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RESUMO

Coffea canephora é a segunda espécie mais cultivada do género Coffea, representando cerca de
25% da producéo brasileira e sendo especialmente utilizada na industria do café solGvel e em blends
com Coffea arabica. A espécie apresenta alta variabilidade genética, tendo os programas de
melhoramento buscado a identificacdo, selecdo e propagacéo de genotipos com caracteristicas
superiores. Entretanto o melhoramento convencional demanda muito tempo e a aplicacdo de
ferramentas biotecnoldgicas pode ajudar a acelerar este processo. Dessa forma, 0s objetivos deste
trabalho foram testar diferentes protocolos de inducéo de embriogénese somética (ES) direta para
C. canephora visando a sua aplicacdo em trabalhos futuros de transformacéo genética, a validacdo
da aplicacdo de uma estratégia multiplex do sistema CRISPR/Cas9 através do silenciamento do
gene CcPDS, e a obtencdo de plantas com reducao do teor de cafeina através do silenciamento, via
CRISPR/Cas9, dos genes das enzimas de biossintese da cafeina: xantosina metiltransferase
(XMT), 7-metilxantina metiltransferase (MXMT) e 3,7-dimetilxantina metiltransferase
(DXMT). Para a avaliagdo da indugdo de ES direta foram utilizados explantes provenientes de
folhas de plantulas in vitro e de folhas de plantas de casa de vegetacédo de C. canephora clone 22,
submetidos a trés diferentes tratamentos de indugdo. O mais eficiente para indugéo de ES direta foi
0 Meio 3, com 96,25% de eficiéncia de inducdo e média de 34 embrides por explante de folhas in
vitro e 67% de eficiéncia de inducdo e média de 67 embribes por explante de casa de vegetacao.
Em ambos experimentos de edi¢cdo gendmica, foram utilizados calos embriogénicos de C.
canephora clone 14 e diferentes construgdes génicas multiplex, nas quais os SgRNAS estavam sob
a regulacdo de promotores U6 de C. canephora ou Arabidopisis thaliana. Plantulas e embrifes
apresentando os fenotipos albino, variegado e verde foram obtidas na transformacdo com as
construcbes contendo sgRNAs para o0 gene CcPDS, sendo que 71,4% das plantas avaliadas
apresentaram algum tipo de mutacdo, a maioria em homozigose. Seis plantas possivelmente
transformadas para o silenciamento dos genes de sintese de cafeina foram analisadas e cinco
estavam efetivamente transformadas. Destas, apenas uma apresentou mutagdes nas regides
reconhecidas pelos sgRNAs, sendo uma mutagdo em heterozigose no segundo alvo do gene XMT,
uma mutacdo também em heterozigose nos dois alvos do gene DXMT e nenhuma mutacdo
observada no gene MXMT. Com os resultados obtidos, é possivel concluir que a ES direta é uma
estratégia muito mais rapida de regeneracdo de embrides de cafeeiro e 0 gendtipo parece ter forte
influéncia no sucesso de estratégias de silenciamento génico em C. canephora, assim como 0s genes
a serem silenciados, que podem afetar o desenvolvimento das plantas editadas.

Palavras-chave: Edicdo genémica. PDS. N-metiltransferase. Clone 14. Clone 22.



ABSTRACT

Coffea canephora is the second most cultivated species of the genus Coffea, representing about
25% of the Brazilian production. It is used especially in the soluble coffee industry and in blends
with C. arabica. Due to its high genetic variability, breeding programs have sought to identify,
select, and propagate superior genotypes. However, conventional breeding takes a lot of time
and the use of biotechnological tools can help to speed up this process. Thus, this study aimed
to test different protocols for direct somatic embryogenesis induction of C. canephora aiming
its application in future genetic transformation studies, the validation of the application of a
multiplex strategy of the CRISPR-Cas9 system by silencing the CcPDS gene and obtaining
plants with reduced caffeine content through silencing via CRISPR-Cas9 of the genes XMT,
MXMT, and DXMT of the caffeine biosynthesis enzymes. To test the induction of direct
embryogenesis, explants from in vitro leaves and leaves from the greenhouse of C. canephora
clone 22 were used, submitted to three different induction treatments. Medium 3 was the most
efficient, with 96.25% induction efficiency and an average of 33.99 embryos per greenhouse
explant and 67% induction efficiency and an average of 66.93 embryos per in vitro leaf explant.
For genome editing experiments, embryogenic calluses from C. canephora clone 14 were used
and different multiplex gene cassettes, in which sgRNAs were under the regulation of U6
promoters from C. canephora and Arabidopsis thaliana. Plants and embryos showing the albino,
variegated and green phenotypes were obtained by the transformation with the cassettes
containing sgRNAs for the CcPDS gene, mutations were observed in 71.4% of the analyzed
plants, most of them were homozygous. Six plants possibly mutated for caffeine synthesis were
analyzed and five were effectively transformed. Of these, only one showed a mutation in the
regions recognized by the sgRNAS, heterozygous mutations in the second target of the XMT
gene, and a mutation also is heterozygous in the two targets of the DXMT gene. No mutations
were observed in the MXMT gene. With these results, it is possible to conclude that direct
embryogenesis is a much faster strategy for regenerating coffee embryos and the genotype
seems to have a strong influence on the success of gene silencing strategies in C. canephora, as
well as the genes to be silenced, which can affect the development of edited plans.

Keywords: Genomic edition, PDS, N-methyltransferase, clone 14, clone 22.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO GERAL



1. INTRODUCAO

O café é uma importante commodity agricola para muitos paises na Asia, Africa e
Ameérica Latina, sendo fonte de subsisténcia para mais de 125 milhdes de pessoas. Apesar do
género Coffea ser formado por mais de 125 espécies, duas delas sdo amplamente cultivadas
comercialmente, Coffea arabica e C. canephora (MISHRA, 2019). No Brasil, as duas espéecies
representam aproximadamente 75% e 25% da producdo, respectivamente (CONAB, 2020).

C. canephora € especialmente utilizada na inddstria do café solivel e em blends com C.
arabica. Por ser uma espécie mais rustica, geralmente apresentando maior resisténcia a pragas
e doencas, C. canephora também é utilizada em programas de melhoramento que utilizam as
duas espécies como fonte de variabilidade (FERRAO et al., 2019). Esta variabilidade torna
importante a identificacdo, selecdo e propagacdo de gendtipos superiores.

Entretanto, o melhoramento convencional destas espécies leva muito tempo, o que
dificulta o0 acompanhamento das demandas do mercado e das mudancas climaticas, as quais
imp0e desafios quanto ao cultivo sustentavel do cafeeiro em escala global. Os avancos obtidos
na aplicacdo de ferramentas biotecnoldgicas a cultura, como cultivo in vitro, marcadores
moleculares, transgenia e edicdo gendmica, podem acelerar os programas de melhoramento
(GAMBOA-BECERRA et al., 2019; MISHRA, 2019).

Dentre a estratégias de propagacdo in vitro, a embriogénese somatica (ES) é a mais
explorada. E importante destacar que este é um processo altamente dependente do genétipo
utilizado, o que evidencia a necessidade de investigacdo de protocolos especificos para cada
genoétipo de interesse (WINKELMANN, 2016). Para a propaga¢do em larga escala a ES
indireta, especialmente quando associada a regeneracdo em biorreatores, € uma excelente
alternativa (DUCOS; LAMBOT; PETIARD, 2007; ETIENNE et al., 2018), mas neste caso si0
necessarios de 15 a 18 meses para a obtencdo de embrides (BREITLER et al., 2018; DUCOS
et al., 2003), o que pode tornar o processo oneroso. Em contrapartida, através de protocolos de
ES direta é possivel obter embrides somaticos com 3 a 6 meses (PRIYONO et al., 2010;
QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006), 0 que torna esta via muito interessante para a obtencdo de
plantas transformadas de forma mais rapida.

A transformacao genética do cafeeiro tornou-se possivel gragas a estes avancos obtidos
no cultivo in vitro, e tem como objetivo a introducéo de caracteristicas agrondmicas de interesse
e a melhoria na qualidade de bebida (KUMAR et al., 2006; MISHRA; SLATER, 2012). As
principais técnicas disponiveis ja foram exploradas, como eletroporacdo de protoplastos
(BARTON; ADAMS; ZARWITZ, 1991), infeccdo via A. tumefaciens (OCAMPO;
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MANZANERA, 1992; RIBAS et al., 2011), infec¢éo via A. rhizogenes (SPIRAL et al., 1993),
infiltracdo a vacuo (CANCHE-MOO et al., 2006) e biobalistica (RIBAS et al., 2005), assim
como a edi¢do génica atraves do sistema CRISPR/Cas9, a aplicacdo desta ferramenta podera
tornar possivel a reducdo do tempo necessario para a obtencdo de uma nova variedade de 25 a
30 anos para seis anos (BREITLER et al., 2018).

O sistema CRISPR/Cas9 é uma ferramenta de edicéo génica recentemente desenvolvida, de
ocorréncia natural, originaria de bactérias, e se tornou uma das mais poderosas ferramentas para o
silenciamento de genes, através da inducdo de mutacdes pontuais, bem como para a insercao de
genes em sitios especificos e/ou para controlar a expressdo génica. A edi¢do gendmica via CRISPR-
Cas9 pode ser utilizada em plantas para estudos funcionais, para 0 melhoramento de caracteristicas
relacionadas a produtividade e qualidade, ja sendo aplicada na maioria das plantas cultivadas, como
por exemplo arroz, milho, algodao, trigo, entre outras (DEMIRCI; ZHANG; UNVER, 2018).

Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram testar diferentes protocolos de inducéo de
ES direta em C. canephora visando sua aplicacdo em trabalhos futuros de transformacao genética
(Capitulo 2), a validacéo da aplicacdo de uma estratégia multiplex do sistema CRISPR/Cas9 através
do silenciamento do gene CcPDS (Capitulo 3), e concomitantemente, a obtencdo de plantas com
reducdo do teor de cafeina através do silenciamento dos genes XMT, MXMT e DXMT envolvidos

na biossintese da cafeina (Capitulo 4).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do cafeeiro

O primeiro registro conhecido referente ao café menciona seu efeito estimulante e data
do ano de 575, em manuscritos do 1émen. Estes manuscritos relatam que a Africa foi a regio
de origem, mas foram os arabes os primeiros a dominar a técnica de plantio e preparacdo do
produto, quando o café encontrado na Etidpia foi levado para a peninsula arabica. No século
XIV iniciou-se a producdo comercial no I1émen, que manteve o monopdlio de sua
comercializagdo por muitos anos (MARTINS, 2012).

O género Coffea é originario da Africa, onde uma maior concentracio de espécies foi
encontrada ao longo do Rio Congo, da Ilha de Madagascar e também nas llhas Mascarenhas e
é formado por 124 espécies com ocorréncia principalmente em regifes tropicais e subtropicais
do mundo (CARVALHO, 1946; DAVIS etal., 2011, 2006). Trata-se de plantas dicotiledoneas,
da familia Rubiaceae, que apresentam folhas persistentes, flores hermafroditas, caule lenhoso
e cujo porte vai do arbustivo ao arboreo (LIVRAMENTO, 2010). Dentre as espécies
conhecidas, duas delas s&o mais amplamente cultivadas comercialmente, atingindo quase
100% da produgdo mundial: Coffea arabica e Coffea canephora (DAVIS et al., 2011). As
duas espécies sdo muito distintas quanto aos aspectos agrondmicos, bioquimicos e sensoriais
dos gréos, do mercado e da utilizacdo dos respectivos produtos (FERRAO et al., 2016).

C. arabica é uma espécie tetraploide, autdgama (taxa de autofecundacdo de 90 a 100%)
e, portanto, apresenta menor diversidade genética e menores teores de cafeina, sendo, porém,
mais aromatica, além de apresentar sabor mais pronunciado e menor amargor, 0 que resulta em
melhor qualidade de bebida. A espécie ¢é bastante cultivada em regides de maior altitude. Ja C.
canephora é diploide (2n = 2x = 22), alégama e uma das mais polimdrficas espécies do
género Coffea. A espécie € mais bem adaptada a regibes tropicais de menor altitude, de clima
quente e umido (CHARRIER; BERTHAUD, 1985; MONDEGO et al., 2011).

C. canephora possui bebida mais neutra, de amargor mais pronunciado, além de maior
teor de cafeina e solidos sollveis. A espécie apresenta grande importancia comercial pelo seu
uso em blends com C. arabica, para dar corpo ao café expresso e na industria de café soltvel.
Além disso, € uma espécie mais rastica, apresentando maior resisténcia a pragas e doencas e
também maior tolerdncia a elevadas temperaturas e ao déficit hidrico, sendo utilizada nos
programas de melhoramento do cafeeiro (BERTRAND et al., 2003; FERRAO et al., 2019b;
LASHERMES; ANDRADE; ETIENNE, 2008).
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A espécie também é menos afetada pela bienalidade de producéo da cultura, além de
apresentar produtividades mais elevadas. Em funcdo da alta variabilidade genética resultante
da alogamia da espécie, a selecéo e propagacao de clones com caracteristicas de interesse sao
de grande importancia para garantir melhorias na produtividade e qualidade do café
(BRAGANCA et al., 2001; CONAB, 2017).

Através de diversos estudos morfolégicos, fisioldgicos e moleculares e considerando a sua
origem geogréfica, C. canephora foi subdividido em dois grupos: Guineano e Congolés, sendo este
ultimo divido nos subgrupos SG1, SG2, B e C. O grupo Guineano concentra materiais genéticos
originarios do oeste da Africa (Guiné, Libéria e Costa do Marfim), que apresentam tolerancia a
seca, maior suscetibilidade as doencas e maior teor de cafeina; enquanto os do grupo Congolés tém
origem Republica Centro-Africana, Republica Democratica do Congo, Camar@es, Uganda, Gabéo
e Congo, 0s quais apresentam maior resisténcia a doencas (FERRAO et al., 2019a).

Dentre os subgrupos do grupo Congolés, SG1 é constituido principalmente por materiais
do tipo Konillou, alguns tipos de robusta ou hibridos entre estes dois, apresentam maior teor de
cafeina nos graos (2,7%), moderada tolerancia a seca, e qualidade de bebida superior as plantas
classificadas no grupo Guineano; SG2 agrupa genotipos robusta e apresentam menores teores
de cafeina (2,3%), maior resisténcia a ferrugem, maturacéo dos frutos de média a tardia e maior
suscetibilidade & seca (FERRAO et al., 2019a).

O café é o segundo produto que mais movimenta riqueza na economia global, estando
atras apenas do petréleo, movimentando mais de 90 bilhdes de ddlares anualmente. Devido a
complexidade de sua constituicdo quimica e sensorial, tem sido consumido em diferentes
formas e preparos, desde bebidas quentes e frias, como ingrediente da preparacdo de cervejas,
bolos, sorvetes, balas e mesmo cosméticos e medicamentos, devido as suas propriedades
nutracéuticas (FERRAO et al., 2019b; MISHRA; SLATER, 2012).

No Brasil, o cultivo de café conta com uma &rea total de 2,16 milhGes de hectares, sendo
1,75 milhdes de hectares (81,3%) destinados a C. arabica tendo o estado de Minas Gerais como
o0 principal produtor, 1,22 milh&o de hectares, correspondendo, nesta safra, a 72,1% da area
ocupada com café arabica em ambito nacional. Para C. canephora, a area estimada em 404,3
mil hectares, da qual o estado do Espirito Santo € o maior produtor com 265,2 mil hectares. Nas
ultimas duas décadas a area produtiva de café no pais vem apresentado reducéo (figura 1.1),
entretanto essa tendéncia vem sendo compensada pelo ganho de produtividade obtido pelos
produtores, devido a aplicacdo de novas tecnologias nessa cultura. Na safra de 2020 é possivel,
no entanto, perceber leve retomada no crescimento da area total nos principais estados

produtores de café, como Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo e Bahia (CONAB, 2020).
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Figura 1.1 — Grafico representando a evolucéo da area total de café (C. arabica e C. canephora)
produzida no Brasil nos ultimos anos.
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Fonte: CONAB (2020).

A estimativa total para a producdo brasileira de café para 2020 é entre 57,15 e 62,02
milhGes de sacas de 60 quilos de café beneficiado, sendo que esta safra é de bienalidade
positiva, resultando em uma produtividade estimada entre 30,31 a 32,89 scs/ha. Estas projecoes
representam um incremento de até 25,8% em comparacdo ao volume colhido na temporada
passada (figura 1.2). Nesta safra, C. arabica representa cerca de 75% da producéo nacional total
e C. canephora 25%. A posi¢cdo de maior exportador mundial de café ocupada pelo Brasil

reflete a importancia econdmica da cultura para o pais (CONAB, 2020).

Figura 1.2 — Producdo total nacional de café (C. arabica e C. canephora) nos ultimos anos.
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Fonte: CONAB (2020).

A fim de acessar a diversidade genética das espécies do género Coffea cultivadas no
Brasil, marcadores morfologicos e moleculares foram utilizados ao longo dos anos, a fim de
caracterizar diferentes acessos e identificar gendtipos com caracteristicas superiores (FERRAO

et al., 2014). O Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural

2020 (1)
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(INCAPER) é um dos principais responsaveis pela identificacdo e caracterizacdo de clones e
variedades de Coffea canephora no pais (FERRAO et al., 2009, 2000; TATAGIBA et al.,
2001). Dentre alguns destes gendtipos identificados, pode-se destacar, por exemplo, os clones
14 e 22, 0s quais possuem caracteristicas contrastantes de resisténcia e susceptibilidade a seca,
respectivamente, sendo utilizados em estudos para a identificacdo de genes relacionados a estas
caracteristicas (REICHEL, 2016; TORRES et al., 2019).

