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RESUMO

O CRISPR-Cas9 é uma técnica de edicao genética que funciona como uma tesoura,
adicionando novas informacdes ao DNA apéds “corta-lo” em uma pequena parte
previamente programada. Essa inovagdo tecnoldgica traz grande potencial para o
melhoramento genético de plantas, pois apresenta baixo custo e € simples de
executar, quando comparada com outras técnicas biotecnolégicas. Diante disso, este
trabalho teve como objetivo realizar um levantamento cienciométrico de pesquisas
sobre CRISPR-Cas9 aplicadas no setor florestal. Utilizando o método bibliométrico,
foi pesquisado nas bases de dados Web of Science e Scopus, o termo “CRISPR-

Cas9” combinado com as seguintes palavras: "plant breeding”, “tree”, “forestry”, "tree
breeding” e “forest’. Os artigos obtidos foram analisados no bibliometrix, gerando
dados para analise cienciométrica. Foi constatado um enorme crescimento no namero
de publicacBes sobre o tema, a partir de 2014. Também se observou que 10 revistas
formam o ndcleo de publicacdes sobre o tema, de acordo com a Lei de Bradford; e
gue os principais meios de publicacéo sao: International Journal of Molecular Science,
Frontiers in Plant Science e Plant Biotechnology Journal. Ja as revistas de maior
impacto foram: Plant Biotechnology Journal e Nature Communications. Os autores de
maior destaque foram: Zhang Y, com 24 artigos publicados, Li Y, com 19, Wang Y,
com 17, Wang X, com 15 e Liu Y, com 11. Na andlise da Lei de Lotka, pudemos
perceber que 79,3 % dos autores escreveram apenas 1 artigo cada sobre esse tema,
enquanto poucos autores apresentaram alto nimero de publicacdes. A pesquisa
também forneceu as afiliagbes dos pesquisadores. A University of California, South
China Agricultural University, e University of Chinese Academy of Sciences, se
encontram em destaque com alto numero de publicacbes. O tema esta sendo
pesquisado principalmente nas instituicdes dos Estados Unidos e da Asia, havendo
pesquisas realizadas no Brasil. As palavras (Keywords Plus): “gene editing’,
“genetics”, “plant breeding", “article” e “nonhuman” foram as mais citadas nos artigos.
Ja para as palavras chaves dos autores dos artigos: tomate, batata, arroz, Populus e
Bombyx mori L., apresentaram alta frequéncia. As pesquisas que envolvem CRISPR-
Cas9 na producéo florestal ainda estao no inicio, observando que espécies do género
Populus se destacaram em diversos estudos, entretanto € possivel observar um

avanco consideravel para culturas agricolas, como € o caso do arroz, tomate e batata.



As espécies florestais ainda estdo em estagios iniciais na utilizacdo dessa técnica,
mas apresentam grande potencial com melhoramento em clones e hibridos de
espécies de interesse comercial.

Palavras-chave: CRISPR-Cas9, bibliometria, cienciometria, espécies florestais.



ABSTRACT

CRISPR-Cas9 is a genetic editing technique that works like a pair of scissors, adding
new information to the DNA after “cutting” it into a small, previously programmed part.
This technological innovation brings great potential for the genetic improvement of
plants, as it has a low cost and is simple to implement, when compared to other
biotechnological techniques. Therefore, this work aimed to carry out a scientometric
survey of research on CRISPR-Cas9 applied in the forest sector. Using the bibliometric
method, the term “CRISPR-Cas9” combined with the following words was searched in
the Web of Science and Scopus databases: "plant breeding”, "tree", "forestry", "tree
breeding"; “forest”. The articles obtained were analyzed on bibliometrix, generating
data for scientometric analysis. A huge growth in the number of publications on the
topic was observed, as of 2014. It was also found that 10 journals form the core of
publications on the topic, according to Bradford's Law; and that the main publishers
are: International Journal of Molecular Science, Frontiers in Plant Science and Plant
Biotechnology Journal. The magazines with the greatest impact were: Plant
Biotechnology Journal and Nature Communications. The most prominent authors
were: Zhang Y, with 24 articles published, Li Y, with 19, Wang Y, with 17, Wang X, with
15 and Liu Y, with 11. In the analysis of Lotka's Law, we could see that 79 .3% of
authors wrote only 1 article each on this topic, while few authors had a high number of
publications. The survey also provided the researchers' affiliations. The University of
California, South China Agricultural University, and University of Chinese Academy of
Sciences are standind out with a high number of publications. The theme is being
researched mainly in institutions in the United States and Asia, with research being
carried out in Brazil. The words (Keywords Plus): "gene editing”, "genetics", "plant
breeding"”, "article" and "nonhuman" were the most cited in the articles, as for the
keywords of the authors of the articles: tomato, potato, rice , Populus and Bombyx mori
L., presented high frequency. Research involving CRISPR-Cas9 in forestry production
is still in its beginning, noting that species of the genus Populus stood out in several
studies, however it is possible to observe a considerable advance for agricultural crops,
such as rice, tomatoes and potatoes. Forest species are still in the initial stages of
using this technique, but they have great potential for improvement in clones and

hybrids of species of commercial interest.



