Aplicabilidade de saccharomyces cerevisa
geneticamente modificada no solo e lavoura
para efici€éncia e sustentabilidade agricola

CARMO, Gabrieli Farias dos Santos do

Resumo

A expansao do setor sucroalcooleiro no Brasil tem gerado impactos ambientais relevantes, como
desmatamento, degradagido do solo, contaminagao de recursos hidricos e emissdes de gases de
efeito estufa. Diante desse cenario, este estudo realizou um levantamento bibliografico sobre o uso
da levedura Saccharomyces cerevisie geneticamente modificada por meio da tecnologia CRISPR-Cas9
para a produgdo de compostos volateis organicos (VOCs) com potencial aplicacio agroquimica.
Os VOC:s sintetizados por essa levedura podem contribuir para o controle biolégico de pragas e
para o aumento da resisténcia das plantas a estresses ambientais, oferecendo uma alternativa ao uso
de pesticidas sintéticos e fertilizantes quimicos. O trabalho também aborda a viabilidade técnica e
econdémica da implementagdo dessa biotecnologia, além dos desafios regulatorios e éticos
relacionados ao uso de organismos geneticamente modificados na agricultura. Considera-se que essa
abordagem pode representar um avango significativo na busca por praticas agricolas mais
sustentaveis, especialmente no contexto da produgao sucroalcooleira, ao integrar inovagao genética
com responsabilidade ambiental.

Palavras-Chave: Saccharomyces Cerevisie, CRISPR-Cas9, compostos volateis, agricultura sustentavel,
biotecnologia.

Abstract

The expansion of the sugarcane-ethanol sector in Brazil has led to significant environmental
impacts, such as deforestation, soil degradation, water contamination, and greenhouse gas
emissions. In response to this scenario, this study conducted a bibliographic review on the use of
genetically modified Saccharomyces cerevisiae through CRISPR-Cas9 technology to produce
volatile organic compounds (VOCs) with potential agrochemical applications. The VOCs
synthesized by this modified yeast may contribute to biological pest control and enhance plant
resistance to environmental stress, offering an alternative to synthetic pesticides and chemical
fertilizers. The study also examines the technical and economic feasibility of implementing this
biotechnology, as well as the regulatory and ethical challenges associated with the use of genetically
modified organisms in agriculture. This approach is considered a promising advancement toward
more sustainable agricultural practices, particularly in the sugarcane-ethanol sector, by integrating
genetic innovation with environmental responsibility.

Keywords: Saccharomyces Cerevisie, CRISPR-Cas9, volatile compounds, sustainable agriculture,
biotechnology.
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Resumen

La expansion del sector sucroalcoholero en Brasil ha provocado impactos ambientales significativos,
como la deforestacion, la degradacion del suelo, la contaminacién de los recursos hidricos y las
emisiones de gases de efecto invernadero. Ante este panorama, el presente estudio realiz6 una
revision bibliografica sobre el uso de Saccharomyces cerevisie modificada genéticamente mediante
la tecnologia CRISPR-Cas9 para la producciéon de compuestos organicos volatiles (VOCs) con
potencial aplicacién agroquimica. Estos compuestos, generados a través de procesos de
biotecnologia, pueden contribuir al control biolégico de plagas y al aumento de la resistencia de las
plantas frente al estrés ambiental, ofreciendo una alternativa al uso de pesticidas sintéticos y
fertilizantes quimicos. El trabajo también analiza la viabilidad técnica y econémica de implementar
esta estrategia, asi como los desafios regulatorios y éticos relacionados con el uso de organismos
genéticamente modificados en la agricultura. Se considera que este enfoque representa un avance
prometedor hacia una agricultura mas sostenible, especialmente en el contexto del sector
sucroalcoholero, al integrar la innovacion genética con la responsabilidad ambiental.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisie, CRISPR-Cas9, compuestos volatiles, agricultura sostenible,
biotecnologfa.
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INTRODUGCAO

Atualmente, um dos setores de maior impacto econémico no Brasil, especialmente no
estado de Sao Paulo, é o sucroenergético, que gera cerca de 40 bilhoes de reais anualmente em nivel
nacional. No primeiro semestre de 2024, as exportagoes do agronegocio paulista totalizaram 14
bilhoes de dolares, com o setor sucroalcooleiro representando 78% desse montante, evidenciando
sua importancia para a economia estadual. De maneira geral, este desempenho corresponde a
aproximadamente 2,35% do Produto Interno Bruto (PIB) do Brasil.

