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Apresentacgao

O trigo € um dos alimentos mais relevantes da humanidade. Para garantir a
producéo do trigo, é estratégico enfrentar as necessidades atuais e vindou-
ras. A ocorréncia de estresses bidticos e abioticos € empecilho para obter o
potencial maximo da produtividade da cultura. Apesar dos esforgos e con-
quistas dos programas de melhoramento genético e de manejo, ainda ha
desafios, a exemplo das doencgas fungicas da giberela e da brusone. As fer-
ramentas da biotecnologia, como a edi¢do gendémica, podem contribuir para
a solucao do problema de controle dessas doengas fungicas.

Ha cerca de uma década, foi desenvolvida uma nova e revolucionaria tecno-
logia de edigdo gendmica, denominada de CRISPR/Cas9. Esta tecnologia
utiliza-se de uma estratégia do sistema imunolégico de bactérias, e permite
modificar o genoma de seres vivos de forma direcionada com facilidade de
aplicagao sem precedentes.

O potencial de aplicagéo desta tecnologia vem ao encontro a necessidade de
acelerar a elucidagéo da fungao de potenciais genes, que estdo sendo inferi-
dos pelos estudos e que se utilizam de genémica, transcriptémica, protedmi-
ca e metabolémica. No caso de culturas agricolas, além de auxiliar no estudo
funcional, a aplicagdo de CRISPR/Ca9 para realizar modificagdes direciona-
das em genes ou locais especificos do genoma pode gerar novos produtos
com caracteristicas diferenciadas.

Considerando que o trigo pode ser beneficiado com o uso de CRISPR/Cas9,
esta obra de reviséo traz uma introdugéo a tecnologia, sua relagdo com a trans-
genia, destaca a aplicagdo em trigo, métodos de melhoria da eficiéncia para
obter plantas de trigo editadas, legislagao e uso comercial. A Embrapa espera



que esta obra contribua para o melhor entendimento dessa tecnologia e a
potencial aplicacdo em beneficio da cultura do trigo, com reflexo positivo na
seguranca alimentar dos povos.

Jorge Lemainski
Chefe-Geral da Embrapa Trigo
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Introducao

O trigo (Triticum aestivum) é uma das culturas anuais mais utilizadas no mun-
do, contribuindo com cerca de 20% das calorias que os seres humanos con-
somem, além de ser importante fonte proteica (FAO, 2021a). No entanto, com
a populacdao mundial crescente e a desnutricdo presente em quase 10% da
populagcdo humana (FAO, 2021b), aumentar a produgéo de alimentos € uma
necessidade prioritaria. Dentre os desafios impostos ao cultivo do trigo, estéo
os diversos estresses bidticos e abidticos, tanto diminuindo a produtividade
quanto impedindo a ocupacéo de espago em novos sistemas de produgao,
além do risco do potencial agravamento dos estresses devido as mudangas
climaticas. Além da resisténcia aos estresses, € importante obter alimentos
mais saudaveis, com maiores quantidades de componentes nutricionais e
com caracteristicas para publicos especificos, tal como os celiacos. Apesar de
todos os avangos obtidos até o momento, o melhoramento genético conven-
cional possui suas limitagdes quanto ao tempo necessario para o desenvolvi-
mento de novas cultivares, devido a natureza aleatéria da recombinagao do
DNA e a ocorréncia de mutagdes de maneira nao direcionada (Wolter et al.,
2019), além de depender da variabilidade genética disponivel no pool génico.
Portanto, garantir o dominio de tecnologias de ultima geragédo, que possam
produzir variabilidade direcionada, é de importancia estratégica dentro dos
esforgcos para assegurar a seguranca alimentar, podendo auxiliar em situa-
cOes especificas do processo de melhoramento. Uma destas tecnologias € a
edigdo gendmica, tendo grande destaque o método conhecido por repeticdes
palindrédmicas curtas agrupadas regularmente interespagadas (clustered re-
gularly interspaced short palindromic repeats, ou CRISPR) associadas a nu-
clease 9 (CRISPR-associated nuclease 9, ou CRISPR/Cas9), que permite fa-
zer alteragdes nos genomas com precisdo sem precedentes. Nesta revisao,
serdo apresentados os diversos aspectos que envolvem o trigo e a aplicacao
dessa tecnologia, sem a pretensao de abranger a sua totalidade. Devido a
edigdo gendmica ter grande potencialidade de auxiliar na geracao de produ-
tos e de insumos agricolas para a alimentacdo humana e animal, este traba-
Iho estda em consonéncia com o Objetivo do Desenvolvimento Sustentavel 2
(ODS 2), que é Erradicar a Fome.
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Edicdo genbmica

A edicdo gendmica é baseada na quebra da dupla fita de DNA, na qual, de
maneira genérica, uma endonuclease engenheirada, acoplada a um maodulo de
reconhecimento, identifica a sequéncia do DNA alvo e induz a quebra neste lo-
cal ou nas proximidades (Wada et al., 2020) (Figura 1). O reparo dessa quebra
ocorre, na grande maioria das vezes, pela jungcao de extremidades ndo homolo-
gas da fita do DNA (non-homologous end-joining, NHEJ), que é sujeito a erros,
como delegbes e inser¢des de sequéncias gendmicas copiadas de outro lugar
(Puchta, 2005), gerando variabilidade direcionada. Caso um DNA molde con-
tendo sequéncia homdloga as extremidades do DNA quebrado seja fornecido
juntamente com os componentes necessarios para a edigdo gendmica, pode
ocorrer inser¢ao de DNA de interesse por meio de reparo direcionado por ho-
mologia (homology-directed repair, HDR) (Arnout et al., 2017; Tang et al., 2019).

Uma das primeiras tecnologias desenvolvidas de edigdo genémica foi a me-
ganuclease (Jacquier; Dujon, 1985; Rouet et al., 1994), seguida da nuclease
dedo de zinco (zinc finger nuclease, ZFN) (Miller et al., 1985; Kim et al.,
1996; Bibikova et al., 2001), da nuclease efetora do tipo ativador de trans-
cricao (transcription activator-like effector nuclease, TALEN) (Christian et al.,
2010; Miller et al., 2010) e, por ultimo, da CRISPR/Cas9 (Jinek et al., 2012).
E conhecida também por CRISPR somente. As trés ultimas tecnologias es-
tao ilustradas na Figura 1. O reconhecimento do sitio-alvo por meganuclea-
se, ZFN e TALEN é feito por meio da interacao proteina-DNA, enquanto que,
no caso de CRISPR/Cas9, é feito pela interagdo RNA-DNA. Os niveis de
facilidade de aplicacao sdo crescentes no sentido da mais antiga (meganu-
clease) para a mais recente (CRISPR/Cas9). Sdo conhecidas também como
tecnologias SDN (do termo site directed nuclease, em inglés) (Menz et al.,
2020). Este trabalho tratara principalmente sobre CRISPR/Cas9 e seu uso
em trigo. Outros detalhes e comparagdes entre estas tecnologias podem ser
encontrados em revisdes, tais como as publicadas por Igbal et al. (2020),
Gonzales Castro et al. (2021) e Akram et al. (2022).

A Cas9 é uma nuclease guiada por RNA programavel (desenhado conforme a
sequéncia do alvo) até o local alvo do genoma, onde faz quebras especificas
no DNA de fita dupla (Barrangou; Marraffini, 2014). Este RNA é denominado
de gRNA (de guide RNA) ou sgRNA (single guide RNA) e tem duas regides,
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sendo uma a CRISPR RNA (crRNA), com cerca de 20 nucleotideos comple-
mentares ao DNA alvo, e a outra o tracr RNA, que se liga a nuclease Cas9
(Deltcheva et al., 2011; Jinek et al., 2012). Na natureza, essas regides sao
encontradas separadas, mas foram engenheiradas para ser um RNA Unico,
facilitando a aplicagéo. A tecnologia CRISPR/Cas9 é extremamente simples,
econOmica e versatil em comparacao as outras anteriormente desenvolvidas.

