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1 Introducao

Mudangas climaticas, causadas principalmente pelo aumento crescente na
temperatura atmosférica global, tém sido observadas frequentemente em
varias regides do mundo. Os cendrios climaticos projetados para as proxi-
mas décadas evidenciam aumentos na frequéncia e na intensidade de even-
tos extremos, como longos periodos de calor e seca, precipitagdes pesadas,
inundacdes, entre outros (Mbow et al., 2019). A produgéo de alimentos nas
regides tropicais, subtropicais e semidridas, como as que ocorrem na América
do Sul, na Asia e na Africa, est4 particularmente em risco. Entre 1981 e 2010,
redugdes na produtividade média mundial de milho, trigo e sojade 4,1,1,8 e
4,5%, respectivamente, foram atribuidas s mudangas no clima especialmente
nessas regides (Iizumi; Ramankutty, 2016). Impactos na produgéo de frutas,
verduras e animais também estdo previstos para esses mesmos ambientes.
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As variagdes no clima colocam em risco a seguranga alimentar mundial nao
apenas por reduzir a producio e a disponibilidade de alimentos. O clima
afeta varios processos biologicos importantes para o crescimento e o desen-
volvimento de plantas e animais, e mudancas nesses mecanismos podem
alterar taxas de crescimento e reproducio, além da qualidade e do teor de
nutrientes (Damatta et al., 2010; Lara; Rostagno, 2013). Redugdes na oferta
e na qualidade de alimentos podem impactar os consumidores globalmente,
mas impactara especialmente os de menor renda — até cerca de 183 milhoes
de pessoas poderdo passar fome nos cendrios de mudangas climéticas pro-
jetados (Mbow et al., 2019).

A resposta aos cendrios atuais e futuros de mudangas no clima requer
duas abordagens possiveis e necessarias, mitigagao e adaptagao. A aplicagao
de melhores praticas agricolas e o desenvolvimento de variedades mais adap-
tadas e tolerantes a essa nova realidade no clima sdo estratégias de adaptagao
imprescindiveis e urgentes para o aumento sustentavel da produgao agricola
nas proximas décadas. Tolerancia aumentada as altas temperaturas e aos
longos periodos de restri¢ao hidrica, especialmente nas fases mais sensiveis
do ciclo de desenvolvimento da cultura, sdo critérios de selecio que devem
ser aplicados nos programas de melhoramento para o desenvolvimento das
novas cultivares. Ferramentas de biotecnologia, como marcadores molecula-
res, edi¢do génica, transgenia e microbioma, e técnicas de fenotipagem mais
precisas e em larga escala podem e devem ser empregadas visando acelerar
a disponibilizagao de gendtipos adaptados as condigoes regionais especificas
modificadas pelas alteragdes recentes no clima.

A redugédo no financiamento publico de programas de melhoramento
tem sido observada em todo o mundo em rela¢do as empresas do setor pri-
vado, apesar da importincia incontestével do papel da pesquisa publica na
produgcio agricola e na seguranca alimentar, principalmente em cendrios de
meédio e longo prazo (Alson et al., 2009). Esse declinio vem acompanhado de
praticas de protecao da Propriedade Intelectual (PI) e do aumento em inves-
timentos privados, principalmente por empresas do setor de sementes, que
apo6s uma série de aquisi¢des e fusdes, resultaram em maior concentragdo de
participagdo no mercado mundial e no dominio tecnoldgico (Ray et al., 2015;
Gutiérrez et al., 2014; Concentration.. ., 2018). Até meados da década de 1990,
a participagdo das empresas nacionais, incluindo a Embrapa, nos mercados
brasileiros de sementes de soja e milho foi de 70% e 30% (Silva et al., 2015).
Com a criagdo das Leis de Patentes (1996) e de Protec¢do de Cultivares (1997),
as multinacionais de biotecnologia introduziram macigamente sementes pro-
prietdrias com caracteristicas biotecnoldgicas no mercado brasileiro (Castro
et al., 2006). Por nio realizarem investimento em desenvolvimento tecnold-
gico na mesma escala, a participagdo das empresas publicas no mercado de
sementes foi reduzida a menos de 10% (Silva et al., 2015).
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Com altos investimentos e capacidade de inovagéo, essas grandes empresas
multinacionais conseguem desenvolver, continuamente, através de pipelines
de pesquisa e desenvolvimento que integram melhoramento e biotecnologia,
novas cultivares com modificagdes genéticas especificas, que incorporam ca-
racteres como resisténcia a herbicidas e pragas e, mais recentemente, toleran-
cia a seca (Eisenstein, 2013; Rippey, 2015). Pipeline é o processo sequencial
de fases de pesquisa e desenvolvimento em que tecnologias transitam, em
linhas gerais, desde a descoberta, passando pela validagéo, otimizagao e, por
fim, o langamento comercial. Como pipelines funcionam em fluxo continuo,
em qualquer dado momento, diferentes tecnologias encontram-se em fases
diversas de maturacao tecnologica ao longo de seu desenvolvimento. Muitos
desses caracteres biotecnoldgicos sdo também combinados em uma mesma
cultivar, ou mesmo licenciados para empresas concorrentes. No entanto, por
desenvolverem quase que exclusivamente as novas caracteristicas biotecnolé-
gicas nos paises de origem, onde estdo localizados seus centros de pesquisa e
desenvolvimento, o maximo desempenho dessas tecnologias nao é conseguido
nos mercados consumidores globais, onde as novas descobertas sdo incorpora-
das ou adaptadas aos programas locais de pesquisa e desenvolvimento. E estra-
tégico para o setor agricola brasileiro, responsavel por um quarto do Produto
Interno Bruto (PIB), que instituices publicas e privadas nacionais fortalegcam
sua produgao cientifica e tecnoldgica para contribuir com o desenvolvimento
nacional de tecnologias e variedades apropriadas as nossas demandas.