De acordo com a Empresa de Pesquisa Energética (EPE, 2016), o mercado brasileiro de
etanol continuara em forte expansao em decorréncia do Acordo de Paris, podendo atingir 53
bilhdes de litros no ano de 2030, o que representa um acréscimo de 25 bilhdes de litros em relagao
aos niveis atuais. Esse crescimento acelerado na produgao de cana-de-agicar no pais pode
ocasionar graves consequéncias ambientais, com impactos significativos na esfera social,
especialmente nas regides de expansao do Centro-Sul do Brasil (Moraes ¢f al., 2010).

O maior desenvolvimento do setor vem acompanhado de preocupagdes relativas aos
impactos ambientais gerados pela agropecuaria, notadamente no consumo de agua, na utilizagao
de agrotoxicos e fertilizantes, na emissao de gas metano, nas queimadas ¢ no desmatamento de
vegetacdo nativa decorrente da expansio do agronegoécio (Assad ef al, 2012). Entretanto,
atualmente a maior parte do controle ainda ¢ feita utilizando agroquimicos relativamente agressivos
a saude e meio ambiente, porém, o custo do controle quimico ¢ significamente alto e ja foi relatado
o surgimento de isolados resistentes. A exemplos anteriores, a levedura §. Cerevisie ja foi capaz de
inibir o desenvolvimento  vitro de G. Citricarpa (pinta-preta) e o antagonismo se deve a produgao
de compostos organicos volateis de agao fungistatica (Fialho, 2008) e poderia ser adaptada para
controlar pragas e patéogenos em lavouras de cana-de-agucar.

Para mitigar situacdes dessa natureza, o emprego de alternativas bioldgicas mais eficientes
e sustentaveis desponta como uma estratégia viavel, economica e lucrativa. A levedura Saccharomyces
Cerevise apresenta um grande potencial no controle de doencas de plantas, devido a sua capacidade
de sintetizar compostos antimicrobianos, competir por espago e nutrientes no filoplano de diversas
espécies vegetais, além de conter elicitores em sua parede celular, que podem ativar respostas de
defesa nos vegetais.

Portanto com a alta demanda por solugbes sustentiveis e praticas na agricultura, a
biotecnologia desponta como uma ferramenta promissora para o desenvolvimento de compostos
bioativos. Dentre essas abordagens, a produc¢io de compostos volateis organicos (VOCs)

utilizando leveduras geneticamente modificadas, como Saccharomyces Cerevisix, representa uma
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estratégia viavel. Através da edigdao genética com CRISPR-Cas9, é possivel integrar e modular vias
metabolicas especificas, permitindo a sintese de VOCs com aplicagdes agroquimicas, como
repeléncia de pragas, controle de patégenos e inducio de resisténcia em plantas.

O controle biolégico consiste na utilizagao de inimigos naturais das pragas, como fungos,
parasitéides e predadores, para manter as populagoes de pragas abaixo do nivel de dano econémico,
sem agredir o meio ambiente. Estudos anteriores indicam que compostos organicos volateis
produzidos por microrganismos podem in- ibir o crescimento de fitopatégenos. Por exemplo,
pesquisas identificaram cepas bacterianas capazes de produzir compostos que inibem o
crescimento da bactéria patogénica Acidovorax Avenae, causadora da estria vermelha em cana-de-
acucar. (Freitas S.; Mulato; Freitas C.; Dias; Oliveira, 2019).

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ amplamente utilizada em processos industriais e pode
ser geneticamente modificada para produzir compostos de interesse. Embora nao haja registros
especificos anteriores sobre o uso de S. Cerevisiae geneticamente modificada para a produgao de
compostos especifios visando o controle de pragas em canaviais, a viabilidade dessa abordagem ¢
sugerida por estudos que demonstram a capacidade de microrganisos produzirem e auxilirem no
controle de enfermidades fi- tologicas, bem como a abundancia e baixo custo deste lévedo. Assim
que, adapta-la como OGM para a produgiao de VOCs especificos pode ser uma estratégia promis-
sora para o controle de pragas na cana-de-agucar, oferecendo uma alternativa sustentavel ao uso
de agrotéxicos.