' Quebra da fita dupla de DNA [ I Reparo da fita dupla de DNA

ZFN NHEJ
. LELRELILIARALAL, HEL
O T T e
ITTEREREER AT EEIARARRRRERRRRRRTRTEN
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Figura 1. Principais tecnologias de edicdo gendmica e mecanismo de reparo de
quebra de fita dupla de DNA. As nucleases de edigdo genémica (ZFN, TALEN e
CRISPR/Cas9) induzem quebra de fita dupla de DNA em locais de forma direcio-
nada. As quebras podem ser reparadas por NHEJ ou, na presenga de DNA doador,
por HDR. Por NHEJ ocorre a formagao de InDels, o que pode alterar o quadro de
leitura dos nucleotideos. Ja por HDR, uma sequéncia de DNA de interesse pode
ser inserida ou uma néao favoravel pode ser substituida.

Siglas: nuclease dedo de zinco (zinc finger nuclease, ZFN), nuclease efetora do tipo ativador de trans-
crigao (transcription activator-like effector nuclease, TALEN), repeti¢cdes palindromicas curtas agrupadas
regularmente interespacadas (clustered regularly interspaced short palindromic repeats, ou CRISPR) as-
sociadas a nuclease 9 (CRISPR-associated nuclease 9, ou CRISPR/Cas9), jungdo de extremidades ndo

homologas (nonhomologous end-joining, NHEJ), reparo direcionado por homologia (homology-directed
repair, HDR), sgRNA (single guide RNA).

llustragao: tradugéo de original de Li et al. (2020) / uso licenciado por Creative Commons (CC BY 4.0) /
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.
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O sistema CRISPR/Cas9 permite oportunidades novas e promissoras, por
criar diversidade genética direcionada de uma forma sem precedentes.
Devido a possibilidade de concatenar sequéncias de DNA em um unico RNA
guia (gRNA), varios alvos no genoma podem ser modificados de maneira
simultanea, permitindo a piramidacao de varias caracteristicas em material
elite em apenas uma geracao (Shen et al., 2017; Wang et al., 2019; Zhou et
al., 2019). Em adigéo a isso, no caso de espécies poliploides, como o trigo,
possibilita modificar simultaneamente todos os alelos homoedlogos contendo
a sequéncia alvo, localizados nos diferentes subgenomas que compdem o
seu conteudo genético (Zhang et al., 2017, 2019a, 2019b; Abe et al., 2019;
Brauer et al., 2020). O fato de o genoma do trigo estar sequenciado (Appels
et al., 2018) e anotado (Zhu et al., 2021) é de essencial importancia para o
planejamento da estratégia de aplicagdo desta tecnologia, pois permite ana-
lisar a estrutura global das sequéncias destes genes e do seu entorno, e de
eventuais sequéncias repetidas em outros locais do genoma. E importante
conhecer a sequéncia do genoma para desenhar um gRNA adequado confor-
me o objetivo, quer seja um alvo unico ou multiplo, assim como para conhecer
os locais com similaridade que podem ser um alvo ndo desejado (off-target).

CRISPR/Cas9 pode também auxiliar no melhoramento genético por meio da
engenharia cromossémica. Rearranjos controlados nos cromossomos, como
delegbes, inversdes ou translocagdes, podem ser obtidos pela indugéo de
DBS em dois ou mais locais no genoma e por posterior NHEJ (Rdnspies
et al., 2021). Com isso, grandes regides com caracteristicas nao desejaveis
podem ser deletadas, regides invertidas ao longo da evolugéo (impedidas de
recombinar durante a meiose) podem ser restauradas ou o contrario, assim
como duas caracteristicas em diferentes cromossomos podem ser ligadas ou
separadas geneticamente.

Apesar de ser o mais usado, o sistema CRISPR/Cas9 possui limitagbes por
necessitar do Protospacer Adjacent Motif (PAM), que € uma sequéncia defini-
da de trés nucleotideos, para reconhecer a sequéncia alvo; pela capacidade
de reconhecer sequéncias PAM alternativas, aumentando as chances de mu-
tagénese off-target; e pelo tamanho grande, que dificulta a entrega dos com-
ponentes do sistema no interior das células (Hernandes-Lopes et al., 2020).
Como consequéncia, varias estratégias foram desenvolvidas para aprimorar
a precisao, a eficiéncia e a versatilidade da tecnologia, tal como modificar a
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Cas9 e encontrar proteinas Cas alternativas. Uma revisao detalhada sobre o
assunto encontra-se em Hernandes-Lopes et al. (2020).

Aplicagdes da edigao gendmica em trigo

Em trigo, o primeiro loco editado usando CRISPR/Cas9 e TALEN foi o Mio,
conferindo resisténcia ao oidio (Wang et al., 2014). A inativacdo dos genes
TaHCR-R (Su et al., 2019) e TaNLFX1 (Brauer et al., 2020) por edigéo geno-
mica aumentou a resisténcia a Fusarium graminearum, que € um dos prin-
cipais fungos do complexo causador da giberela. Uma das dificuldades da
estratégia de inativagdo de genes de suscetibilidade sédo os efeitos pleiotro-
picos relacionados ao crescimento e ao valor adaptativo da planta (Ding et
al., 2018; Tyagi et al., 2021). No entanto, recentemente, utilizando TALEN,
foi demonstrado que a ativagdo ectdpica do gene que codifica para o trans-
portador de monossacarideos de tonoplasto 3 (TaTMT3B), causada por uma
delegao de 304 kb do loco Mlo-B1, atenua as redugdes do desenvolvimento
e do rendimento associadas a mutagdo de Mlo, mantendo a resisténcia ao
oidio (Li et al., 2022).

Considerando caracteristicas de interesse agronémico, outras modificacdes
no genoma do trigo utilizando CRISPR/Cas9 foram realizadas em genes que
codificam a-gliadina, buscando diminuir a quantidade de gluten (Sanchez-
Ledn et al., 2018), em TaGW?2, para aumentar o peso dos gréos (Wang et al.,
2018; Zhang et al., 2018), em TaQsd1, visando a redug¢ao da germinagao da
espiga (Abe et al., 2019), e em TaMTL e CENH3, para induzir a formagéao de
plantas haploides (Liu et al., 2020; Lv et al., 2020). Plantas de trigo tolerantes
a herbicidas foram obtidas com a edigdo de bases do gene TaALS (Zhang et
al., 2019a).

A edicao gendmica e a transgenia

A tecnologia de transformagdo genética tem auxiliado no procedimento de
edigdo gendmica, explicitando seu uso para além da geragédo de produtos
transgénicos.
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A transgenia é uma ferramenta biotecnolégica que também permite aumen-
tar a variabilidade, por inserir informacgdes disponiveis fora do pool génico
da espécie, e tem auxiliado o melhoramento genético vegetal neste sentido
nos ultimos 26 anos. Ha muitos produtos agricolas que foram gerados com o
uso desta tecnologia, e algumas das caracteristicas inseridas beneficiam os
produtores, tais como tolerancia a herbicidas e resisténcia a pragas e doen-
¢as. Ja outras beneficiam o comércio e os consumidores, como a batata com
menor oxidagao, e consequente menor escurecimento e maior durabilida-
de, a batata com menor quantidade de compostos antinutricionais e o 6leo
de soja com 6mega 3. Atualmente, ha dois eventos transgénicos em trigo
liberados comercialmente no mundo, e outros sendo testados em campo.
O primeiro evento liberado, contendo o gene bar de Streptomyces hygros-
copicus, que confere tolerancia ao glufosinato de amoénio, foi desistido pela
empresa desenvolvedora em 2004 (Stokstad, 2004). Ja o outro, contendo os
genes HaHB4 de girassol, conferindo maior tolerancia ao déficit hidrico, e
bar (Gonzales et al., 2019) foi aprovado para uso comercial pelo governo da
Argentina em 2020, com a condigéo de ser efetivado somente apds a autori-
zagao no Brasil para uso comercial. Em 2021, a Comissao Técnica Nacional
de Biosseguranga (CTNBio) aprovou a farinha de trigo, contendo este even-
to, para alimentacdo animal e humana, e é possivel que, em breve, chegue
as prateleiras do mercado brasileiro. Em 2022, as agéncias regulatérias da
Colémbia, Estados Unidos, Nigéria, Nova Zelandia e Australia também apro-
varam a importagéo de produtos alimenticios contendo este evento’.