Reconhecida por seu notavel histérico de melhoramento de culturas agri-
colas, ampla rede de locais de testes e recursos humanos qualificados e mul-
tidisciplinares, atualmente a operagdo de um pipeline de biotecnologia pela
Embrapa esta apenas emergindo como resposta as demandas para propiciar
novas pesquisas em biotecnologia visando desenvolver variedades adaptadas
as novas e complexas condi¢des impostas pelas mudangas climaticas. Essa
iniciativa requer financiamento de longo prazo, abordagens e parcerias inter-
disciplinares altamente coordenadas, muitas vezes entre empresas publicas e
privadas. Parcerias publico-privadas tém sido bem-sucedidas na descoberta,
no desenvolvimento e na comercializagdo de caracteristicas biotecnoldgicas.
As multinacionais Bayer, BASE, Corteva e Syngenta e seus respectivos parcei-
ros publicos e privados tém desenvolvido cultivares incorporando caracteres
biotecnolédgicos cada vez mais avangados. Em dois casos, genes introduzidos
por engenharia genética foram capazes de aumentar os rendimentos de graos
de milho em entre 15% e 120% sob forte estresse hidrico em uma ampla gama
de locais testados (Castiglioni et al., 2008; Nuccio et al., 2015). Cultivares de
culturas economicamente importantes, geradas por edigdo génica, ja estao
entrando no mercado americano de sementes. No inicio de 2019, cultivares de
soja com alto teor de acido oleico, geradas pelo sistema TALEN (Transcription
activator-like effector nucleases), foram liberadas para uso comercial. Também
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em 2019, hibridos de milho com alto teor de amilopectina, gerada através
de CRISPR-Cas9, estavam na fase de pré-lancamento, com perspectivas de
estarem disponiveis em 2020 (Kim; Kim, 2019; Gao et al., 2020). Do mesmo
modo, é esperada a melhoria de caracteres de resisténcia a seca através de
CRISPR-Cas9 (Shi et al., 2016). No Brasil, iniciativas similares para imple-
mentar pipelines de biotecnologia agricola sao incipientes, tanto no setor
publico como no privado, principalmente as que englobam a fase inicial de
descoberta de novos genes de importancia biotecnoldgica.

No fim de 2017, uma parceria entre a Embrapa, a Unicamp e a Fapesp
criou o Centro de Pesquisa em Genomica Aplicada as Mudangas Climaticas
(Genomics for Climate Change Research Center - GCCRC), unindo compe-
téncias das duas primeiras institui¢oes em biotecnologia agricola. O Centro
tem como missao desenvolver, ao longo de 10 anos, ativos biotecnoldgicos
que aumentem a tolerdncia de plantas a seca e ao calor, além de transferir as
tecnologias desenvolvidas ao setor produtivo. Os ativos biotecnologicos em
desenvolvimento podem se encaixar em diferentes estratégias de protecao
intelectual, que equilibram a captura de valor e o acesso a tecnologia. Estes
incluem (mas nao estdo limitados a) genes, alelos e construgdes génicas — os
quais podem ser adequadamente desenvolvidos em caracteres por terceiros —,
inoculantes microbianos, comunidades sintéticas de microrganismos, novas
tecnologias de suporte como métodos e elementos reguladores de expressao
génica, além de know-how regulatdrio e patentario.

O GGCRC é a consolidagio e a expansio da Unidade Mista de Pesquisa
em GenoOmica Aplicada as Mudangas Climaticas (UMiP GenClima), acordo
de cooperacio técnica-cientifica entre a Embrapa e a Unicamp celebrado no
final de 2012. O GCCRC é composto por pesquisadores e analistas de am-
bas as institui¢des, e as atividades sao organizadas em processos, na forma
de um pipeline comparavel e em menor escala que o das grandes empresas
de biotecnologia. Parceiros nacionais e internacionais, ptblicos e privados,
contribuem com a equipe do GCCRC para atingir sua missao.