2.2 Cultura de tecidos vegetais

O cultivo in vitro de plantas € composto por um conjunto de técnicas e consiste no cultivo
de células, tecidos ou 6rgdos de plantas em um meio de cultura sintético sob condicOes assépticas
em ambiente controlado de luminosidade, temperatura e umidade. O desenvolvimento destas
técnicas deve-se a descoberta e caracterizacdo dos hormdnios vegetais, e tem sido uma ferramenta
tanto para o cultivo quanto para o estudo do comportamento fisiologico de érgaos, tecidos, células
e até mesmo organelas vegetais. Além disso, 0s avancos obtidos com as técnicas de cultura de
tecidos como ferramenta biotecnolégica tem permitido grandes desenvolvimentos tanto na
agricultura, como também na industria (DAGLA, 2012; SHAHZAD et al., 2017a).

O conceito de cultura de tecidos vegetais foi proposto claramente pela primeira vez em 1902
por German Haberlandt, e apesar de ndo ter obtido sucesso devido a utilizacdo de meios
nutricionalmente inadequados, algumas informacBes importantes puderam ser coletadas. As
principais dificuldades encontradas inicialmente foram em relacdo aos aspectos bioquimicos da
técnica, como a nutricdo organica e inorganica, relacdes entre os reguladores de crescimento,
necessidade de suplementacéo vitaminica, entre outros (SHAHZAD et al., 2017a; WHITE, 1942).

Atualmente as diferentes técnicas disponiveis tém sido de grande valia nos programas
de melhoramento de plantas, para a conservacgdo de recursos genéticos, propagacao de diversas
espécies e para a producdo de moléculas de interesse biolégico. Estas técnicas sdo fundamentais
para o desenvolvimento de outras ferramentas como a transformacdo genética de plantas, a
obtencdo de plantas livres de virus, a producdo de duplo-haploides, a producéo de hibridos
somaticos via fusdo de protoplastos, a producdo em larga escala de metabolitos secundarios ou
proteinas recombinantes em células vegetais em suspensdo (DAGLA, 2012; MORAIS et al.,
2012; NETO; ANDRADE, 2011; SHAHZAD et al., 2017b).

O desenvolvimento de uma nova planta a partir de uma Unica célula, tecido ou 6rgao
vegetal pode ocorrer por diferentes rotas morfogénicas: embriogénese ou organogénese, sendo

que ambas podem ser diretas ou indiretas. Estes processos podem sofrer influéncia de diversos
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fatores, como o tipo e qualidade fisioldgica do explante, bem como a composi¢do do meio de
cultura utilizado. A embriogénese somética (ES) compreende o processo em que uma célula
somatica vegetal, sob os estimulos necessarios, se diferencia para formar um embrido somatico,
ja na organogénese um conjunto de células se reorganiza para dar origem a um novo 0rgéo,
brotacdo ou raizes adventicias, a partir de um explante. Estes dois processos sdo considerados
indiretos quando a partir do explante inicial s&o formados calos, massas celulares
indiferenciadas e desorganizadas, e diretos quanto isso ndo ocorre (NETO; ANDRADE, 2011).

Ainda que os principios basicos da cultura de tecidos vegetais sejam claramente
estabelecidos, como a composicao geral dos meios de cultura e o papel de cada regulador de
crescimento utilizado, cada espécie ou gendtipo especifico necessita de estudos direcionados a
fim de estabelecer as condi¢bes 6timas para o seu cultivo, uma vez que as respostas obtidas séo
fortemente dependentes do genotipo utilizado (WINKELMANN, 2016).

2.3 Embriogénese somética

A embriogénese em plantas geralmente € um processo resultante de dupla fecundacéo,
no qual estdo envolvidas uma célula espermética haploide e uma célula ovo haploide que apds
a sua fusdo dardo origem a um embrido zigético. Entretanto essa ndo é a Unica via de
embriogénese em plantas, esta pode ocorrer assexuadamente, sem a ocorréncia de fertilizagéo,
tanto in vivo quanto in vitro. Células somaticas ou gametas podem ser induzidos a diferenciar-
se em embriBes in vitro através da aplicacdo de tratamentos com reguladores de crescimento
e/ou de estresse (GERMANA; WALKER, 2016).

Esse processo pelo qual células somaticas, submetidas a condi¢Bes adequadas de inducéo,
geram células embriogénicas é chamado de embriogénese somatica (ES). Para tanto, precisam
passar por uma série de alteracdes morfoldgicas e bioquimicas, permitindo o desenvolvimento de
uma estrutura bipolar sem conexo vascular com o tecido originario (SOLIS-RAMOS et al., 2012).

Devido a essa possibilidade, € amplamente aceito que todas as células vegetais sdo
totipotentes e podem regenerar um organismo completo. Apesar de incontaveis experimentos
demonstrando a regeneracdo de plantas inteiras a partir de diversos explantes, inclusive células
individuais, recentemente tem sido observada que a regeneracao de plantas talvez ocorra em funcéao
da transdiferenciacdo de meristemas ou tecidos de calos semelhantes a meristemas presentes devido
a presenca de células meristematicas adultas em toda a planta, ndo se iniciando a partir de uma tnica
célula totipotente. Assim, a totipoténcia ndo poderia ser considerada uma caracteristica intrinseca

de células vegetais, mas algumas delas podem readquirir esta totipoténcia sob determinadas
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condicdes (FEHER; BERNULA; GEMES, 2016).

De qualquer forma, a ES pode ser considerada uma das ferramentas mais poderosas da
biotecnologia de plantas, permitindo a propagacdo em larga escala de variedades de interesse,
ou servindo de suporte para estudos de biologia do desenvolvimento vegetal ou para ensaios de
transformacdo genética (LOYOLA-VARGAS; OCHOA-ALEJO, 2016). Essa estratégia se
destaca frente & organogénese, pois permite a obtencdo de um grande nimero de regenerantes,
baixa frequéncia de quimeras e limitada ocorréncia de variagdo somaclonal (VS) (SAHIJRAM,;
BAHADUR, 2015). No caso do cultivo in vitro do cafeeiro, a ocorréncia de VS pode variar de
0 a 93% e depende do genotipo, fonte do explante, tipo e concentracdo dos reguladores de
crescimento das plantas no meio e principalmente o tempo de cultivo (CAMPOS; PANIS;
CARPENTIER, 2017).

Plantas lenhosas normalmente sdo menos responsivas ao cultivo in vitro do que outras
espécies, especialmente plantas adultas, ainda assim a utilizacdo da ES tem demonstrado ser
uma importante ferramenta para a propagacdo clonal de espécies lenhosas. A ES é
extremamente Util ainda para a producdo de sementes sintéticas, conservacdo de germoplasma
e criopreservacao dessas espécies. O ponto chave para o sucesso dessa estratégia € a transicédo
de um estado de célula somética para célula embriogénica (GUAN et al., 2016).

Na cultura do cafeeiro, os estudos de ES tém sido de grande ajuda no desenvolvimento e
propagacdo de cultivares comerciais de café. Os trabalhos pioneiros em cultura de tecidos foram
publicados por Staritsky (1970), que obteve éxito na inducédo de calos a partir de folhas de varias
espécies e producdo de embriGes somaticos na espécie C. canephora. Posteriormente, diversos
trabalhos envolvendo a espécie C. arabica foram desenvolvidos, no intuito de aumentar a taxa de
inducéo, a multiplicacdo de calos embriogénicos e a regeneracao e desenvolvimento de plantulas
(BARTOS, 2012; CARVALHO et al., 2011; NEUENSCHWANDER; BAUMANN, 1992;
QUIROZ-FIGUEROA; KU-RODRIGUEZ; LOYOLA-VARGAS, 2002; ZAMARRIPA et al.,
1991). Ao longo de mais de 50 anos, diferentes grupos de pesquisa ao redor do mundo
desenvolveram diferentes protocolos de ES, buscando eficiéncia, reprodutibilidade e
confiabilidade no processo, além de buscar a elucidacdo da regulacdo génica do processo
(ARROYO-HERRERA et al., 2008; BARRETO et al., 2012; FREITAS et al., 2019; KAHIA;
MANTELL, 2016; NIC-CAN et al., 2013; SILVA et al., 2013; YASUDA; FUIJII;
YAMAGUCHI, 1985). Muitos fatores que influenciam a resposta vém sendo estudados,
observando-se um importante papel das auxinas e do gendtipo utilizado. O desenvolvimento de
protocolos de ES tem possibilitado ainda a aplicagdo de técnicas de transformacdo genética,

visando a melhoria de caracteristicas agrondémicas, como reducdo dos niveis endogenos de
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cafeina e resisténcia a pragas e doencas (LOYOLA-VARGAS et al., 2016).
2.4 Transformagcdo genética de plantas

Em biologia molecular, transformacdo genética pode ser definida como a alteragcdo dos
genes de uma célula através da insercdo de um DNA exo6geno pela membrana celular e a sua
incorporacdo bem sucedida ao genoma da célula em questdo. A transformacéo genética se tornou
uma ferramenta versatil e amplamente utilizada tanto para o melhoramento quanto para o estudo de
funcéo dos genes em plantas. O sucesso no emprego dessa tecnologia é resultado de muitos anos
de esforcos dos pesquisadores em aprimorar as técnicas de cultivo in vitro, os proprios métodos de
transformacdo genética e a engenharia genética, ndo esquecendo de mencionar os estudos para
identificacdo de genes candidatos (HANSEN, 1999; SAEED; SHAHZAD, 2015).

A producdo de plantas transgénicas de tornou rotineira para diversas espécies cultivadas,
como arroz, trigo, milho, soja, algodéo, canola, entre outras (ZIEMIENOWICZ, 2014). Transgenes
sdo introduzidos nas plantas visando conferir as mais diversas caracteristicas de interesse
agrondémico como: aumento da qualidade nutricional, tolerancia a estresses abidticos, resisténcia a
patdgenos, entre outros. O desenvolvimento de técnicas de transformacdo permitiu que fosse
possivel utilizar genes de espécies evolutivamente distantes das plantas, como bactérias, fungos,
virus e até mesmo animais, aumentando infinitamente as possibilidades de melhoramento de
caracteristicas das plantas. Para tanto, o transgene precisa ser inserido na célula vegetal e atingir o
ndcleo, o que pode ser facilitado por métodos bioldgicos ou fisicos (RIVERA et al., 2012).

O principal método fisico utilizado para transformacdo de plantas é a biobalistica ou
bombardeamento de particulas. Esse método foi desenvolvido na Cornell University em 1987
com o objetivo de melhorar a transformacédo de cereais (SANFORD et al., 1987), ja que a
eficiéncia de transformacdo mediada por Agrobacterium era particularmente baixa em
monocotileddneas. O método consiste no aceleramento de pequenas particulas ligadas ao gene
de interesse contra a célula vegetal, permitindo que este complexo penetre na parede celular e
atinja o nucleo, possibilitando a integracdo do DNA inserido ao genoma da célula vegetal
(RIVERA et al., 2012; SANFORD, 1990).

A transformacdo mediada por A. tumefaciens é a técnica mais utilizada para a insergéo
de genes exdgenos em plantas, sendo um processo bastante complexo e requer o envolvimento
de componentes celulares tanto vegetais quanto bacterianos. Basicamente a Agrobacterium ira
infectar a célula vegetal, copiar um trecho de seu plasmideo Ti (do inglés, “tumor-inducing”) e
0 transportar para o interior da célula vegetal até o nucleo onde esse fragmento podera ser

integrado ao genoma vegetal. A versatilidade e eficiéncia da técnica é refletida na variedade de
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grupos de plantas para quais j& foi aplicada: espécies de cereais, leguminosas, tubérculos,
lenhosas, ornamentais e medicinais, entre outras (GELVIN, 2003; ZIEMIENOWICZ, 2014).

Independentemente da técnica utilizada na transformacéo genética de plantas, a principal
limitacdo encontrada é a integracdo aleatdria da construcdo génica de interesse no genoma
vegetal. Tentando superar esse gargalo, novas técnicas de edicdo de genomas vém sendo
desenvolvidas, como a utilizacdo de nucleases programaveis, que € o caso das nucleases zinc-
finger (ZFN) e das nucleases efetoras semelhantes a ativadores de transcricdo (TALENS), que
possuem a capacidade de clivar do DNA gendmico em sitios especificos e, através do sistema de
reparo enddgeno, permitem gerar edi¢Ges altamente precisas no genoma (KIM; KIM, 2014).

As proteinas ZFN apresentam um sitio de ligacdo ao DNA no qual, naturalmente, diversos
aminoacidos entram em contato com 3pb da fita de DNA. As nucleases ZFN sao fusdes do
dominio ndo especifico de clivagem de DNA da endonuclease de restricdo Fokl com proteinas
de ZFN, as quais foram engenheiradas para possuirem um sitio de ligacdo ao DNA com 9-18pb,
permitindo assim clivar o DNA gendmico com especificidade. TALENS séo fusdes do dominio
de clivagem Fokl e dominios de ligacdo ao DNA derivados das proteinas TALE, as quais contém
diversos dominios repetitivos de 33 a 35 aminoacidos, cada um reconhecendo um unico par de
bases. Ambos induzem quebras na dupla fita de DNA (DSB, do inglés “double-strand breaks™)
que ativam as vias de resposta a danos no DNA e permitem alteracfes personalizadas. Apesar de
promissoras, essas duas técnicas apresentam um problema em comum: sdo necessarias duas
proteinas de ligacdo ao DNA relativamente grandes, para cada alvo, 0 que torna o processo de
design complexo e oneroso (GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013; JINEK et al., 2012).

Mais recentemente, uma técnica baseada no sistema imune de bactérias foi
desenvolvida: CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)/Cas
(CRISPR-associated), sendo considerado um sistema notavelmente mais facil de projetar,
altamente especifico, eficiente e adequado para edi¢cdo de multiplos genes em uma ampla
variedade de tipos de células e organismos. Pode-se classificar este como um sistema baseado
em nucleases engenheiradas guiadas por RNA (RGENSs, do inglés “RNA-guided engineered
nucleases”) (KIM; KIM, 2014; RAN et al., 2013).

Os primeiros relatos de utilizacdo da técnica para edicdo de genomas envolveram
bactérias (JIANG et al., 2013a), cultivos de células humanas e de camundongo (CONG et al.,
2013; RAN et al., 2013; WANG et al., 2014), animais modelo (FRIEDLAND et al., 2013;
HWANG et al., 2013), e também plantas (BELHAJ et al., 2013; L1 et al., 2013; UPADHYAY
etal., 2013). O sistema CRISPR/Cas tem sido uma plataforma altamente eficiente de edigéo de

genomas sitio-dirigida, uma vez que permite a clivagem de regiGes especificas do DNA
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gendmico guiado por um pequeno RNA néo codificante, resultando em modificagOes génicas
seja pela via de reparo de extremidades ndo homologas (NHEJ, do inglés “Non-homologous
end joining”’) como pela recombinagdo homologa (HDR, do inglés “Homology directed repair’)

(RIVERA et al., 2012; TANG; TANG, 2016).

2.5 Sistema CRISPR/Cas9

As repeticdes palindromicas curtas agrupadas e regularmente interespacadas (CRISPR)-
e as proteinas associadas a CRISPR (Cas) fazem parte de um sistema imune adaptativo de
procariotos encontrado principalmente em Archaeas e muitas bactérias. O I6cus genémico
CRISPR-Cas apresenta uma complexidade e diversidade até entdo ndo observada entre os
sistemas de defesa procariotos conhecidos atualmente (MAKAROVA; KOONIN, 2015). A
partir do entendimento do funcionamento desse sistema foi desenvolvida uma técnica de edicéo
gendmica que ficou conhecida pelo mesmo nome.

Nesse sistema procarioto (figura 1.3), pequenos fragmentos de DNA exdgenos
(provenientes de virus e plasmideos que anteriormente atacaram a célula), chamados de
“espacadores” sao integrados ao locus gendmico CRISPR entre as sequencias repetitivas
(estagio 1: adaptacdo/aquisi¢do) e entdo, quando ha uma nova infeccado, estes sdo transcritos
(estagio 2: expressdo/processamento) (JINEK et al., 2012). Os espacadores geram 0 precursor
do CRISPR RNA (pre-crRNA), e as sequéncias repetitivas o trans-activating CRISPR RNA
(tracrRNA), os quais se hibridizam devido a similaridade em parte de suas sequéncias, ativando
0 processamento do pre-crRNA para gerar 0 CRISPR RNA maduro (crRNA) (HORVATH,;
BARRANGOU, 2010). A molécula hibrida crRNA: tracrRNA e sua estrutura tridimensionais
sdo essenciais para o seu reconhecimento pela porcéao efetora do sistema, que sera responsavel

pela identificagdo e clivagem do DNA exdgeno (estagio 3).
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Figura 1.3 — Representacdo esquematica do funcionamento do sistema CRISPR/Cas9 em
procariotos.
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Representacdo do sistema CRISPR/Cas em procariotos, locus CRISPR e as etapas de aquisi¢do (Estagio
1), expressdo e processamento (Estagio 2) e direcionamento (Estagio 3). Estagio 1: fragmentos de DNA
do virus invasor sdo incorporados no locus CRISPR do genoma da bactéria. Estagio 2: expressao e
hibridizag&o dos pre-crRNAs (precursores dos pequenos CRISPR RNA) e tracrRNA (chamado trans-
activating CRISPR RNA) , que passaram pelo processamento da RNAse Ill, gerando os pequenos
CRISPR RNA (crRNAs). Estagio 3: Uma nuclease de Cas (proteina associada ao CRISPR) liga-se ao
crRNA, guiando a nuclease para destruir o DNA dos virus invasores.

Fonte: http://rna.berkeley.edu/crispr.html (2017).

Os sistemas CRISPR podem ser classificados em Classe 1, quando utilizam diversas
proteinas Cas juntamente do crRNA, formando um grande complexo efetor, no reconhecimento
e clivagem do sitio alvo, ou Classe 2, quando essa funcgao é desempenhada por uma Unica grande
proteina juntamente do crRNA, como é o caso da Cas9 (MAKAROVA; KOONIN, 2015). Uma
outra classificacdo diz respeito ao estagio 2, de processamento do complexo pre-crRNA:
tracrRNA, onde os chamados tipos | e Il o processamento é realizado por endonucleases Cas,
enquanto no tipo Il é realizado pela RNAse 111, na presenca da Cas9 (JINEK et al., 2012).