O trigo é considerado uma cultura sensivel ao uso comercial de eventos
transgénicos, visto que é a base da alimentagdo humana em muitos paises,
inclusive no Brasil, e ha grande preocupacao quanto a aceitagdo pela cadeia
produtiva, desde a desisténcia da comercializacdo de trigo geneticamente
modificado para tolerancia ao herbicida glufosinato de amdnio. A Associagao
Brasileira das Industrias de Biscoitos, Massas Alimenticias e Pédes & Bolos
Industrializados (Abimapi) ndo foi favoravel a aprovagéo do uso e comerciali-
zacgao da farinha deste trigo transgénico no Brasil, assim como a Associagéo
Brasileira da Industria do Trigo (Abitrigo) e a Associagéo Brasileira da Industria

" Disponivel em: https://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/event/default.
asp?EventID=574&Event=HB4%20Wheat.
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da Panificagdo e Confeitaria (Abip)?2. Entretanto, o posicionamento destes se-
tores da industria modificou-se apds pesquisa realizada pela Abimapi, no qual
72% dos consumidores declararam que nao teriam restrigio em consumir
este trigo e seus derivados. A necessidade de rotulagem com simbolo do
tridngulo amarelo com o T, indicando a presenca de produto transgénico, nas
embalagens, € uma preocupagéo que permanece devido ao custo necessario
para realizar a troca.

A Embrapa é um exemplo de empresa publica que conseguiu liberar eventos
transgénicos comercialmente, sendo um em soja, com resisténcia ao her-
bicida imidazolinona, juntamente com a Basf; e recentemente outro em fei-
jao, com resisténcia ao virus do mosaico dourado. No entanto, a obtencao
de um produto transgénico ndo € um processo trivial, pois, em adicdo aos
investimentos para a sua geragao, as exigéncias regulatérias encarecem e
dificultam o processo de obtencédo as empresas publicas e as empresas de
menor porte. Estima-se que a aprovacédo de uma cultura transgénica custe
entre 11 milhdes e 17 milhdes de euros na Unido Europeia, e o processo de-
more cerca de seis anos (Menz et al., 2020). A inexisténcia destas exigéncias
favorece a geragao e o desenvolvimento de produtos editados.

Na maioria das vezes, a transgenia tem sido utilizada em uma etapa da ob-
tencéo de plantas com o genoma editado, com a insercdo das construgdes
génicas de DNA que codificam os elementos necessarios para a edi¢gao, nas
células vegetais, por meio de bombardeamento de particulas (Wang et al.,
2014; Zhang et al., 2017, 2019a) ou de Agrobacterium tumefaciens (Liu et al.,
2020; Abe et al., 2019; Zhang et al., 2019b). Estas constru¢des normalmen-
te possuem também genes marcadores que permitem selecionar as plantas
transgénicas e, dentre estas, as que possuem o genoma editado sdo identi-
ficadas por meio de sequenciamento (Yin et al., 2017), precedido de amplifi-
cagéao por PCR.

A sequéncia transgénica pode ser posteriormente retirada ou evitada, sendo
as principais estratégias: (1) eliminagéo por segregacao nas geracdes sub-
sequentes de autofecundacéo; (2) expressdo transiente dos componentes
necessarios para a edicao genémica a partir de vetor de DNA; e (3) insergao

2 Disponivel em: https://www.abimapi.com.br/noticias-detalhe.php?i=NDk1MA==#:~:text=Agora%2C%20
a%20Abimapi%20se%20diz,e%20derivados%20do%20cereal %20transg%C3%AAnico.



16 DOCUMENTOS 202

desses componentes independente de DNA, por intermédio de RNA que co-
difica para Cas9 ou na propria proteina Cas9, pré-montada com gRNA (ribo-
nucleoproteina, RNPs) (Gu et al., 2021). Esta ultima estratégia, desenvolvida
inicialmente para trigo, apesar da eficiéncia ser menor que as demais, € a que
melhor previne a insercdo de sequéncias transgénicas, visto que é improva-
vel que moléculas de RNA integrem o DNA nuclear de células vegetais em
condi¢des normais (Zhang et al., 2016).

Estratégias alternativas de edicao
gendmica aplicadas ao trigo

Apesar do que ja foi obtido e do potencial futuro da edigdo genémica, um dos
principais gargalos para a aplicagdo em maior escala em qualquer cultura,
mas especialmente em trigo, € internalizar nas células os componentes ne-
cessarios para a edigdo e obtengao de plantas editadas (Liu et al., 2021a).
Assim como para a transgenia, as principais limitacdes para a aplicagéo de
edicdo gendbmica em material elite de trigo sdo a dependéncia da capaci-
dade de regeneragao e a eficiéncia da insergdo do transgene no genoma.
Buscando driblar estas limitagdes, os procedimentos classicos de transforma-
¢ao genética, usando bombardeamento de particulas e Agrobacterium tume-
faciens, tém sido melhorados ou substituidos. Dentre os métodos alternativos
relatados, estéo:

(1) Obtencao de plantas editadas de trigo comum e duro pelo uso de pdlen
de linhas de milho transgénico contendo Cas9/gRNA no procedimento de ge-
racgédo de haploides (Budhagatapalli et al., 2020). No cruzamento de trigo com
milho, normalmente utilizado para a produgdo de duplo-haploides de trigo
(Laurie; Bennett, 1988; Dwivedi et al., 2015), ocorre a fertilizagao de 6vulos
de trigo com pdlen de milho, gerando um embrido haploide contendo o geno-
ma materno, que é resgatado ainda imaturo, cultivado in vitro, com posterior
duplicacdo do genoma pela aplicagao de colchicina. A mutagdo no genoma
materno ocorre devido a presenga do Cas9/gRNA produzido pelo pélen do
milho, apos a fertilizagdo. O transgene é eliminado juntamente com os cro-
mossomos do milho, pela assincronia da replicagcédo de DNA, da condensa-
¢ao e da formacgéao de centrédmero (Laurie; Bennett, 1988). As vantagens sao
a nao dependéncia de gendtipo por parte do trigo, a auséncia de insercéo do
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transgene e a geragao de plantas inteiramente homozigotas. A desvantagem
€ a necessidade de cultivar e transformar outra espécie (milho) além da espé-
cie alvo, impactando em mao de obra e estrutura, em adi¢cdo a necessidade
do uso de colchicina, que € um produto toxico;

(2) Uso de construgao génica contendo os genes que codificam para regula-
dores morfogénicos, como Growth-regulating factor 4 (GRF4) e seu cofator
GRF-interacting factor 1 (GIF1), que aumentam a eficiéncia de regeneragao
de 5 a 25 vezes e dispensam o uso de citocinina nesta etapa (Debernardi et
al., 2020), impactando em menor tempo in vitro e em aumento da eficiéncia
de transformagéo genética. Outros reguladores morfogénicos que se desta-
cam sao Baby boom e Wuschel (BBM-WUS) (Gordon-Kamm et al., 2019).
Estas estratégias diminuem a dependéncia do gendtipo e ampliam os tipos
de tecidos iniciais que podem ser utilizados para a transformacéo genética.
A necessidade de eliminagao dos transgenes, do ajuste dos niveis e periodo
da expressao génica, para evitar os efeitos pleiotropicos, e a necessidade da
cultura in vitro sao dificuldades a serem solucionadas;

(3) Bombardeamento de particulas em meristema apical de embrides de se-
mentes embebidas em agua (Hamada et al., 2018; Imai et al., 2020; Liu et al.,
2021b; Nasti; Voytas, 2021). O principio deste método é ligar os componen-
tes necessarios para a edicdo genémica as particulas de ouro e bombardea-
-los na camada de células subepidérmicas, denominadas de L2, as quais se
desenvolvem posteriormente em pdélen e saco embrionario e poderdo gerar
uma nova planta editada. Utilizando este método, a eficiéncia de obtencao de
plantas editadas de cultivares elite japonesas, recalcitrantes a regeneragao
in vitro, com transferéncia da mutagdo para a proxima geracgao, variou de
0,3% a 1,7% (Liu et al., 2021b). Apresenta como vantagem a independéncia
da capacidade de regeneracao in vitro. Por outro lado, parte das plantas obti-
das podera ser quimérica e é necessario verificar a transmissdo da mutacao
para a proxima geracao. Além disto, caso seja usado DNA, as plantas serao
transgénicas;