No cenirio da transformacéo digital, o uso de biotecnologia integrada com
as tecnologias da informagao e da comunicagao, por meio do uso de ferramentas
computacionais em seu pipeline de pesquisa, sensores e cimeras para monitora-
mento e captura de dados, além de modelos matematicos e andlises estatisticas
para estudo do grande volume de dados gerado pelas ciéncias “6micas’, vao pro-
piciar o avanco da pesquisa no melhoramento genético de plantas. O GCCRC
contribui com a implantagio da agricultura digital no Brasil por meio de suas
pesquisas em biotecnologia e biologia molecular que, na fase de pré-produgao,
permitirdo o desenvolvimento de novos ativos biotecnoldgicos para o agrone-
gdcio. Neste capitulo sera apresentado o pipeline de pesquisa do GCCRC, mos-
trando as etapas envolvidas na geragao desses ativos biotecnoldgicos e ilustrando
como as tecnologias digitais auxiliam na obtengao dos resultados das pesquisas.
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2 O pipeline de pesquisa do GCCRC

As atividades principais de pesquisa do GCCRC sio executadas através de um
pipeline de pesquisa e desenvolvimento em biotecnologia que abrange desde
a fase de descoberta até a fase de prova de conceito em condigdes de campo
(Figura 1). A espécie escolhida como alvo dos trabalhos de pesquisa foi o
milho, uma das mais importantes culturas agricolas no Brasil e no mundo e
que possui ampla disponibilidade de recursos genéticos e genémicos.

Figura 1. DESCOBERTA PROVA DE MELHORAMENTO PRE-
Etapas do pipeline CONCEITO ETESTESEM | LANGAMENTO
de pesquisa LARGA ESCALA
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O pipeline de pesquisa possui cinco fases, das quais as trés primeiras concen-
tram a maior parte dos esforcos da equipe exclusivamente dedicada ao Centro:

1) Descoberta: quando novos genes e microrganismos sao identificados e,
apos andlise da propriedade intelectual e de biosseguranca, indicados
para introdugéo no pipeline.

2) Prova de conceito: construgdes génicas e inoculantes sdo elaborados, plan-
tas transgénicas e editadas sao geradas, e os primeiros testes, em condi¢oes
de ambiente controlado (camaras de crescimento e casa de vegetagdo) e
em pequena escala no campo, sdo realizados para observacio inicial de
eficacia das estratégias.

1 Elaborada por Paula Malloy Mota Diniz.
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As fases subsequentes sdo realizadas em parceria com outras organizagdes
via colabora¢io e/ou licenciamentos, a saber:

3) Melhoramento e Testes em larga escala: transgenes, alelos editados e/ou
inoculantes descobertos e selecionados na etapa anterior sdo testados em
experimentos de campo de maior escala, em vérios locais e diferentes épo-
cas. Eventos promissores sdo introgredidos em linhagens elites de milho.

4) Pré-langamento: cultivares comerciais contendo as tecnologias
sao desenvolvidas.

5) Lancamento: as tecnologias desenvolvidas pelo centro sao langadas no
mercado agricola.

Para que a operagéo do pipeline de pesquisa seja realizada de forma efetiva,
uma infraestrutura dedicada as suas atividades foi construida. A estrutura
fisica é composta por um laboratério de biologia molecular (Figura 2), um
laboratério de transformacéao genética de plantas (Figura 3), um laboratério
de fenotipagem em condi¢des de ambiente controlado (em construgdo) e uma
moderna casa de vegetagdo (Figura 4). O laboratério de biologia molecular
abriga todas as atividades da etapa de descoberta e grande parte do time de
pesquisa (Figura 2). O laboratdrio de transformagdo genética de plantas é
equipado com uma infraestrutura completa para transformagio de milho,
incluindo duas camaras de crescimento desenhadas para regeneragio e acli-
matagdo de plantas transformadas (Figura 3). Uma moderna casa de vegetagdo
foi construida para cultivo de milho para produ¢io de embrides (explantes
usados na transformagao genética), cultivo de eventos transgénicos e editados
gerados no pipeline, avango de geragdes, introgressdes em material elite, testes
de inoculantes e experimentos iniciais de triagem em ambientes controlados.
Essa estrutura possui cinco ambientes com controle de temperatura e su-
plementacdo de luz com lampadas LED e um viveiro telado para acomodar
outras espécies em estudo. Todos os ambientes possuem acesso a internet, e
as condigdes ambientais sao monitoradas constantemente (Figura 4).

Figura 2.
Laboratério de
Biologia Molecular.
Entrada do
laboratério (A);
Sala de reunides
(B); Vista interna
das bancadas

de trabalho e
escritorio (C) e (D).

Fotos: Ana Paula Ribeiro
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Figura 3.
Laboratério de
Transformacao

Genética de Plantas.

Vista externa do
laboratério (A);
Vista interna do
laboratério (B)
e (C); Salade
regeneragao de
plantas (D); Sala
de aclimatagao
de plantas (E).

Figura 4.

