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Resumo: Analisa as utiliza¢oes do sistema Crispr/Cas-9 no melhoramento vegetal. Por
meio de revisdo narrativa de literatura realizada na base de dados Scopus, foi criado um
protocolo de pesquisa para selecionar os artigos a partir de critérios de exclusao e inclusao.
Os dados desta pesquisa indicam a maior concentracio de trabalhos no continente
asidtico, tendo a China se apresentando como principal expoente em pesquisas na drea,
com um foco muito grande no melhoramento de Oriza sativa e Solanum lycopersicum.
Esses estudos na maioria das vezes buscam o aumento na produtividade e a tolerincia a
estresse abidtico e bidtico isso por que hd uma crescente busca por melhoria da qualidade
dos graos e melhoria da resisténcia a estresses diante do aquecimento climatico.

Palavras-chaves: Biotecnologia. Edi¢ao genética em plantas. Espécies vegetais

Abstract: Analyze the uses of the Crispr/Cas-9 system in plant improvement, through a
systematic literature review carried out in the Scopus database. A research protocol was
developed to select articles based on exclusion and inclusion criteria. The data from this
research indicate the greatest concentration of works in the Asian continent, with China
presenting itself as the main exponent in research in the area, with a great focus on the
improvement of Oriza sativa and Solanum lycopersicum. These studies most often seek to
increase productivity and tolerance to abiotic and biotic stress because there is a growing
search for improvement in grain quality and improved resistance to stresses in the face of
climate warming.

Keywords: Biotechnology. Genetic editing in plants. Plant species

INTRODUGAO

Nos ultimos anos um grande avan¢o na area da gené-
tica vem chamando a atengdo dos pesquisadores ao redor do
mundo, isso porque esta ocorrendo o desenvolvimento de
varias ferramentas biotecnoldgicas de edicdo genética, entre
elas, uma que tém chamado a aten¢ao de todos ¢é a ferramenta
CRISPR/Cas-9 (Repetigdes Palindromicas Curtas Agrupa-
das e Regularmente Interespacadas conjugado com a protei-
na Cas-9) que apresenta uma enorme perspectiva na area da
biologia molecular sendo capaz de editar genes com alta pre-
cisdo sendo uma metodologia rapida, facil e com baixo custo
em compara¢do com as outras técnicas de edigcdo genética,
podendo assim, trazer muitas possibilidades de manipulagdo
genética, principalmente no melhoramento de varias cultu-
ras ao redor mundo. Com isso, o investimento nessa area de
pesquisa esta crescendo exponencialmente em varios paises
desenvolvidos e por isso o objetivo deste estudo foi desen-
volver uma revisdo sistematica sobre a utilizacdo do sistema
Crispr/Cas-9 no melhoramento vegetal, buscando entender
a aplicagdo desse sistema nas culturas vegetais pelo mundo.
Compreender o progresso dessa técnica se faz necessario para

UT\L\ZAQ/:\O DO SISTEMA CRISPR/CAS-9 NO MELHORAMENTO VEGETAL:
REVISAO SISTEMATICA DE LITERATURA



IEVISTA

Mosaicum

NUMERO 33, jan.fjun. 2021
elSSN 1980-4180 ]

87

entender melhor como esta ocorrendo o seu desenvolvimen-
to, indicando assim, quais os futuros caminhos dos estudos
nessa area. Ja que a utilizacdo do CRISPR/cas-9 na industria
agricola apresenta enorme potencial de acelerar o melhora-
mento genético de plantas, auxiliando os agricultores a supe-
rarem os principais desafios que acometem as lavouras, pois
se trata de uma ferramenta capaz de introduzir modificagoes
pontuais no genoma de plantas.

REFERENCIAL TEORICO

O sistema Crispr/Cas-9 é compreendido a partir do
sistema imune dos procariotos (Van der oost et al., 2009) e
estd presente na maioria das bactérias e em muitas archaeas
(Grissa et al., 2007). Esse sistema atua como uma ferramenta
de defesa bacteriana contra infec¢do causada por virus, um
mecanismo de resisténcia adquirido contra bacteriéfagos
(Deveau et al., 2008). A forma como esse mecanismo atua
chamou a atengdo de varios pesquisadores nos ultimos anos,
tornando possivel a utilizacao dessa ferramenta como uma
técnica biotecnologica de edigdo do genoma de seres vivos
em geral (Pennisi, 2014)