Key-words: CRISPR-Cas9, bibliometrics, scientometrics, forest species.
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1 INTRODUCAO

1.1 CRISPR-Cas9

Este trabalho é um estudo cienciométrico acerca do CRISPR-Cas9, que é uma
técnica de melhoramento genético, e suas aplicacdes em espécies vegetais e no setor
florestal. A primeira aparicdo do termo CRISPR na literatura tem registro no ano 1987,
com a publicacédo de Ishino et al. (1987). No ano de 2012, Fineran; Charpentier
discorreram sobre uma adaptacéo do sistema imune das bactérias e arqueas. Nelas,
existe o Conjunto de Repeticbes Palindromicas Curtas Regularmente Interespacadas
(CRISPR), que é capaz de guardar informacdo genética de um invasor. O CRISPR
associado (Cas) é uma ferramenta de adaptacdo de defesa contra fagos.

Para os autores, “uma caracteristica fundamental na fase de adaptagao do
CRISPR-Cas € a memoéria, em que uma infeccdo repetida pelo mesmo fago é
interrompida imediatamente pela resposta especifica” (FINERAN; CHARPENTIER,
2012). Esse processo de adaptacdo do CRISPR funciona como uma espécie de
“vacinagao”, pois estimula a bactéria a se defender de repetidas invasdes de um
mesmo fago.

Em 2014, Emmanuelle Charpentier e Jennifer Doudna lancaram um artigo que
seria vencedor do Nobel de Quimica em 2020. Esse trabalho fala sobre uma inovacéo
no campo da genética em suas diversas areas de aplicacdo, uma nova técnica de
melhoramento genético, simples e acessivel, que recebeuem pouco tempo grande
numero de adeptos, cientistas e “leigos”; os ultimos autodenominados biohackers.

Em seu artigo, as autoras comentam como a humanidade ja havia decodificado
o DNA humano, mas que ainda era algo impreciso acrescentar-lhe nova informacao.
Seu trabalho trouxe uma inovacdo tecnoldgica, utilizando um RNA programavel, o
CRISPR-Cas9. A proteina Cas9 € uma endonuclease (enzima de clivagem) que
identifica e realiza a quebra na sequéncia alvo de fitas duplas do DNA, introduzindo
novos pares de bases (DOUDNA; CHARPENTIER, 2012).

ApoOs a publicacdo desse trabalho, diversos experimentos foram feitos com

base na técnica CRISPR-Cas9, tanto em laboratérios e faculdades de prestigio como
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em garagens e cozinhas transformadas em laboratorios (DELFANTI, 2012). Iniciou-se
a partir dai uma revolucao na area da genética.

Alguns cientistas buscavam na técnica CRISPR-Cas9, solu¢fes para os mais
variados problemas: fosse a invasdo devastadora de ratos em uma ilha (ESVELT;
GEMMELL, 2017) ou a cura para as mais diferentes doencas humanas. A0 mesmo
tempo, as pessoas que nao tiveram acesso a educacéo de nivel superior puderam,
talvez pela primeira vez, fazer experimentos diversos fora do circuito académico e com
baixos recursos (MEYER; VERGNAUD, 2020).

O movimento “do-it-yourself biology” teve seu inicio em 2008 e com o advento
do CRISPR(biohacking) como também é conhecido, passou a se popularizar. Por néo
seguir protocolos convencionais nem legislacdes vigentes, os biohackers levantaram
muitos questionamentos éticos, inclusive na comunidade académica: “A quem caberia
o poder de alterar o DNA de organismos?”’, "Quem pode ter acesso a essa
tecnologia?”, “Quem pode decidir quando se deve aplicar um tratamento experimental
em um ser humano?”. A decodificacdo do DNA ja havia despertado questionamentos
éticos, como a criacao de super-humanos ou de o ser humano “brincar de Deus”.

A técnica tem potencial para curar doencas que a medicina ainda nao
conseguiu resolver, mas realizar experimentos em humanos ainda € algo mal visto
pela sociedade. Nesse entremeio, Rodriguez-Rodriguez et al. (2019) afirmam que “é
aplichvel em experimentos de terapia celular e merece ser vigorosamente
desenvolvido como uma ferramenta de pesquisa em uma variedade inusual de
sistemas biologicos".

Nesse contexto, alguns organismos tém sido utilizados em pesquisas para se
tentar entender como tratar (curar) o corpo humano em suas multiplicidades. O peixe-
zebra € um deles, pois tem sido objeto de pesquisas com o intuito de resolver doencas
cardiovasculares nos humanos (TESSADORI, 2018); entender a relagédo entre sabor
e habitos alimentares (CAI et al., 2021) e malformacdes que podem ocorrer em
humanos (HONG, 2020).