Os trabalhos mais recentes demonstraram que existe uma regido essencial para o
reconhecimento do crRNA pela proteina Cas9: uma sequéncia de "semente™ dentro do crRNA
e uma sequéncia conservada de motifs adjacentes ao protospacer contendo o dinucle6tideo
(PAM) upstream da regiéo de ligacdo do crRNA. Mantendo-se essa regido de reconhecimento,
o sistema CRISPR/Cas pode ser manipulado para cortar praticamente qualquer sequéncia de
DNA ao modificar-se o crRNA. Este complexo crRNA e tracrRNA pode ser chamado de RNA
guia (QRNA, ou RNA guia simples: sgRNA, no sistema sintético) (GAJ; GERSBACH;
BARBAS, 2013; JINEK et al., 2012; YANAGUI, 2016).
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Portanto, diferentemente das técnicas de ZNFs e TALENS, nesta técnica o Unico
componente que precisa ser engenheirado é o gRNA para cada sitio alvo, o que torna o design do
sistema muito mais simples e reduz custos para a edi¢do de genes (JAO; WENTE; CHEN, 2013).

Apos a clivagem da fita dupla de DNA pela Cas9, resultado da atuacdo dos dois sitios
ativos da enzima, RuvC e HNH (JINEK et al., 2012), o lécus alvo normalmente sofre uma das
duas vias principais para o reparo de dano do DNA: o NHEJ, propenso a erros, ou a via HDR,
de alta fidelidade, ambas as quais podem ser usadas para alcancar um efeito de edicao desejado,
como silenciamento ou insercdo da sequéncia génica, respectivamente (RAN et al., 2013).

N&o havendo uma sequéncia com homologia para a recombinacdo a DSB seréa reparada
pela via NHEJ, na qual ao serem religadas as extremidades pode haver mutacGes por
insercOes/delecdes (indels). Se essas mutacdes ocorrerem em éxons, poderdo levar a uma
mudanca no frame de leitura ou cédon de parada prematuro e, portanto, ao silenciamento do
gene. Pode-se utilizar mais de um gRNA com o intuito de gerar diferentes DSB e
consequentemente maiores delecGes no genoma (MALI et al., 2013).

A via de reparo HDR normalmente ocorre em frequéncias muito mais baixas e variaveis,
entretanto pode ser utilizada para gerar inserc6es de sequéncias de interesse em sitios especificos
do genoma, desde que essas sequéncias apresentem extremidades homdlogas as da regido clivada.
Podem ser utilizados ainda oligonucleotideos de DNA de cadeia simples (sSODNs), que
permitem pequenas edi¢des no genoma, como a introducao de mutagdes de um Gnico nucleotideo
para provar variacfes genéticas causais (CHEN et al., 2011).

Na figura 1.4 podemos observar uma representacdo esquematica dos passos necessarios
para a obtencdo de plantas mutantes atraves do sistema CRISPR/Cas9. A construcao génica a ser
utilizada precisa apresentar os seguintes elementos: promotor e terminador para a sequéncia codante
otimizada da proteina Cas9, sendo um dos mais comumente utilizado o promotor 35S e 0
terminador de Virus do mosaico de couve-flor (BELHAJ et al., 2013); promotor para a sequéncia
alvo e o scaffold do sgRNA, normalmente s&o utilizados os promotores da RNA polimerase 111 de
plantas, U3 e U6 de Arabidopsis ou da propria espécie a ser utilizada. Outro aspecto importante € a
fusdo da Cas9 a um sinal de localizagao nuclear (do inglés, nuclear localization signal: NLS), para

garantir a sua entrega no nucleo (BELHAJ et al., 2013).
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Figura 1.4 — Visao geral do mecanismo de edicdo do genoma pelo sistema CRISPR/Cas9 e
subsequente mutagénese direcionada em plantas.
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Legenda: Vis&o geral do mecanismo de edicdo do genoma pelo sistema CRISPR/Cas9 e subsequente
mutagénese direcionada. Depois que Cas9 e SgRNA sdo entregues na célula da planta por transformacao
de protoplastos, biobalistica ou transformacéo mediada por Agrobacterium, a Cas9 estimula a separacdo
das cadeias de DNA e permite que um sgRNA hibridize com uma sequéncia especifica no gene alvo
para clivagem de DNA direcionada. O sistema posiciona 0 DNA alvo no sitio ativo da Cas9 na
orientacdo adequada em relacdo ao sitio PAM e permite que dominios RuvC e HNH clivem
independentemente cada segmento da sequéncia de DNA-alvo 3 nucleotideos upstream a PAM. A
guebra do DNA de fita dupla passa entdo pelo sistema de reparo via juncdo de extremidades ndo
homélogas (NHEJ, do inglés) ou pela recombinacdo homdloga (HDR), quando ocorrem frequentemente
delecbes ou insercdes de alguns nucleotideos. Os mutantes sdo examinados por diferentes abordagens,
incluindo ensaios com enzima de restri¢do, ensaio de sobrevivéncia e sequenciamento. O cassete que
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expressa Cas9 é regulado pelo promotor 35S do virus do mosaico de couve-flor e a sequéncia alvo e de
scaffold do gRNA é regulada pelo promotor U6. A sequéncia PAM (NGG; vermelha) é essencial para a
atividade da nuclease Cas9. Letras verdes representam a molécula gendmica do DNA; tesouras indicam
locais de clivagem; Cas9; PAM: motivos adjacentes do protospacer; SgRNA, RNA guia Unico; NLS,
sinal de localizacdo nuclear.

Fonte: TANG; TANG (2016).

Para a insercdo do cassete génico no genoma da planta pode ser utilizada quaisquer das
técnicas conhecidas, como transformacdo do protoplastos, biobalistica ou infeccdo por A.
tumefaciens. Uma vez que haja a clivagem pela enzima Cas9 e o reparo da regido, seja pela via
NHEJ ou HDR, leve a alguma mutacdo € necessario fazer-se a identificacdo dos mutantes. Para
tanto pode-se utilizar enzimas de restricao para os sitios de clivagem, ensaios de sobrevivéncia a
agentes seletivos e por fim, o sequenciamento das regides alvo (TANG; TANG, 2016).

Desde a elucidacdo do sistema, este ja foi manipulado para utilizacdo em diferentes
espécies. Dentre as plantas ja foram manipuladas plantas modelo como A. thaliana, na qual foram
avaliadas diversas geracdes de mutante para 12 diferentes alvos a fim de determinar os padrdes,
eficiéncia, especificidade e herdabilidade de mutacdes ou corre¢cdes genéticas induzidas por
CRISPR/Cas, obtendo eficiéncia de até de 79,4% (FENG et al., 2014); culturas comerciais como
milho, no qual edicdo do gene ALS2 usando oligonucleotideos de fita simples ou dupla como
modelos de reparo produziu plantas resistentes ao clorossulfuron. Além disso, as quebras de fita
dupla geradas pela endonuclease Cas9 guiada por RNA também estimularam a insercdo de um
gene de caracteristica em um local préximo a LIG1 por HDR (SVITASHEV et al., 2015); plantas
frutiferas como citrus, no qual investigou-se se a agroinfiltracdo facilitada por Xanthomonas citri
subsp. citri (Xcc) pode ser usada para acelerar os ensaios de funcéo de transgene, utilizando os
sistema CRISPR/Cas9 (JIA; WANG, 2014); plantas lenhosas como Populus , no qual a validacédo
do sistema foi feita através do silenciamento do gene PDS (FAN et al., 2015); gramineas como
arroz e sorgo, nas quais foi testada a transformacéo transiente de protoplastos para avaliar e a
eficiéncia do sistema (JIANG et al., 2013b).

Muitos estudos utilizam como alvo o gene da fitoeno desaturase (PDS). Uma vez esse
gene esteja silenciado, observa-se nas plantas a auséncia de pigmentacéo verde, portanto este
gene é amplamente utilizado em ensaios de validacdo de tecnologias de silenciamento génico,
como o sistema CRISPR/Cas9, ja que sua funcdo e conhecida e pela facilidade de identificacdo
dos mutantes (JEONG et al., 2005; SHAO et al., 2008).

Em C. canephora a técnica foi aplicada recentemente, sendo obtidos mutantes para o
gene PDS, sem apresentar, entretanto o fenotipo albino esperado. Foram testadas construcfes

com sgRNAs individuais e em multiplex, sendo obtidos mutantes apenas para um dos alvos, no
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éxon 14 (pCOFFEDIT-14). A eficiéncia da mutagdo no local alvo estimada foi de 30,4%
(BREITLER et al., 2018).

A maioria das primeiras estratégias de edicdo genémica utilizando sistemas CRISPR/Cas
visavam os alvos em um ou dois loci génicos simultaneos. Entretanto posteriormente tornou-se
comum a co-expressao de multiplos SgRNAs em sistemas chamados multiplex, que poderiam visar
alvos em diferentes regibes no mesmo gene, aumentando as chances de induzir uma mutacéo, ou
ainda sgRNAs para diferentes genes em uma mesma construcao e podendo gerar grandes delecdes
cromossomicas (DEMIRCI; ZHANG; UNVER, 2018).

Existem sistemas CRISPR que utilizam outras endonucleases associadas, apresentando
caracteristicas diferentes da Cas9, as quais também j& foram utilizados para edi¢do gendmica. A
identificacdo dessas variantes amplia as possibilidades de aplicacdo do sistema. Um exemplo é a
Cpfl, que induz DSB gerando extremidades coesivas e reconhece um sitio PAM rico em T
(ZETSCHE et al., 2015).

Para além da edi¢do genémica, o sistema CRISPR/Cas ja foi utilizado para regular a
expressdao génica (CRISPR activation/interference (CRISPRa/i), visualizar dindmicas de
elementos genéticos (Cas9 inativa fusionada a uma proteina fluorescente), entre outros. Tais
relatos demonstram que o sistema pode ser uma ferramenta molecular com aplica¢Ges bastante
amplas (KUMAR; JAIN, 2015).

Assim como ZFNs e TALENS, a tecnologia CRISPR/Cas é considerada uma das novas
técnicas de melhoramento de plantas (NPBTS), as quais geram debates ao redor do mundo
guanto a regulamentacao e legislacdo de organismos geneticamente modificados (OGMs). Séo
técnicas que podem gerar modificacfes do genoma de plantas indistinguiveis dagquelas geradas
através de melhoramento convencional ou mutagénese induzida fisica ou quimicamente, o que
levaria a classificacdo das plantas obtidas por estas técnicas como ndo-GM, possibilitando um
impacto positivo na aceitacdo das tecnologias no mercado (BELHAJ et al., 2013; KLETER,;
KUIPER; KOK, 2019). No Brasil, segundo a Resolucdo Normativa n°16 (RN16), as técnicas
de edicdo gendmica estdo classificadas como Técnicas Inovadoras de Melhoramento de
Precisdo (TIMP) e a depender da avaliagdo da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBIo0), o produto obtido por estas técnicas podera ser registrado como de melhoramento
convencional ou mutagénese ou se deve seguir regulamentacdo de OGM (Organismo
Geneticamente Modificado) ou transgénico (NEPONUCENO, 2020).

2.6 Transformacao genética de cafeeiro
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Devido aos avancos obtidos no desenvolvimento de técnicas de cultivo in vitro de espécies
do género Coffea se tornou possivel a manipulacdo a nivel molecular e celular das espécies,
tornando-as elegiveis para aplicacdo de técnicas biotecnoldgicas em programas de melhoramento
inclusive para a transformacao genética. A utilizacdo destas técnicas € de extrema importancia para
auxiliar na redugdo do tempo e custo necessarios no melhoramento da espécie (KUMAR et al.,
2006). Os principais objetivos da utilizacdo da transformagdo de Coffea sdo a introducéo de
caracteristicas agronémicas de interesse em gendtipos de elite, para o desenvolvimento de novas
cultivares apresentando resisténcia a pragas e doencas, resisténcia a herbicidas, tolerancia a seca e
congelamento, melhoria na qualidade de bebida, entre outras caracteristicas as quais ndo séo
possiveis introduzir através do melhoramento cléssico (MISHRA; SLATER, 2012).

Entre as primeiras estratégias de transformacdo genética aplicada ao cafeeiro estdo a
eletroporacdo de protoplastos em C. arabica (BARTON; ADAMS; ZARWITZ, 1991), na qual ndo
foi obtido sucesso quanto a regeneragéo de plantas; a transformacéo de C. canephora a partir de
hipocétilos por infeccdo com A. tumefaciens para expressdo de genes marcadores de selecdo e o
gene reporter uidA (GUS — B-glucuronidase) (OCAMPO; MANZANERA, 1992); a transformacéo
de embrides somaticos de C. canephora por infeccdo com A. rhizogenes (SPIRAL et al., 1993); a
expressdo transiente do gene reporter uidA através de bombardeamento de particulas em C.
arabica, C. canephora e Arabusta (VAN BOXTEL et al., 1995).

No decorrer dos anos, diversos foram os trabalhos visando a otimizacgao dos parametros das
diferentes técnicas de transformacdo na tentativa de superar os problemas iniciais de baixa
eficiéncia de transformacdo e regeneracdo (HATANAKA et al., 1999). Para tanto, utiliza-se
principalmente a transformagdo com genes reporteres, como uidA, gfp e DsRFP. Além disso, tem-
se buscado a sele¢do de genes candidatos para transformacao e avaliacdo de diferentes promotores,
como CaMV35S (derivado do virus do mosaico da couve-flor e amplamente utilizado em
construgdes génicas), EF-1a (obtido do EF-1a fator de elongacao da tradugio de A. thaliana), além
de promotores endogenos como a- tubulina e a-arabicina (MISHRA; SLATER, 2012).

Existem também relatos de transformacéo transiente por infiltragdo a vacuo, com o
objetivo de validar a técnica como uma forma rapida de obter-se plantas transformadas de C.
canephora, no qual houve 33% de eficiéncia de transformagdo (CANCHE-MOO et al., 2006)
e de transformacdo estavel dessa espécie obtida por bombardeio de particulas de tecido
embriogénico (RIBAS et al., 2005).

Em trabalhos mais recentes, a transformacgéo genética de C. arabica foi otimizada pelo
estabelecimento de cultivos de calos embriogénicos, demonstrando relagéo positiva entre o tempo

de cultivo e a eficiéncia de transformacgédo (RIBAS et al., 2011), também ha estudos para o
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desenvolvimento de plantas com resisténcia a broca do café (ALBUQUERQUE et al., 2015); a
transformacéo de C. canephora foi utilizada para silenciamento de genes na rota biossintética da
cafeina (MOHANAN et al., 2014), e também utilizada para avaliar a atividade de haplotipos de
promotores do gene CcDREB1D sob estresse hidrico (ALVES et al., 2017); o efeito da
composicdo da parede das células a serem infectadas com Agrobacterium e como inibidores de
etileno podem afetar esse fator e melhorar a aderéncia da bactéria as células embriogénicas de C.
canephora ja foi estudado (KUMAR; SIMMI; GIRIDHAR, 2018), transformacédo de C. arabica
com o gene CrylOAa de Bacillus thuringiensis visando a possivel utilizacdo destas plantas
transgénicas no controle da broca do café (VALENCIA-LOZANO et al., 2019) e a transformacéo
transiente através de agroinfiltracéo de folhas de C. arabica (VARGAS-GUEVARA et al., 2018)

sdo alguns exemplos de aplicacdes de técnicas de transformacao genética em cafeeiro.

2.7 Silenciamento do gene PDS e seus efeitos

Como mencionado anteriormente, o gene PDS é uma das principais alternativas quando
se deseja validar uma técnica de silenciamento génico em plantas, devido ao fenétipo facilmente
identificavel que a auséncia ou deficiéncia de expressdo desse gene gera: plantas albinas (JEONG
et al., 2005; SHAO et al., 2008). O silenciamento desse gene ja foi obtido em diversas espécies,
com diferentes técnicas como RNA interferente (RNAI) (TRAVELLA; KLIMM; KELLER,
2006; WANG et al., 2009, 2005), silenciamento induzido por virus (VIGS) (HOLZBERG et al.,
2002; VELASQUEZ; CHAKRAVARTHY; MARTIN, 2009; ZHOU et al., 2018), TALENSs (DU
etal., 2016) e CRISPR/Cas9 (BERNARD et al., 2019; KAUR et al., 2018).

Esse fendtipo é obtido pois este gene € essencial e limitante na rota biossintética dos
carotenoides em plantas (figura 1.5), a enzima por ele codificada, a fitoeno desaturase, catalisa
a introducédo de duas ligagdes duplas no incolor 15-cis-fitoeno, produzindo 9,15,9'-tri-cis-C-
caroteno, através do intermediario 9,15-di-cis-fitoflueno, o qual posteriormente é convertido
em licopeno (KAUR et al., 2018; KOSCHMIEDER et al., 2017).

Além dos efeitos na prdpria rota, o silenciamento de genes de sintese de carotenoides tem
efeitos de desregulagcdo em rotas que compartilham do mesmo precursor, geranil difosfato (GGPP).
E o caso de 4cido giberélico (GA), cadeia fitol de clorofila, plastoquinonas e tocoferéis. S&o
observados efeitos ainda na sintese de compostos produzidos a partir de carotenoides, como o acido

abscisico (ABA) e estringolactonas, como mostrado na figura 1.5 (KAUR et al., 2018).
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Figura 1.5 — Via esquematica da biossintese de carotenoides.
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Fonte: KAUR et al. (2018).
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Os efeitos do silenciamento do PDS ja foram estudados em tabaco, no qual foi
observado: reducdo da eficiéncia do fotossistema Il (PSII), redugdo do conteldo total de
carotenoides, clorofila a e b e aumento da concentracao da proteina de membrana do tilacéide.
Resultados que sugerem que a correspondéncia exata de pigmentos e proteinas é importante
para a absorcdo e transferéncia de energia na fotossintese, e a incompatibilidade delas podem
causar mau funcionamento do PSII (WANG et al., 2009). Um estudo em Eschscholzia
californica, mostrou que o silenciamento, realizado com silenciamento induzido por virus (do
inglés: Virus-induced gene silencing, ou VIGS), de apenas os genes PDS e ZDS gerou
fotobranqueamento extenso nas folhas, enquanto com o silenciamento do gene PSY, foi
observado fotobranqueamento parcial. Para 0s genes das etapas finais da via de carotenoides,
BOH ¢ ZEP nio foi observado fotobranqueamento (ZHOU et al., 2018).