(4) Infeccédo de plantas transgénicas expressando Cas9 ou outros editores
com vetor viral contendo gRNA (Ali et al., 2015; Ellison et al., 2020; Kim, 2020;
Li et al., 2021; Nasti; Voytas, 2021). Em trigo, foi utilizado o vetor viral basea-
do em Barley stripe mosaic virus (BSMV) (Hu et al., 2019; Li et al., 2021; Chen
et al., 2022), que é um virus de RNA de fita positiva com genoma tripartido
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capaz de infectar células meristematicas, desenvolvido anteriormente para
estudos de silenciamento génico induzido por virus em plantas (Holzberg et
al., 2002; Yuan et al., 2011). O gRNA ¢ inserido na construcdo génica que
ira gerar o RNA Y do virus, que é inoculado juntamente com os RNAs a e
B em trigo expressando Casb5, infectando inclusive células que dao origem
a gametas, produzindo mutagbes que serao transmitidas para as préoximas
geracgdes (Li et al., 2021). O podlen desta planta infectada é também capaz
de induzir mutagdo na célula germinativa feminina da planta ndo transgénica,
ao ser efetuado o cruzamento. Este método tem como vantagens a alta fre-
quéncia de inducdo de mutacao (13% a 100% na progénie), a possibilidade
de realizar mutacdes em grande escala e ndo depender da cultura in vitro
na maior parte do processo. As desvantagens sao a necessidade de utilizar
uma planta transgénica contendo Cas9, ou seja, neste quesito é gendtipo
dependente, e 0 BSMV ser uma praga quarentenaria no Brasil, requerendo
estrutura com maior nivel de biosseguranga até a eliminagéo do virus.

Evolucao da legislacao relativa a edicao gendémica

Além das questdes técnicas, € importante considerar a legislagdo dos
paises onde se pretende pesquisar e desenvolver os produtos editados.
Atualmente, alguns paises possuem legislagcao ajustada ou especifica para
0 uso da edigdo gendmica, incluindo Argentina, Brasil, Chile, Coldmbia,
Paraguai, Honduras, Estados Unidos, Australia, Japao e Canada, entre ou-
tros (Menz et al., 2020), como Nigeria® e Kenia*.

As modificagdes no genoma utilizando SDNs (Site-directed Nucleases) séo
classificadas com base na extenséo da edigdo gendmica resultante, sendo:
(1) inducdo de uma Unica mutagao pontual, ou InDels (SDN-1); (2) insergcbes
curtas ou edigao de poucos pares de bases por uma sequéncia de DNA mol-
de externo (SDN-2); e (3) inser¢do de longas fitas de sequéncias de DNA
(SDN-3), que podem ainda ser de origem aléctone (transgenes) ou autdctone
(cisgenes) (Menz et al., 2020).

3 Disponivel em: https://www.isaaa.org/kc/cropbiotechupdate/article/default.asp?1D=19269.

4 Disponivel em: https://www.isaaa.org/kc/cropbiotechupdate/article/default.asp?ID=19336.
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A classificagao SDN, assim como a deciséo caso a caso, sao utilizadas nessas
legislagdes, incluindo a do Brasil, para definir se o organismo é geneticamen-
te modificado (OGM) ou n&o. Se o produto resultante € SDN-1 ou SDN-2, é
considerado n&o transgénico em muitos paises onde existe legislacéo para
0 uso da edicdo gendmica. Em 2022, a China alterou a sua legislacéo para
tornar o uso desta tecnologia mais acessivel®, assim como o Reino Unido® e a
india’. Ja na Unido Europeia e na Nova Zelandia, todos os organismos edita-
dos sao considerados OGMs, independentemente da extensao da edicdo. Ha
outros paises nos quais as discussdes acerca deste assunto foram iniciadas,
mas ainda sem defini¢éo.

Uso comercial de culturas editadas

China, EUA e Japao lideram o desenvolvimento, para o mercado, de novos
produtos utilizando edigdo genémica para culturas vegetais, e a busca de me-
Ihorias de caracteristicas agronémicas, de qualidade para alimentacdo huma-
na e animal e de tolerancia a estresses bioticos representa mais de 70% das
aplicagdes (Menz et al., 2020). Conforme este levantamento, as culturas que
se destacam sao arroz, tomate, milho, trigo, batata e soja. Dentro dos crité-
rios adotados no trabalho, foi citado um Unico caso em que o autor é do Brasil
(Zsdgon et al., 2018), com a edicao de loci importantes para o rendimento e
produtividade, alterando a morfologia, tamanho, numero e valor nutricional de
frutos de tomate selvagem (Solanum pimpinellifolium). Esta abordagem pode
auxiliar no desenvolvimento de novos materiais pela domesticagao de novo
de tomateiro selvagem. Estratégia similar foi proposta para arroz selvagem
diploide (Lacchini et al., 2020) e alotetraploide (Yu et al., 2021).

Nos Estados Unidos, o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA, na sigla em inglés) considerou ndo OGMs o cogumelo com menor
escurecimento, o milho ceroso com maior quantidade de amilopectina, a se-
taria com florescimento atrasado, a camelina com maior quantidade de 6leo e

5 Disponivel em: https://www.fas.usda.gov/data/china-mara-issues-first-ever-gene-editing-guidelines.

5 Disponivel em: https://www.gov.uk/government/news/new-powers-granted-to-research-gene-editing-in-
-plants.

7 Disponivel em: https://www.business-standard.com/article/economy-policy/central-govt-exempts-genome-
-edited-crops-from-stringent-gm-regulations-122033001454_1.html.
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a soja com maiores tolerancias ao déficit hidrico e ao estresse salino, além de
maior quantidade de acido oleico, todos contendo o genoma editado (Waltz,
2018). Estes produtos nao precisaram cumprir os requisitos necessarios para
a liberagao comercial como um transgénico, tornando o seu desenvolvimento
mais rapido e com menor custo.

No Japéo, o primeiro alimento editado por CRISPR/Cas9 e comercializado
foi um tomate contendo maior quantidade de acido Y-aminobutirico (GABA)
(Waltz, 2022). GABA € um aminoacido natural que atua com um neurotrans-
missor no cérebro e € considerado uma substancia calmante; acredita-se
que pode auxiliar no tratamento de pressao arterial alta, ansiedade, insénia,
estresse e fadiga. Destaca-se por ser um alimento que pode ser consumido
in natura e pela estratégia utilizada para favorecer a aceitagéo pelo consumi-
dor, que foi a existéncia de GABA como aditivo em outros 400 alimentos, no
mercado japonés.

Em 2021, no Brasil, a Embrapa desenvolveu as primeiras duas cultivares de
cana-de-agucar editadas do mundo, a Cana Flex | e a Cana Flex Il, que apre-
sentam, respectivamente, maior digestibilidade da parede celular e maior
concentragdo de sacarose nos tecidos vegetais®. Da mesma maneira, em
2022, a CTNBio considerou trés materiais vegetais editados como ndo OGMs,
sendo um deles a soja® produzida pela Embrapa, com o gene silenciado da
lectina (LE1), que é uma substéncia antinutricional. Os outros materiais foram
soja com menores quantidades de rafinose e de estaquiose’, que também
sao substancias antinutricionais, e soja com tolerancia a seca'. Em breve, es-
tes produtos poderao estar no mercado brasileiro. Estes exemplos demons-
tram a rapidez na geragéo de materiais editados, considerando que CRISPR/
Cas9 surgiu em 2012, e que a legislacao brasileira € um fator favoravel neste
processo.

8 Disponivel em: https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/66969890/brazilian-science-develops-
-first-non-gm-gene-edited-sugarcane-of-the-world.

9 http://ctnbio.mctic.gov.br/documents/566529/2294456/Delibera%C3%A7%C3%B5es+254+PLEN%C3%81
RIA-SETEMBRO+-+2022/4c2a956e-e950-4ca5-9ac1-506890dc17b3?version=1.0.

]

Disponivel em: http://ctnbio.mctic.gov.br/documents/566529/2294456/Delibera%C3%A7%C3%B5es+254+
PLEN%C3%81RIA-SETEMBRO+-+2022/4c2a956e-e950-4ca5-9ac1-506890dc17b3?version=1.0.