O sistema Crispr/Cas-9 esta revolucionando a biologia
molecular nos ultimos anos, pois se trata de uma ferramenta
eficiente, altamente especifica e programavel (Leadford, 2015;
Doudna & Charpentier, 2014). Esta se tornando a técnica de
escolha por muitos pesquisadores que trabalham com edigao
de genomas, levando a rapida adogao por varios laboratérios
ao redor do mundo (Brandt & Barrangou, 2019), trazendo no-
vas possibilidades de manipula¢ao dos genomas dos seres vi-
vos. Essa tecnologia promete mudar o curso da pesquisa agri-
cola (Doudna & Charpentier, 2014), pois pode ser uma solu¢ao
efetiva para problemas no melhoramento vegetal, aumentando
o rendimento e a qualidade das colheitas (Gao, 2018).

Sendo uma das técnicas mais utilizadas pelos cientistas
nos ultimos anos em todo o mundo, torna-se imprescindivel
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que se conhega suas aplicagdes e que se tenham informagoes
precisas sobre este sistema. Por isso, uma revisdo sistematica
pode oferecer aos pesquisadores uma sintese de informagoes
selecionadas e criteriosas para futuras investigagdes, ja que
¢ uma forma de pesquisa que utiliza como fonte de dados a
literatura sobre determinado tema. Esse tipo de investigagdo
disponibiliza um resumo das evidéncias relacionadas a uma
estratégia de intervengao especifica, mediante a aplicacao de
métodos explicitos e sistematizados de busca e apreciagao cri-
tica (Linde & Willich, 2003).

MATERIAL E METODOS

A revisao foi dividida em quatro etapas: Busca piloto,
Planejamento, Execu¢ao e Sumarizagao.

I Busca piloto: No intuito de verificar o estado da arte sobre
a utiliza¢do do sistema Crispr/Cas-9 para o melhoramento
vegetal nos ultimos anos, foram realizadas buscas nos bancos
de dados Scopus (www.scopus.com) e Web of Science (www.
webofknowledge.com). Para tentar contemplar ao maximo o
tema proposto, criou-se sete Strings (combinagdes de pala-
vras chaves com buscadores booleanos) de busca com as pa-
lavras Crispr AND Cas-9 em comum combinadas com outras
palavras-chave como: “plants” OR “vegetables” OR “seeds”
OR “grains” OR “monocot” OR “dicot” OR “fruit” OR “ce-
real” OR “leaf”. As strings de busca usadas no banco de dados
encontram-se na figura 1. Como critério inicial de selegao,
utilizou-se um filtro com publica¢des escrita apenas em “in-
glés” e publicadas no ano de “2019” sobre o sistema CRISPR/
CAS-9 no melhoramento das plantas.

Figura 1 - Sete Strings de busca utilizadas para coleta
dos documentos no banco de dados Scopus

II Planejamento: Para diminuir a fonte de literatura, utilizou-se
apenas um banco de dados que foi o Scopus, uma vez que, a
mesma apresentou um numero de artigos significativamente

THARCILLA NASCIMENTO DA SILVA MACENA — NAIANE OLIVEIRA SANTOS
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grande que correspondem ao problema proposto nesta pesqui-
sa, a exclusdo do banco de dados Web of Science essa base foi

Strings de busca
("Crispr" OR "Cas-9" AND "plants" OR "vegetables")
("Crispr" OR "Cas-9" AND "seeds" OR "grains")
("Crispr" OR "Cas-9" AND "monocot" OR "monocotiledonous")
("Crispr" OR "Cas-9" AND "dicot" OR "dicotiledonous")
("Crispr" OR "Cas-9" AND "fruit")
("Crispr" OR "Cas-9" AND "leaf”)
("Crispr" OR "Cas-9" AND "cereal")

excluida devido a mesma ter apresentado publicagdes que tam-
bém vieram na pesquisa da Scopus A conducao desta

IIT Execugdo: Os resultados da busca no banco de dados foram
importados no formato BIBITEX para o software StArt (Esta-
do da Arte através da Revisao Sistemadtica) desenvolvido pela
Universidade de Sdo Carlos (UFSCAR) disponivel para down-

Tabela 1 - Protocolo de pesquisa

Tabela L. Protacolo de Revisho Sistemsiticn

Titula: TTILIZAGAO DO SISTEMA CRISPRICAS- NO
MEL VEGETAL

Pesquisadores: Alves, 1. V. A Gongalves, M. A_S., Macena, T.N.S.