Casa de Vegetacao.
Vista frontal da
casa de vegetacdo
(A); Plantas
crescendo na casa
de vegetacao

(B) e (C); Plantas
crescendo com
suplementacédo de
iluminacao LED
(D); Vista noturna
externa da casa
de vegetacao (E).
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Fotos: Juliana Erika de Carvalho Teixeira Yéssitepe

Todas as rotinas e os processos do pipeline sao registrados em um sistema de
gerenciamento integrado de laboratdrio (Laboratory Integrated Management
System — LIMS), garantindo que as informagdes sejam armazenadas, geren-
ciadas e rastreadas corretamente, principalmente para fins de propriedade
intelectual, biosseguranca e integridade de dados e procedimentos (registro
de atividades, rotinas, protocolos, relatérios, documentos relacionados, etc).
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2.1 Descoberta de genes e microrganismos

A fase de descoberta é fundamentada em duas frentes focadas na identificacdo
e na caracterizagao de novos (i.e., pouco ou nada estudados) genes candidatos
e microrganismos com potencial biotecnoldgico para promogao de aumento
de tolerancia a estresses. Ambas as frentes sao estruturadas, em grande me-
dida, em abordagens multidisciplinares para explora¢ao de diversidade de
espécies vegetais agricolas e selvagens, com especial foco naquelas adaptadas
a condi¢oes ambientais limitantes caracterizadas pela incidéncia de um ou
varios estresses. Essas abordagens demandam uso intensivo de ferramentas
bioinformaticas e computacionais, em decorréncia da anélise de grandes
volumes de dados produzidos pelas tecnologias de ciéncias genémicas e re-
lacionadas (transcritdmica, metabolomica e metagendmica) utilizadas.

As mudangas climdticas globais, em associa¢do aos crescimentos popula-
cional e de concorréncia por terras, fardo a producio de alimentos e bioener-
gia ser deslocada crescentemente para ambientes marginais (Backlund et al.,
2008; Ornella et al., 2012). Esses ambientes sao caracterizados por um ou mais
estresses abidticos, como niveis sub6timos de temperatura (calor ou frio) e de
disponibilidade hidrica (seca ou inundagéo), propriedades fisicas desfavora-
veis do solo e disponibilidade muito baixa de nutrientes, que impdem limita-
¢oes a produtividade (Belaid; Morris, 1991). Portanto, o desafio imposto pelas
mudangas climaticas globais requer o desenvolvimento de novos genétipos
agricolas adaptados e mais produtivos em ambientes propensos a estresses,
o0s quais naturalmente limitam o crescimento vegetal. Assim, a compreensao
da adaptagdo de espécies vegetais a ambientes limitantes, utilizando uma
série de mudangas morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares em
resposta a estresses que afetam negativamente o crescimento e a produti-
vidade, pode contribuir para moldar a produgao alimentar e bioenergética
global nas proximas décadas. Investigar espécies selvagens (ndo s6 aquelas
evolutivamente proximas, mas também as distantes das espécies cultivadas)
proporciona conhecimento para guiar o desenvolvimento de novos gendtipos
capazes de prosperar em ambientes marginais (Mccouch et al., 2013). Entre
essas espécies estao as extremofilas e as tolerantes a dessecacéo.

Organismos extremofilos habitam ambientes severamente limitantes,
como aqueles caracterizados por extremos térmicos, de disponibilidade de
agua ou de nutrientes e alta salinidade, estresses que ocorrem isolada ou
simultaneamente (Oh et al., 2012). Por sua vez, as espécies tolerantes a desse-
cagdo podem sobreviver a periodos longos e/ou severos de seca, suportando
niveis dramaticamente baixos de teor relativo de dgua nos tecidos vegetati-
vos (Bartels; Hussain, 2011). Conjuntos de dados derivados de abordagens
“Omicas” dessas espécies sdo um recurso crescente para a descoberta de novas
caracteristicas genéticas, cujo emprego biotecnoldgico pode contribuir para
aadaptacgio a estresses abidticos. Muitas dessas caracteristicas sio exclusivas
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de espécies individuais (ou um pequeno grupo de espécies relacionadas) ou
pertencem a familias de genes presentes em muitas espécies de plantas que
se diversificaram funcionalmente através de duplicacéo e selecdo adaptativa
(Gollery et al., 2006; Horan et al., 2008). Particularmente, os genes de fungao
ora desconhecida representam 20-40% dos genes de cada novo genoma se-
quenciado, constituindo a maioria das diferencas espécie-especificas (Gollery
etal., 2006, 2007), e, potencialmente, sido associados a mecanismos adaptati-
vos, incluindo tolerdncia a estresses (Mittler; Blumwald, 2010).

A familia Velloziaceae de angiospermas ¢ a que contém mais espécies
tolerantes a desseca¢io (aproximadamente 200 de suas 270 espécies). Mais
de 80% das espécies de Velloziaceae ocorrem na América do Sul, onde é en-
contrada também a maior diversidade morfolégica. O maior género, Vellozia,
compreende espécies tanto tolerantes quanto sensiveis a dessecagio, ofere-
cendo um excelente modelo para estudar a evolugdo dos caracteres de tole-
rncia a dessecagdo e a seca. V. nivea e V. intermedia, espécies respectivamente
tolerantes e sensiveis a dessecacdo, sdo ambas tolerantes a seca, endémicas
dos campos rupestres brasileiros e altamente adaptadas as suas condi¢des ex-
tremas. Esses ambientes sdo caracterizados por uma esta¢do seca prolongada,
tipicamente entre o final do outono e o inicio da primavera, alta radia¢do solar
e solos rochosos, pouco profundos e pobres em nutrientes, particularmente
fosforo. Ao contrario da maioria das espécies-modelo de plantas, as quais
se originam de ambientes onde nitrogénio é o principal nutriente limitante,
o género Vellozia evoluiu em um ambiente onde f6sforo ¢ o nutriente mais
limitante, tornando-se um modelo valioso para culturas cultivadas em solos
tropicais, nos quais a baixissima disponibilidade desse mineral impera. O
grupo vem explorando genomas, transcritomas e metabolomas de V. nivea
e V. intermedia, além de outras espécies de Velloziaceae. O conhecimento
decorrente ajudara na identificagdo de genes e vias subjacentes a adapta-
¢do dessas espécies aos seus ambientes limitantes, auxiliando na geragao de
futuros genoétipos agricolas com capacidade aumentada de produgdo em
ambientes marginais.