Outra questao ética levantada, desta vez no setor ambiental, foi a modificacao
genética de animais e plantas cujo resultado pode ser algo completamente inusitado;
além da ideia de se perder o DNA original presente no meio ambiente, existe também

a possibilidade de ocorrer um desequilibrio ambiental.
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Gene Drive, pensado pelo cientista Kevin Esvelt, tem o potencial de fazer um
individuo geneticamente modificado (protétipo), cruzar com um que nao tenha sofrido
modificacdo genética, gerando uma prole ja geneticamente modificada. E seus
descendentes, por conseguinte, também gerarao filhotes geneticamente modificados,
alterando toda a populagdo de um habitat, até, possivelmente, atingir todo o planeta
(ESVELT; GEMMELL, 2017).

Na agricultura o CRISPR-Cas9 esté “sendo usado para acelerar programas de
melhoramento de plantacbes e rebanhos, criar novos antimicrobianos e controlar
patdgenos” (TYAGI et al., 2020). Espécies muito utilizadas em pesquisas sdo: 0 arroz
(HONG etal., 2020; TANG et al., 2018; WU et al., 2021); o trigo (THAKUR et al., 2021;
Ll et al., 2021; DU et al., 2021) e tomate (ALONGE et al., 2020; WELEGAMA et al.,
2021; BEN SHLUSH et al., 2021).

H& grande potencial nas pesquisas com plantas medicinais, como é mostrado
por LIU et al. (2013), que fala sobre o uso da técnica para “aumentar os constituintes
efetivos ou reduzir a toxicidade, [...] selecionar caracteristicas excelentes e aumentar
a produtividade”. A aplicagdo do CRISPR-Cas9 em plantas esta atrasada em relacéo
a outros campos. Ele tem sido aplicado em numerosas herbaceas, como o Arabidopsis
thaliana, a soja e o arroz (citado anteriormente), mas em espécies florestais ainda ha
poucas pesquisas.

Nas espécies florestais as modificacdes genéticas tém ocorrido para melhorar
caracteristicas como “arquitetura da arvore, conteudo de lignina e resposta ao
estresse bidtico e abidtico” (MARTI; DODD, 2018). Esse atraso se deve, segundo
Marti e Dodd (2018) ao tempo de transformacdo em tecidos lenhosos — processo
mais demorado do que outros organismos — ao estabelecimento de protocolos para
a regeneracao de plantas inteiras, altos custos dos investimentos em pesquisas,
adequacéo a legislagdo de cada pais e ndo aceitacdo da sociedade aos organismos
geneticamente modificados, o que afasta pesquisadores desse campo.

Mesmo assim é possivel ver autores que se dedicaram a espécies florestais,
como € o caso de Park et al. (2021), que empregou 0 CRISPR-Cas9 num hibrido
(Populus alba x Populus glandulosa) diretamente no protoplasto, editando o genoma
(livre de transgenia). Estudos também foram feitos em espécies do género populus:
Populus tomentosa, Populus trichocarpa, Populus tremula x P. tremuloide. Outras

espécies florestais também estdo sendo trabalhadas, como é o caso do Cedro
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Japonés (Cryptomeria japonica D. Don) NANASATO et al., 2021), o hibrido Eucalyptus
urophylla x E. grandis (WANG,; LI; OUYANG, 2021) e a Hevea brasiliensis (DAl et al.,
2021.

1.2 BIBLIOMETRIA

A bibliometria é “uma técnica quantitativa e estatistica de medicao dos indices
de producéo e disseminacdo do conhecimento cientifico” (ARAUJO, 2006). O estudo
bibliométrico pode ser util, por exemplo, na caracterizacdo de uma é&rea do
conhecimento ou para investigacéo do fluxo de informacao sob perspectivas diversas.
A partir da producao cientifica, que é um produto do conhecimento formado, torna-se
possivel avaliar tanto quantitativa quanto qualitativamente, pesquisas realizadas sob
multiplos indicadores (por periodos, areas de conhecimento, paises, etc.).

Do ponto de vista quantitativo a avaliagcdo dos dados e a producéo de mapas
conceituais e intelectuais, objetiva medir documentos, fontes, autores e outros (ARIA;
CUCCURULLO, 2017). Assim, um estudo bibliométrico pode ter por escopo obter
informagdes acerca de todos 0s autores que pesquisaram um ou outro tema, 0s
autores de maior destaque sobre o tema, os periddicos que publicaram, periodo em
gue publicaram e além disto, fazer um cruzamento dessas informacdes (SANTOS;
KOBASHI, 2009).