Mutantes pds3 de Arabidopsis apresentaram fenotipo albino e ando e alta acumulacéo
de fitoeno; a aplicacdo de acido giberélico (GA3) enddgeno restaurou parcialmente o fen6tipo
ando, sugerindo que essa alteracdo foi consequéncia da deficiéncia de giberelina (GA),
possivelmente em funcéo da perturbacéo da rota de carotenoides. Analises de microarray e RT-
gPCR (do inglés: Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR) mostraram que a
interrupcdo do gene PDS3 resultou em alteracGes na expressao génica envolvidas em pelo
menos 20 vias metabdlicas, incluindo a inibicdo de muitos genes nas vias de biossintese de
carotenoides, clorofila e GA (QIN et al., 2007).

O cDNA de genes da rota biossintética dos carotenoides (PSY, PDS, ZDS, PTOX, LCY-
E, CRTR-B, ZEP e VDE) de C. canephora foram identificados em 2008, juntamente com dois
membros da familia da desoxigenasse de clivagem de carotenoides (NCED3 e CCD1) e vérias
fibrilinas diferentes envolvidas no sequestro de carotenoides (FBI) (SIMKIN et al., 2008).

2.8 Biossintese de cafeina e o café descafeinado

A cafeina (1,3,7-metilxantina) ¢ um alcaloide pdrico, um dos mais consumidos no
mundo devido a suas atividades bioldgicas e efeitos como aumento da capacidade de alerta e
reducdo da fadiga, o que resulta em melhor desempenho em atividades que exijam maior
vigilancia. Efeitos negativos também podem vir a ser observados como reducdo do controle
motor e da qualidade do sono, além de poder causar irritabilidade em individuos com quadro
de ansiedade (DE MARIA; MOREIRA, 2007).

Este € um composto que é sintetizado em grandes quantidades em um namero reduzido

de espécies dos géneros: Camellia, Coffea, Theobroma, Paullinia, llex e Cola. A principal via
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de biossintese da cafeina (figura 1.6) consiste em trés etapas de metilacdo e inicia-se pela
conversao de xantosina a 7-metilxantosina pela enzima xantosina-N7-metiltransferase (XMT),
a primeira exclusiva desta via. Esta enzima metila exclusivamente a xantosina na posicdo N7,
apresentando alta similaridade entre as demais proteinas da mesma rota e os demais membros
da familia génica. A sequéncia do gene que a codifica foi identificada em C. arabica em 1998
(KATO; NAKAYAMA, 2017; MOISYADI; NEUPANE; STILES, 1998).

Figura 1.6 — Rota de biossintese de teobromina e cafeina em cha e café.
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Fonte: KATO; NAKAYAMA (2017).
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O gene que codifica a MXMT foi isolado e identificado em 2001, em C. arabica, esta
catalisa o segundo passo de metilagcdo da rota para produzir teobromina. Este apresenta uma
similaridade com a cafeina-sintase do cha (35,8%) e a metiltransferase do acido salicilico
(34,1%) (OGAWA et al., 2001). A terceira reacdo de metilacdo é realizada pela cafeina sintase,
ou 3,7-dimetilxantina metiltransferase (DXMT), cuja sequéncia génica em C. canephora foi
clonada em 2007 (MCCARTHY et al., 2007).

A partir do conhecimento dessas enzimas e suas sequencias génicas em cafeeiro, abre-
se portas para a utilizacdo de técnicas de DNA recombinante e silenciamento génico para a
obtencdo de plantas de café sem cafeina, eliminando a necessidade de utilizacdo de métodos
quimicos para a obtencdo desse tipo de produto. Uma abordagem oposta também pode ser
aplicavel, uma vez que a cafeina € um composto muito utilizado na industria cosmética e
alimenticia e a obtida naturalmente néo é suficiente para suprir este mercado, necessitando de
producdo sintética (MAZZAFERA, 2012; OGAWA et al., 2001).

A popularidade do café como bebida se deve as propriedades estimulantes da cafeina.
No entanto, um mercado para café descafeinado comecou a se desenvolver quando problemas
de salde pareciam estar relacionados ao consumo de cafeina. Os processos de descafeinacao
utilizados podem alterar as propriedades sensoriais e a concentracdo dos compostos bioativos
presentes na bebida do café. Ainda assim, o café descafeinado torrado é um produto de valor
agregado que passou a se tornar uma categoria importante no mercado recentemente, estando
entre os produtos que apresentam maiores vantagens competitivas (ABRAHAO et al., 2008;
MAZZAFERA, 2012; TOROK; MIZIK; JAMBOR, 2018).

Ao longo do ultimo século, diversos solventes foram utilizados para a obtencéo de café
descafeinado, sendo que os quatro em operac¢do atualmente séo: diclorometano (DCM), agua,
acetato de etila (EA) e didxido de carbono, este ultimo podendo ser utilizado tanto em sua forma
supercritica (scCO2) quanto liquida (1iCO2). O processo ideal seria aquele em que a cafeina é
removida das células do grdo sem causar nenhuma outra alteracdo, mas devido a natureza da
molécula e a sua localizacdo celular, isso pode ser uma grande dificuldade. Os efeitos
indesejados nesse processo podem ser a perda de aroma ou moléculas precursoras, alteragdes
na estrutura, tamanho e aparéncia dos graos, perda de massa e a presenca de solventes residuais
(PIETSCH, 2017).

Algumas alternativas para a obtencdo de uma bebida descafeinada que ndo dependa
destes processos quimicos ja foram relatadas. Acessos de C. arabica provenientes da Etidpia
gue apresentam quase nenhuma cafeina foram identificados pelo Instituto Agrondmico de

Campinas (IAC), nestas plantas foi identificado um acimulo de teobromina, precursor imediato
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da cafeina, o que pode indicar uma possivel deficiéncia da enzima DXMT; esta caracteristica
poderia ser introduzida em variedades comerciais através de hibridacdo intraespecifica, mas
este € um processo bastante lento, podendo levar mais de 30 anos (SILVAROLLA;
MAZZAFERA; FAZUOLLI, 2004). Também é conhecido o mutante Laurina de C. arabica, que
apresenta cerca de metade (0,6%) do teor de cafeina de outras variedades da mesma espécie
(em torno de 1,2%) (CARVALHO; TANGO; MONACO, 1965), entretanto este mutante
também apresenta diversos problemas de desenvolvimento e produtividade muito baixa
(KRUG; CARVALHO; ANTUNES FILHO, 1954). A utilizacdo de tecnologias de
silenciamento génico pode ser uma alternativa para acelerar este processo. Através da repressao
da expressdo do gene CaMXMT1 em C. canephora, foi possivel obter plantas com reducdo de
até 70% no conteudo de cafeina, em folhas. Tais resultados indicam que pode ser viavel

produzir gréos intrinsecamente deficientes em cafeina (OGITA et al., 2003a).
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RESUMO

Coffea canephora é uma espécie do género Coffea, originaria da Africa, e representa atualmente
cerca de 25% da producéo de café no Brasil. E uma espécie que apresenta alta rusticidade e
variabilidade genética, portanto estudos de propagacdo vegetativa sdo importantes ferramentas
no melhoramento da espécie. Dentre as estratégias disponiveis a embriogénese somatica (ES)
direta € uma das mais eficientes e rapidas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi testar trés
diferentes protocolos de inducgéo de ES direta utilizando o clone 22 de C. canephora. Foram
utilizados como explantes sec¢des de folhas de plantas mantidas em casa de vegetacéo e in
vitro. As principais diferengas dos meios utilizados foram a concentragao de sais do meio MS,
vitaminas e tipo de citocininas utilizadas (BAP, 2iP ou cinetina). Para o tratamento utilizando
0 meio 1 houve uma etapa de pré-tratamento das plantulas in vitro com adicao de reguladores
de crescimento (0,54 UM ANA e 2,32 uM cinetina) durante 14 dias. Ap6s 3 meses da inoculagéo
foi avaliada a frequéncia de resposta e o nimero medio de embrides obtidos em cada tratamento.
O tratamento do meio 3, utilizando cinetina, foi o mais eficiente tanto para explantes de
plantulas in vitro (96,25% de frequéncia de inducdo e média de 34 embrides por explante)
quanto de plantas de casa de vegetacdo (67% de frequéncia de indugdo e média de 67 embribes

por explante) e podera ser utilizado em estudos futuros de transformacéo genética.

Palavras-chave: clone 22; propagacdo vegetativa; cinetina; BAP; 2iP.
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1. INTRODUCAO

O género Coffea ¢ originario da Africa e é formado por 124 espécies, as quais podem
ser encontradas especialmente em regides tropicais e subtropicais do mundo (CARVALHO,
1946; DAVIS et al.,, 2006). Dentre estas, apenas duas sdo amplamente cultivadas
comercialmente: Coffea arabica e Coffea canephora (DAVIS et al., 2011). No Brasil, C.
arabica representa aproximadamente 75% da producdo total, enquanto C. canephora
corresponde a cerca de 25% (CONAB, 2020).

C. canephora em geral é uma espécie mais rustica, com maior resisténcia a pragas e
doencas além de maior tolerancia ao déficit hidrico e a altas temperaturas, sendo de grande
importancia nos programas de melhoramento do cafeeiro. Devido a alta variabilidade genética
da espécie, a selecdo e propagacdo de clones com caracteristicas de interesse sdo de grande
importancia para garantir melhorias na produtividade e qualidade do café (BRAGANCA et al.,
2001; FERRAO et al., 2019b).

A propagacdo in vitro de plantas permite garantir a identidade genética das variedades
e a producdo de mudas em larga escala, além de tornar possivel a aplicacdo de outras
ferramentas biotecnolégicas como a transformacdo genética de plantas, a obtengdo de plantas
livres de virus, a producdo de duplo-haploides, a producédo de hibridos somaticos via fusdo de
protoplastos, a producdo em larga escala de metabdlitos secundarios ou proteinas
recombinantes em células vegetais em suspensdo (DAGLA, 2012; MORAIS et al., 2012;
NETO; ANDRADE, 2011).

Dentre as estratégias de propagacdo in vitro de plantas, a embriogénese somatica (ES)
merece destaque pois permite a obtencdo de um grande numero de regenerantes, baixa
frequéncia de quimeras e limitada ocorréncia de variacdo somaclonal (SAHIJRAM;
BAHADUR, 2015). Em cafeeiro, alguns protocolos ja foram estabelecidos, tanto para a via
direta, sem a formacdo de calos, quanto indireta, quando inicialmente é induzida a formacéo de
calos a parir dos quais serdo obtidos os embrides somaticos (DECHAMP et al., 2006;
FUENTES et al., 2000; PRIYONO et al., 2010; QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006). Apesar de
haverem relatos de alta eficiéncia para ambas as estratégias, a ES direta permite a obtencédo de
embrides somaticos de maneira muito mais rapida, em cerca de 3 meses a partir da inoculacao
(QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006), enquanto através da ES indireta dispende-se pelo menos
18 meses desde a inoculacdo até a obtencdo de embrides (BREITLER et al., 2018). Além disso

é importante observar que a resposta aos diferentes protocolos é altamente dependente do
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genotipo utilizado, fazendo-se necessaria a validacdo de cada protocolo para cada gendétipo de
interesse (WINKELMANN, 2016).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi testar diferentes protocolos de inducéo de ES
direta em C. canephora a fim de verificar qual deles é o mais eficiente para o clone 22, e que

podera ser utilizado em ensaios futuros de transformacéo genética de cafeeiro.



49

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material Vegetal

Plantas de C. canephora clone 22 (INCAPER) cultivadas em casa de vegetagéo e in
vitro em meio Murashige & Skoog (MS) (MURASHIGE; SKOOG, 1962) sem adigéo de
reguladores de crescimento e solidificado com 0,17% (p/v) de agar, pH 5,8 e mantidas em
condicdes de sala de crescimento (£25 °C e 40 pmol.m2.s) foram utilizadas como fonte inicial

dos explantes.

2.2 Inducéo de embriogénese somatica direta

As folhas foram seccionadas em explantes de 0,25 cm? evitando as bordas e a nervura
central. Foram avaliados trés diferentes tratamentos de inducdo de ES, conforme descrito na
tabela 2.1, descritos por Fuentes et al. (2000), Quiroz-Figueroa et al. (2006) e Priyono et al.
(2010).

Tabela 2.1 — Composi¢do dos meios de cultura utilizados para inducdo de embriogénese
somatica direta.

Tratamentos Meio 1 Meio 2 Meio 3
A Quiroz-Figueroa et al., Fuentes et al., .
Referéncia 2006 2000 Priyono et al., 2010
Macronutrientes ¥ MS Ya MS Y2 MS
Micronutrientes Ya MS Y2 MS Y2 MS
4,86 UM piridoxina vitaminas B5 1/2 vitaminas Gamborg
e - 100 mg/L caseina
8,12 UM ac. nicotinico 0,8 puM cisteina hidrolisada
Vitaminas e L 21 pM pantetonato de
suplementos 29,6 UM tiamina 29,43 UM AgNO3 calcio
135,7 pM sulfato de
adenina
8,25 UM cisteina
Regulador de 5 1M BAP 5 UM 2ip 23,23 UM cinetina
crescimento
Sacarose 30 g/L 30 g/L 40 g/L
Agente gelificante 25 g/L 2 5g/L 3 g/L

(Phytagel)

Fonte: da autora (2020).
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Para o tratamento 1, antes da inducdo, as plantulas in vitro foram transferidas para
mesmo meio suplementado com 0,54 uM &cido naftalenoacético (ANA) e 2,32 UM cinetina
(kn) durante 14 dias sob as mesmas condi¢des de cultivo (QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006).

2.3 Germinacdo e manutencao dos embrides somaticos

Quando os embrides obtidos atingiram o estadio cotiledonar foram isolados
individualmente do tecido foliar e transferidos para meio MS sem adi¢do de reguladores de
crescimento e solidificado com 0,17% (p/v) de Phytagel, pH 5,8 e mantidos em condicGes de sala
de crescimento, sendo subcultivados a cada 8 semanas. Plantulas com raiz foram transferidas para

potes contendo meio T6 (ETIENNE, 2005), sendo transferidas para meio fresco a cada 8 semanas.

2.4 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi implementado em delineamento experimental inteiramente
casualizado com 15 repeticdes (frascos de vidro fechados com tampa plastica) para cada
tratamento, sendo cada repeticdo constituida por 4 explantes. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%, com o auxilio do
programa de analise estatistica Sisvar (FERREIRA, 2008). Foi avaliada a frequéncia de resposta
(porcentagem de explantes apresentando embriGes somaticos) e 0 nimero médio de embrides

por explante de cada tratamento.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos foram avaliados quanto a frequéncia de resposta dos explantes e
numero médio de embriBes por explante aos 90 dias de inducdo. Os resultados para 0s trés
tratamentos utilizando explantes de plantulas in vitro podem ser observados na tabela 2.2. Os
tratamentos 1 e 3 apresentaram as maiores frequéncias de resposta dos explantes, sendo
significativamente superiores ao tratamento 2 e ndo diferindo entre si. Quanto ao niUmero meédio
de embrides por explante, o tratamento 3 foi significantemente melhor que os demais, os quais

ndo diferiram entre si.

Tabela 2.2 —Frequéncia de resposta a embriogénese dos explantes de plantulas in vitro e nimero
medio de embribes obtidos em cada tratamento.

Tratamentos Frequéncia N° embrides

Meio 1 82% a 441 b

Meio 2 44,75% b 343 b

Meio 3 96,25% a 33,99 a
Médias seguidas de letras diferentes apresentaram diferenca significativa entre si no Teste de Tukey,
p<0,5.

Fonte: da autora (2020).

Na figura 2.1 podem ser observados exemplos de explantes responsivos a inducao de
cada tratamento, onde pode-se verificar a diferenca visual entre eles. Os explantes do tratamento
3 (figura 2.1C) apresentaram intensa proliferacdo de embrides somaticos, seguido pelo
tratamento 1 (figura 2.1A) e por fim o tratamento 2 (figura 2.1B), sendo 0 menos responsivo.

Figura 2.1 — Resposta de explantes de folhas de plantulas in vitro aos tratamentos de inducao
de embriogénese somatica direta.

Legenda: A: meio 1; B: meio 2; C: meio 3.
Fonte: da autora (2020).
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Os explantes provenientes de folhas de plantulas cultivadas in vitro apresentaram severa
ocorréncia de contaminagdo enddgena, o que afetou a inducéo de ES direta. Foi relatado que o
pré-tratamento das plantulas anteriormente a inducéo da ES € um fator critico para a eficiéncia
(QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006), o que ndo foi observado nesse estudo pois apesar do
tratamento que utiliza um pré-tratamento ter sido eficiente na frequéncia de indugdo, o nimero
de embrides foi significativamente menor a um tratamento que néo utiliza. O nitrato de prata
(AgNO:3) é um conhecido inibidor de etileno utilizado no cultivo in vitro, e o efeito positivo da
sua adicdo ao meio de inducdo de ES direta ja foi relatado (FUENTES et al., 2000), entretanto
0 mesmo ndo pdde ser observado neste estudo, onde o tratamento com adi¢do deste componente
foi o que apresentou menor frequéncia de resposta e nimero de embrides. Em alguns casos a
adicdo de ions de prata, através de AgNO3 ou outros compostos, pode apresentar citotoxicidade
para os tecidos em cultivo (BAGHERZADEH HOMAEE; EHSANPOUR, 2015; STEINITZ et
al., 2010), este pode ter sido um dos fatores que afetou a eficacia deste tratamento. Outra
hipotese é que o etileno possua um possivel papel na inducéo de ES e a utilizagdo de um inibidor
deste hormonio vegetal ndo foi benéfico nesse caso, como ja relatado na inducédo de ES a partir
de anteras de C. arabica (FIGUEIRA et al., 2009).