A sobrevivéncia das plantas a condigdes estressantes envolve uma combi-
nac¢io de mecanismos adaptativos que vao além da contribuicio exclusiva de
seus genomas (Rodriguez et al., 2008; Lau; Lennon, 2012). Microrganismos
associados aos tecidos vegetais cumprem papel na adaptagao das plantas
a estresses bidticos e abidticos e desempenham um papel fundamental na
plasticidade fenotipica vegetal (Woodward et al., 2012; Coleman-Derr; Tringe,
2014). Além disso, avangos recentes tém mostrado a existéncia de uma co-
munidade microbiana inexplorada com impacto significativo nos seus hos-
pedeiros (Bulgarelli et al., 2013; Souza et al., 2016). Esses achados tornam
a pesquisa de microbiomas uma importante fonte de recursos genéticos e
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biologicos para uso biotecnoldgico na melhoria da adaptagiao de plantas a
condigdes estressantes.

Tradicionalmente, a pesquisa em microrganismos associados as plan-
tas é fundamentada em técnicas dependentes de cultivo, que se baseiam no
isolamento e no cultivo de microrganismos. Porém, o uso restrito dessas
metodologias de cultivo pode enviesar a amostragem da microbiota, uma
vez que apenas os microrganismos capazes de crescer nos meios de cultivo
sao amostrados. Além disso, essas metodologias nao trazem informagoes a
respeito da real abundéncia ou da contribuicdo funcional real do isolado em
seu habitat de origem. Mais recentemente, ferramentas de sequenciamento
em larga escala permitiram o acesso a diversidade microbiana de forma in-
dependente de cultivo, possibilitando o mapeamento mais preciso do perfil
filogenético e funcional da microbiota associada as plantas. Porém, apesar
das técnicas de sequenciamento elucidarem questoes vitais do microbioma
associado as plantas, o isolamento de microrganismos ainda é necessario para
aplicagoes biotecnoldgicas. No entanto, mesmo que sejam complementares,
ambas as estratégias raramente sdo utilizadas em conjunto.

Diferentemente das abordagens tradicionais, o pipeline de investigagdo em
microbioma faz uso das técnicas dependentes e independentes de cultivo de
forma concomitante. O uso das ferramentas de investigagdo gendmica traz
informagdes a respeito de diversidade, padrdes de colonizagdo e fun¢des
desempenhadas pela microbiota em associacdo com a planta. Esses dados
permitem identificar os microrganismos mais eficientes na associagdo com
plantas e na promogao do crescimento vegetal. Com base nessas informagoes,
sdo desenhadas comunidades microbianas sintéticas utilizando a colegdo de
microrganismos isolados (Armanbhi et al., 2018). As comunidades sintéticas
sdo validadas em experimentos de inoculagdo para avaliacdo da capacidade
de aumentar a tolerincia a estresses e manter a produtividade das plantas
mesmo em condi¢des desfavoraveis.

De maneira complementar e sinérgica a exploragdo de espécies vegetais
dos campos rupestres, essa abordagem vem sendo aplicada no pipeline para
investigar as estratégias pelas quais os microrganismos contribuem para a
sobrevivéncia vegetal nas condigdes estressantes desses habitats. Isso se baseia
no pressuposto de que as comunidades microbianas associadas a espécies
vegetais que evoluiram em ambientes historicamente expostos a seca e a es-
cassez nutricional sdo mais propensas a promover tolerancia a esses estresses
na planta do que os microrganismos originados em ambientes onde esses
recursos nao sao limitantes (Rodriguez et al., 2008; Redman et al., 2011; Lau;
Lennon, 2012). Esses estudos estio em andamento e vém permitindo o ma-
peamento da composicio, da abundancia e da diversidade de comunidades
bacterianas e fiingicas associadas com plantas nativas adaptadas a ambientes
limitantes; criagdo de uma cole¢do abrangente de microrganismos associados
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a essas espécies; a investigacao das interagdes de plantas e microrganismos
relacionados ao crescimento de plantas sob condi¢des estressantes; e a analise
ampla dos genomas dos microbiomas (metagenomas, produzidos a partir de
DNA recuperado diretamente das amostras) em busca de fungdes génicas
relacionadas a tolerancia a estresses.