Descriso: Esie artigo & uma revisho sisiemstica realizada partis de esudos do
ano de 2019, sobre a uilizaglo do sistemn CRISPR-CAS9 no
melboramento vegetal.

Objetivos: Compreender com o sistems CRISPR-CAS® estd.sendo wilizada

03 i3 dnos bo melborameato vegetal
Questes principats: QL. Quais paises mais uilizam a técuica CRISPRICASS 1o
‘melboramento vegetal
Q4. Quais sdo a5 espécies utilizadas”
Q3. O sistema CRISPRICAS-9 st sendo aplicado cum quals reas
de afiagho po melhoramento vegelal?

Palavias chaves: CRISPRICAS-9, Plaitas, semnentes, grios, futas ¢ folha

Tdioma dos artigos: Apenas Inghts

1) Termos po resumo (~Crisps™ OR "Cas-9"
“vegetal” OR "sementes” OR “grdos™ OR ™
12" OR “cereal” OR *

Critérios, . ) x
eritérios E): ] 19,

(E) Teses, dissertagaes ¢ mamunis:

(E) Artigos de revisdo;

(E) Antigos publicadas antes de 2019

(E) Artigos que o conteaple a aplicasto do sistema CRISPR-

Cas'9 em alguma sequéncia.

Tipe de estudo Artigos de pesquisa

(Crispe” OR “Cas9") AND (“plantas™ OR “vegelal" OR

Seles o fnicial dos artigos “sementes’ OR “grios” OR “monocetiledéaen” OR “dicotiledinea”
OR “fruta” OR “cereal”™ OR “folhu’) ¢ Artigos que utilizam o
sistema CRISPR.- Cac/9 em algguma sequiéncia na planta.

Informsagics pars extragio Pais do estudo, sequéaia alvo, espésic vesel. rea de stiagio,
fingio molecular ¢ medida de cfeito.
Sumarizagao: Gréficos,tabelas ¢ fguras.
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load no link (http://lapes.dc.ufscar.br/tools/start tool).

Na selegao, os artigos importados passaram por critérios
de inclusdo e exclusdo de acordo com a figura 2, a partir do
resumo, podendo ser aceito, rejeitado ou excluido (caso de pu-
blicagdes duplicadas). No processo de extragdo os artigos fo-
ram triados a partir da leitura dos textos completo e alguns
foram rejeitados de acordo com os critérios de exclusao. Ja os
artigos que ndo foram excluidos a partir desse tltimo critério
de exclusdo foram selecionados e passaram por um processo
de extragao de dados tais como: Pais do estudo, espécie vegetal,
area de atuagao, fun¢ao molecular e medida de efeito.

Figura 2 - Pontos usados como critérios de inclusdo (I) e exclusao (E)

Critérios de inclusdo

(I) Artigos que contém no titulo, resumos ou palavras chaves os termos (“Crispr”™ OR “Cas-9") AND
(“plants™ OR “vegetables” OR “seeds” OR “grains” OR “monocot™ OR “dicot™ OR “fruits™ OR
“cereal” OR “leaf™).

(I) artigos escritos em inglés;
(I) Artigos publicados em 2019.
Critérios de exclusio
(E) Teses, dissertagdes e manuais;
(E) Antigos de revisdo;
(E) Artigos publicados antes de 2019;

(E) Artigos que ndo contemple a aplicagdo do sistema CRISPR/Cas-9 em alguma sequéncia.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As buscas realizadas no banco de dados Scopus utili-

THARCILLA NASCIMENTO DA SILVA MACENA — NAIANE OLIVEIRA SANTOS
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zando as sete strings envolvendo o sistema Crispr/Cas-9 no
melhoramento vegetal retornou um total de 1942 artigos, a
partir destes foi utilizado um filtro para os artigos em inglés,
publicados em 2019, restando apenas 500 artigos, que foram
importados para o programa StArt, onde ocorreu todo o pro-
cesso de inclusdo e exclusdo dos artigos como mostra a figura
3. A exclusao dos artigos foi direcionada a partir dos artigos
duplicados ou de acordo com o critério de exclusao aplicado
no resumo e texto completo. Apos o processo de exclusdo dos
duplicados e o processo de selegao, restaram apenas 11% do to-
tal de 1942 artigos sendo selecionados no final, apenas 7,8% ou
214 artigos. Na fase de extragdo, dos 214 artigos previamente
selecionados, 71% dos artigos foram aceitos e 29% foram ex-
cluidos, restando apenas 152 artigos para serem analisados.