Disponivel em: http://ctnbio.mctic.gov.br/documents/566529/2294456/Delibera%C3%A7%C3%B5es+251+
PLEN%C3%81RIA-MAIO+-+2022/56d75976-e112-45b8-8c3d-3b8defd056e1?version=1.0.
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Consideracoes finais

Com base no que foi apresentado, constata-se que a edicao gendbmica vem
sendo aplicada em trigo para diferentes finalidades, mesmo sendo uma es-
pécie recalcitrante para obtencéo de plantas transgénicas, e para usufruir das
potencialidades desta tecnologia.

Esta tecnologia tem sido aplicada principalmente em modificacéo para a per-
da de fungdo génica, mas é possivel inserir moléculas de DNA por meio de
recombinagcdo homologa, em local selecionado, assim como promover o au-
mento de expressao génica, modificando ou tornando préxima uma regiao
promotora.

Ainda ha muitos obstaculos com relagdo as diferengas regulatérias para
os produtos oriundos da edigdo gendmica, mas, aos poucos, varios paises
do mundo estdo adaptando suas legislacdes para acomodar o seu uso.
Dentro e entre paises que considerarem estes produtos como ndao OGMs,
serdo requeridos menos investimentos do que a transgenia requer, pois os
produtos editados s&o isentos dos custos para a desregulamentacéo e, por-
tanto, mais acessiveis.

Referéncias

ABE, F.; HAQUE, E.; HISANO, H.; TANAKA, T.; KAMIYA, Y.; MIKAMI, M.; KAWAURA, K;
ENDO, M.; ONISHI, K.; HAYASHI, T.; SATO, K. Genome-edited triple-recessive mutation alters
seed dormancy in wheat. Cell Reports, v. 28, n. 5, p. 1362-1369.e4, July 2019.

AKRAM, F.; SAHREEN, S.; AAMIR, F.; HAQ, |. U.; MALIK, K.; IMTIAZ, M.; NASEEM, W.;
NASIR, N.; WAHEED, H. M. An insight into modern targeted genome-editing technologies with
a special focus on CRISPR/Cas9 and its applications. Molecular Biotechnology, v. 26, p. 1-16,
Apr. 2022.

ALl, Z.; ABUL-FARAJ, A;; LI, L.; GHOSH, N.; PIATEK, M.; MAHJOUB, A.; AOUIDA, M.; PIATEK,
A.; BALTES, N. J.; VOYTAS, D. F.; DINESH-KUMAR, S.; MAHFOUZ, M. M. Efficient virus-
mediated genome editing in plants using the CRISPR/Cas9 system. Molecular Plant, v. 8, n. 8,
p. 1288-1291, Aug. 2015.

APPELS, R.; EVERSOLE, K.; FEUILLET, C.; KELLER, B.; ROGERS, J.; STEIN, N;
POZNIAK, C. J.; CHOULET, F.; DISTELFELD, A.; POLAND, J.; RONEN, G.; SHARPE, A. G;
POZNIAK, C.; BARAD, O.; BARUCH, K.; KEEBLE-GAGNERE, G.; MASCHER, M.; BEN-ZVI,
G.; JOSSELIN, A. A;; HIMMELBACH, A.; BALFOURIER, F.; GUTIERREZ-GONZALEZ, J.;
HAYDEN, M.; KOH, C.; MUEHLBAUER, G.; PASAM, R. K.; PAUX, E.; RIGAULT, P; TIBBITS,
J.; TIWARI, V.; SPANNAGL, M.; LANG, D.; GUNDLACH, H.; HABERER, G.; MAYER, K. F. X;;



22 DOCUMENTOS 202

ORMANBEKOVA, D.; PRADE, V.; SIMKOVA, H.; WICKER, T.; SWARBRECK, D.; RIMBERT,
H.; FELDER, M.; GUILHOT, N.; KAITHAKOTTIL, G.; KEILWAGEN, J.; LEROY, P.; LUX,

T.; TWARDZIOK, S.; VENTURINI, L.; JUHASZ, A.; ABROUK, M.; FISCHER, |.; UAUY, C,;
BORRILL, P.; RAMIREZ-GONZALEZ, R. H.; ARNAUD, D.; CHALABI, S.; CHALHOUB, B;
CORY, A,; DATLA, R.; DAVEY, M. W.; JACOBS, J.; ROBINSON, S. J.; STEUERNAGEL, B.;
VAN EX, F.; WULFF, B. B. H.; BENHAMED, M.; BENDAHMANE, A.; CONCIA, L.; LATRASSE,
D.; ALAUX, M.; BARTOS, J.; BELLEC, A.; BERGES, H.; DOLEZEL, J.; FRENKEL, Z.; GILL,
B.; KOROL, A; LETELLIER, T.; OLSEN, O. A;; SINGH, K.; VALARIK, M.; VAN DER VOSSEN,
E.; VAUTRIN, S.; WEINING, S.; FAHIMA, T.; GLIKSON, V.; RAATS, D.; CIHALIKOVA, J.;
TOEGELOVA, H.; VRANA, J.; SOURDILLE, P.; DARRIER, B.; BARABASCHI, D.; CATTIVELLI,
L.; HERNANDEZ, P.; GALVEZ, S.; BUDAK, H.; JONES, J. D. G.; WITEK, K,; YU, G. T;
SMALL, I.; MELONEK, J.; ZHOU, R. N.; BELOVA, T.; KANYUKA, K;; KING, R.; NILSEN, K;
WALKOWIAK, S.; CUTHBERT, R.; KNOX, R.; WIEBE, K.; XIANG, D. Q.; ROHDE, A.; GOLDS,
T.; CIZKOVA, J.; AKPINAR, B. A.; BIYIKLIOGLU, S.; GAO, L. L.; N'DAIYE, A.; KUBALAKOVA,
M.; SAFAR, J.; ALFAMA, F.; ADAM-BLONDON, A. F.; FLORES, R.; GUERCHE, C.; LOAEC,
M.; QUESNEVILLE, H.; CONDIE, J.; ENS, J.; MACLACHLAN, R.; TAN, Y. F.; ALBERTI,

A.; AURY, J. M.; BARBE, V.; COULOUX, A.; CRUAUD, C.; LABADIE, K.; MANGENOT, S;
WINCKER, P.; KAUR, G.; LUO, M. C.; SEHGAL, S.; SINGH, K.; CHHUNEJA, P.; GUPTA, O.
P.; JINDAL, S.; KAUR, P.; MALIK, P.; SHARMA, P.; YADAV, B.; SINGH, N. K.; KHURANA, J ;
CHAUDHARY, C.; KHURANA, P.; KUMAR, V.; MAHATO, A.; MATHUR, S.; SEVANTHI, A ;
SHARMA, N.; TOMAR, R. S.; ROGERS, J.; JACOBS, J.; ALAUX, M.; BELLEC, A.; BERGES,
H.; DOLEZEL, J.; FEUILLET, C.; FRENKEL, Z.; GILL, B.; KOROL, A.; VAN DER VOSSEN, E;
VAUTRIN, S.; GILL, B.; KAUR, G.; LUO, M. C.; SEHGAL, S.; BARTOS, J.; HOLUSOVA, K;
PLIHAL, O.; CLARK, M. D.; HEAVENS, D.; KETTLEBOROUGH, G.; WRIGHT, J.; VALARIK,
M.; ABROUK, M.; BALCARKOVA, B.; HOLUSOVA, K.; HU, Y. Q.; LUO, M. C.; SALINA, E;
RAVIN, N.; SKRYABIN, K.; BELETSKY, A.; KADNIKOV, V.; MARDANOQV, A.; NESTEROV,

M.; RAKITIN, A.; SERGEEVA, E.; HANDA, H.; KANAMORI, H.; KATAGIRI, S.; KOBAYASHI,
F.; NASUDA, S.; TANAKA, T.; WU, J. Z.; APPELS, R.; HAYDEN, M.; KEEBLE-GAGNERE,

G.; RIGAULT, P; TIBBITS, J.; OLSEN, O. A.; BELOVA, T.; CATTONARO, F.; JIUMENG, M,;
KUGLER, K.; MAYER, K. F. X,; PFEIFER, M.; SANDVE, S.; XUN, X.; ZHAN, B. J.; SIMKOVA,
H.; ABROUK, M.; BATLEY, J.; BAYER, P. E.; EDWARDS, D.; HAYASHI, S.; TOEGELOVA,