Os microbiomas associados a Velloziaceae e outras espécies dos campos
rupestres ndo haviam sido caracterizados até recentemente. Um primeiro
estudo realizado pelo GCCRC, o Joint Genome Institute (JGI, EUA) e outros
parceiros descreve a identificagdo de grande diversidade e novidade bacte-
riana e fingica nos microbiomas de duas Velloziaceae endémicas que habitam
solo e rocha em campos rupestres na Serra do Cipé (MG) (Camargo et al.,
2019). A diversidade e a abundéncia microbianas nos compartimentos epi-
fiticos (externo) e endofiticos (interno) de raizes, caules, folhas e substratos
foram avaliadas por sequenciamento de marcadores moleculares. Também
se sequenciaram os metagenomas de raizes e substratos de cada espécie. Os
resultados compdem os primeiros bancos de dados de microbiomas associa-
dos a espécies de Velloziaceae endémicas dos campos rupestres. Esses acha-
dos subsidiarao significativamente a descoberta de novos microrganismos e,
consequentemente, a potencial obten¢do de novos inoculantes.

2.2 Prova de conceito

A etapa de prova de conceito envolve desde o desenho das construgdes géni-
cas que serdo inseridas nas plantas de milho para desenvolvimento de eventos
transgénicos ou editados e o preparo de inoculantes microbianos até o teste
das tecnologias desenvolvidas em ambientes controlados e, em pequena es-
cala, no campo.

Apds a definicdo das construgdes génicas contendo genes candidatos e
sequéncias reguladoras, as equipes de Construgao de vetores e Genotipagem,
conforme mostrado na Figura 1, constroem os vetores e iniciam a fase de vali-
dagido das moléculas de DNA recombinante, usando sequenciamento e outras
ferramentas de biologia molecular. Uma vez disponibilizadas as constru-
¢Oes génicas validadas, a equipe de Transformacao é acionada para realizar a
transformacao genética da espécie-alvo, o milho. A equipe de Transformagao
realiza transformac¢ao de milho usando protocolos otimizados localmente e
gendtipos de milho adequados. A plataforma de transformagao foi projetada
para transformar rotineiramente embrides imaturos, usando semanalmente
as construgoes de genes fornecidas pelas equipes de Construgao de vetores
e Genotipagem. A equipe de Transformacao estd constantemente aperfei-
¢oando os protocolos de transformacio de milho por meio de parcerias es-
tabelecidas com parceiros nacionais e internacionais. Alternativamente, para
estratégias baseadas em genes candidatos (ou seus genes relacionados) que
sao identificados em milho, métodos de edigdo génica estao sendo utilizados
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para realizar modificagdes especificas. Essa abordagem tem sido utilizada
paralelamente, visando a obtencéo de ativos biotecnoldgicos. As plantas rege-
neradas sdo avaliadas quanto ao nimero de copias e ao nivel de expresséo, e as
plantas editadas sdo avaliadas quanto a presenga do alelo editado por meio de
sequenciamento. Uma vez confirmada a transformacao ou edi¢ao génica, as
plantas sdo consideradas eventos de transgénicos e editados, respectivamente,
e sdo posteriormente transferidas a casa de vegetagao para cruzamento (ou
autofecundacdo) e fenotipagem pela equipe de Fenotipagem.

Microrganismos com potencial fun¢do na tolerancia de plantas a estresses
abidticos descobertos pela equipe de Descoberta sdo organizados em comu-
nidades microbianas sintéticas. Inoculantes compreendendo diferentes com-
bina¢des de microrganismos e/ou comunidades microbianas sao preparados
e utilizados nos experimentos para valida¢do de sua eficicia, realizada pela
equipe de Fenotipagem a partir da avaliacao de sua capacidade em promover
tolerancia de plantas as condi¢des abidticas.

A avaliacdo fenotipica das plantas é uma das fases mais importantes em
qualquer programa de desenvolvimento de cultivares, pois definird quais ge-
ndtipos serdo eliminados e quais prosseguirdo para as etapas seguintes. Em
pipelines de biotecnologia, essa fase é ainda mais importante, principalmente
para caracteres de tolerancia a estresses abi6ticos, como estresse hidrico e calor.
Essas sao caracteristicas complexas, e muitas vezes o efeito do transgene, do
alelo editado e/ou do inoculante conferindo tolerdncia podera ser significativo,
mas dificil de ser separado do efeito do background genético da planta. Em
um pipeline em que centenas de transgenes, alelos editados e/ou inoculantes
e milhares de plantas devem ser avaliadas, um procedimento de sele¢do ra-
pido e confidvel é necessario para eliminar descobertas pouco promissoras.
Os instrumentos convencionalmente usados na rotina dos laboratdrios para
avaliar a condigdo fisioldgica das plantas sao confidveis, mas muitas vezes
requerem amostragens destrutivas, além de permitirem apenas avaliagdes
pontuais. Instrumentos adequados para uma avaliagdo fenotipica continua e
em tempo real permitem avaliar mais detalhadamente a resposta fisiologica
das plantas as varidveis ambientais e aos tratamentos sendo aplicados e podem
fornecer informagoes adicionais com potencial de melhorar o entendimento
da resposta fenotipica. Varias tecnologias nao invasivas e nao destrutivas emer-
giram no ambito da fenotipagem de plantas nos tltimos anos, entre elas a
espectroscopia, a fluorescéncia, a termografia e a captura de imagem digital.
Essas novas tecnologias estdo sendo empregadas para incrementar a quan-
tidade, a qualidade e a pluralidade dos caracteres medidos e permitir, com
o apoio de andlises estatisticas modernas, a distin¢do de efeitos fenotipicos.

