out do gene onde se deu a quebra; ou por reparacao direcionada por
homologia (Homology-Directed Repair, HDR), inserindo um fragmento de DNA fornecido
a célula. No entanto, esta técnica envolve a sintese de uma meganuclease especifica de
cada fragmento de DNA alvo®. Também em 1985, foram descobertas pequenas proteinas
que, devido a presenca de um idao de zinco que estabhiliza a ligacao ao DNA e de um conjun-
to de motivos que se ligam a sequéncias de trés pares de bases especificas do DNA alvo,
apresentam uma elevada versatilidade na ligacdo ao DNA™", Em 1996, com a fusao des-
tas proteinas a dominios de clivagem de DNA, foram criadas Zinc Finger Nucleases (ZFN)™.
Em 2010, novas nucleases programaveis foram concebidas, as nucleases efetoras seme-
Ihantes a ativadores de transcricao (Transcription Activator-Like Effector Nucleases, TA-
LEN)®, enzimas que juntam, também, enzimas de clivagem de DNA a mddulos de ligacao a
nucledtidos de DNA™ sendo que nesta técnica cada mddulo liga-se a um nucleétido, usan-
do para tal apenas dois aminodacidos, o que torna a concecao destas nucleases bastante
mais facil do que as ZFN™. Todas estas técnicas envolvem a morosa tarefa de construcao
de novos dominios ou mddulos proteicos para cada sequéncia alvo a editar®. Contudo, um
novo sistema viria resolver este problema e revolucionar o mundo da engenharia genética,
atécnica CRISPR/Cas.

Nos finais da década de 80 do século XX, foram observadas sequéncias de DNA repetidas no
genoma de Escherichia coli,designadas repeticoes, e espacadas regularmente por sequéncias
nao repetidas derivadas de virus, os espacadores'™. Mais tarde, aquelas repeticdes foram tam-
bém identificadas noutros genomas de bactérias e de Archaea (arqueias)” e associadas a ge-
nes conservados que expressam endonucleases, passando este conjunto de repeticdes a ser
denominado de Repeticdes Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespagadas
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR)®. Posteriormente, os
espacadores foram, tambhém, encontrados em genomas de fagos e noutros elementos ge-
néticos estranhos™2%2' levando a que, por fim, o conjunto de repeticoes CRISPR fosse asso-
ciado a um sistema de defesa bacteriano contra material genético estranho. Neste sistema,
numa primeira infecao por uma dado material genético estranho (fase de imunizacao), este é
fragmentado e inserido entre as repeticdes, constituindo os tais espacadores do CRISPR que,
numa segunda infecdo pelo mesmo material genético (fase de imunidade), irdo direcionar a
nuclease Cas para o genoma invasor, cortando-o de forma precisa®. Para tal, a enzima Cas
usa como guia um RNA transcrito dos espacadores inseridos no seu genoma na fase de imu-
nizacao, o RNA-guia, que entao se liga por complementaridade ao DNA alvo da Cas, o material
genético estranho desta sequnda infecao®*24. Para que a enzima Cas o reconheca, este DNA
alvo tem de estar adjacente a um motivo protoespacador (Protospacer Adjacent Motif, PAM),
fulcral para a clivagem do DNA alvo e para distinguir este DNA dos segmentos anteriormen-
te incluidos no CRISPR?526.27.28 (FIGURA 1). Este sistema foi posteriormente adaptado para
outras espécies e testado in vitro e in vivo®3%.332.33.34 constituindo assim uma tecnologia
de edicao de genomas bastante mais pratica e econémica do que as anteriores, pois apenas
envolve a sintese de uma pequena molécula de RNA-guia para cada alvo a ser editado, tendo
sido utilizado na edicao de genomas de praticamente todos os organismos modelo®.
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FIGURA 1. Sistema de defesa bacteriano que utiliza o CRISPR. Neste sistema, numa primeira infe¢ao por um dado
material genético estranho (imunizacao), este é fragmentado e inserido entre as repeticoes, constituindo os tais
espacadores do CRISPR que, numa segunda infecao pelo mesmo material genético (imunidade), irdo direcionar
anuclease Cas, expressa par genes associados ao CRISPR, para 0 genoma invasor, cortando-o de forma precisa®
Para tal, a enzima Cas usa como guia um RNA transcrito dos espacadores inseridos no seu genoma na fase

de imunizacao, 0 RNA-guia, que entdo se liga por complementaridade ao DNA alvo da Cas, 0 material genético
estranho desta sequnda infecao® . Para que a enzima Cas o reconhega, este DNA alvo tem de estar

adjacente a um motivo protoespacador (PAM), fulcral para a clivagem do DNA alvo e para distinguir este DNA

dos segmentos anteriormente incluidos no CRISPR .