H.; TULPOVA, Z.; VISENDI, P.; SONG, W. N.; CUI, L. C.; DU, X. H.; FENG, K. W.; NIE, X. J.;
TONG, W.; WANG, L.; BORRILL, P.; GUNDLACH, H.; GALVEZ, S.; KAITHAKOTTIL, G.; LANG,
D.; LUX, T.; MASCHER, M.; ORMANBEKOVA, D.; PRADE, V.; RAMIREZ-GONZALEZ, R. H,;
SPANNAGL, M.; STEIN, N.; UAUY, C.; VENTURINI, L.; STEIN, N.; APPELS, R.; EVERSOLE,
K.; ROGERS, J.; BORRILL, P.; CATTIVELLI, L.; CHOULET, F.; HERNANDEZ, P.; KANYUKA,
K.; LANG, D.; MASCHER, M.; NILSEN, K.; PAUX, E.; POZNIAK, C. J.; RAMIREZ-GONZALEZ,
R. H.; SIMKOVA, H.; SMALL, I|.; SPANNAGL, M.; SWARBRECK, D.; UAUY, C. Shifting the limits
in wheat research and breeding using a fully annotated reference genome. Science, v. 361, n.
6403, p. 661, Aug. 2018. Article eaar7191.

ARNOULT, N.; CORREIA, A;; MA, J.; MERLO, A.; GARCIA-GOMEZ, S.; MARIC, M.;
TOGNETTI, M.; BENNER, C. W.; BOULTON, S. J.; SAGHATELIAN, A.; KARLSEDER, J.
Regulation of DNA repair pathway choice in S and G2 phases by the NHEJ inhibitor CYREN.
Nature, v. 549, n. 7673, p. 548-552, Sept. 2017.

BARRANGOU, R.; MARRAFFINI, L. A. CRISPR-Cas systems: prokaryotes upgrade to adaptive
immunity. Molecular cell, v. 54, n. 2, p. 234-244, Apr. 2014.

BIBIKOVA, M.; CARROLL, D.; SEGAL, D. J.; TRAUTMAN, J. K.; SMITH, J.; KIM, Y. G.;
CHANDRASEGARAN, S. Stimulation of homologous recombination through targeted cleavage
by chimeric nucleases. Molecular and Cellular Biology, v. 21, n. 1, p. 289-297, Jan. 2001.



Edicéo gendmica em trigo: potencialidades, desafios e conquistas 23

BRAUER, E. K.; BALCERZAK, M.; ROCHELEAU, H.; LEUNG, W.; SCHERNTHANER, J.;
SUBRAMANIAM, R.; OUELLET, T. Genome editing of a deoxynivalenol-induced transcription
factor confers resistance to Fusarium graminearum in wheat. Molecular Plant-Microbe
Interactions, v. 33, n. 3, p. 553-560, Mar. 2020.

BUDHAGATAPALLI, N.; HALBACH, T.; HIEKEL, S.; BUCHNER, H.; MULLER, A. E.; KUMLEHN,
J. Site-directed mutagenesis in bread and durum wheat via pollination by cas9/guide RNA-
transgenic maize used as haploidy inducer. Plant Biotechnology Journal, v. 18, n. 12, p.
2376-2378, Dec. 2020.

CHEN, H.; SU, Z,; TIAN, B.; LIU, Y.; PANG, Y.; KAVETSKYI, V.; TRICK, H. N.; BAI, G.
Development and optimization of a Barley stripe mosaic virus-mediated gene editing system
to improve Fusarium head blight resistance in wheat. Plant Biotechnology Journal, v. 20, p.
1018-1020, 2022.

CHRISTIAN, M.; CERMAK, T.; DOYLE, E. L.; SCHMIDT, C.; ZHANG, F.; HUMMEL, A.;
BOGDANOVE, A. J.; VOYTAS, D. F. Targeting DNA double-strand breaks with TAL effector
nucleases. Genetics, v. 186, n. 2, p. 757-761, Oct. 2010.

DEBERNARDI, J. M.; TRICOLI, D. M.; ERCOLI, M. F.; HAYTA, S.; RONALD, P.; PALATNIK,
J. F.; DUBCOVSKY, J. A GRF-GIF chimeric protein improves the regeneration efficiency of
transgenic plants. Nature Biotechnology, v. 38, n. 11, p. 1274-1279, Nov. 2020.

DELTCHEVA, E.; CHYLINSKI, K.; SHARMA, C. M.; GONZALES, K.; CHAO, Y.; PIRZADA, Z.
A.; ECKERT, M. R.; VOGEL, J.; CHARPENTIER, E. CRISPR RNA maturation by trans-encoded
small RNA and host factor RNase Ill. Nature, v. 471, n. 7340, p. 602-607, Mar. 2011.

DING, Y.; SUN, T.; AO, K.; PENG, Y.; ZHANG, Y.; LI, X.; ZHANG, Y. Opposite roles of salicylic
acid receptors NPR1 and NPR3/NPR4 in transcriptional regulation of plant immunity. Cell, v.
173, n. 6, p. 1454-1467.e15, May 2018.

DWIVEDI, S. L.; BRITT, A. B.; TRIPATHI, L.; SHARMA, S.; UPADHYAYA, H. D.; ORTIZ, R.
Haploids: constraints and opportunities in plant breeding. Biotechnology Advances, v. 33, n. 6,
pt. 1, p. 812-829, Nov. 2015.

ELLISON, E. E.; NAGALAKSHMI, U.; GAMO, M. E.; HUANG, P. J.; DINESH-KUMAR, S.;
VOYTAS, D. F. Multiplexed heritable gene editing using RNA viruses and mobile single guide
RNAs. Nature Plants, v. 6, n. 6, p. 620-624, June 2020.

FAO. Faostat. Disponivel em: http://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL Acesso em: 1° out.
2021a.

FAO. World Food and Agriculture: statistical yearbook 2021. Rome, 2021b. Disponivel em:
https://doi.org/10.4060/cb4477en. Acesso em: 1° out. 2021.

GONZALEZ CASTRO, N.; BJELIC, J.; MALHOTRA, G.; HUANG, C.; ALSAFFAR, S.
H. Comparison of the feasibility, efficiency, and safety of genome editing technologies.
International Journal of Molecular Sciences, v. 22, n. 19, p. 10355, Sept. 2021.

GONZALEZ, F. G.; CAPELLA, M.; RIBICHICH, K. F.; CURIN, F.; GIACOMELLI, J. I.; AYALA,
F.; WATSON, G.; OTEGUI, M. E.; CHAN, R. L. Field-grown transgenic wheat expressing the
sunflower gene HaHB4 significantly outyields the wild type. Journal of Experimental Botany,
v. 70, n. 5, p. 1669-1681, Mar. 2019.



24 DOCUMENTOS 202

GORDON-KAMM, B.; SARDESAI, N.; ARLING, M.; LOWE, K.; HOERSTER, G.; BETTS, S;;
JONES, A. T. Using morphogenic genes to improve recovery and regeneration of transgenic
plants. Plants, v. 8, n. 2, p. 38, Feb. 2019.

GU, X,; LIU, L.; ZHANG, H. Transgene-free genome editing in plants. Frontiers in Genome
Editing, v. 3, p. 805317, Dec. 2021.

HAMADA, H.; LIU, Y.; NAGIRA, Y.; MIKI, R.; TAOKA, N.; IMAI, R. Biolistic-delivery-based
transient CRISPR/Cas9 expression enables in planta genome editing in wheat. Scientific
Reports, v. 8, n. 1, p. 14422, Sept. 2018.

HERNANDES-LOPES, J.; SILVA, V. C. H.; SANTOS, J. C.; DANTE, R. A,; GERHARDT, I. R;;
YASSITEPE, J. E. C.; FERNANDES, F. R. Introdug¢ao a edigdo genémica em plantas. In:
MOLINARI, H. B. C.; VIEIRA, L. R; SILVA, N. V;; PRADO, G. S.; HERNANDES-LOPES, J. H.
(ed.). Tecnologia CRISPR na edigdo gendmica de plantas: biotecnologia aplicada a agricultura.
Brasilia, DF: Embrapa, 2020. p. 11-48. Disponivel em: https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/
bitstream/item/217568/1/Tecnologia-CRISPR-2020.pdf. Acesso em: 24 maio 2022.

