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Introducéo

Variabilidade genética € um componente chave para o melhoramento genético
vegetal. A ampliacdo de variabilidade genética tem sido obtida ha anos através de
técnicas de mutagénese randémica como o uso de radiagdo gama e de agentes quimicos
como EMS. Estas técnicas por um lado ampliam a variabilidade genética que pode ser
explorada nos programas de melhoramento, mas pelo seu carater aleatério provocam
delecgdes, rearranjos e duplicacGes génicas em loci ndo alvo com alta frequéncia e
consequentemente resultam em fenétipos ndo desejados.

Técnicas modernas de edigdo génica como “zinc finger nucleases” (ZFNs),
“transcription activator-like effector nucleases” (TALENS) e CRISPR / Cas9, podem ser
empregadas para realizar mutacdes de forma altamente especifica e incorporar de forma
simples caracteristicas agronémicas desejaveis.

De fato, a despeito destas técnicas terem sido desenvolvidas recentemente, em
poucos anos elas estdo revolucionando a biologia e 0 melhoramento genético. Varios
exemplos na incorporacdo de caracteristicas agrondmicas foram demonstrados e
recentemente plantas, microorganismos e animais modificados por edicdo génica
receberam aprovacao para comercializacdo em paises como EUA, Argentina e Brasil. A
seguir sdo descritos exemplos do emprego do uso de técnicas do chamado

melhoramento de precisao.

Resisténcia a doencas

O aumento da resisténcia a patdgenos nas lavouras € uma maneira importante de
melhorar a sustentabilidade agricola. A resisténcia pode ser gerada pela eliminacdo de
genes de plantas que sdo usados (“"sequestrados") por patdgenos e dos quais 0S
patdgenos dependem para o crescimento e desenvolvimento. Estes sdo chamados genes
S (para suscetibilidade, em contraste com os genes R dominantes que conferem

resisténcia através do reconhecimento do patdgeno). Um exemplo cléssico € o mlo, um
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mutante recessivo que tem sido eficaz na resisténcia a cevada ha mais de 30 anos. A
desativacao dos genes S gerou resisténcia a doencas em varias espécies de culturas, mas
frequentemente acompanhada por reducdo de produtividade causada por muta¢des em
loci ndo desejados. Usando TALENS, Li et al. (2012) foram capazes de identificar e
deletar uma pequena parte do promotor SWEET14 de arroz que foi alvo de uma
proteina efetora secretada pelo agente causal da Bacterial Leaf Blight, Xanthomonas
oryzae pv. oryzae. Assim, foi gerada uma linha de arroz resistente as cepas que usam
esse efetor. A técnica de CRISPR-Cas9 também foi usada para mutagdo de genes do
tipo SWEET S (Zhou et al. 2014). Plantas de arroz resistentes a brusone também foram
obtidas utilizando CRISP-Cas9 para mutagenizar o gene OsERF922 (Wang et al.,
2016).

Aumento de produtividade

Li e colaboradores utilizaram o sistema CRISPR-Cas9 para mutar os genes Gnla,
DEP1, GS3 e IPAl da cultivar de arroz Zhonghua 11. Estes genes que tém sido
relatados como reguladores do nimero de grdos, arquitetura panicular, tamanho de gréo
e arquitetura da planta, respectivamente. A geracdo T2 dos mutantes gnla, depl e gs3
apresentou maior numero de grdos, paniculas eretas densas e maior tamanho de gréo,
respectivamente. Além disso, fenotipos semi-andes foram observados em mutantes
depl. Os mutantes ipal apresentaram dois fen6tipos contrastantes, com menor nimero
de perfilhos ou mais perfilhos, dependendo das alteragbes induzidas na regido-alvo
OsmiR156 (Li et al., 2016)

Melhoria de qualidade de carne

A miostatina é codificada pelo gene MSTN envolvido na inibicdo da
diferenciacdo e crescimento muscular. Crispo e colaboradores utilizaram o sistema
CRISPR-Cas9 para editar MSTN em ovinos e gerar animais knockout com o objetivo
de promover o desenvolvimento muscular e o crescimento corporal. Foram gerados
MRNAs CRISPR / Cas9 especificos para MSTN de ovinos e 0s microinjetados no
citoplasma de zigotos ovinos. De 20 embrides analisados por sequenciamento de
Sanger, dez foram mutantes. Para obtencdo de cordeiros MSTN KO vivos, 53
blastocistos produzidos ap6s a microinjecdo CRISPR / Cas9 do zigoto foram
transferidos para 29 fémeas receptoras. Dos 22 cordeiros nascidos analisados pelo T7EI
e sequenciamento de Sanger, dez apresentaram mutagfes no gene MSTN. Oito