25, 2

Relativamente a aplicagao da técnica CRISPR/Cas na edicdo de genomas de espécies vege-
tais, este sistema tem sido utilizado para melhorar diversas caracteristicas, como a produti-
vidade e a gestao de stresse bidtico e ahidtico, em plantas com interesse econémico, como
0 arroz, a cevada, o milho, o trigo, o algodao, o tomateiro, a soja, citrinos, a batateira, a videira,
a melancia, a bananeira, a cenoura, leguminosas, a mandioca e a batata-doce®. A expressao
do gene da nuclease Cas, bem como dos RNA-guia nas células alvo, é suficiente para a modi-
ficacdo do genoma de interesse. Em 2013 iniciaram-se as primeiras edigcdes de genomas de
plantas, quer em dicotiledéneas com Arabidopsis thaliana®®, uma planta modelo, quer em mo-
nocotiledéneas com o arroz, Oryza sativa®-38. Enquanto que em Arabidopsis a primeira edicao
genética com esta tecnologia se centrou em provar que tambhém funciona em plantas, tendo os
autores mutado com elevada eficiéncia trés genes relacionados com a fenologia da planta®, no
caso do arroz, embora o objetivo da investigacao fosse tambhém a prova de conceito, a funcao
dos genes mutados estd associada ao controlo de respostas a stresses bidticos e abidticos>"38.

Para além do seu interesse econdmico, o tomateiro é uma espécie ideal para testar técnicas
de edicao gendmica dada a disponibilidade de métodos de transformacao eficazes, a carateri-
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zacao gendmica ja alcancada nesta espécie e a existéncia de um grande historial de melhora-
mento*°. No que toca ao melhoramento de qualidade, esta plantajd foi alvo de varias interven-
c6es usando a técnica CRISPR/Cas, como obtencao de frutos partenocdrpicos* *2, aumento
do tempo de prateleira*® e aumento de produtividade** 4. Num dos estudos mais impactantes
de edicdo do genoma do tomateiro, foi possivel através da técnica CRISPR/Cas mutar a zona
autoinibitdria da enzima descarboxilase do glutamato®®, responsdvel pela producao de aci-
do gama-aminobutirico (Gamma-AminoButyric Acid, GABA) a partir do glutamato, levando a
acumulacao de GABA no tomate. GABA é um aminodcido nao proteico com beneficios para a
tensao arterial. Um estudo posterior envolveu a criacdo de um mutante para quatro genes re-
lacionados com o metabolismo do GABA, levando tambhém a sua acumulagao®’. Gragas a estes
melhoramentos, o tomate enriquecido em GABA foi o primeiro alimento editado pela técnica
CRISPR/Cas a entrar no mercado*®. No controlo de respostas a stresses, a utilizacao de dois
RNA-guia na edicao do gene Mildew Resistant Locus O (MLO), gene com um grande impacto
na suscetibilidade ao fungo Oidium neolycopersici, fungo responsavel pela doenca do oidio no
tomateiro, permitiu uma delecao de 48 pb neste gene e, consequentemente, a resisténcia a
este fungo, criando a variedade nao transgénica Tomelo*4°.