Na natureza, as leveduras sio encontradas em locais ricos em agucares, como frutas
maduras, flores e solos. Elas tém um papel ecolégico importante, ajudando na decomposicao de
matéria organica e na ciclagem de nutrientes. Muitas espécies também sdo utilizadas em
biotecnologia, como a Pichia Pastoris, importante na producao de proteinas recombinantes, ou
Candida Miller, famosa na fabricacao de paes fermentados. Além de suas aplicagOes tradicionais, as
leveduras tém um potencial pouco explorado para proteger lavouras contra fitopatégenos. Algumas
espécies liberam compostos volateis organicos que podem atuar como agentes naturais para repelir
ou inibir o crescimento de patégenos em plantas. Esse uso emergente representa uma alternativa
sustentavel ao controle quimico de doengas nas culturas agricolas, e é um campo que continua
sendo investigado para possiveis beneficios na protecao das lavouras.

Nesse contexto, o presente estudo visou em um levantamento bibliografico e
desenvolvimento para avaliar a viabilidade da levedura Saccharomyces Cerevisiae geneticamente
modificada com a tecnologia CRISPR-Cas9 para a biossintese de compostos volateis organicos
(VOCs) a serem utilizados na agroquimica, promovendo uma agricultura sustentavel. A pesquisa

buscou reduzir a dependéncia de pesticidas sintéticos e fertilizantes quimicos, oferecendo
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alternativas biotecnoldgicas mais seguras e responsaveis ambientalmente. Além da modificacio
genética, foram aplicados conceitos de biotecnologia, microbiologia e fisiologia vegetal para
melhorar o rendimento das safras, preservando a sadde humana e o meio ambiente. O estudo
investigou o potencial dos VOCs na resisténcia das plantas, absor¢ao de nutrientes e interagdo com
a microbiota do solo, enquanto abordara desafios técnicos, econémicos, regulatorios e éticos

relativos a produgao em larga escala.

OBJETIVO

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo realizar uma revisao bibliografica,
fundamentada em publicagoes cientificas atualizadas, para avaliar a viabilidade do uso da levedura
Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada por meio da tecnologia CRISPR-Cas9 na
biossintese de compostos organicos volateis (VOCs) com potencial aplicagio agroquimica. A
pesquisa buscou identificar e analisar alternativas biotecnoldgicas capazes de reduzir a dependéncia
de pesticidas sintéticos e fertilizantes quimicos, promovendo praticas agricolas mais sustentaveis e
ambientalmente responsaveis. A partir da analise critica da literatura, foram abordados conceitos de
biotecnologia, microbiologia e fisiologia vegetal, com énfase na melhoria do rendimento das safras e
na preservacao da saide humana e ambiental. O estudo também investigou os possiveis beneficios
dos VOC:s na resisténcia das plantas, na absor¢ao de nutrientes e na interagao com a microbiota do
solo, além de discutir os desafios técnicos, econémicos, regulatorios e éticos envolvidos na produgao
em larga escala desses compostos, contribuindo para o debate sobre o papel da inovagao genética
na sustentabilidade do setor agricola, especialmente no contexto da produgdo sucroalcooleira

brasileira.

2. METODOLOGIA TEORICA

Para embasar as etapas subsequentes deste trabalho, foi realizada uma pesquisa bibliografica
abrangente, com foco em estudos que abordam aspectos genéticos, bioquimicos e funcionais
relacionados a modificacao de Saccharomyces cerevisiae.

A selecdao dos materiais consultados priorizou publica¢ées que tratam da identificagiao de
genes envolvidos em vias metabdlicas relevantes, estratégias de edicio genomica e métodos de
validagao molecular e funcional. A revisio permitiu reunir informagoes essenciais sobre os genes
de interesse, suas fun¢des metabolicas e potenciais aplicagdes biotecnoldgicas.