36_ XXXVI Congresso Brasileiro de Nematologia ,. . 25 4e maio de 2019

e ISBN: 978-85-66836-25-7 Caldas Novas-GO
apresentaram mutaces em ambos os alelos e cinco deles eram homozigotos para 0s
indels que geraram mutacdes que resultaram em codons de parada prematuros. A
analise por Western blot dos fundadores de KO homozigéticos confirmou a auséncia de
miostatina, mostrando um peso corpéreo mais pesado do que os homdélogos do tipo

selvagem (Cyranoski, 2015)

Animais de producao sem chifres

A remocao de chifres em gado leiteiro € praticada para proteger 0s animais e seus
manipuladores. Nos Estados Unidos, estima-se que 80% de todos o0s bezerros leiteiros
(4,8 milhdes por ano) e 25% (8,75 milhdes de animais) de bovinos de corte tem seus
chifres removidos a cada ano. Esta pratica que é realizada para proteger animais e
produtores de ferimentos acidentais, ndo é apenas cara, mas também dolorosa para 0s
animais. Este fendtipo pode ser obtido por melhoramento convencional, mas devido a
complexidade do processo de melhoramento é pouco empregado. Carlson e
colaboradores usaram TALENSs para introgredir o alelo PC POLLED, associado a
auséncia de chifres em bovinos, no genoma de fibroblastos para obter um gendtipo
idéntico ao obtido por melhoramento convencional. Cinco bezerros vivos foram
produzidos com o fendtipo sem chifres, demonstrando que esta estratégia pode ser
empregada com sucesso. A Embrapa tem empregado esta estratégia para obtencdo em

genotipos de alto valor econémico em ragas nacionais (Carlson et al., 2016).

Regulamentacdo das técnicas de Edicdo Génica

Organismos modificados por técnicas de edicdo génica tém sido rapidamente
aprovados para comercializacdo pelo fato de produtos editados em muitos paises
poderem apds uma analise caso a caso, seguirem uma regulamentacdo simplificada e
menos onerosa.

De fato, paises como Estados Unidos, Brasil, Chile, Argentina e, mais
recentemente, Japdo ja& possuem sistemas regulatorios que consideram que
microorganismos, plantas e animais com pequenas modificacdes e sem DNA ex6geno,
devem seguir a mesma regulamentacdo que o0s produtos convencionais nao
transgénicos. Consequentemente, produtos editados foram obtidos em prazos mais
curtos e por uma fragdo dos custos de organismos transgénicos. No Brasil, recentemente
a CTNBIO aprovou a comercializagdo de um milho, trés microorganismos e um animal

de producdo editados, considerando-0s como ndo transgénicos. Por outro lado, a
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Suprema Corte Europeia considerou recentemente que organismos obtidos por estas
técnicas devem estar sujeitos a mesma regulacdo que plantas transgénicas. Esta
assimetria de regulamentacdo pode resultar em problemas de comercio internacional
entre paises exportadores de commodities como Brasil, EUA e Argentina e paises
importadores da Unido Europeia.
Conclustes

As técnicas de edicdo de genoma podem facilitar a producdo de culturas com
maior rendimento, melhor teor de nutrientes, resisténcia a pragas e tolerancia a estresses
abidticos, acelerando programas de melhoramento por custos significativamente
inferiores. Considerando que a regulamentacdo destas tecnologias parece apontar para
um sistema regulatorio baseado em ciéncia, mais simples e menos oneroso que 0
aplicado a plantas transgénicas, ndo parece improvavel imaginar que estas técnicas
possam em tese ser aplicadas pelo setor publico e pequenas empresas privadas e
consequentemente ampliar a participacdo de novos players em um mercado de sementes
atualmente oligopolizado. Este cenario traria amplas vantagens para a sociedade, como

reducdo de custos e aplicacdo de alta tecnologia em culturas de carater social.
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