No entanto, a técnica CRISPR/Cas apresenta alguns desafios. Jd na fase inicial de experiéncias
de edicao gendmica por CRISPR/Cas duas abordagens foram testadas relativamente a transfor-
macao de plantas com o vetor que contém o gene da Cas e os RNA-guia: em Arabidopsis o método
optado foi o floral dip>°, segundo o qual os hotdes florais nas suas fases iniciais de desenvolvi-
mento sao mergulhados numa solugao contendo bactérias da espécie Agrobacterium tumefa-
ciens previamente transformadas com o plasmideo contendo os genes que expressam a endo-
nucleases Cas9 e os RNA-guia utilizados®®; por outro lado, nos primeiros estudos com o arroz, o
método sequido foi a transformacao quimica de protoplastos®"-*® e o hombardeamento de calli®".
Aqui encontramos um dos desafios da técnica CRISPR/Cas, a escolha do método de transforma-
cao da espécie desejada, que terd em conta quer o processo de regeneracao, quer a transmissao
damutacao induzida as geracoes sequintes. Geralmente, as mutacoes originadas em Arabidopsis
por esta técnica, quando o método de transformacao utilizado é o floral dip, apresentam uma bai-
xa taxa de transmissao as geragoes seguintes, devido a utilizacao de promotores constitutivos
na regulagao da expressao da enzima Cas®'. A adocao de enzimas Cas, cujo gene é regulado por
um promotor especifico das células germinativas, resolveu este problema®. Por outro lado, no
caso descrito no arroz a fase de transformacao ocorreu em culturas de tecidos utilizando a to-
tipoténcia das células para potenciar a transmissao da modificacdo®'. No entanto, nem todos as
plantas de interesse econémico sao facilmente regeneradas a partir de culturas de tecidos, como
as leguminosas, tendo ja sido desenvolvidos diferentes protocolos otimizados de regeneracao em
diferentes espécies. Para espécies recalcitrantes tém sido desenvolvidos novos sistemas veto-
riais dos genes necessarios ao CRISPR/Cas, como a edicdo gendmica induzida por genes virais,
onde vetores baseados em virus sao replicados na planta infetada, propagando a mutacao por
todo a planta incluindo nas células germinativas, e a edicao gendmica de linhas elite por cruza-
mento com linhas mutadas menos recalcitrantes®*. Relativamente ao complexo Cas-RNA-guia e
a sua especificidade, as mutacoes efetuadas pela enzima Cas em genes inespecificos constituem
um dos grandes problemas da técnica e apoiam alguns argumentos éticos contra a sua utiliza-
¢ao, principalmente quando empregue em espécies com genomas grandes e onde a totalidade do
genoma nao é conhecida®. Embora os RNA-guia contenham 20 nucleétidos o mais especificos
possivel para o gene que se pretende mutar, outros aspetos, como a estrutura do RNA-guia, o lo-
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cal PAM escolhido e a estrutura final do complexo RNA-guia — Cas-gene alvo podem afetar a es-
pecificidade do corte efetuado pela endonuclease. A utilizagao de endonucleases modificadas de
elevada fidelidade, racios Cas/RNA-guia otimizados, plataformas de desenho de RNA-guia mais
fiéis e genomas de referéncia de elevada qualidade podem solucionar este problema. Também a
introducao de genes estranhos por HDR apds o corte da Cas apresenta grandes dificuldades em
eucariotas no que toca a precisao e exatidao da insercao. Algumas das solucdes consistem em
desligar por mutagénese os mecanismos de NHEJ, ou expressar enzimas de modificacao do DNA
no genoma de interesse, com o intuito de modificar a sua tipologia e facilitar a HDR, ou ainda a
utilizacao de outros estimulantes deste processo”'.

Em conclusao, embora os organismos modificados pela técnica CRISPR/Cas sejam consi-
derados organismos geneticamente modificados (0GMs) de acordo com a legislacao em vigor
na Uniao Europeia, o facto é que, ao contrario dos organismos transgénicos em gue um gene
com fungao conhecida é transferido de um organismo para o outro, sendo integrado aleato-
riamente no genoma do segundo, nos organismos geneticamente editados segmentos mui-
tos especificos do seu DNA sao alterados com vista a alterar a funcao ou expressao do gene
alvo, ndo havendo necessariamente insercao de um gene estranho no genoma do organismo.
Aparentemente a técnica CRISPR/Cas apresenta apenas duas grandes preocupacdes quanto
a sua aplicacao em biotecnologia vegetal e no melhoramento de plantas: as mutagoes inespe-
cificas e a deriva genética. Quanto as primeiras, e como ja foi referido, para além desta técnica
apresentar uma maior fidelidade relativamente as técnicas de edicao gendmica anteriores, sao
atualizadas com frequéncia novas ferramentas que aumentam a fidelidade da técnica e no-
VoS genomas sao conhecidos mais profundamente, evitando os erros das mutacoes inespe-
cificas. Quanto a deriva genética, embora a introducao de edicdes no genoma transmissiveis
a descendéncia possa alterar drasticamente o pool genético e causar distirhios em espécies
silvestres, a reversao desta situacao com a reintroducao da sequéncia original do gene editado
pode resolver este problema®. Assim, embora alguns pormenores e especificidades da técnica
CRISPR/Cas possam ser melhoradas, a potencialidade que apresenta para a modificacdo de
genomas sera muito importante no melhoramento de plantas num futuro préximo, principal-
mente com 0 aumento do nimero de espécies vegetais com o genoma sequenciado.
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