Também foram exploradas abordagens experimentais amplamente utilizadas na literatura,

incluindo ferramentas bioinformaticas, técnicas de clonagem e métodos analiticos para avaliagao
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de expressdo génica e caracterizagdo de compostos.
Nos topicos a seguir, serao apresentados os principais achados dessa pesquisa bibliografica,
organizados em trés frentes: identificagdo dos genes-alvo, estratégias de edi¢ado genética e

procedimentos de validagao das modifica¢des propostas:

2.1 Identificagdo de Genes-Alvo

Os genes selecionados para edigdo em Saccharomyces cerevisiae foram PAL (Fenilalanina
Amonia-Liase), envolvido na rota do acido chiquimico — precursor de compostos fendlicos como
eugenol e vanilina — ¢ HMGR (Hidroximetilglutaril-CoA Redutase), essencial na via do
mevalonato, responsavel pela biossintese de terpenos como limoneno e geraniol. Esses compostos
apresentam propriedades relevantes para a agricultura, como agdo repelente, antimicrobiana e
atratividade para organismos benéficos (Doudna; Charpentier, 2014; Zhang ez al., 2021).

Na producio de VOCs, os compostos volateis priorizados para esta pesquisa foram:

. Eugenol — composto fendlico com eficicia comprovada contra pragas como o
bicho-da- cana (Diatraea saccharalis) (Silva ez al., 2022);

. Limoneno — monoterpeno com ag¢ao repelente e atrativa para insetos
polinizadores (Kim ez al., 2019);

. Geraniol — terpeno com atividade antimicrobiana contra patégenos do solo
(Ferreira et al., 2021);

. Metil salicilato — composto volatil que atrai predadores naturais de pragas (Martins

et al,, 2020).

2.2 Edigao via CRISPR-Cas9

O vetor CRISPR-Cas9 adaptado para S. cerevisiae foi projetado com guias especificos para
os genes PAL e HMGR, selecionados por sua relevancia em vias metabdlicas associadas a produgao
de metabdlitos secundarios. As sequéncias dos guias foram desenhadas com base no genoma da
levedura, utilizando ferramentas bioinformaticas como CRISPOR e Benchling, visando alta
especificidade e eficiéncia de edi¢io, com minimiza¢ao de efeitos fora do alvo (Jinek ez al., 2012;
Hsu ez al., 2014).

Para aumentar a expressao génica dos alvos, foi empregada a estratégia de recombinagao

homoéloga, permitindo a inser¢ao de promotores constitutivos fortes, como o TEF1 (promotor do
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gene de elongagiao do fator de traducdo 1), amplamente documentado por sua alta atividade
transcricional em leveduras (Nevoigt, 2008). Promotores alternativos, como PGK1 e GPD, foram
considerados para etapas futuras de validagdo comparativa.

A construcao do vetor foi baseada em técnicas modernas de biologia molecular, como
clonagem Gibson e Golden Gate, que garantem a montagem precisa dos elementos genéticos,
incluindo as sequéncias de guia RNA (gRNA), o gene Cas9 sob controle de promotores especificos
para leveduras, e marcadores de selecio como resisténcia a antibidticos ou complementagao de
auxotrofias (Engler ez al., 2008; Gibson e# al., 2009).

O sistema de recombina¢ao homologa foi otimizado por meio da co-transformagao de
cassetes doadoras contendo os promotores de interesse flanqueados por sequéncias homologas aos
loci de inser¢ado no genoma da levedura. Apds a transformagao, foi realizada triagem de clones
editados por PCR de colonia e sequenciamento de DNA, confirmando a integracio dos
promotores nos loci-alvo. A eficiéncia da edi¢ao foi avaliada com base na taxa de integragao dirigida
por HDR (Homology-Directed Repair) e na analise fenotipica do aumento da expressao génica.

Técnicas como RT-qPCR e ensaios de atividade enzimatica foram descritas na literatura
como métodos eficazes para quantificar os niveis de expressio dos genes modificados e validar o
impacto funcional da edi¢ao (Livak & Schmittgen, 2001). Adicionalmente, testes de viabilidade
celular foram considerados para garantir que as modificagdes nao resultem em efeitos deletérios
significativos no crescimento ou metabolismo global da levedura.