Figura 3 - PRISMA flow diagram. Processo de escolha dos artigos a partir
da aplicagdo dos critérios de inclusdo e exclusao dos artigos coletados

Distribuicao geografica dos artigos

Registros identificados por meio de Registros excluidos de acordo com o
pesquisa no banco de dados L | critério de selecdo inicial (Artigo em
(Scopus) inglés, publicados em 2019)
(n=1942) (n=1442)
Registros selecionados Artigos duplicados
(n=500) (n=132)

|

Registros apés duplicagio
removidos [——b
(n=368)

|

Artigos para leitura de texto

Artigos excluidos pelo critério de
exclusdo com base na leitura dos
resumos
(n=154)

Artigos excluidos pelo crtitério de
exclusdo com base na leitura do
artigo completo
(n=62)

completo 5
(n=214)

Artigos aceitos
(n=152)
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A maioria dos estudos foi realizada na Asia, aproximada-
mente 75% ou 114 dos artigos analisados, sendo que a China
apresenta 79% ou 90 artigos deste valor como mostra a figura
4, indicando que ¢ o principal pais que utiliza o sistema Cris-
pr/Cas-9 no melhoramento de plantas. Ja a Europa, América,
Oceania e Africa apresentam aproximadamente 10%, 12%, 2%,
1% dos artigos, respectivamente.

O grande interesse dos paises asidticos no estudo do sis-
tema Crispr/Cas-9 no melhoramento vegetal provavelmente
decorre do fato de que esses paises estdao no centro de produgdo
de varias cultivares sendo a China o pais com maior rendimen-
to agricola no mundo, isso pelo fato segundo Xu et al. (2017)
do governo chinés ter feito grandes esforcos em inovagao em
ciéncia e tecnologia agricola, especialmente no melhoramen-
to de novas cultivares e melhorias nas praticas agronémicas
para lidar com o ambiente em mudanga. Isso porque a Chi-
na configura-se como a nagdo em maior expansiao economica
no mundo, com o produto interno bruto (PIB) superior a US$
12 trilhdes. A China também expandiu seus esforcos além de
suas fronteiras em 2017, quando a empresa estatal ChemChi-
na comprou a Syngenta, com sede na Sui¢a - uma das quatro
maiores empresas do mundo, com uma grande equipe de P&D
trabalhando com o CRISPR - por US$ 43 bilhdes (Cohen,
2019). Isto potencializou o pais em relacao a edi¢ao genética
por Crispr, ja que a empresa é uma das maiores em protegdo de
cultivo e biotecnologia e possibilitou um relacionamento pro-
ximo entre o governo, industria e academia.

Figura 4 - Principais paises produtores de conhecimento sobre o
Crispr/Cas-9 no melhoramento vegetal

THARCILLA NASCIMENTO DA SILVA MACENA — NAIANE OLIVEIRA SANTOS
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Distribuicao de espécies dos artigos

Numero de paises
100

%

Principais paises

Nome dos paises

Na analise dos artigos a espécie Oriza sativa foi a mais
comum, representando cerca de 39% dos artigos, seguida de
Arabidopsis thaliana 10%, Solanum lycopersicum 9% e Glyci-
ne max L. 4,6% como esta representado na Figura 5. A espé-
cie Oriza sativa é predominante no continente Asiatico sendo
mais frequente na China, ji que 95% dos artigos da Asia e 80%
da China sobre o Crispr/Cas-9 no melhoramento vegetal sao
sobre a Oriza sativa, isso pode ser explicado pelo fato da nagao
asiatica concentrar 7% das areas agricultaveis de todo o plane-
ta. Além de ser 95% autossuficiente na produgéao de trigo, arroz
e milho, graos que sao a base da alimentagao de seu 1,4 bilhao
de habitantes, a China é responsavel por alimentar 20% da po-
pulacdo mundial (Eler, 2018).