A bibliometria, que tem por base a contagem de artigos cientificos, autores e
citacdes, € um método que permite situar o conteddo em relacdo ao continente: um
cientista em relacdo a propria comunidade cientifica, uma instituicdo em relacédo a um
pais, um pais em relacdo ao mundo, etc (SOARES et al., 2016).

Segundo a lei de Lotka, um tema cientifico abriga a incidéncia de um numero
pequeno de pesquisadores (extremamente produtivos) e um volumoso numero de
autores (menos produtivos). Por seu turno, a Lei de Bradford, faz referéncia a
oscilacdo entre os autores nas diferentes publicacdes periddicas, de modo a
reconhecer a parte essencial dos periddicos na sua forma de se concentrar em
determinado tema. Por fim, a lei de Zipf analisa com que frequéncia, em um texto
longo, ocorrem certas palavras. A constatacdo € de que os grandes textos abrigam o
uso mais frequente de palavras que demandam esforco minimo na sua utilizacéo
(VANTI, 2002; SANTOS; KOBASHI, 2009;).
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A Dbibliometria surgiu como “bibliografia estatistica”. O que distingue
principalmente os termos bibliografia e bibliometria, € que a bibliometria busca avaliar
objetivamente a producédo cientifica empregando mais métodos quantitativos do que
discursivos. O crescimento da bibliometria ensejou o surgimento de varias
subdisciplinas, tais como cientometria, webometria e informetria, todas empregando
métodos quantitativos, mas com diferentes objetos de estudo (MACIAS-CHAPULA,
1998).

1.3 CIENCIOMETRIA

Os artigos cientificos sao reputados como “objetos empiricos privilegiados”, no
gue diz respeito aos estudos bibliométricos e cientométricos. A cienciometria que é
também denominada cientometria, objetiva a interpretacdo dos dados quantitativos,
disponibilizando os elementos necessarios para planejamento e avaliacdo das
politicas cientificas (SANTOS; KOBASHI, 2009).

Oriundos das ciéncias naturais e sociais, 0s métodos da cienciometria possuem
um carater multidisciplinar (VANTI, 2002; SPINAK, 1998). Segundo este, a
bibliometria se ocupa em fazer medi¢cbes no campo da literatura, dos documentos e
outros meios de comunicagdo, ao passo que a cienciometria esta voltada para
produtividade e utilidade cientifica, em busca da identificacdo das “caracteristicas da
investigacao cientifica”, ficando a seu cargo analisar, por meio de indicativo numérico
de publicacbes a producéo cientifica (MUGNAINI; JANNUZI; QUONIAM, 2004).

De acordo com Spinak (1998) a cienciometria ao estudar e analisar o
desenvolvimento, politicas sociais e aspectos econdmicos dos paises, vai além da
mera aplicacdo de técnicas bibliométricas a ciéncia. E, como enfatizam Vogel,
Moraes; Campos (2016), “Cienciometria € a avaliagao da ciéncia pela propria ciéncia”.

O presente trabalho tem por objetivo fazer um estudo cienciométrico das
publicacdes sobre a técnica CRISPR-Cas9 com plantas para se entender como este

método tem sido aplicado no setor agronémico florestal, no Brasil e no mundo.
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral

Realizar um levantamento cienciométrico de pesquisas sobre CRISPR-Cas9
aplicadas no setor florestal.

1.4.2 Objetivos especificos

- Verificar a producao anual de publicacbes com CRISPR-Cas9 em espécies vegetais;
- Levantar o numero de publicacées com CRISPR-Cas9 em espécies vegetais desde
a criacdo da técnica;

- Identificar os periddicos cientificos que mais publicam sobre o assunto atualmente;
- Apresentar os autores, bem como instituicdes de pesquisa mais relevantes da area;
- Verificar os artigos cientificos mais relevantes sobre CRISPR-Cas9 em espécies
vegetais;

- Indicar termos e palavras-chave sobre o tema que s&o mais relevantes;

- Levantar as espécies florestais mais utilizadas para pesquisas com CRISPR-Cas9;

- Verificar as principais aplicacfes da CRISPR-Cas9 para o setor florestal.
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2 MATERIAL E METODOS

A base de dados para a realizacao do trabalho foi obtida por meio do Portal
Periddicos da CAPES, por meio do acesso pela Comunidade Académica Federada
(CAFe). No Portal foram feitas pesquisas na Web of Science (WOS) e Scopus (Figura
1 A e B). O termo “CRISPR-Cas9” foi combinado individualmente com as diferentes

palavras-chave, sendo elas: “plant", "plant breeding”,

”

tree”, “forestry”, "tree breeding”;
“forest”, “forest breeding”. A pesquisa foi realizada no més de outubro de 2021, com

os caracteres: tipo de documento (artigos cientificos) e sem restricdo de data.

Figura 1 - Print exemplificando a pesquisa na Web of Science (A) e Scopus (B).
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Foram exportados registros completos e referéncias citadas no formato BibTex,
constituindo os dados brutos. Os resultados obtidos das exportacdes estéo listados

na Tabela 1.