Outros componentes j& foram testados a fim de aprimorar a resposta a inducdo de ES
direta. Dentre os inibidores de etileno, pode-se destacar o acido salicilico, o cloreto de cobalto
e o nitrato de prata, sendo este dltimo o mais eficiente (KUMAR; RAMAKRISHNA,;
RAVISHANKAR, 2007). Outras substancias como indolaminas, célcio e ionéforo de célcio ja
foram relatadas como eficientes em incrementar a inducdo de ES (RAMAKRISHNA et al.,
2012; RAMAKRISHNA; GIRIDHAR; RAVISHANKAR, 2011).

Os resultados das avaliagdes para os explantes de plantas de casa de vegetacdo podem
ser observados na tabela 2.3. Quanto a frequéncia de reposta, o tratamento 3 foi superior apenas
ao tratamento 2, enquanto em relacdo ao nimero de embrides, o tratamento 3 foi mais eficiente

que os demais, que mais uma vez ndo diferiram estatisticamente entre si.

Tabela 2.3 —Frequéncia de resposta a embriogénese dos explantes e nimero medio de embrides
obtidos em cada tratamento, para 0s explantes de plantas de casa de vegetagéo.

Tratamentos Frequéncia N° embrides
Meio 1 50% ab 4,77 b
Meio 2 395b 3,04 b
Meio 3 67% a 66,93 a

Médias seguidas de letras diferentes apresentaram diferenca significativa entre si no Teste de Tukey,
p<0,5.
Fonte: da autora (2020).
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Semelhantemente aos explantes de folhas in vitro, os explantes oriundos de folhas de
casa de vegetacéo do tratamento 3 (figura 2.2C) se destacou dos demais e a diferenga entre 0s
tratamentos pode ser visualmente percebida. Os explantes desse tratamento apresentaram
intensa proliferacdo de embrides somaticos em todas as bordas, e os embrides facilmente se
desprendiam do explante inicial quando manipulados. J& nos explantes do tratamento 2 (figura
2.2B) apenas algumas regides pontuais apresentaram desenvolvimento de embrides. E por fim,
no tratamento 1 (figura 2.2A) alguns explantes foram responsivos em boa parte da area das

bordas, mas néo tdo intensamente quanto no tratamento 3.

Figura 2.2 — Resposta de explantes de folhas de casa de vegetacdo aos tratamentos de inducéo
de embriogénese somatica direta.

Légenda: A: meio 1; B: meio 2; C: meio 3.
Fonte: da autora (2020).

A inducédo de ES em C. canephora ja foi extensamente estudada. Além de altamente
influenciada pelas condicdes de cultivo, especialmente quanto composi¢do dos meios de cultura
e os reguladores de crescimento utilizados. Nas condicdes deste estudo e para o gendtipo
estudado, a cinetina, utilizada como regulador de crescimento do tratamento 3, parece ser mais
eficiente que outras citocininas na indugéo de ES direta.

Estudos demonstram que a resposta a inducdo de ES direta é fortemente influenciada
pelo genotipo, e mesmo dentro de um mesmo subgrupo (Congolés ou Guineano) podem
responder diferentemente (PRIYONO et al., 2010). Assim faz-se necessario a avaliagdo de
diferentes protocolos para cada genotipo a ser utilizado. Neste estudo foi utilizado o clone 22
de C. canephora e para este genotipo, dentre os tratamentos avaliados, o tratamento 3 foi 0 mais
eficiente tanto para explantes de plantulas in vitro (96,25% de frequéncia de inducéo e média
de 34 embriGes por explante) quanto de plantas de casa de vegetacdo (67% de frequéncia de
inducdo e media de 67 embrides por explante).
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O tempo necessario para inducdo também é bastante varidvel, a depender da fonte de
explante inicial, agente gelificante, condic¢des de cultivo, entre outros. As diferencas se agravam
especialmente quando é comparado a embriogénese indireta e direta, sendo que para a primeira
s80 necessarios cerca de 6 a 8 meses apenas para a obtencao de calos primarios, totalizando
cerca de 15 a 18 meses para a obtencdo de embrides (BREITLER et al., 2018; DUCOS et al.,
2003) enquanto que para a segunda isto é possivel com 3 a 6 meses (obtendo-se até 200
embrides por explante) (FUENTES et al., 2000; PRIYONO et al., 2010; QUIROZ-FIGUEROA
et al., 2006). Quando se visa a propagacdo em larga escala, a embriogénese indireta,
especialmente quando utilizado sistemas de biorreatores para regeneracao, realmente é uma
estratégia muito promissora (podem ser obtidos mais de 1000 embriGes por sistema RITA® de
1L) (DUCOS et al., 2007; ETIENNE et al., 2018), mas o tempo e médo-de-obra despendidos
também sdo altos. Para a obtencdo de plantas transformadas de C. canephora de forma mais

rapida, a embriogénese direta pode ser uma excelente alternativa.
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4, CONCLUSOES

Nas condicdes deste estudo o meio 3 (Priyono et al., 2010) foi o mais eficiente na
inducdo de embriogénese somatica direta em C. canephora clone 22, para os dois tipos de
explante, folhas in vitro e de casa de vegetacdo. Esta estratégia poderéd ser testada para a
transformacdo genética de C. canephora em estudos futuros, visto que apresenta uma maior
rapidez na obtencdo de embrifes somaticos e plantulas em comparacdo com a estratégia

utilizada atualmente, através de embriogénese indireta.



56

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BAGHERZADEH HOMAEE, Mozafar; EHSANPOUR, Ali Akbar. Physiological and
biochemical responses of potato (Solanum tuberosum) to silver nanoparticles and silver nitrate
treatments under in vitro conditions. Indian Journal of Plant Physiology, v. 20, n. 4, p. 353—
359, 2015. DOI: 10.1007/s40502-015-0188-x.

BRAGANCA, Scheilla Marina; DE CARVALHO, Carlos Henrique Siqueira; DA FONSECA,
Aymbiré Francisco Almeida; FERRAO, Romério Gava. Variedades clonais de café Conilon
para o Estado do Espirito Santo. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 36, n. 5, p. 765-770,
2001. DOI: 10.1590/S0100-204X2001000500006. Disponivel em:
http://www.scielo.br/pdf/pab/v36n5/5549.pdf. Acesso em: 24 maio. 2017.

BREITLER, Jean Christophe; DECHAMP, Eveline;, CAMPA, Claudine; ZEBRAL
RODRIGUES, Leonardo Augusto; GUYOT, Romain; MARRACCINI, Pierre; ETIENNE,
Hervé. CRISPR/Cas9-mediated efficient targeted mutagenesis has the potential to accelerate
the domestication of Coffea canephora. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v. 134, n. 3,
p. 383-394, 2018. DOI: 10.1007/s11240-018-1429-2. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1007/s11240-018-1429-2.

CARVALHO, A. Distribuicao geogréafica e classificacdo botanica do género Coffea com
referéncia especial a espécie ardbica, 5: Origem e classificacdo boténica do C. arabica L.
Boletim da Superintendencia dos Servicos do Café (Brasil) v. 21 (230) p. 174-184, 1946.

CONAB. Acompanhamento da safra brasileira: café. V. 6 — Safra 2020 — N.1 — Primeiro
levantamento, Brasilia, p. 1-62, Janeiro 2020. ISSN 2318-7913. Disponivel em:
http://www.conab.gov.br.

DAGLA, H. R. Plant tissue culture. Resonance, v. 17, n. 8, p. 759-767, 2012. DOI:
10.1007/s12045-012-0086-8. Disponivel em: http://link.springer.com/10.1007/s12045-012-
0086-8. Acesso em: 21 jan. 2016.

DAVIS, AARON P.; GOVAERTS, RAFAEL; BRIDSON, DIANE M.; STOFFELEN, PIET.
An annotated taxonomic conspectus of the genus Coffea (Rubiaceae). Botanical Journal of
the Linnean Society, v. 152, n. 4, p. 465-512, 2006. DOI: 10.1111/].1095-8339.2006.00584.x.
Disponivel em: https://academic.oup.com/botlinnean/article-lookup/doi/10.1111/j.1095-
8339.2006.00584.x. Acesso em: 12 maio. 2017.

DAVIS, Aaron P.; TOSH, James; RUCH, Nicolas; FAY, Michael F. Growing coffee:
Psilanthus (Rubiaceae) subsumed on the basis of molecular and morphological data;
implications for the size, morphology, distribution and evolutionary history of Coffea.
Botanical Journal of the Linnean Society, v. 167, n. 4, p. 357-377, 2011. DOI:
10.1111/5.1095-8339.2011.01177 .. Disponivel em:
https://academic.oup.com/botlinnean/article-lookup/doi/10.1111/j.1095-8339.2011.01177 .X.
Acesso em: 14 maio. 2017.

DECHAMP, Eveline; BREITLER, Jean Christophe; LERQY, Thierry; ETIENNE, Herve;
KAN, Wang. Coffee (Coffea arabica L.). In: Agrobacterium Protocols: Third Edition. [s.l.]
: Springer, New York, NY, 2006. v. 343p. 275-291. DOI: 10.1385/1597451304. Disponivel
em: http://link.springer.com/10.1385/1597451304. Acesso em: 7 jan. 2019.



57

DUCQOS, J. P.; ALENTON, R.; REANO, J. F.; KANCHANOMAI, C.; DESHAYES, A,
PETIARD, V. Agronomic performance of Coffea canephora P. trees derived from large-scale
somatic embryo production in liquid medium. Euphytica, v. 131, n. 2, p. 215-223, 2003. DOI:
10.1023/A:1023915613158.

DUCOS, J. P.; LABBE, G.; LAMBOT, C.; PETIARD, V. Pilot scale process for the production
of pre-germinated somatic embryos of selected robusta (Coffea canephora) clones. In Vitro
Cellular and Developmental Biology - Plant, v. 43, n. 6, p. 652-659, 2007. DOI:
10.1007/s11627-007-9075-0.

ETIENNE, H. Somatic Embryogenesis Protocol: Coffee (Coffea arabica L. and C. canephora
P.). In: Protocol for Somatic Embryogenesis in Woody Plants. [s.l.] : Springer-Verlag, 2005.
p. 167-179. DOI: 10.1007/1-4020-2985-3 14.

ETIENNE, Hervé et al. Coffee Somatic Embryogenesis: How Did Research, Experience
Gained and Innovations Promote the Commercial Propagation of Elite Clones From the Two
Cultivated Species? Frontiers in Plant Science, v. 9, n. November, p. 1-21, 2018. DOI:
10.3389/fpls.2018.01630. Disponivel em:
https://www.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2018.01630/full.

FERRAO, Romario Gava, FONSECA, Aymbiré Francisco Almeida Da; FERRAO, Maria
Amélia Gava; MUNER, Lucio Herzog De. Coffea canephora. In: FERRAO, R. G.; FONSECA,
A. F. A da.; FERRAO, M. A. G.; DE MUNER, L. H. (org.). Conilon Coffee. 3. ed. Vitoria,
ES: Incaper, 2019. p. 974.

FERREIRA, Daniel Furtado. SISVAR: um programa para anélises e ensino de estatistica. In:
REVISTA SYMPOSIUM 2008, Anais [...]. : Lavras, 2008. p. 36-41.

FIGUEIRA, Elisangela Rodrigues; LONDE, Luciana Nogueira; MARQUES, Raquel Viegas;
MARQUES, Soraia Viegas; SILVA, Adelaide Siqueira; LUZ, José Magno Queiroz. Influéncia
do 2, 4-D, nitrato de prata e acido acetilsalicilicono cultivo in vitro de anteras de cafeeiro
(Coffea arabica L.). Cientifica, v. 36, n. 1, p. 27-33, 2009.

FUENTES, SandraR. L.; CALHEIROS, Maria B. P.; MANETTI-FILHO, Jodo; VIEIRA, Luiz
G. E. The effects of silver nitrate and different carbohydrate sources on somatic embryogenesis
in Coffea canephora. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v. 60, n. 1, p. 5-13, 2000. DOI:
10.1023/A:1006474324652.

KUMAR, Vinod; RAMAKRISHNA, A.; RAVISHANKAR, G. A. Influence of different
ethylene inhibitors on somatic embryogenesis and secondary embryogenesis from Coffea
canephora P ex Fr. In Vitro Cellular and Developmental Biology - Plant, v. 43, n. 6, p. 602—
607, 2007. DOI: 10.1007/s11627-007-9067-0.

MORAIS, T. P.; LUZ, J. M. Q.; SILVA, S. M.; RESENDE, R. F.; SILVA, A. S. Aplicacdes da
cultura de tecidos em plantas medicinais. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 14, n.
1, p. 110-121, 2012. DOI: 10.1590/S1516-05722012000100016.

NETO, Sebastido Pedro da Silva; ANDRADE, Solange Rocha Monteiro De. Cultura de tecidos
vegetais: principios e aplica¢fes. In: FALEIRO, Fabio Gelape; ANDRADE, Solange Rocha
Monteiro De (org.). Biotecnologia: estado da arte e aplicacGes na agropecuéria. 1% edicdo
ed. Planaltina, DF: Embrapa Cerrados, 2011. p. 409-434.



58

PRIYONO et al. Somatic embryogenesis and vegetative cutting capacity are under distinct
genetic control in Coffea canephora Pierre. Plant Cell Reports, v. 29, n. 4, p. 343-357, 2010.
DOI: 10.1007/s00299-010-0825-9.

QUIROZ-FIGUEROA, Francisco; MIRIAM MONFORTE-GONZALEZ; GALAZ-AVALOS,
Rosa M.; LOYOLA-VARGAS, Victor M. Direct Somatic Embryogenesis in Coffea canephora.
Plant Cell Culture Protocols, v. 318, n. 4, p. 111-116, 2006.

RAMAKRISHNA, A.; GIRIDHAR, P.; JOBIN, M.; PAULOSE, C. S.; RAVISHANKAR, G.
A. Indoleamines and calcium enhance somatic embryogenesis in Coffea canephora P ex Fr.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v. 108, n. 2, p. 267278, 2012. DOI: 10.1007/s11240-
011-0039-z.

RAMAKRISHNA, Akula; GIRIDHAR, Parvatam; RAVISHANKAR, Gokare Aswathanarayana.
Calcium and calcium ionophore A23187 induce high-frequency somatic embryogenesis in cultured
tissues of Coffea canephora P ex Fr. In Vitro Cellular and Developmental Biology - Plant, v. 47,
n. 6, p. 667-673, 2011. DOI: 10.1007/s11627-011-9372-5.

SAHIJRAM, Leela; BAHADUR, Bir. Somatic Embryogenesis. In: Plant Biology and
Biotechnology. New Delhi: Springer India, 2015. p. 315-327. DOI: 10.1007/978-81-322-2283-
5 _15. Disponivel em: http://link.springer.com/10.1007/978-81-322-2283-5_15. Acesso em: 14
maio. 2017.

STEINITZ, Benjamin; BARR, Nurit; TABIB, Yona; VAKNIN, Yiftach; BERNSTEIN, Nirit.
Control of in vitro rooting and plant development in Corymbia maculata by silver nitrate, silver
thiosulfate and thiosulfate ion. Plant Cell Reports, v. 29, n. 11, p. 1315-1323, 2010. DOI:
10.1007/s00299-010-0918-5.

WINKELMANN, Traud. Somatic Versus Zygotic Embryogenesis: Learning from Seeds. In:
Methods in Molecular Biology. [S. I.]: Methods Mol Biol, 2016. v. 1359p. 25-46. E-book.
Disponivel em: https://doi.org/10.1007/978-1-4939-3061-6_2. Acesso em: 14 jul. 2020.



CAPITULO 3
SILENCIAMENTO DO GENE CcPDS EM Coffea canephora UTILIZANDO O
SISTEMA CRISPR/CAS9
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RESUMO

Coffea canephora é uma espécie do género Coffea que apresenta extensa diversidade genética
e caracteristicas agrondmicas desejaveis aos programas de melhoramento. Entretanto o
melhoramento genético convencional do cafeeiro pode levar cerca de 30 anos, sendo dificil que
o langcamento de novas variedades acompanhe as demandas de mercado. Assim a aplicacéo de
ferramentas modernas de biotecnologia como as tecnologias de engenharia genética de precisdo
como sistema CRISPR/Cas9 pode ser de grande valia para acelerar este processo. Dessa forma,
0 objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia desse sistema para gerar mutagdes em C.
canephora clone 14. Foram utilizados calos embriogénicos e diferentes construgdes génicas
multiplex, nas quais 0s SgRNAS estavam sob a regulacdo de promotores U6 de C. canephora
ou Arabidopisis thaliana. Foram realizados 3 procedimentos de transformacdo, sendo que
somente no segundo deles obteve-se a regeneracdo de muitos embrides, apenas para a
construcdo usando promotor de C. canephora. Plantulas e embrifes apresentando os fendtipos
albino, variegado e verde foram confirmadas como transformadas pela verificacdo da insercao
do gene da Cas9 e posteriormente as regides para as quais foram desenhados os sgRNAs foram
amplificadas, clonadas em E. coli e sequenciadas pelo método de Sanger. Das plantulas
avaliadas, 71,4% apresentaram algum tipo de mutacdo, sendo que foram a maioria delas
apresentou pelo menos um alvo com mutagdo em homozigose. O genétipo utilizado parece ter

forte influéncia no sucesso da regeneracdo de plantas mutantes para o gene CcPDS.

Palavras-chave: edi¢do gendmica; clone 14; carotenoides; mutagénese dirigida.
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1. INTRODUCAO

A cultura do café apresenta grande importancia econémica nacional, a estimativa de
producdo da safra 2020 é de cerca de 60 milhdes de sacas beneficiadas em uma area cultivada de
aproximadamente 1,9 milhdes de hectares. A produgdo nacional se divide em duas espécies, Coffea
arabica (75%) e Coffea canephora (25%) (CONAB, 2020).