Os dados apresentam uma grande similaridade em rela-
¢do a revisdo feita entre 2014-2017 (Ricroch, 2017), indican-
do que as pesquisas continuam voltadas para o melhoramento
dessas culturas. Ressaltando que a China é o maior produtor de
Oriza sativa e Solanum lycopersicum. A Arabidopsis thaliana
que ndo apresenta grande importancia econdmica direta, mas
¢ utilizada como planta modelo, oferecendo diversas vantagens
nos estudos de investigagdo em genética e biologia molecular
ao redor do mundo.

THARCILLA NASCIMENTO DA SILVA MACENA — NAIANE OLIVEIRA SANTOS
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Figura 5 - Principais espécies de plantas encontradas nos artigos
analisados sobre Crispr/Cas-9 no melhoramento vegetal em 2019

Principais espécies

= 0nzasama  drabidops s thaliana

= Solaram Iycopersicim = Glycine max L.

Zeamays Nicotienasp.

Ouras

HLICA%}UI:b DO SISITEMA URISPR/CUCAS™SY NO MELHORAMENIO

VEGETAL

Para avalia¢do das aplicagoes do sistema Crispr/Cas-9 no
melhoramento vegetal, foram criadas oito categorias de acordo
com uma analise prévia de todos os artigos selecionados, es-
sas categorias foram divididas em: Produtividade (aumento no
rendimento da planta), Estresse biotico, Estresse abiotico, As-
pectos fisioldgicos (alteragao no comportamento fisiologico da
planta), Aspectos genéticos (testes de mutantes, identificagao
de fun¢ao de genes e edi¢des de bases nucleotidicas), Reprodu-
¢d0, Biomassa e Evolugdo. Analisou-se os artigos e quantificou
os dados na figura 6. Isso pode ser explicado pelo fato do cres-
cente desafio a seguranca alimentar diante do aquecimento cli-
matico, que faz necessario investir no desenvolvimento de no-
vas politicas agricolas, inovagdo em conhecimento e tecnologia
e, praticas agricolas inteligentes (Xu et al, 2017), o que permite
obter o maior rendimento de produgdo com menos utiliza¢ao
de fertilizantes e pesticidas nas dreas agricolas e criar varieda-
des que sejam resistentes a pragas e doengas, bem como tole-
rantes a seca e a salinidade. Além disso, a Syngenta, a maior
aquisi¢do estrangeira da China até o momento, foi uma forma
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para buscar novas tecnologias para aumentar a produtividade
agricola, além de reduzir o uso de produtos quimicos em solos
altamente poluidos (Patton, 2018).

Figura 6 - Tipos de aplica¢des do sistema Crispr/Cas-9 no melho-
ramento vegetal a partir dos artigos analisados

Aplicagdes do sistema CRISPR-Cas9

= Produtividade B Estresse abiotico

Aspectos fisiolgicos MEstresse bidtico

Reprodugio = Aspectos genéticos

Biomassa Evalugio

artigos, indicam que a utilizagdo da técnica estd sendo muito
importante na especificidade da edi¢ao genética, o que pode
possibilitar um grande avango da técnica nas culturas vegetais,
isso porque muitos dos artigos buscam descobrir e entender
por meio do sistema Crispr/Cas-9 os genes que podem ser al-
terados, analisando o comportamento fisiolégico da planta a
partir de determinadas modificagdes genéticas, isso pode ser
importante para gerar variedades mais bem preparadas para
condi¢oes futuras.

CONCLUSOES

A revisdo sistematica aqui apresentada indica que o sis-
tema Crispr/Cas-9 ¢ uma ferramenta valiosa para pesquisas na
area de biologia molecular, sendo cada vez mais utilizada no
melhoramento de plantas ao redor do mundo.

Os dados desta pesquisa indicam maior concentragao
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de trabalhos no continente asiatico, tendo a China se apre-
sentado como principal expoente em pesquisas na area, com
um foco muito grande no melhoramento de Oriza sativa e So-
lanum lycopersicum. Essas culturas sdo manipuladas genetica-
mente principalmente para garantir a seguranca alimentar da
crescente populagdo, assim, aumentar o teto de produtividade
de Oriza sativa continua sendo uma prioridade na China e ao
mesmo tempo, ha uma demanda crescente por melhoria da
qualidade dos graos e melhoria da resisténcia a estresses diante
do aquecimento climatico.

Este trabalho serve como base para futuras revisdes a fim
de comparar o desenvolvimento do sistema nos préoximos anos.
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