Tabela 1 - Quantidade de artigos por combina¢éo de palavras-chave pesquisadas nas bases de
dados Web of Science (WOS) e Scopus

Palavras-chave WQOS SCOPUS

“CRISPR-Cas9” + “plant” 949 1703

“CRISPR-Cas9” + "plant breeding” 60 128

“CRISPR-Cas9” + “tree” 42 114
“CRISPR-Cas9” + “forest” 15 25
“CRISPR-Cas9” + “forestry” 4 16
“CRISPR-Cas9” + “tree breeding” 0 1
“‘CRISPR-Cas9” + “forest breeding” 0 0

A combinacéo “CRISPR-Cas9” e "plant” foi considerada apenas para pesquisa,
e nao para a analise. Por nao ter apresentado resultado, a combinagédo “CRISPR-
Cas9” e “forest breeding” foi desconsiderada para analise, assim como a combinagao
“‘CRISPR-Cas9” e “tree breeding” da base de dados WOS.

Os dados foram agrupados e os arquivos duplicados foram excluidos para a
realizacdo da analise e obtencdo dos dados tratados (Figura 2). As analises foram
processadas no software R (R Core Team 2021), utilizando o pacote bibliometrix
(ARIA; CUCCURULLO, 2017), resultando em tabela .xIsx, importada para o
biblioshiny para a obtencdo dos parametros bibliométricos e cientométricos (Tabela
2).



Tabela 2 - Parametros cientométricos medidos
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Nivel de Andlise

Métricas

Dataset Produgéo Cientifica Anual
Lei de Bradford
Fontes
Source Impact - H index
Autores Mais Relevantes
Autores Lei de Lotka
Afiliacdo Mais Relevante
Documentos mais citados
Documentos

Nuvem de Palavras

Figura 2 - Fluxograma de atividades
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B "CRISPR-Cas9" +
"plant breeding"

"CRISPR-Cas9" +
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SCOPUS

Fonte: A autora (2021).

"forestry"

B "CRISPR-Cas9" +
"tree breeding"

"CRISPR-Cas9" +
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os artigos sobre CRISPR-Cas9 comecaram a ser produzidos no ano 2014
(Figura 3). Nos anos seguintes houve aumento expressivo do numero de publicacdes
sobre o assunto, com aumento na producédo de 2 artigos em 2014, para 92 em 2020,
0 que representa um crescimento de 4600% em apenas 6 anos. Padilha (et al., 2021)
cita em sua pesquisa com plantas comestiveis ndo convencionais (PANCs), que em
sua area de atuacdo houve um aumento de 1 artigo em 1963, para 187 em 20109.
Farias (2019), também achou resultado crescente de publica¢des de artigos sobre seu
assunto de pesquisa: Omnichannel no varejo, com uma taxa anual de crescimento
percentual 78,18 % de 2015 a 2019. Resultado semelhante também foi encontrado
por Santos et al. (2020), em sua pesquisa sobre agroecologia, com crescimento de 2
trabalhos para 82, em 27 anos. Essa crescente em producdes cientificas no século
20, foi intensificada devido a maior difusdo de pesquisas com o advento da internet,

onde assuntos diversos puderam ser de conhecimento comum.

Figura 3 - Producéo anual de artigos com todas as combinacdes de palavras chaves pesquisadas.

Annual Scientific Production
Articles

75-

25-

2014 2016 2018 2020
Year

Fonte: A autora (2021)

Em relacdo ao uso da CRISPR-Cas9, no ano de 2020 as autoras que
descobriram a técnica, Doudna e Charpentier, ganharam o Prémio Nobel em Quimica
(Nobel, 2020). Isto pode explicar o crescente aumento em publicacbes sobre o

assunto durante o ano citado. A queda nos numeros de publicacées no ano seguinte
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pode ser explicada devido a pandemia de COVID-19, que impediu muitos
pesquisadores de darem continuidade as suas pesquisas. No presente trabalho foram
encontrados artigos publicados sobre o tema entre os anos 2014 e 2021, totalizando
300 producdes.

Para realizacdo da pesquisa foram utilizados os 300 artigos encontrados nas
bases de dados. Na Figura 4 estdo destacados os 10 principais jornais em que foram
publicados artigos sobre CRISPR-Cas9, de acordo com a Lei de Bradford. A Lei
estipula que ha um nucleo de publicagdes “devotado” ao assunto, chamado zona 1.
As demais zonas (2 e 3) publicam sobre o assunto, mas a ele ndo estao diretamente
ligadas. A zona 1 do presente trabalho soma 103 artigos, a zona 2, 98 artigos e a zona
3, 99.