C. canephora é cultivada em regides de baixa a média altitude intertropicais da Africa,
América e Asia, sendo uma espécie diploide auto incompativel, apresentando elevada diversidade
genética (BRAGANCA et al., 2001; CUBRY et al., 2013). A espécie apresenta resisténcia a pragas
e doencas e maior tolerancia a elevadas temperaturas e ao déficit hidrico, sendo utilizada nos
programas de melhoramento do cafeeiro (FERRAO et al., 2019).

Entretanto, através do melhoramento convencional do cafeeiro, pode-se levar cerca de 30 anos
para a obtencdo de uma nova variedade e, portanto, tem-se dificuldade em acompanhar as mudancas
no mercado e variagdes climaticas (GAMBOA-BECERRA et al., 2019). Nesse sentido, a utilizaco
de ferramentas biotecnoldgicas com técnicas de transformacdo genética, multiplicacdo in vitro,
estudos de protedmica, metabolémica e marcadores moleculares podem auxiliar a acelerar a obtencao
de variedades elite (MISHRA; SLATER, 2012).

Ainda sobre as estratégias que permitem a aceleracdo do melhoramento do cafeeiro, as
técnicas de engenharia genética de precisdo surgem como mais uma alternativa, permitindo a edi¢des
pontuais no genoma. Dentre as varias técnicas que permitem a mutagénese dirigida para inser¢éo ou
silenciamento de genes, o sistema CRISPR/Cas9 vem demonstrando ser um dos mais eficientes e
confiaveis (FREITAS, 2019; VILLALTA-VILLALOBOS; GATICA-ARIAS, 2019). Esta é uma
técnica baseada em um sistema imune adaptativo de bactérias e Archaeas, onde pequenos segmentos
de RNA (sgRNAs) guiam a endonuclease Cas9 para a regido do genoma que sera clivada. A depender
de erros no sistema de reparo de DNA da célula, mutagdes pontuais podem ser geradas
(MAKAROVA; KOONIN, 2015).

A técnica ja foi aplicada na espécie e apesar de terem sido obtidas mutagdes em homozigose
e heterozigose, as plantas ndo apresentaram o fen6tipo albino esperado quando se teve como alvo o
gene da fioteno desaturase (CcPDS), um gene da rota biossintética dos carotenoides. Um extenso
levantamento de todos as possiveis regifes alvo no genoma de C. canephora através do
desenvolvimento de uma ferramenta web também foi relatado (BREITLER et al., 2018).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia da utilizacdo de construcoes
multiplex do sistema de edi¢do gendmica CRISPR/Cas9 para o silenciamento do gene CcPDS e gerar

um fenatipo albino em Coffea canephora clone 14.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material Vegetal

Calos embriogénicos obtidos de folhas jovens de C. canephora clone 14 foram
utilizados para o processo de transformagéo via Agrobacterium tumefaciens. Para tal folhas de
plantas mantidas em estufa foram desinfestadas superficialmente em camara de fluxo laminar
(FREITAS, 2019). As bordas e nervuras centrais foram retiradas, sendo inoculados explantes
de cerca de 1 cm?, contendo nervura secundaria. Os explantes foram entdo inoculados em meio
Yasuda (YASUDA,; FUJII; YAMAGUCHI, 1985), e transferidos para meio Yasuda fresco
depois de 4 semanas de inoculacdo. Apds 9 meses de inducdo os calos foram isolados dos
explantes iniciais e passaram a ser subcultivados a cada 3 semanas em meio Yasuda. Foram
utilizados no procedimento de transformacdo calos embriogénicos com 6 a 10 meses de
subcultivo. Durante todo o processo de indugdo e subcultivo, os explantes e calos foram

mantidos no escuro em sala de crescimento a 25+2 °C.

2.2. Construgdes utilizadas

As construcdes génicas utilizadas visando a edi¢do genica foram cedidas pelo Centro de
Cooperacdo Internacional em Pesquisa Agrondmica para o Desenvolvimento (CIRAD -
Franca). O vetor de transformacdo pC-5300 (BREITLER et al., 2004), derivado de pPCAMBIA
1300, contendo as seguintes construcdes:

- Controle T1: sequéncia génica da proteina Cas9;

- Controle T2: sequéncias génicas das proteinas Cas9 e GFP;

- AtPDS: Cas9, GFP e dois alvos do gene PDS, sob a regulacdo do promotor U6 de
Arabidopsis thaliana;

- CcPDS: Cas9, GFP e dois alvos do gene PDS, sob a regulacdo do promotor U6 de C.
canephora (p)COFEDIT-2 por BREITLER et al., 2018, figura 3.1).
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Figura 3.1 — Representacdo esquematica dos sitios alvo da mutagénese mediada por
CRISPR/Cas9 no gene PDS de C. canephora e vetor utilizado.

A
el E2 Exon 3 E4 Exon 5 E12E13  Exon 14
AMAGTATTTG WA :(A,:;v:vv:. ACTAGGAATTAATGATCOGTTGCA pv:.':f.\ 5GA // =
7 gRNA-PDS3 : gRNA-PDSS
B

pCOFEDIT-2

N
U6Ce y sgRNA | pusC sgRNA

pUECoY senNA Jpuecc){ serna)
—— — ————{ €355 >|NLs-c.as9p—~Ls-rass }—{ GFP } | HYG"* | }

Pmel 0

LB RB

Legenda: (A) As caixas 3 e 5 representam as sequéncias de cada SgRNA em cada éxon. Em vermelho a
sequéncia alvo de 20 pb e sublinhado a regido PAM (NGG). (B) Representacéo esquematica do DNA-
T a partir do vetor binarios pPCOFEDIT-2 para obtencdo de transformacdo genética estavel de café
mediada por Agrobacterium. As bordas direita (RB) e esquerda (LB) séo indicadas nas bordas do T-
DNA.

Fonte: Breitler, et al. (2018), editado.

2.3. Transformacao e selecdo dos calos embriogénicos

Para o processo de transformacédo foi seguido o protocolo estabelecido por Ribas et al.
(2011). Trés semanas antes do procedimento de transformacéo, foram transferidos 10 calos para
cada frasco de vidro contendo o0 meio Yasuda, sendo utilizados dois frascos para cada construgdo
génica. Para a infecdo dos calos embriogénicos, estes foram incubados com a adic¢éo de suspenséo
bacteriana de A. tumefaciens (OD600 = 0.6) acrescida de acetoseringona 200 UM ao frasco
durante 10 min. A suspensao bacteriana foi removida e o0s calos mantidos em co-cultivo no escuro
a 20 °C durante 3 a 5 dias, dependendo da intensidade do crescimento bacteriano. Apos esse
periodo, os explantes passaram por lavagens com agua destilada estéril, meio Yasuda liquido
acrescido de 1,2 g.L de Timentin e por fim apenas meio Yasuda liquido. Em seguida o liquido
foi removido e o material seco em papel filtro estéril e entdo transferido para placas de petri
contendo meio Yasuda semi-solido acrescido de 500 mg.L™? de Timentin, sendo mantido no
escuro por 4 semanas em sala de crescimento (25+2 °C). O material foi transferido para mesmo
meio acrescido de 300 mg.L™? de Timentin e do agente de selegdo, higromicina a 100 mg.L™,
sendo transferido para luz indireta (cerca de 2 umol.m2.s?) e subcultivado a cada 3 semanas.

Apo6s 6 meses de selegdo dos calos, 0 agente seletivo foi removido do meio de cultivo. O processo
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de transformacdo de calos embriogénicos foi realizado trés vezes, aos TF1: aos 6 meses de
subcultivo dos calos; TF2: aos 9 meses; e TF3: aos 11 meses.

2.4. Regeneracao e desenvolvimento de embrides somaticos

Para a regeneracdo de embrides somaéticos a partir dos calos embriogénicos
transformados foi utilizado o meio Yasuda, sendo feitos subcultivos a cada 4 semanas, em
placas de petri descartaveis e mantidos em sala de crescimento (25+2 °C), com luz indireta
(cerca de 2 umol.m=2.s). Ap6s o aparecimento de embrides, estes foram transferidos para meio
de maturacdo (DECHAMP et al., 2006), sendo subcultivados para 0 mesmo meio a cada 4
semanas até a completa expansdo dos cotilédones. Os embrides foram entdo transferidos para
frascos de vidro contendo meio de enraizamento, constituido de sais e vitaminas do meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de 100 mg.L™ de adenina, 400 mg.L* extrato de
malte e 30 g.L* de sacarose, sem a adigdo de reguladores de crescimento e solidificado com
2,5 g.L de Phytagel ™ (Sigma-Aldrich). A partir de entdo, os embriGes/plantulas foram
subcultivados a cada 30 a 40 dias. Apos o0 enraizamento, as plantulas foram transferidas para o
meio T6 (ETIENNE, 2005), no qual foram mantidas até a coleta de material para as analises
posteriores, sendo transferidas para meio fresco no periodo de 40 a 60 dias.

Para a deteccdo de mutacdes causadas pelo sistema CRISPR/Cas9 foram selecionadas
plantulas e embrides provenientes do processo de transformacao, para as quais foi confirmada
a insercdo do T-DNA através da amplificacdo por PCR da sequéncia da Cas9. Foram
selecionadas plantulas apresentando trés diferentes fenotipos: completamente albinas (7
plantulas), variegadas (4 plantulas) e verdes (3 plantulas); além de duas plantulas controle ndo

transformadas.

2.5. Extracédo de DNA-genGmico

Para a extracdo de DNA gendmico foram coletados embriGes inteiros ou folhas de
plantulas in vitro, dependendo do desenvolvimento destes. Devido ao fato de que a quantidade
de material vegetal disponivel era bastante limitada, o0 equipamento para maceracao
TissueLyser-" (QIAGEN) foi utilizado para evitar perdas na maceraco das amostras.

Foi utilizado o protocolo de extracdo de DNA utilizando o tampdo CTAB (Cationic
hexadecyl trimethyl ammonium bromide) (DOYLE; DOYLE, 1990), com modifica¢Oes. Foi
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adicionado ao tecido vegetal macerado, em microtubo de 2 mL, 700 pL de tampédo CTAB, em
sequida 28 uL de B-mercaptoetanol e entdo 700 pL de tampdo CTAB restante. As solucdes
foram homogeneizadas por 30 segundos em voértex e incubas em Thermomixer R® (Eppendorf)
por 40 minutos a 65 °C sendo homogeneizadas por inverséo a cada 10 minutos; apos as amostras
foram transferidas para o gelo durante 5 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
por 10 min. a 11.000 rpm, a fase aquosa foi coletada e transferida para tubos limpos, aos quais
foi adicionado 800 uL de solucdo de cloroférmio e alcool isoamilico, na proporcdo de 24:1
(v/v). As amostras foram homogeneizadas em vortex, centrifugadas por 10 min a 11.000 rpm e
0 processo de lavagem com a solugdo de cloroférmio e alcool isoamilico foi repetido. O
sobrenadante foi coletado (~600 pL) e transferido para um tubo de 1,5 mL, ao qual foi
adicionado 600 uL de alcool isopropilico; as amostras foram homogeneizadas por inversdo e
incubadas a -20 °C por 1 h, para a precipitacdo do DNA genémico. Para a precipitacdo do DNA,
as amostras foram centrifugadas por 20 min a 11.000 rpm, o sobrenadante foi descartado e
adicionado 500 pL de etanol 75% para lavagem do pellet; as amostras foram centrifugadas por
5 min e a lavagem foi repetida. O precipitado foi seco no vacuo por 5 min e ressuspendido em

25 pL em agua ultra pura adicionada de RNAse (40ug.mL™?).

2.6. Verificacao da insercdo do T-DNA

Para a confirmacdo da inser¢do do T-DNA no genoma das plantas de C. canephora foi
realizada reacdo de PCR utilizando primers para a amplificacdo da sequéncia da Cas9, com as
sequéncias: Fwl: 5’ TATTCACGGGGTGCCTGCGG 3% Rv1: 5
TGTGCCAGAGCGAGGTAGATCA 3°. As reagoes foram realizadas utilizando o NeoTag DNA
Polymerase Kit. As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador Eppendorf Mastercycle,
sendo o ciclo de amplificacdo composto de desnaturacdo inicial de 95 °C por 2 min, seguido por 35
ciclos compostos de trés etapas: 95 °C, por 20 seg; temperatura de anelamento 60°C por 20 seg; 72
°C, por 20 seg, e uma extensao final a 72 °C durante 5 min. O produto da reacao foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1% e documentado utilizando sistema Spectroline Ultraviolet

Transilluminator acoplado a uma camera.

2.7. Deteccéo e sequenciamento de mutacoes

Os DNAs genbmicos previamente extraidos de plantulas e embrides transgénicos e

controle foram utilizados para a amplificacdo de uma regido de cerca de 500 pb contendo a
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regido alvo, utilizando-se primers especificos para cada uma delas (Tabela 3.1). A reacdo de
PCR foi realizada utilizando a enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo
Scientific), em um volume total de 20 pL. Foram realizadas 3 reacGes independentes para cada
amostra analisada. As rea¢des de PCR foram realizadas em termociclador T100™ (Bio-rad),
sendo o ciclo de amplificagdo composto de desnaturacgdo inicial de 98 °C por 30 seg, seguido
por 35 ciclos compostos de trés etapas: 98 °C, por 30 seg; temperatura de anelamento por 30
seg; 72 °C, por 30 seg, e uma extensao final a 72 °C durante 5 min. A temperatura de anelamento
foi ajustada conforme a necessidade de cada par de primers (Tabela 3.1). Os produtos de PCR
foram purificados utilizando o kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega), seguindo as recomendacdes do fabricante. Os fragmentos foram entéo clonados no
vetor pPGEM®-T Easy (Promega). Apos a transformacéo de E. coli TOP 10 com os vetores, 0
DNA plasmidial foi extraido e a insercdo da sequéncia foi confirmada através de digestdo com
a enzima de restricio EcoRI (Promega). As mutacdes foram identificadas através de
sequenciamento de Sanger (ACTGene Analises Moleculares), sendo sequenciados 4 clones de

cada regido alvo, para cada amostra.

Tabela 3.1 — Relagéo dos primers utilizados para amplificagio da regiéo alvo.

Regido alvo Exon Primers Temp. de
anelamento (°C)
Alvo 1 3 Fvl: TGAAAGGTTTCGTCACTGTACATGCA 66
Rvl: TGCACACATATAGACCAACTCCCACA
Alvo 2 5 Fw2: ATTTGCCTTATCTTGTTCCGTGCTT 69

Rv2: TGGTTGCATACTTGCTTTCTCATCC

Fonte: da autora (2020).

As sequéncias de plantulas/embrifes possivelmente mutantes, controle e a sequéncia de
referéncia foram alinhadas utilizando o alinhamento ClustalW, através do software MEGA-X
(KUMAR et al., 2018). As imagens dos resultados do alinhamento e mutagdes encontradas
foram feitas através do software GeneDoc (NICHOLAS; NICHOLAS, 1997). A frequéncia de
mutacao nos eventos transformados foi calculada de acordo com a proporcdo de sequéncias

clonadas apresentando mutacdes em relacéo ao total de sequéncias clonadas examinadas.



67

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Regeneracao de embribes somaticos

Devido a acdo do agente seletivo (higromicina), logo apds a transformacdo os calos
apresentaram intensa oxidacgdo. Os calos da TF1 ndo apresentaram qualquer regeneragdo apos
nove meses de subcultivo, enquanto os calos das TF2 e TF3 comecaram a apresentar o
surgimento de pequenas porc¢des de calos amarelos resistentes a higromicina cerca de 4 meses
apos a transformacédo. Este comportamento era esperado de acordo com o protocolo seguido
(RIBAS et al., 2011). Na TF2 obteve-se a regeneracdo de muitos embrifes, apenas para a
construcdo na qual os sgRNAs estavam sob a regulacdo de promotores U6 de C. canephora
(pCOFEDIT-2). Ja no TF3, foram obtidos poucos embrides para ambas as constru¢ées. Em
nenhuma das transformacGes houve regeneracdo das construgdes controle T1 e T2. J& foi
relatado que para C. arabica o tempo de subcultivo dos calos antes da transformacao apresenta
forte efeito sobre a eficiéncia da mesma, sendo o periodo ideal entre 7 e 9 meses (RIBAS et al.,
2011). Assim, este pode ter sido um dos fatores que influenciou os resultados de regeneracao
obtidos nos diferentes procedimentos de transformagao realizados nesse trabalho, ja que a TF2,
que apresentou regeneracao mais intensa foi realizada com 9 meses de subcultivo. Jaa TF1 e
TF3 foram realizadas com 6 e 11 meses de subcultivo dos calos, respectivamente.

A partir destes calos amarelos, cerca de 4 meses depois, comegaram a ser observados 0s
primeiros embrides globulares (figura 3.2A). Foram obtidos embribes com trés fenotipos
diferentes: totalmente verdes, totalmente albinos e parcialmente albinos (variegados) (figura
3.2B). Cerca de um ano ap06s a transformacdo, os embrides cotiledonares comegcaram a

apresentar crescimento mais significativo (figura 3.2C).
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Figura 3.2 — Fotos representando o desenvolvimento de calos embriogénicos e embrides
transformados e os diferentes fenotipos de embrides obtidos.

A B ‘A
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A: Calo amarelo resistente a higromicina crescendo a partir de um calo oxidado. B: embrido albino,
verde e parcialmente albino, respectivamente. C: Embrido ap6s cerca de 12 meses da transformacao.
Fonte: da autora (2020).