Com base na literatura analisada, foi possivel otimizar conceitualmente uma plataforma
genética voltada para aplicagdes industriais em biotecnologia, incluindo a producao de metabélitos

de interesse como terpenos, flavonoides e outros compostos de valor agregado.

2.3 Validagao

As edi¢oes genéticas descritas foram validadas, segundo os estudos consultados, por meio
da técnica de PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase), que permite a amplificagdao especifica de
sequencias de DNA-alvo para posterior analise. Essa confirmagao inclui tanto a identificagao da
insercao ou dele¢ao planejada quanto a exclusao de mutagdes fora do alvo, garantindo precisao e
eficacia na edigao genética (Mali ez al., 2013).

O sequenciamento de DNA ¢é amplamente utilizado para validar detalhadamente as
alteracoes, permitindo a analise de possivels rearranjos genémicos ou mutagoes indesejadas. A
produgao de VOCs, por sua vez, ¢ comumente analisada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC- MS), técnica que permite a separa¢ao e identificagio dos compostos

com alta sensibilidade e especificidade (Smith e# a/, 2005). Para garantir a confiabilidade dos
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resultados, os estudos recomendam o uso de padrées internos, calibragio adequada dos
instrumentos e protocolos de coleta que minimizem perdas durante a amostragem.

Essa abordagem metodologica, fundamentada na literatura cientifica, permitiu
correlacionar a produgao de VOCs com as alteragdes genéticas realizadas, fornecendo subsidios

tedricos para avaliar os impactos funcionais das modificagdes introduzidas.

. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os genes PAL (fenilalanina amonia-liase) e HMGR (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
redutase) foram selecionados com base em estudos da literatura cientifica por desempenharem
papéis centrais nas vias metabolicas responsaveis pela biossintese de compostos volateis organicos
(VOCs), como fendlicos e terpenos. Esses metabolitos secundarios sio amplamente reconhecidos
por sua atua¢dao na comunicagao planta-ambiente, influenciando processos de defesa, atracao de
organismos benéficos e adaptagao a estresses abidticos (Zhang e al., 2021; Kim ez al., 2019).

O gene PAL esta diretamente envolvido na rota do acido chiquimico, sendo responsavel
pela producao de compostos fendlicos com propriedades antifingicas, antibacterianas e
antioxidantes, como o eugenol e a vanilina. Ja o gene HMGR ¢ uma enzima chave na via do
mevalonato, essencial para a biossintese de terpenos como limoneno e geraniol, que atuam como
repelentes naturais de herbivoros, antimicrobianos contra patégenos do solo e atrativos para
polinizadores (Ferreira ez al., 2021; Martins ez al., 2020).

O redirecionamento do fluxo metabdlico para aumentar a produgdo desses compostos
especificos em Saccharomyces cerevisiae, organismo modelo amplamente utilizado em estudos de
engenharia metabolica, demonstra elevado potencial para ser traduzido em uma estratégia agricola
viavel. A literatura aponta que, ao induzir a producao de VOCs com propriedades bioativas, ¢
possivel reduzir significativamente a necessidade de insumos externos como pesticidas, fertilizantes
e agrotoxicos, contribuindo para a mitigagao dos impactos ambientais associados ao uso intensivo
desses produtos (Nevoigt, 2008; Silva ez al, 2023).

A aplicagao da tecnologia CRISPR-Cas9, reconhecida por sua precisao e eficiéncia na
edicao genética, permite modificagoes dirigidas e controladas em genes-alvo como PAL e HMGR,
possibilitando ajustes finos nas vias metabdlicas das plantas e microrganismos. Por sua alta
especificidade, essa abordagem reduz o risco de muta¢oes indesejadas, aumentando a seguranga e
a viabilidade de futuras aplica¢ées em campo (Doudna; Charpentier, 2014; Jinek ez al., 2012).