Figura 4 - Concentracdo dos artigos das combina¢des de palavras-chave nas 10 principais revistas de
acordo com a Lei de Bradford.
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Fonte: A autora (2021)

Dentre as 4 revistas mais relevantes, a International Journal of Molecular
Sciences conta com 15 artigos publicados, todos com espécies agricolas. A Frontiers
In Plant Science teve 13 publicacdes com espécies agricolas e florestais, sendo uma
publicacdo com cacau (Theobroma cacao), uma com Populus e uma com castanheira
portuguesa (Castanea sativa); a Plant Biotechnology Journal, com 12 artigos, teve 10
publicacbes de espécies agricolas e uma de florestal: o Eucalipto. Dos 12 artigos da
Scientific Reports, 8 trataram de espécies agricolas e 1 de espécie florestal: o cedro

japonés (Cryptomeria japonica D. Don).
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O impacto causado pelos artigos € calculado pelo indice de Hirsch (ou H-Index),
0 qual de acordo com o bibliometrix (ARIA; CUCCURULLO, 2017) é “o numero de
publicacdes de um autor ou revista que foi citado em outro documento pelo menos h
vezes”. Quanto maior o numero de citagées, maior o impacto da revista, como esta

evidenciado na Figura 5.

Figura 5 - Principais revistas de acordo com seu impacto para as combinac¢des de palavras chaves.
Source Local Impact by H index

FLANT BIOTECHMOLOGY JOURNAL o

MATURE COMMUNICATIONS

FROMTIERS IN PLANT SCIENCE
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FLANT CELL REFORTS

BMC PLANT BIOLOGY

Authors
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MNUCLEIC ACIDS RESEARCH
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PROCEEDINGS OF THE MATIOMAL ACADEMY OF SCIENCES OF THE UMITED STATES OF AMERICA
BIOTECHNOLOGY FOR BIOFUELS

GEMES

MOLECULAR PLANT

PLOS ONE

TREE PHYSIOLOGY

BMC BIOTECHNOLOGY

0.0 25 5.0 7.5
Impact Measure: H

Fonte: A autora (2021)

A revista Plant Biotechnology Journal teve maior impacto, com 9 artigos citados
em outros trabalhos; seguida pela Nature Communications, com 8. As revistas
Frontiers In Plant Science, International Journal of Molecular Sciences e a Scientific
Reports também causaram impacto com 7 artigos citados cada.

A Figura 6 apresenta os vinte autores mais relevantes quanto a produtividade,
levando em consideracdo o niumero de documentos publicados por cada autor. Zhang
Y se destacou com 24 artigos; Li Y, Wang Y, Wang X e Liu Y também se destacaram,

respectivamente, com 19, 17, 15 e 11 publicagdes.
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Figura 6 - NUmero de produgdes dos autores mais relevantes para as combinagfes de palavras.
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Fonte: A autora (2021)

A Lei de Lotka demonstra que ha autores ocasionais e autores que trabalham
diretamente com um determinado assunto. De acordo com ela, quando um tema se
populariza, a quantidade de autores escrevendo a seu respeito fica menos frequente.
1286 autores (79,3 %) escreveram pelo menos 1 artigo; 204 autores (12,6 %)
escreveram 2 (Figura 7). Como foi visto na figura 6, os autores Zhang Y, Li Y, Wang
Y, Wang X e Liu Y se destacam por terem escrito sozinhos alto numero de artigos.
Resultado similar foi encontrado por Farias (2019) em seu trabalho sobre
Omnichannel no varejo, no qual 86 % dos autores escreveram pelo menos um artigo

e 2 % escreveram 4.
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Figura 7 - Frequéncia de distribuicdo da producéao cientifica pela Lotka’s Law.
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Fonte: A autora (2021)

Na figura 8, estdo apresentadas as vinte afiliacdes mais relevantes com base
no namero de documentos publicados. Em primeiro lugar esta a University of
California, que se destaca com 27 artigos publicados, seguida pela South China
Agricultural University, com 19 artigos, e a University of Chinese Academy of Sciences,
com 14 artigos. As demais universidades tiveram nimero de artigos abaixo de 12
publicacbes. E possivel ver, na figura abaixo, que as Universidades com o menor
namero de publicacdes sobre o tema sao Harvard University, Howard Hughes Medical

Institute, University of Saskatchewan, com 6 artigos cada.
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Figura 8 - AfiliagBes mais relevantes para as combinacdes de palavras.
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Fonte: A autora (2021)

Algumas instituicbes brasileiras tém publicacbes sobre o tema pesquisado.
Sendo elas: Instituto Carlos Chagas, Instituto Federal de Brasilia, Instituto Federal
Goiano, Universidade de S&o Paulo, Universidade Federal de Pelotas, Universidade
Federal de S&o Paulo, Universidade Federal do Rio de Janeiro e a Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranca (CTNBI0).