Estes resultados diferem do observado anteriormente em um estudo visando a
mutagénese sitio dirigida do gene PDS em C. canephora (BREITLER et al., 2018), no qual ndo
foram obtidas plantas com mutacfes quando os sgRNAs foram desenhados para reconhecer
regibes nos éxons 3 e 5, seja com vetores independentes para cada um dos alvos, seja com um
unico vetor multiplex para ambos. Neste Gltimo caso, os calos transformados ndo apresentaram
qualquer regeneracdo. A hipétese levantada para justificar este fato foi de que, uma vez que ja
tenha sido observado que embrides somaticos de cafeeiro apresentam elevada taxa
fotossintética, na auséncia de pigmentos fotossintéticos estes embrides ndo seriam capazes de
se desenvolver. Tais diferencas observadas entre os dois estudos poderiam ser justificadas pela
diferenga nos gendtipos utilizados, sendo que a regeneracao de calos embriogénicos do clone
14 de C. canephora utilizado neste estudo possivelmente seja menos afetada pela auséncia de
pigmentos fotossintéticos.

Alguns embrides albinos e variegados se desenvolveram em plantula (figura 3.3A)
emitindo novos pares de folhas. Plantulas como essa puderam ser mantidas in vitro, nesse
estagio de desenvolvimento, por cerca de 12 meses até que comegaram a apresentar intensa
fotoxidacdo e necrose, quando os tecidos sadios foram coletados e congelados em nitrogénio
liquido para futuras analises. Outras plantulas albinas e variegadas obtidas (figuras 3.3B e 3.3C,
respectivamente), apresentaram crescimento anormal dos cotilédones e se mantiveram dessa
maneira até comegarem a também oxidar e necrosar, também sendo coletados e congelados as

porcdes ainda viaveis.

£
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Figura 3.3 — Algumas das plantulas obtidas na TF2.

Legenda: A e B: albinas; C: variegada.
Fonte: da autora (2020).

O primeiro relato de transformacdo estavel e mutagénese induzida por CRISPR/Cas9 em
plantas lenhosas ocorreu em Populus, no qual os mutantes também apresentaram tais variacdes
fenotipicas (FAN et al., 2015). O mesmo foi observado em macd, na qual também se observou
gue as plantas transformadas apresentando fenOtipo totalmente albino tinham crescimento
limitado em relacdo as que nao apresentaram tal fenétipo (NISHITANI et al., 2016).

Embrides e pléantulas de C. canephora apresentando mutacfes pelo sistema
CRISPR/Cas9 no ultimo éxon do gene CcPDS (éxon 14) ndo apresentaram fenétipo totalmente
albino mas apresentaram uma série de alteracdes morfolégicas como reducdo do tamanho,
alteracbes no posicionamento, na organizacdo, na pigmentacdo (amarelada, clorética ou
antocianica) e no numero de folhas. Estes embriGes também apresentaram dificuldades de
enraizamento (BREITLER et al., 2018).

3.2. Confirmagéo da insercéo do T-DNA

Foram avaliadas quanto a insercdo do T-DNA sete plantulas apresentando o fendtipo
albino, quatro apresentando fendtipo variegados e trés verdes. Todas apresentaram
amplificacdo da banda de cerca de 500 pb esperada para o gene da Cas9 (figuras 3.4 e 3.5). Para
as duas plantulas controle analisadas, ndo houve amplificacdo. Assim todas estas plantulas

foram posteriormente avaliadas quanto a ocorréncia de mutagdes nos genes alvo.
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Figura 3.4 — PCR de confirmagdo da transformacdo de C. canephora com a construcdo
pCOFEDIT-2, plantulas albinas.

Legenda: M: marcador de peso molecular; P2-P10: plantulas transformadas; C-: plantula controle; A:
controle negativo da reacdo (agua); C+: controle positivo (DNA plasmidial).
Fonte: da autora (2020).

Figura 3.5 — PCR de confirmagdo da transformacdo de C. canephora com a construcéo
pCOFEDIT-2, plantulas verdes e variegadas.

SH0 o0 e I o]

Legenda: M: marcador de peso molecular; A: controle negativo da reagdo (4gua); C-: plantula controle;
V1-V3: plantulas verdes; S1-S4: pléntulas variegadas; C+: controle positivo (DNA plasmidial).
Fonte: da autora (2020).

3.3. Deteccéo e sequenciamento de mutacoes

O gene PDS de C. canephora possui 7.042 pb e 14 éxons, sendo que os alvos para
silenciamento génico foram desenhados para os éxons 3 e 5. Com essas construcdes espera-se obter
o silenciamento do gene por mutagdes pontuais, como delecdes e/ou inser¢des mediante sitios de
corte da Cas9 e possivelmente a delecdo do fragmento inteiro entre os dois éxons, aumentando a
possibilidade de silenciamento. A fitoeno desaturase é uma proteina biossintética essencial de
plantas, que catalisa a adigdo de duas duplas ligacbes ao 15-cis-fitoeno, gerando 9,15,9’-tri-cis-C-
caroteno através do intermediario 9,15-di-cis-fitoflueno (KOSCHMIEDER et al., 2017).

O resultado do alinhamento entre gene de referéncia (CcPDS), plantulas controle (C) e
plantulas transformadas (figura 3.6) mostra que para o alvo 1 (figura 3.6A), foram observadas

mutacdes em quatro das sete plantulas apresentando fendtipo albino, sendo duas com mutagdo
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em homozigose (P5 com delecéo de 70 nt e P7 com adicéo de 1 nt), uma em heterozigose (P6
com delecdo de 3 nt em apenas um alelo) e uma plantula com mutagdo bialélica (P10 com
delecdo de 3 nt em ambos os alelos e trocas de base em duas posi¢des em apenas um deles).
Nenhuma das trés plantulas com fenotipo verde avaliadas apresentou mutacéo para nenhum dos
dois alvos (V). Ja dentre as plantulas com fendétipo variegado, duas apresentaram mutacoes
bialélicas (S2 com delecbes de 3 e 70 nt em cada alelo e S4 com insercdo de 1 base diferente
em cada alelo) e uma apresentou mutacdo em heterozigose (S3 com delecédo de 3 nt em apenas
um alelo). Para ambos os sitios alvo, a maioria das pequenas mutaces observadas ocorreu a
uma distancia de 3 a 4 nucleotideos upstream ao sitio PAM, como esperado, resultantes do
reparo de extremidades ndo homologas (NHEJ, do inglés “Non-homologous end joining”)

(BREITLER et al., 2018; FAN et al., 2015).

Figura 3.6 — Representacao dos resultados dos alinhamentos entre gene de referéncia, plantulas

controle e transformadas.

A CePDs "TCAGGTTTGGCTGGTTTGTCTACTGCAARAGTATTTGGCCGA-[TGCAGGTCATAAACCTATAGTGTTGGAAGCTAGGGATGT
c(2x4) "TCAGGTTTGGCTGGTTTGTCTACTGCAAAGTATTTGGCCGA-[TGCAGGTCATAAACCTATAGTGTTGGAAGCTAGGGATGT
PS5 (3) T C A GG ittt et [t it GATGT]
P7(4) 'TCAGGTTTGGCTGGTTTGTCTACTGCAAAGTATTTGGCCGAGTGCAGGTCATAAACCTATAGTGTTGGAAGCTAGGGATGT]
P6(2) 'TCAGGTTTGGCTGGTTTGTCTACTGCAAAGTATTTGGC-—-—-[TGCAGGTCATAAACCTATAGTGT TGGAAGCTAGGGATGT]
P6(2) 'TCAGGTTTGGCTGGTTTGTCTACTGCAAAGTATTTGGCCGA-[TGCAGGTCATAAACCTATAGTGTTGGAAGCTAGGGATGT]
P10(2) 'TCAGGTTTGGCTGGTTTGTCTACTGCAAAGTATTTGTT---—-[TGCAGGTCATAAACCTATAGTGT TGGAAGCTAGGGATGT]
P10(2) "TCAGGTTTGGCTGGTTTGTCTACTGCAAAGTATTTGGC-~-——[TGCAGGTCATAAACCTATAGTGTTGGAAGCTAGGGATGT
V(3X4) "TCAGGTTTGGCTGGTTTGTCTACTGCAAAGTATTTGGCCGA-[TGCAGGTCATAAACCTATAGTGTTGGAAGCTAGGGATGT]
S2(2) "TCAGGTTTGGCTGGTTTGTCTACTGCAAAGTATTTGGC-——-[TGCAGGTCATAAACCTATAGTGTTGGAAGCTAGGGATGT]
$2(2) "TCAGG==——————————mmmmm e e GATGT
$3(1) "TCAGGTTTGGCTGGTTTGTCTACTGCAARAGTATTTGGCCGA-[TGCAGGTCATAAACCTATAGTGTTGGAAGCTAGGGATGT)
$3(2) "TCAGGTTTGGCTGGTTTGTCTACTGCAARAGTATTTGGC--—-[TGCAGGTCATAAACCTATAGTGTTGGAAGCTAGGGATGT]
S4(3) "TCAGGTTTGGCTGGTTTGTCTACTGCAAAGTATTTGGCCGATITGCAGGTCATAAACCTATAGTGTTGGAAGCTAGGGATGT)
$4(1) 'TCAGGTTTGGCTGGTTTGTCTACTGCAAAGTATTTGGCCGACITGCAGGTCATAAACCTATAGTGTTGGAAGCTAGGGATGT]

B CccPDS TGCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGAATTAATGATCGGTTG-{CAGTGGAAGGAGCATTCAATGATATTTGCAATGCCAAAT
C(2x4) TGCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGAATTAATGATCGGT TG-ICAGTGGAAGGAGCATTCAATGATATTTGCAATGCCAAAT

P2(4) TGCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGAATTAATGATCGGT TGTCAGTGGAAGGAGCATTCAATGATATTTGCAATGCCAAAT
P3(4) TGCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGAATTAATGATCGGT TGAICAGTGGAAGCGAGCATTCAATGATATTTGCAATGCCAAAT
P5(4) TGCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGAATTAATGATCGGTT-—-ICAGTGGAAGGAGCATTCAATGATATTTGCAATGCCAAAT
Pe (4) TGCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGAATTAATGATCGGT TGGCAGTGGAAGGAGCATTCAATGATATTTGCAATGCCAAAT
P7(4) TGCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGAATTAATGATCGGTTG—{—--TGGAAGGAGCATTCAATGATATTTGCAATGCCAAAT
P10(4) TGCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGAATTAATGATCGGT TGCICAGTGGAAGGAGCATTCAATGATATTTGCAATGCCAAAT
V(3X4) TGCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGAATTAATGATCGGT TG—CAGTGGAAGGAGCATTCAATGATATTTGCAATGCCAAAT
S1(3) TGCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGAATTAATGATCGGTTG{CAGTGGAAGGAGCATTCAATGATATTTGCAATGCCAAAT
S1(1) TGCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGAATTAATGATCGGT TGCCAGTGGAAGGAGCATTCAATGATATTTGCAATGCCAAAT
S4(1) TGCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGAATTAATGATCGGTTG—{CAGTGGAAGGAGCATTCAATGATATTTGCAARTGCCAAAT
S4(3) TGCAGAACCTGTTTGGAGAACTAGGAATTAATGATCGGT TGCCAGTGGAAGGAGCAT TCAATGATATTTGCAATGCCAAAT

Legenda: CcPDS: gene de referéncia; A: alvo 1; B: alvo 2. Onde: C: plantulas controle; P: plantulas
albinas; V: plantulas verdes; S: plantulas variegadas. Azul: Regido para a qual foi desenhado 0 sg-RNA;
Amarelo: PAM; Rosa: adi¢Oes de bases; Verde: delecdes de bases; Seta preta: sitio de clivagem da Cas9;
Em parénteses: nimero de coldnias sequenciadas, obtendo essa sequéncia.

Fonte: da autora (2020).
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Quanto ao alvo 2 (figura 3.6B), seis plantulas com fendtipo albino apresentaram
mutacdes, sendo todas em homozigose, das quais 4 com insercdo de um nucleotideo (P2, P3,
P6 e P10), uma com delecdo de um nucleotideo (P5) e uma com delecdo de 3 nt (P7). As
plantulas de fendtipo verde também néo apresentaram mutacGes para este alvo. Por fim, para a
plantulas com fendtipo variegado, duas apresentaram mutagdo em heterozigose, com a inser¢do
de um nucleotideo em apenas um alelo para ambas (S1 e S4). Plantulas transformadas néo
representadas na imagem nao apresentaram mutacdes.

As plantulas P2 e P3 apresentaram mutacdo apenas no alvo 2, mas apresentaram
fendtipo totalmente albino, enquanto plantulas como S2 e S4 apresentaram mutacdes bialélicas
para o alvo 1 (e no caso desta Ultima, apresentou ainda mutagdo em heterozigose no alvo 2) e o
fenotipo observado foi variegado. Em maca, um estudo observou que mutantes regenerados de
um mesmo disco foliar apresentavam o mesmo tipo de mutacdo, mas fendtipos diferentes
(NISHITANI et al., 2016). J& em Populus, mutantes completamente albinos apresentaram
mutacdes em homozigose, enquanto mutantes parcialmente albinos apresentavam mutagoes
bialélicas (FAN et al., 2015). Dessa forma, surge a hipotese de que seriam necessarias mutagdes
em homozigose em pelo menos um dos alvos do gene CcPDS para gerar plantulas com fenotipo
completamente albino, mesmo que essas sejam delecdes ou inser¢bes de poucos nucleotideos.
Em relacdo as plantulas de fenétipo variegado S1 e S3, estas apresentaram mutacdo em
heterozigose em apenas um dos alvos (alvo 2 e alvo 1, respectivamente), 0 que nos permite
inferir que ao menos um dos alelos do gene ndo tenha sofrido nenhum tipo de mutacéo,
permitindo que sua expressao ocorresse e pelo mesmo em parte a funcdo da enzima fitoeno
desaturase fosse realizada. Em relacdo a P9, este foi um dos primeiros embrides coletados e
possivelmente o fendtipo albino apresentado estava relacionado ao estadio inicial de
desenvolvimento, ja que ndo foram observadas mutacdes nesta amostra.

As taxas de eficiéncia de mutacdo podem ser observadas na tabela 3.2. Para o alvo 1
(éxon 3), a taxa de mutacdo foi de 44,9%, sendo que a maioria das mutacGes observadas foi
bialélica. Ja para o alvo 2 (éxon 5), a taxa de mutacdo foi de 50%, a maior parte delas em
homozigose. Considerando-se o total de amplicons analisados, 47,62% delas apresentaram
mutacdes, a maioria em homozigose. Considerando-se o numero total de plantulas, 71,4%

apresentaram algum tipo de mutacdo em pelo menos uma das regides alvo.
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Tabela 3.2 — Analise da taxa e tipo de mutacdes obtidas com a transformacéo de plantulas de
cafeeiro com o vetor pPCOFEDIT-2.

Tipo de mutacao

Sequéncia N° de N° de Taxade Homozigose Heterozigose Bialélica
alvo plantulas  plantulas  mutagéo*

analisadas com (%)

mutacoes

Alvo 1 14 7 44,9% 2 2 3
(Exon 3)
Alvo 2 14 8 50% 6 2 0
(Exon 5)
Total 14 10 47,62%

Legenda: *Taxa de mutag&o calculada pela razdo de amplicons com mutag&o sobre o total de amplicons
analisados.
Fonte: da autora (2020).

Estes resultados estdo entre os mais altos entre culturas perenes, acima dos relatos
obtidos com uva com 30,6% (WANG et al., 2018b), laranja com 34,5% (PENG et al., 2017) e
em C. canephora com 30,4% (BREITLER et al., 2018), e abaixo dos resultados obtidos em
Populus com 51,7% (FAN et al., 2015), macd com 84% (CHARRIER et al., 2019) e algodao
com valores entre 66 e 100% de eficiéncia de geracdo de mutacGes (WANG et al., 2018a).
Além das diferencas entre espécies e gendtipos, que pode explicar estas variagfes, 0 uso de
promotores da propria espécie no lugar de promotores de Arabidopsis thaliana e a adocdo de
estratégias multiplex parecem melhorar a probabilidade de ocorréncia de mutacao nas regifes
alvo (CHARRIER et al., 2019).
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4, CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos é possivel confirmar a eficiéncia do sistema
CRISPR/Cas9 para a inducdo de mutagénese sitio dirigida em Coffea canephora, sendo que
71,4% das plantulas avaliadas apresentaram algum tipo de mutacdo, e para geracdo do fenétipo
esperado em decorréncia da mutagdo. O gendtipo utilizado parece ter forte influéncia no sucesso

da regeneracdo de plantas mutantes para o gene CcPDS.
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RESUMO

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, mas apesar da grande popularidade
alguns problemas relacionados ao consumo de cafeina séo relatados. O café descafeinado é uma
alternativa para esses casos, contudo o processo pelo qual é obtido reduz a qualidade da bebida.
Assim, alternativas para a obtencdo deste produto vém sendo estudadas como, por exemplo, a
obtencdo de genotipos com reducdo intrinseca de cafeina. Dessa forma, o objetivo desse
trabalho foi silenciar os genes das N-metiltransferases (NMTs): xantosina metiltransferase
(XMT), 7-metilxantina metiltransferase (MXMT) e 3,7-dimetilxantina metiltransferase
(DXMT), responsaveis pela sintese de cafeina nas espécies do género Coffea, utilizando o
sistema CRISPR/Cas9. Construcdes multiplex contendo dois sgRNAS guias capazes de
reconhecer duas regifes em cada gene foram utilizadas. O processo de transformacédo via
Agrobacterium tumefaciens foi realizado utilizando calos embriogénicos de Coffea canephora
clone 14, os quais posteriormente passaram pelo processo de selecdo e regeneragéo. Folhas de
plantulas in vitro foram coletadas para a analise de insercdo do T-DNA e verificacdo das
mutacdes. Dentre as seis plantulas analisadas, cinco estavam efetivamente transformadas.
Destas, apenas uma apresentou mutacdes nas regides reconhecidas pelos sgRNAs, sendo uma
mutacdo em heterozigose no segundo alvo do gene XMT e uma mutagdo também em
heterozigose nos dois alvos do gene DXMT. Nenhuma mutacéo foi observada no gene MXMT.
Com base nos resultados obtidos foi possivel concluir que o sistema CRISPR/Cas9 pode ser
utilizado para induzir mutaces sitio-dirigidas nos genes da rota biossintética de cafeina em C.
canephora. Para avaliar o efeito de tais mutacdes nos niveis enddgenos de cafeina, novas

plantas devem ser analisadas.