Na maioria dos pipelines de biotecnologia, a avaliacao de eventos trans-
génicos, editados e/ou inoculantes microbianos ¢ realizada em trés etapas: 1)
Triagem inicial, realizada em cdmara de crescimento e/ou casa de vegetagao;
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2) Caracterizagao detalhada, em casa de vegetacao; e 3) Fenotipagem, reali-
zada em experimenta¢ao no campo. Os ambientes controlados, como cama-
ras de crescimento e casa de vegetagdo, contam com plataforma de fendmica
de baixo custo, que utiliza sensores e cimaras para monitorar os ambientes e
as respostas das plantas aos tratamentos aplicados. Na fase de triagem inicial,
as plantas sdo avaliadas quanto a sua resisténcia a estresses a ciclos curtos de
calor e seca, durante o estagio vegetativo. Os caracteres sdo medidos em par-
tes aéreas e raizes de plantulas, de acordo com o efeito esperado do evento ou
do inoculante testado. Na fase de caracterizacio detalhada, as plantas sio ava-
liadas durante todo o ciclo de desenvolvimento, incluindo estagio reprodutivo
e produgdo de graos. Varias avaliagdes biométricas e fisioldgicas sdo realiza-
das em diferentes momentos do desenvolvimento, e os eventos promissores
sao avaliados quanto ao nimero de cdpias, os niveis de expressao, os perfis
proteicos e metabolomicos, entre outros, para caracterizar e compreender o
efeito do gene/constru¢ao e dos microrganismos aplicados a planta.

A plataforma de fendmica de baixo custo desenvolvida no Centro
conta com sensores e cameras fotograficas que acompanham, continua-
mente e em tempo real, a resposta fenotipica das plantas (Armanhi, 2018).
Microcontroladores Raspberry Pi e Arduino controlam automaticamente
as leituras dos sensores que monitoram o ambiente (intensidade luminosa,
umidade relativa do ar e temperatura) e a resposta individual das plantas
(temperatura foliar, umidade do substrato e perda de agua do sistema va-
so-planta). Além dos pardmetros registrados, outros podem ser obtidos de
forma indireta, como o déficit de pressao de vapor (vapor-pressure deficit,
VPD), parametro que indica a propensao da planta a perder dgua para o am-
biente, e a evapotranspiragio, através da perda de agua do sistema vaso-planta.
Os dados registrados sao estatisticamente tratados, armazenados e enviados
para um servidor local. Um website desenvolvido internamente possibilita
a visualiza¢do grafica de todos os pardmetros mencionados em tempo real.

Os microcomputadores também controlam automaticamente cameras
fotograficas, que registram as plantas em diferentes angulos, na frequéncia
desejada, e enviam as imagens para o servidor local. Toda a série temporal de
imagens é acessada remotamente, sendo utilizada para avaliagdes biométricas
das plantas através de softwares disponiveis para andlise de imagens. As ima-
gens também podem ser utilizadas para construgdo de videos time-lapse, tteis
na visualizagdo da resposta continua ao longo do tempo, além de permitir a
observagdo de pequenas variagdes ao longo do dia, como o movimento de
expansio e enrolamento das folhas em resposta as variagdes na intensidade
luminosa e na temperatura do ambiente, por exemplo.

A Figura 5 ilustra alguns aspectos da plataforma de fendmica instalada
na casa de vegetagdo. Balangas sio utilizadas para monitorar o peso do vaso
ao longo do experimento (Figura 5A). Antes do inicio de cada experimento,
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uma calibragdo das balangas é realizada para verificar seu funcionamento e
a qualidade das medidas. Uma cdmera fotografica é instalada para registrar
o crescimento das plantas em tempo real (Figura 5B). Cameras e sensores
instalados nas plantas, no vaso e no ambiente monitoram constantemente
o peso do sistema vaso-planta, a umidade do solo/substrato, a temperatura
foliar, além da temperatura, a umidade relativa e a intensidade luminosa do
ambiente (Figura 5C).

Ap0s as fases de avaliagdes em ambientes controlados, eventos e inocu-
lantes promissores sao selecionados com base no aumento da resisténcia
aos estresses de seca e calor (por exemplo, maior taxa de crescimento, me-
nor temperatura foliar, menor perda de agua, maior eficiéncia fotossintética,
entre outros) em comparagdo com plantas controle, e passam para a fase de
avaliacdo no campo.

Na fase de fenotipagem em campo, os eventos testados sao avaliados em
experimentos com restri¢do hidrica, na fase reprodutiva, em ao menos trés
ambientes e duas épocas diferentes. Caracteristicas agronomicas e produgao
de grios sao avaliadas. Eventos que demonstrarem superioridade em relagéo
aos controles, em mais de um local e época, sdo selecionados e seguem para as
proximas etapas do pipeline, em que otimizagdes de construgdes, introgressao
em germoplasma elite e testes em larga escala sdo realizados.