Nesse contexto, o uso de CRISPR-Cas9 pode abrir caminhos para o desenvolvimento de
cultivares de cana-de-agucar e outras espécies agricolas com caracteristicas aprimoradas, como

maior resisténcia a pragas e doengas, maior produtividade e menor impacto ambiental. A literatura
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revisada sugere que essa estratégia pode contribuir para a construcao de sistemas agricolas mais
resilientes, ecolégicos e economicamente sustentaveis.

O propésito central dessa abordagem, conforme identificado no levantamento
bibliografico, é garantir a eficiéncia produtiva das lavouras a longo prazo, com énfase na
sustentabilidade. Ao promover a producio de VOCs benéficos, espera-se que as plantas
modifiquem sua interagio com o ambiente, criando um ecossistema agricola mais equilibrado, no
qual o controle de pragas ocorra de forma natural, reduzindo a dependéncia de métodos
convencionais baseados em agrotoxicos.

Além disso, diversos estudos apontam que a redugao do uso de produtos quimicos contribui
para a preservagdao da biodiversidade local, evitando os efeitos negativos da poluigdo quimica e
promovendo ciclos de cultivo mais resilientes as mudangas climaticas. Em cenarios futuros, a
aplicagio em larga escala dessa abordagem biotecnolégica pode transformar a agricultura,
integrando eficiéncia produtiva com responsabilidade ambiental — um passo fundamental para a
construcao de um sistema agricola mais ético e sustentavel (Santos & Oliveira, 2020).

Apesar do potencial identificado, essa estratégia ainda depende de validagao experimental
para confirmar as hipoteses levantadas. As evidéncias preliminares encontradas na literatura
indicam grande aplicabilidade em diversas culturas agricolas, com foco na manutengao e ampliagao
da eficiéncia das lavouras, a0 mesmo tempo que se minimizam os impactos ambientais e o uso de

agrotoxicos.

CONCLUSAO

A edicao genética da levedura Saccharomyces cerevisiae representa uma estratégia inovadora
para a producio de compostos organicos volateis (VOCs), beneficiando a lavoura de cana-de-
acucar. Essa biotecnologia melhora a eficiéncia agricola e promove praticas sustentaveis,
fortalecendo a resisténcia das plantas a pragas e patégenos através de compostos bioativos, como
terpenos e fendlicos. Com isso, reduz-se a necessidade de pesticidas e fertilizantes quimicos,
diminuindo os custos de produgdao e o impacto ambiental. Essa abordagem também preserva a
biodiversidade e alinha-se com as metas globais de sustentabilidade. O uso da ferramenta CRISPR-
Cas9 torna a edi¢do genética mais precisa e viavel para aplicacdes em larga escala, permitindo
adaptagoes para diferentes contextos agricolas. Assim, a edigdo genética de S. cerevisiae para a
produciao de VOCs oferece uma alternativa sustentavel que integra alta produtividade e baixo
impacto ambiental, contribuindo para um futuro agricola mais resiliente.

Por tratar-se de um estudo puramente bibliografico, este trabalho apresenta limitagoes

inerentes a auséncia de experimentacido pratica e de validagao empirica dos conceitos abordados.

16



Bioenergia em revista: didlogos, ano/vol. 15, n. 2, jul./dez. 2025. p. 8-20.
Aplicabilidade de saccharomyces cerevise geneticamente modificada no solo e lavonra para eficiéncia e
sustentabilidade agricola

CARMO, Gabrieli Farias dos Santos do

A escassez de investimento especifico na pesquisa e sua realizacio de forma quase totalmente
independente também restringiram o aprofundamento técnico em determinadas etapas,
especialmente no que se refere a modelagem experimental e a analise laboratorial dos compostos
volateis organicos (VOCs) discutidos.

Apesar dessas limitagdes, os resultados obtidos por meio da revisao da literatura oferecem
uma base tedrica sélida e atualizada, capaz de subsidiar futuras investigacdes com abordagem
experimental. O potencial da levedura Saccharomyces cerevisiae modificada geneticamente via
CRISPR-Cas9 para aplicagdes agroquimicas permanece como um campo promissot, que pode ser
explorado em estudos laboratoriais e em ensaios de campo, contribuindo para o desenvolvimento

de solucGes biotecnoldgicas voltadas a agricultura sustentavel.
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