Os 20 artigos com maior numero de citacdes estéo ilustrados na Figura 9. Liang
et al. (2017), o autor mais citado, traz uma inovagdo em seu trabalho com embrides
de trigo, usando ribonucleoproteinas (RNP). Os autores descobriram que a chance de
mutacéo fora da sequéncia alvo € muito menor do que no DNA. Essa técnica néo

altera alterar o DNA e por isso ndo apresenta transgenia.
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Figura 9 - Artigos mais citados para as combinacdes de palavras.
Most Global Cited Documents
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Fonte: A autora (2021)

Aken et al. (2017) autores do segundo artigo mais citado da pesquisa,
desenvolveram um banco de dados com informacdes sobre os genomas de
vertebrados. Os pesquisadores incluem “gene baseado em evidéncias e anotagao de
regido regulatoria, variacdo do genoma e arvores génicas". O banco de dados esta
disponivel para o publico.

Segundo a Web of Science (2020), “KeyWords Plus® sdo termos de indice
gerados automaticamente a partir dos titulos de artigos citados. Utiliza palavras-
chaves ou palavras do titulo, aumentando o nimero de resultados tradicionais. Para
as 50 palavras de maior frequéncia do Keywords Plus, as de maior destaque foram

“‘gene editing”, “genetics”, “plant breeding”, “article” e “nonhuman”. Todas relacionadas

ao tema pesquisado (Figura 10).
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Figura 10 - Nuvem de palavras com as Keywords plus.
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Fonte: A autora (2021)

Também foi possivel obter as 50 palavras-chave indicadas pelos autores
(Figura 11). Apesar de palavras gerais sobre o assunto terem se destacado, como
crispr, gene editing, plant breeding; destacaram-se outros termos relevantes para o
tema dos artigos como: tomate, batata, arroz, Populus, Bombyx mori, etc. E possivel
observar que a palavra de maior destaque foi “NA”, isso pode ter ocorrido devido ao
fato de os autores nao terem cadastrado, em seus artigos, as palavras-chave, ou por

erro de digitacao.
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Figura 11 - Nuvem de palavras com as palavras-chave dos autores.

wheat (triticum aestivam 1)
agrobacterium-mediated transformation

phytoene desaturase agricultural biotechnelogy
targeted mutagenesis
= Machine learning N crvais amtentl

crispr-casg:=:=:

molecular breeding
populus plant breeding
m‘»":'n:-cassc"snrrlce
domestication

tomat 0
abietic stress
suscentibility [ ajze biotechnology

bombyx mori regulation
protoplast gene knockout
brassica napus resistance

drought tolerance gene-editing
molecular markers new plant breeding technique

somatic embryogenesis physcomitrella patens
transcriptome analysis tobacco

Fonte: A autora (2021)

A pesquisa identificou 31 trabalhos com a técnica CRISPR-Cas9 sendo
aplicada a espécies florestais, e 151 trabalhos na area de agronomia. Algumas
espécies com fins comerciais, como Eucalyptus (ELORRIAGA et al., 2021; WANG; LI,
OUYANG 2021) e Pinus (POOVAIAH et al., 2021) foram utilizadas por terem maior
investimento da iniciativa privada, devido ao interesse em aumentar a producéo
dessas culturas. Outras espécies cultivadas no Brasil, como cacau (Theobroma
cacao) (FISTER et al., 2018) e seringueira (Hevea brasiliensis) (DAI et al., 2021),

foram estudadas por autores estrangeiros, como pode ser visto na Tabela 3.

Tabela 3 - Resumo das espécies, aplicacdes e respectiva referéncia dos usos da CRISPR-Cas9 em
espécies florestais.

Espécie Aplicacédo Referéncia

Pinus radiata (D. Don) Aplicabilidade da técnica em Pinus Poovaiah et al (2021)

Aplicabilidade da técnica em Cedro

] N Nanasato et al (2021)
aponés

Cryptomeria japonica D. Don
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Espécie Aplicacédo Referéncia
Interrupgéo da funcdo ELFY no .
Eucalyptus florescimento de Eucalypius Elorriaga et al (2021)
Eucalyptus urophylla x E. Uso de fluorescéncia através do Wang; Li; Ouyang
grandis

CRISPR para selecdo de progénies

Aplicabilidade de edicdo de varios
genes simultaneamente

Hibrido Populus alba x P.