HOLZBERG, S.; BROSIO, P.; GROSS, C.; POGUE, G. P. Barley stripe mosaic virus-induced
gene silencing in a monocot plant. The Plant Journal, v. 30, n. 3, p. 315-327, May 2002.

HU, J,; LI, S;; LI, Z; LI, H.; SONG, W.; ZHAO, H.; LAI, J.; XIA, L.; LI, D.; ZHANG, Y. A Barley
stripe mosaic virus-based guide RNA delivery system for targeted mutagenesis in wheat and
maize. Molecular Plant Pathology, v. 20, n. 10, p. 1463-1474, Oct. 2019.

IQBAL, Z.; IQBAL, M. S.; AHMAD, A.; MEMON, A. G.; ANSARI, M. |. New prospects on the
horizon: genome editing to engineer plants for desirable traits. Current Plant Biology, v. 24, p.
100171, Dec. 2020.

IMAI, R.; HAMADA, H.; LIU, Y.; LINGHU, Q.; KUMAGAI, Y.; NAGIRA, Y.; MIKI, R.; TAOKA, N. In
planta particle bombardment (iPB): a new method for plant transformation and genome editing.
Plant Biotechnology, v. 37, n. 2, p. 171-176, June 2020.

JACQUIER, A.; DUJON, B. An intron-encoded protein is active in a gene conversion process
that spreads an intron into a mitochondrial gene. Cell, v. 41, n. 2, p. 383-394, June 1985.

JINEK, M.; CHYLINSKI, K.; FONFARA, |.; HAUER, M.; DOUDNA, J. A.; CHARPENTIER, E. A
programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science, v.
337, n. 6096, p. 816-821, Aug. 2012.

KIM, S. G. The way to true plant genome editing. Nature Plants, v. 6, n. 7, p. 736-737, July
2020.

KIM, Y. G.; CHA, J.; CHANDRASEGARAN, S. Hybrid restriction enzymes: zinc finger fusions
to Fok | cleavage domain. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, v. 93, n. 3, p. 1156-1160, Feb. 1996.

LACCHINI, E.; KIEGLE, E.; CASTELLANI, M.; ADAM, H.; JOUANNIC, S.; GREGIS, V.; KATER,
M. M. CRISPR-mediated accelerated domestication of African rice landraces. PLoS One, v. 15,
n. 3, p. e0229782, Mar. 2020.

LAURIE, D. A.; BENNETT, M. D. The production of haploid wheat plants from wheat x maize
crosses. Theoretical and Applied Genetics, v. 76, n. 3, p. 393-397, Sept. 1998.



Edicéo gendmica em trigo: potencialidades, desafios e conquistas 25

LI, H.; YANG, Y.; HONG, W.; HUANG, M.; WU, M.; ZHAO, X. Applications of genome editing
technology in the targeted therapy of human diseases: mechanisms, advances and prospects.
Signal Transduction and Targeting Therapy, v. 5, n. 1, p. 1, Jan. 2020.

LI, S.; LIN, D.; ZHANG, Y.; DENG, M.; CHEN, Y.; LV, B.; LI, B.; LEI, Y.; WANG, Y.; ZHAO, L;
LIANG, Y.; LIU, J.; CHEN, K,; LIU, Z.; XIAO, J.; QIU, J. L.; GAO, C. Genome-edited powdery
mildew resistance in wheat without growth penalties. Nature, v. 602, n. 7897, p. 455-460, Feb.
2022.

LI, T.; HU, J.; SUN, Y.; LI, B.; ZHANG, D.; LI, W,; LIU, J.; LI, D.; GAO, C.; ZHANG, Y.; WANG,
Y. Highly efficient heritable genome editing in wheat using an RNA virus and bypassing tissue
culture. Molecular Plant, v. 14, n. 11, p. 1787-1798, Nov. 2021.

LIU, H.; WANG, K.; JIA, Z.; GONG, Q,; LIN, Z;; DU, L.; PEI, X.; YE, X. Efficient induction of
haploid plants in wheat by editing of TaMTL using an optimized Agrobacterium-mediated
CRISPR system. Journal of Experimental Botany, v. 71, n. 4, p. 1337-1349, Feb. 2020.

LIU, Q.; YANG, F.; ZHANG, J.; LIU, H.; RAHMAN, S.; ISLAM, S.; MA, W.; SHE, M. Application
of CRISPR/Cas9 in crop quality improvement. International Journal of Molecular Sciences, v.
22,n. 8, p. 4206, Apr. 2021a.

LIU, Y.; LUO, W.; LINGHU, Q.; ABE, F.; HISANO, H.; SATO, K.; KAMIYA, Y.; KAWAURA, K.;
ONISHI, K.; ENDO, M.; TOKI, S.; HAMADA, H.; NAGIRA, Y.; TAOKA, N.; IMAI R. In planta
genome editing in commercial wheat varieties. Frontiers in Plant Science, v. 12, p. 648841,
Mar. 2021b.

LV, J.; YU, K.; WEI, J.; GUI, H.; LIU, C.; LIANG, D.; WANG, Y.; ZHOU, H.; CARLIN, R.; RICH,
R.; LU, T.; QUE, Q.; WANG, W. C.; ZHANG, X.; KELLIHER, T. Generation of paternal haploids
in wheat by genome editing of the centromeric histone CENH3. Nature Biotechnology, v. 38,
n. 12, p. 1397-1401, Dec. 2020.

MENZ, J.; MODRZEJEWSKI, D.; HARTUNG, F.; WILHELM, R.; SPRINK, T. Genome edited
crops touch the market: a view on the global development and regulatory environment.
Frontiers in Plant Science, v. 11, p. 586027, Oct. 2020.

MILLER, J. C.; TAN, S.; QIAO, G.; BARLOW, K. A.; WANG, J.; XIA, D. F.; MENG, X.;
PASCHON, D. E.; LEUNG, E.; HINKLEY, S. J.; DULAY, G. P.; HUA, K. L.; ANKOUDINOVA,
I.; COST, G. J.; URNOV, F. D.; ZHANG, H. S.; HOLMES, M. C.; ZHANG, L.; GREGORY,

P. D.; REBAR, E. J. ATALE nuclease architecture for efficient genome editing. Nature
Biotechnology, v. 29, n. 2, p. 143-149, Feb. 2011.

MILLER, J.; MCLACHLAN, A. D.; KLUG, A. Repetitive zinc-binding domains in the protein
transcription factor IlIA from Xenopus oocytes. The EMBO Journal, v. 4, n. 6, p. 1609-1614,
June 1985.

NASTI, R. A,; VOYTAS, D. F. Attaining the promise of plant gene editing at scale. Proceedings
of the National Academy of Sciences USA, v. 118, n. 22, p. e2004846117, June 2021.

PUCHTA, H. The repair of double-strand breaks in plants: mechanisms and consequences for
genome evolution. Journal of Experimental Botany, v. 56, n. 409, p. 1-14, Jan. 2005.

ROUET, P.; SMIH, F.; JASIN, M. Introduction of double-strand breaks into the genome of mouse
cells by expression of a rare-cutting endonuclease. Molecular and Cellular Biology, v. 14, n.
12, p. 8096-8106, Dec. 1994.



26 DOCUMENTOS 202

RONSPIES, M.; DORN, A.; SCHINDELE, P.; PUCHTA, H. CRISPR-Cas-mediated chromosome
engineering for crop improvement and synthetic biology. Nature Plants, v. 7, n. 5, p. 566-573,
May 2021.

SANCHEZ-LEON, S.; GIL-HUMANES, J.; OZUNA, C. V.; GIMENEZ, M. J.; SOUSA, C.;
VOYTAS, D. F.; BARRO, F. Low-gluten, nontransgenic wheat engineered with CRISPR/Cas9.
Plant Biotechnology Journal, v. 16, n. 4, p. 902-910, Apr. 2018.