2.3 Melhoramento, testes em larga escala,
pré-lancamento e lancamento
As etapas do pipeline de pesquisa posteriores a prova de conceito sdo rea-
lizadas em parceria com instituicdes publicas e privadas que mostrarem
interesse em avancar no desenvolvimento das tecnologias geradas para pos-
terior comercializagéo.

Ap0s a fase de prova de conceito, um transgene, alelo editado e/ou inocu-
lante microbiano que mostrou efeito superior em campo, na tolerancia a seca
e calor, quando comparado aos tratamentos controles, podera ser explorado
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em pipelines de desenvolvimento de produtos. Genes e alelos editados podem
ser incorporados em programas de melhoramento como fonte adicional de
variabilidade para tolerancia a estresses abioticos. Testes em larga escala, em
varios locais e anos, devem ser realizados como parte da rotina de sele¢ao
de genotipos superiores nos programas de melhoramento, podendo indicar
o potencial de ganhos que a introdugdo do gene ou alelo editado podera
gerar em novas cultivares. A equipe trabalha conjuntamente com parceiros
para garantir uma Otima avaliagdo dos eventos desenvolvidos pelo centro,
seguindo todas as normas de biosseguranca exigidas.

Do mesmo modo, inoculantes microbianos que apresentarem perfor-
mance superior em testes de campo em prova de conceito devem ser investi-
gados em testes ampliados, principalmente para avaliar os efeitos da interagao
gendtipo x inoculante e o desempenho em diferentes locais e épocas. Além
de eficacia agrondmica, o processo de desenvolvimento de um inoculante
comercial envolve uma série de testes visando identificar a melhor formula-
¢d0, a dose a ser aplicada, as condigdes de aplicacdo e armazenamento, entre
outros, seguindo as recomendagdes do Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento (MAPA).

A equipe de inovacdo desenvolvera a¢des para: (i) colaboracéo e prospec-
¢do de parcerias; (ii) avaliagdo de tecnologias; (iii) mapeamento e monitora-
mento dos mercados potenciais de nossas tecnologias. Todas essas atividades
sdo incorporadas ao Plano Estratégico, que funciona como uma diretriz para
o pipeline e compde a vitrine de tecnologias. Nesse ponto, o estabelecimento
de parcerias com empresas privadas pode fornecer informac¢des e deman-
das para orientar o desenvolvimento de solugdes tecnologicas aplicaveis, em
alinhamento com as demandas do mercado, e facilitar a transferéncia em
futuros negocios.

A transferéncia de tecnologia deve considerar a concepg¢ao de novos mo-
delos comerciais, que justifiquem a exploracdo do mercado das tecnologias
em novas variedades e/ou hibridos de diversas culturas. Alguns desses mo-
delos podem considerar licencas e beneficios de exploracio comercial que
contemplem investimentos feitos pelo licenciado em processos de regula-
mentacdo e administragio e desenvolvimento de produtos, uma vez que o
objetivo é o avanco das tecnologias a fase de prova de conceito.

3 Consideracgodes Finais

O GCCRC tem como alvo de pesquisa a cultura do milho, mas as tec-
nologias desenvolvidas poderdo potencialmente ser transferidas para de-
mais culturas agricolas. O GCCRC construiu uma infraestrutura moderna
para atender as demandas do pipeline, com novas casas de vegetacao e
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laboratdrios de transformagdo de plantas, biologia molecular, bioinfor-
matica e fenotipagem. Esse tltimo, em particular, possui tecnologia que
incorpora diversos sensores de baixo custo e alta precisao e sistemas de
informagéo, desenvolvida localmente para a coleta de grande numero de
dados fenotipicos em tempo real. Os primeiros resultados cientificos e tec-
nologicos ja estdo sendo alcangados. Genes inexplorados e ora de fungdo
desconhecida, associados a respostas a estresses abidticos, foram desco-
bertos, e os primeiros estdo em fase de prova de conceito em milho e em
testes de campo em cana-de-agucar. A equipe ja domina a tecnologia de
edigdo génica em milho, e plantas editadas estdo sendo geradas de forma
continua. Comunidades microbianas sintéticas compostas por microrga-
nismos benéficos, que aumentam o rendimento de milho em condigdes
estressantes, foram descobertas e testadas em condi¢bes controladas e no
campo. Recentes esfor¢os no sequenciamento e na montagem dos genomas
e microbiomas de plantas dos campos rupestres abrem um caminho novo
a ser explorado, em busca de novos genes e microrganismos adaptados a
ambientes hidrica e nutricionalmente limitantes. Seguindo o racional de
pipeline, novos genes e microrganismos estdo continuamente sendo des-
cobertos e testados.

As pesquisas desenvolvidas no ambito do GCCRC véao promover a im-
plantacao da agricultura digital, uma vez que propiciarao o desenvolvimento
de novas cultivares, com modificagdes genéticas que incorporam caracteris-
ticas de tolerancia a seca e outros estresses, contribuindo para que o pais seja
capaz de aumentar sua produtividade de forma sustentavel, com economia
de recursos naturais.
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