Aumento de biomassa e tolerancia a
glandulosa (Poplar 84K)

estresses

Aplicabilidade em plantas sem
transgenia e com gene editado

Crescimento secundario do caule

Paraspania andersonii Transformagéo e edicdo de genoma
para P. andersonii com associagao
simbidtica
Tolerancia ao estresse hidrico
Populus clone 717

reduzindo a abertura estomatica

Hevea brasiliensis Estabelecimento da edicdo do genoma

Biotecnologia frente &s mudangas
climaticas
Espécies Florestais
Reviséo do CRISPR como ferramenta
de edicdo de genes em arvores

Reducédo de mutantes, através de
Hibrido “Shanxin” (Populus segunda rodada de regeneracao

davidiana x P. bolleana) Edic&o simultdnea de genes para

acelerar processo de reproducéo
Populus Hibrido “Nevea” .
Hibrido “1-214” Crescimento do caule

Populus clone NE-19 (P.nigra Crescimento radicular e resisténcia a
X (P. deltoides x P. nigra))

seca

Populus Clone INRA 717-1B4 Controle de crescimento de brotos
Populus clone INRA 717-184. 48 B e e orgdos
Populus clone INRA 353-38 & 9

reprodutivos inférteis

Inducéo de hipo lignificag&o de fibras e
Populus sacarificacdo

Aplicagéo para retardar a maturagao
dos frutos, relacionando com a a¢éo do
ABA

Ficus carica L.

(2021)

An et al. (2021)
Bae et al (2021)

Park et al. (2021)

Shen et al (2021)
Wardhani et al (2019)
Shen et al (2021)

Dai et al (2021)

Ahuja (2021)
Marti & Dodd (2018)
Ding et al (2020)
Wang et al (2020)
Han et al (2020)

Zhou et al (2020)

Muhr et al (2018)

Elorriaga et al (2018)

Meester et al (2021)

Flaishman et al (2020)
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Espécie Aplicacédo Referéncia

Alteracéo fotossintética e crescimento

Populus trichocarpa An et al (2020)

de Populus
Populus trichocarpa Modulacéo da biossintese de
Populus tomentosa Clone 741 antocianina Fan etal. (2018)

Crescimento e aumento da producao de

Populus tomentosa :
biomassa.

Shen et al (2018)

Quantidade e qualidade de
lignocelulose para aumento na Fan et al (2020)
producéo de bioetanol

Biossintese de proantocianidina e

aumento da resisténcia fungica Wang et al. (2017)

Formacao de parede celular secundaria
nas fibras de madeira, floema e Takata et al (2019)
parénquima

Populus tremula x P.
tremuloide

Répida edicdo de genomas de

Juglans regia e e
genotipos comerciais de nozes

Walawage et al (2019)

Theobroma cacao Defesa contra doengas Fister et al (2018)

Aplicabilidade da técnica em castanha

Castanea sativa .
europeia

Pavesse et al. (2021)

Hyphantria cunea Esterilidade sexual especifica Li et al (2020)

O Populus é um género altamente estudado no meio florestal internacional e
foi constatado um grande numero de trabalhos nesta pesquisa: 17 dos 31 listados na
Tabela 3. O Cedro Japonés (Cryptomeria japonica D. Don), uma das coniferas mais
importantes no Japéao, foi estudado por Nanasato et al (2021).

Grande parte dos experimentos foram realizados em clones e hibridos de
espécies florestais. Os trabalhos com espécies de interesse comercial tiveram
diversas finalidades de estudos, dentre elas podemos citar a producéo de individuos
com crescimento em didmetro e biomassa, producéo de individuos inférteis, a fim de
evitar a propagacdo de espécies em areas onde ndo sao nativas, tolerancia a
estresses abidticos ou maturacao dos frutos.

Em relacdo as producdes brasileiras quanto ao uso da técnica CRISPR-Cas9,
0 presente trabalho ndo encontrou registros de publicagdes com espécies arbdreas
ou de interesse florestal. Os trabalhos publicados por instituicdes brasileiras estudam

o arroz: (Oryza sativa), Trypanosoma cruzi, Aedes aegypti, Trichoderma harzianum.
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Ha barreiras para a pesquisa com espécies florestais no melhoramento
genético no Brasil. Tempo de resposta dos experimentos, preconceito da sociedade,
falta de investimento em pesquisa, e necessidade de se adequar a protocolos e seguir
leis sdo alguns deles. Por isso ndo temos tantos avancos tecnoldgicos na area.

Entretanto a tecnologia CRISPR-Cas9, como declarado anteriormente, € mais
acessivel e simples de executar, entdo ela apresenta grande potencial para

pesquisas.
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4 CONCLUSAO

O uso do estudo bibliométrico nos mostrou as diversas aplicagdes da técnica
CRISPR-Cas9. Verificamos a explosdo de publicacdes sobre o tema com o passar
dos anos e vimos que 0s artigos mais citados, assim como 0s principais autores do
tema, publicam predominantemente na Asia e Estados Unidos, apesar de o tema ja
estar difundido por todo o mundo.

As pesquisas que envolvem CRISPR-Cas9 na producéo florestal ainda estao
no inicio, sendo que espécies do género Populus se destacaram em diversos estudos;
mas € possivel ver um avanco consideravel para culturas agricolas, como é o caso do
arroz, tomate e da batata. As espécies florestais ainda estdo em estagios iniciais na
utilizacdo desta técnica, mas apresentam grande potencial com melhoramento em

clones e hibridos de espécies de interesse comercial.
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