SHEN, L.; HUA, Y;; FU, Y.; LI, J.; LIU, Q.; JIAO, X.; XIN, G.; WANG, J.; WANG, X,; YAN, C;
WANG, K. Rapid generation of genetic diversity by multiplex CRISPR/Cas9 genome editing in
rice. Science China Life Sciences, v. 60, n. 5, p. 506-515, May 2017.

STOKSTAD, E. Monsanto beats a retreat on fielding GM wheat. Science, v. 304, n. 5673, p.
939, May 2004.

SU, Z.; BERNARDO, A.; TIAN, B.; CHEN, H.; WANG, S.; MA, H.; CAIl, S.; LIU, D.; ZHANG,
D.; LI, T.; TRICK, H.; STAMAND, P.; YU, J.; ZHANG, Z.; BAI, G. A deletion mutation in TaHRC
confers Fhb1 resistance to Fusarium head blight in wheat. Nature Genetics, v. 51, n. 7, p.
1099-1105, July 2019.

TANG, X. D.; GAO, F,; LIU, M. J.; FAN, Q. L.; CHEN, D. K.; MA, W.T. Methods for enhancing
clustered regularly interspaced short palindromic repeats/Cas9-mediated homology-directed
repair efficiency. Frontiers in Genetics, v. 10, n. 551, June 2019.

TYAGI, S.; KUMAR, R.;; KUMAR, V.; WON, S. Y.; SHUKLA, P. Engineering disease resistant
plants through CRISPR-Cas9 technology. GM Crops & Food, v. 12, n. 1, p. 125-144, Jan.
2021.

WADA, N.; UETA, R.; OSAKABE, Y.; OSAKABE, K. Precision genome editing in plants: state-
of-the-art in CRISPR/Cas9-based genome engineering. BMC Plant Biology, v. 20, n. 1, p. 234,
May 2020.

WALTZ, E. GABA-enriched tomato is first CRISPR-edited food to enter market. Nature
Biotechnology, v. 40, n. 1, p. 9-11, Jan. 2022.

WALTZ, E. With a free pass, CRISPR-edited plants reach market in record time. Nature
Biotechnology, v. 36, p. 6-7, Jan. 2018.

WANG, C,; LIU, Q.; SHEN, Y;; HUA, Y.; WANG, J.; LIN, J.; WU, M.; SUN, T.; CHENG, Z,;
MERCIER, R.; WANG, K. Clonal seeds from hybrid rice by simultaneous genome engineering
of meiosis and fertilization genes. Nature Biotechnology, v. 37, n. 3, p. 283-286, Mar. 2019.

WANG, W.; SIMMONDS, J.; PAN, Q.; DAVIDSON, D.; HE, F.; BATTAL, A.; AKHUNOVA, A,
TRICK, H. N.; UAUY, C.; AKHUNOV, E. Gene editing and mutagenesis reveal inter-cultivar
differences and additivity in the contribution of TaGW2 homoeologues to grain size and weight
in wheat. Theoretical and Applied Genetics, v. 131, n. 11, p. 2463-2475, Nov. 2018.

WANG, Y.; CHENG, X.; SHAN, Q.; ZHANG, Y.; LIU, J.; GAO, C.; QIU, J. L. Simultaneous
editing of three homoeoalleles in hexaploid bread wheat confers heritable resistance to powdery
mildew. Nature Biotechnology, v. 32, n. 9, p. 947-951, Sept. 2014.

WOLTER, F.; SCHINDELE, P.; PUCHTA, H. Plant breeding at the speed of light: the power of
CRISPR/Cas to generate directed genetic diversity at multiple sites. BMC Plant Biology, v. 19,
n. 176, May 2019.



Edicéo gendmica em trigo: potencialidades, desafios e conquistas 27

YIN, K.; GAO, C.; QlU, J. L. Progress and prospects in plant genome editing. Nature Plants, v.
3, p. 17107, July 2017.

YU, H.; LIN, T.; MENG, X.; DU, H.; ZHANG, J.; LIU, G.; CHEN, M.; JING, Y.; KOU, L.; LI, X_;
GAO, Q.; LIANG, Y.; LIU, X.; FAN, Z.; LIANG, Y.; CHENG, Z.; CHEN, M.; TIAN, Z.; WANG, Y ;
CHU, C.; ZUO, J.; WAN, J.; QIAN, Q.; HAN, B.; ZUCCOLO, A.; WING, R. A.; GAO, C.; LIANG,
C.; LI, J. A route to de novo domestication of wild allotetraploid rice. Cell, v. 184, n. 5, p. 1156-
1170.e14, Mar. 2021.

YUAN, C.; LI, C.; YAN, L.; JACKSON, A. O.; LIU, Z.; HAN, C.; YU, J.; LI, D. A high throughput
Barley stripe mosaic virus vector for virus induced gene silencing in monocots and dicots. PLoS
One, v. 6, n. 10, p. 26468, Oct. 2011.

ZHANG, R;; LIU, J.; CHAI, Z.; CHEN, S.; BAI, Y.; ZONG, Y.; CHEN, K,; LI, J.; JIANG, L.; GAO,
C. Generation of herbicide tolerance traits and a new selectable marker in wheat using base
editing. Nature Plants, v. 5, n. 5, p. 480-485, May 2019a.

ZHANG, Y.; BAI, Y.; WU, G.; ZOU, S.; CHEN, Y.; GAO, C.; TANG, D. Simultaneous
modification of three homoeologs of TaEDR1 by genome editing enhances powdery mildew
resistance in wheat. Plant Journal, v. 91, n. 4, p. 714-724, Aug. 2017.

ZHANG, Y.; LIANG, Z.; ZONG, Y.; WANG, Y.; LIU, J.; CHEN, K,; QIU, J. L.; GAO, C. Efficient
and transgene-free genome editing in wheat through transient expression of CRISPR/Cas9
DNA or RNA. Nature Communications, v. 7, p. 12617, Aug. 2016.

ZHANG, Y.; LI, D.; ZHANG, D.; ZHAO, X.; CAO, X.; DONG, L.; LIU, J.; CHEN, K.; ZHANG, H.;
GAO, C.; WANG, D. Analysis of the functions of TaGW2 homoeologs in wheat grain weight and
protein content traits. Plant Journal, v. 94, n. 5, p. 857-866, June 2018.

ZHANG, Z.; HUA, L.; GUPTA, A,; TRICOLI, D.; EDWARDS, K. J.; YANG, B.; LI, W.
Development of an Agrobacterium-delivered CRISPR/Cas9 system for wheat genome editing.
Plant Biotechnology Journal, v. 17, n. 8, p. 1623-1635, Aug. 2019b.

ZHOU, J; XIN, X.; HE, Y.; CHEN, H.; LI, Q.; TANG, X.; ZHONG, Z.; DENG, K.; ZHENG,
X.; AKHER, S. A;; CAI, G.; Ql, Y.; ZHANG, Y. Multiplex QTL editing of grain-related genes
improves yield in elite rice varieties. Plant Cell Reports, v. 38, n. 4, p. 475-485, Apr. 2019.

ZHU, T.; WANG, L.; RIMBERT, H.; RODRIGUEZ, J. C.; DEAL, K. R.; OLIVEIRA, R;
CHOULET, F.; KEEBLE-GAGNERE, G.; TIBBITS, J.; ROGERS, J.; EVERSOLE, K.; APPELS,
R.; GU, Y. Q.; MASCHER, M.; DVORAK, J.; LUO, M. C. Optical maps refine the bread wheat
Triticum aestivum cv. Chinese Spring genome assembly. Plant Journal, v. 107, n. 1, p. 303-
314, July 2021.

ZSOGON, A.; CERMAK, T.; NAVES, E. R.; NOTINI, M. M.; EDEL, K. H.; WEINL, S.; FRESCHI,
L.; VOYTAS, D. F.; KUDLA, J.; PERES, L. E. P. De novo domestication of wild tomato using
genome editing. Nature Biotechnology, v. 36, n. 12, p. 1211-1216, Oct. 2018.



MINISTERIO DA "

AGRICULTURA, PECUARIA
E ABASTECIMENTO

PATRIA AMADA

2 BRASIL

GOVERNO FEDERAL

CGPE 017832



	Doc202-online-Elene-capa
	Doc202-online-Elene-conteudo