Palavras-chave: Edicdo gendbmica. Café. Metiltransferases. Mutagénese dirigida. Engenharia

genética de precisao.
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1. INTRODUCAO

O café (Coffea sp.) tem origem na Africa, sendo que as espécies mais cultivadas Coffea
arabica é originaria da Etidpia e Coffea canephora do Congo (CHARRIER; BERTHAUD,
1985). O efeito estimulante da bebida é conhecido, pelo menos, desde o ano 575, de quando
data o primeiro registro conhecido em manuscritos do Iémen. Este claramente foi um dos
motivos que levou a sua dispersdo pelo mundo (MARTINS, 2012). Apesar da grande
popularidade atingida pelo café como bebida, efeitos negativos como reducéo do controle motor
e da qualidade do sono comecaram a ser associados ao consumo, levando a busca por
alternativas para os apreciadores da bebida que ndo ocasionassem tais efeitos. Dessa forma,
criou-se um mercado para o café descafeinado (MAZZAFERA, 2012).

Mesmo que o café descafeinado seja um produto de valor agregado, que atingiu
importancia dentro do mercado, apresentando vantagens competitivas, 0s processos de
descafeinacdo atualmente utilizados fazem uso de solventes que podem alterar as propriedades
sensoriais e a concentracdo dos demais compostos bioativos presentes na bebida, além de poder
deixar residuos. Todos estes fatores prejudicam a qualidade do produto final (PIETSCH, 2017;
TOROK; MIZIK; JAMBOR, 2018).

Devido a estas deficiéncias do processo de descafeinacdo, pesquisadores passaram a
buscar novas formas de obter um produto descafeinado. Uma possibilidade levantada seria a
identificacdo e/ou obtencdo de genotipos com baixa producdo de cafeina. Embora ja tenham
sido identificados acessos de C. arabica provenientes da Etidpia que apresentam naturalmente
quase nenhuma cafeina, a introducdo desta caracteristica em variedades comerciais através de
hibridagdo intraespecifica € muito lenta (SILVAROLLA; MAZZAFERA; FAZUOLLI, 2004). A
partir da identificacdo das enzimas da rota de biossintese desta molécula e suas respectivas
sequéncias génicas, técnicas de DNA recombinante e silenciamento génico podem ser
utilizadas para a obtencdo destes gendtipos de forma mais rapida (OGAWA et al., 2001),

Nas espécies do género Coffea, a cafeina € produzida a partir de trés reacGes de
metilagdo sequenciais dependentes de SAM, catalisadas por trés N-metiltransferases (NMTSs):
XMT, MXMT e DXMT (figura 4.1) (SATYANARAYANA et al., 2005).
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Figura 4.1 — Rota de biossintese de cafeina.

XMT o H, MXMT a Ca DXMT cq,
;\JI‘> —" )\)i,‘)_';l/? —" A\ ) —" )\)KI

Rlbose Rlbase
. SAMSAHTmh| 7-methvl- SAMSAH ) SAMSAH )
xanthosine et y- et_y theobromine caffeine
xanthosine xanthine

Legenda: XMT: 7-Metilxanthosina sintase (xantosina metiltransferase), MXMT: teobromina sintase
(7-metilxantina metiltransferase), DXMT: cafeina sintase (3,7-dimetilxantina metiltransferase). SAM:
S-adenosilmetionina; HAS: S-adenosil-homocisteina.

Fonte: DENOEUD et al. (2014).

A edicdo simultanea de mudltiplos alvos no genoma de plantas pode ter diversas
aplicacdes como o estudo de diferentes genes relacionados, o knockout de genes de funcgéo
redundante ou multiplos membros de uma familia génica bem como o melhoramento genético
de mdltiplas caracteristicas agrondmicas. Para tanto diferentes estratégias para o
desenvolvimento de cassetes génicos expressando multiplos sgRNAs em um dnico vetor
binario juntamente com a Cas9 ja foram explorados (MA et al., 2016). As estratégias multiplex
ja permitiram a edicdo de 5 diferentes genes na rota de &cido c-aminobutirico (GABA) em
tomate (LI et al., 2018), o silenciamento de diferentes enzimas responsaveis pela glicosilagdo
de proteinas em células de tabaco (MERCX et al., 2017), o silenciamento de trés diferentes
genes em trigo alopoliploide, visando melhorar caracteristicas de produtividade, além de
conferir resisténcia a oidio e Fusarium graminearum (WANG et al., 2018) entre outros.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi silenciar os trés genes de NMTs da rota de
biossintese de cafeina através do uso do sistema CRISPR-Cas9, a fim de utilizar esta técnica
para a obtencdo de plantas com deficiéncia na producdo de cafeina para a obtencdo de café

descafeinado diretamente da planta.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal

Foram utilizadas folhas jovens de C. canephora clone 14 mantidas em estufa para a
inducdo de calos embriogénicos, estas foram desinfestadas superficialmente em camara de
fluxo laminar e posteriormente retiradas as bordas e nervuras centrais (FREITAS, 2019).
Explantes de cerca de 1 cm? contendo ao menos uma nervura secundaria foram inoculados em
meio Yasuda (YASUDA,; FUJII; YAMAGUCHI, 1985), e transferidos para meio fresco depois
de 4 semanas de inoculacdo. Os calos embriogénicos obtidos foram isolados dos explantes
iniciais apos 9 meses de inducéo e subcultivados em meio fresco a cada 3 semanas. Os explantes
foram mantidos no escuro em sala de crescimento a 25+2 °C. Para o procedimento de

transformacéo os calos embriogénicos foram subcultivados por 6 a 10 meses.

2.2. Construcdes utilizadas

As construcbes génicas utilizadas foram cedidas pelo Centro de Cooperagédo
Internacional em Pesquisa Agrondmica para o Desenvolvimento (CIRAD), na Franga. O vetor
de transformacdo pC-5300 (BREITLER et al., 2004), derivado de pCAMBIA 1300, foi
utilizado, ao qual foram inseridas as seguintes sequéncias (figura 4.2):

e Controle pC-5300-T1: sequéncia génica da proteina Cas9 e do gene de resisténcia ao

agente seletivo higromicina, hpt Il;

e Controle pC-5300-T2: sequéncias génicas das proteinas Cas9, GFP e do gene hpt I

e p-COFEDIT-At-XMT: 2 sgRNAs para 0 gene XMT, sob a regulacdo do promotor U6
de Arabidopsis thaliana; sequéncias génicas das proteinas Cas9, GFP e do gene hpt II;

e p-COFEDIT-Cc-XMT: 2 sgRNAs para o gene XMT, sob a regulacdo do promotor U6

de C. canephora; sequéncias génicas das proteinas Cas9, GFP e do gene hpt II;
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Figura 4.2 — Representacdo esquematica das constucdes génicas utilizadas.

p35S NLS-Cas9p-NLS-T35S HTP I
LB RB
p35S NLS-Cas9p-NLS-T35S GFP HTP I
LB RB
pUBAtL NMT 1 pUBAL NMT 2
I p35S NLS-Cas9p-NLS-T35S GFP HTP II
LB RB
pU6Cc NMT 1 pU6bCc NMT 2
NLS-Cas9p-NLS-T355 GFP HTP Il
LB RB

Legenda: LB: borda esquerda; RB: borda direita; p35S: promotor 35S de virus do mosaico da couve flor
(CaMV); NLS: sinal de localizacdo nuclear; HTP Il: gene de resisténcia a higromicina; GFP: gene da
proteina verde fluorescente; Cas9p: sequéncia otimizada para plantas da proteina Cas9; T35S:
terminador 35S de CaMV; pUBAL: promotor U6 de Arabidopsis thaliana; pU6Cc: do promotor U6 de
C. canephora; NMT 1 e 2: sgRNAs para 0s genes de biossintese de cafeina.

Fonte: da autora (2020).

2.3. Transformacdo e selecdo dos calos embriogénicos

O procedimento de transformacéo foi baseado no protocolo estabelecido por Ribas et
al. (2011). Os calos embriogénicos utilizados foram transferidos para frascos de vidro contendo
0 meio Yasuda 3 semanas antes da infeccdo por A. tumefaciens, sendo utilizados 2 frascos
contendo 10 calos para cada construcdo génica utilizada. Para a infecdo dos calos
embriogénicos, estes foram incubados com a adicéo de suspenséo bacteriana de A. tumefaciens

(OD600 = 0.6) acrescida de acetoseringona 200 puM ao frasco durante 10 min. A suspensao
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bacteriana foi removida e os calos mantidos em co-cultivo no escuro a 20 °C durante 3 a 5 dias,
dependendo da intensidade do crescimento bacteriano. Apés esse periodo, os explantes
passaram por lavagens com agua destilada estéril, meio Yasuda liquido acrescido de 1,2 g.L™*
de Timentin e por fim apenas meio Yasuda liquido. Em seguida o liquido foi removido e o
material seco em papel filtro estéril e entdo transferido para placas de petri contendo meio
Yasuda semi-sélido acrescido de 500 mg.L™ de Timentin, sendo mantido no escuro por 4
semanas em condicdes de sala de crescimento. O material foi transferido para mesmo meio
acrescido de 300 mg.L* de Timentin e do agente de sele¢do, higromicina a 100 mg.L, sendo
transferido para luz indireta e subcultivado a cada 3 semanas. Ap6s 6 meses de selecdo dos
calos, o agente seletivo foi removido do meio de cultivo. O processo de transformacéo de calos
foi realizado trés vezes, aos 6 (transformacdo 1 — TF1), 9 (transformacdo 2 - TF2) e 11

(transformacéo 3 - TF3) meses de subcultivo dos calos embriogénicos.

2.4. Regeneracao de embrides somaticos

Os calos transformados foram regenerados em meio Yasuda, sendo subcultivados a cada
4 semanas em placas de petri de 90 mm descartaveis, mantidos em sala de crescimento
inicialmente em luz indireta e posteriormente transferidos para luz. Para estimular a
regeneracao dos calos estes foram subdivididos em pequenas porg¢des de aproximadamente 3
mm de didmetro. Os embrides foram transferidos para meio de maturacdo (DECHAMP et al.,
2006), sendo subcultivados para 0 mesmo meio a cada 4 semanas até a completa expansdo dos
cotilédones, quando foram transferidos para frascos de vidro contendo meio de enraizamento,
composto por sais e vitaminas do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de 100
mg.L? de adenina, 400 mg.L™? extrato de malte e 30 g.L ! de sacarose, sem a adicdo de
reguladores de crescimento e solidificado com 2,5 g.L de Phytagel ™ (Sigma-Aldrich). A
partir de entdo, os embrides/plantulas foram subcultivados a cada 30 a 40 dias. pléntulas
enraizadas foram transferidas para o meio T6 (ETIENNE, 2005), no qual foram mantidas até a
coleta de material para as analises posteriores, sendo transferidas para meio fresco a cada 40 a
60 dias.

Para a deteccdo de mutacdes causadas pelo sistema CRISPR/Cas9 nos genes da rota de
biossintese da cafeina, foram selecionadas plantulas provenientes do processo de
transformacéo, para as quais foi confirmada a inser¢do do T-DNA através da amplificacdo por
PCR da sequéncia da Cas9. Foram coletadas folhas de 5 plantulas transformadas in vitro e duas

plantulas controle ndo transformadas.
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2.5. Extracdo de DNA genémico

As folhas coletadas para extracdo de DNA foram congeladas em nitrogénio liquido e
maceradas no equipamento TissueLyser LT (QIAGEN) para evitar perdas das amostras.

Foi utilizado o protocolo de Extracdo CTAB (Cationic hexadecyl trimethyl ammonium
bromide) (DOYLE; DOYLE, 1990) com modificacdes. Foi adicionado ao tecido vegetal
macerado, em microtubo de 2 mL, 700 pL de tampdo CTAB, em seguida 28 pL de B-
mercaptoetanol e entdo 700 pL de tampé@o CTAB restante. As solucbes foram homogeneizadas
por 30 segundos em vortex e incubadas em Thermomixer R® (Eppendorf) por 40 minutos a
65°C sendo homogeneizadas por inversdao a cada 10 minutos; ap6s as amostras foram
transferidas para o gelo durante 5 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por
10 minutos a 11000 RPM, a fase aquosa foi coletada e transferida para tubos limpos, aos quais
foi adicionado 800 uL de solucdo de cloroférmio e alcool isoamilico, na proporcdo de 24:1
(v/v). As amostras foram homogeneizadas em vortex, centrifugadas por 10 minutos a 11000
RPM e o processo de lavagem com a solugdo de cloroférmio e alcool isoamilico foi repetido.
O sobrenadante foi coletado (~600 pL) e transferido para um tubo de 1,5mL, ao qual foi
adicionado 600 pL de alcool isopropilico; as amostras foram homogeneizadas por inversao e
incubadas a -20°C por 1h, para a precipitacdo do DNA gendmico. Para a precipitacdo do DNA,
as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 11000 RPM, o sobrenadante foi descartado
e adicionado 500 pL de etanol 75% para lavagem do pellet; as amostras foram centrifugadas
por 5 minutos e a lavagem foi repetida. O precipitado foi seco no vacuo por 5 minutos e
ressuspendido em 25 pL em agua ultra pura adicionada de RNAse (40ug.mL™).

2.6. Verificacao da insercdo do T-DNA

Para a confirmacdo da inser¢éo do T-DNA no genoma das plantas de C. canephora foi
realizada reacdo de PCR utilizando primers para a amplificacdo da sequéncia da Cas9, sendo
as sequéncias destes: Fwl: 5° TATTCACGGGGTGCCTGCGG 3’; Rvl: 5
TGTGCCAGAGCGAGGTAGATCA 3°. As reacOes foram realizadas utilizando o NeoTaq
DNA Polymerase Kit em termociclador Eppendorf Mastercycle, sendo o ciclo de amplificagdo
composto de desnaturacdo inicial de 95 °C por 2 minutos, seguido por 35 ciclos compostos de

trés etapas: 95 °C, por 20 segundos; temperatura de anelamento de 60 °C por 20 segundos; 72
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°C, por 20 segundos, e uma extenséo final a 72 °C durante 5 minutos. O produto da reacéo foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1% e fotografado utilizando sistema
fotodocumentador Spectroline Ultraviolet Transilluminator acoplado a uma camera. Foram

analisadas 6 plantulas quanto a insercao do T-DNA.

2.7. Deteccao e sequenciamento de mutacgdes nas plantas transgénicas

Foram realizadas reacdes de amplificagdo dos seguintes fragmentos: um fragmento de
881 pb do gene XMT compreendendo os dois sitios-alvo, um fragmento de 846 pb para o gene
MXMT e um fragmento de 937 pb para o gene MXMT. As sequéncias de cada par de primers
pode ser observada na tabela 4.1. Devido a alta similaridade dos genes XMT, MXTM e DXMT
aos outros membros da familia génica a que pertencem, o desenho dos primers foi realizado
manualmente, afim de utilizar a estratégia de um SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) entre
as sequéncias como ultima base na extremidade 3’ do primer forward e/ou reverse, quando
possivel (FREITAS, 2019).

Tabela 4.1 — Primers utilizados para amplificacdo das regides alvo.

Gene Regibes Alvo Primers (5"- 3") Ta (°C)

Fw: GATACAAGCTACGCCAAGAATTCAG
XMT le? 72
Rv: TACTGATCCCCAATTCAGTCACC

Fw: TTTGTATTTTGGACTGGTATGTGTAA
MXMT le? 65
Rv: TCGAATGAATCCTTAGAAATGTGG

Fw: GCGATACAAGCTACGCCAAGAAC
DXMT le? 72
Rv: TGGGCGGACGACTTGCTTT

Fonte: FREITAS, 2019.

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando a enzima Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase (Thermo Scientific), em um volume total de 20 pL. A fim de aumentar a
recuperacdo do DNA amplificado apds a purificagdo foram realizadas 3 reagdes independentes
para cada amostra analisada. Foi utilizado um termociclador T100™ (Bio-rad), sendo o ciclo
de amplificagdo composto de desnaturacéo inicial de 98 °C por 30 segundos, seguido por 35
ciclos compostos de trés etapas: 98 °C, por 30 segundos; temperatura de anelamento por 30
segundos; 72 °C, por 30 segundos, e uma extensdo final a 72 °C durante 5 minutos. A



87

temperatura de anelamento foi otimizada para cada par de primers (tabela 4.1). Para o fragmento
referente a0 gene XMT foi necessario a separagdo em gel de agarose a 2% do fragmento
desejado de um fragmento inespecifico, com base no peso molecular deles.

Os produtos de PCR e fragmentos de gel foram purificados utilizando o kit comercial
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), seguindo as recomendacdes do fabricante.
Os amplicons purificados foram clonados no vetor pPGEM®-T Easy (Promega) e estes usados para
transformacdo por choque térmico de células competentes de E. coli TOP 10 seguindo as
recomendacdes para One Shot™ TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen™). As celulas
ultra competentes foram preparadas previamente de acordo com protocolo descrito por (SEIDMAN
et al., 2001). Apds o crescimento de coldnias isoladas em meio liquido overnight a 37 °C, o DNA
plasmidial foi extraido e a insercao do fragmento no plasmideo foi confirmada através da digestdo
com enzimas de restricao, sendo Notl (Jena Bioscience) para o gene XMT e EcoRI (Promega) para
os demais. As mutagBes foram identificadas através de sequenciamento de Sanger (ACTGene
Anélises Moleculares), sendo que foram enviados para sequenciamento 4 clones de cada regido
alvo, para cada plantula.

As sequéncias de plantulas possivelmente mutantes, controle e a sequéncia de referéncia
foram alinhadas utilizando o alinhamento ClustalW, através do software MEGA-X (KUMAR
et al., 2018). As imagens dos resultados do alinhamento e mutagdes encontradas foram feitas
através do software GeneDoc (NICHOLAS; NICHOLAS, 1997). A frequéncia de mutagao nos
eventos transformados foi calculada de acordo com a proporcdo de sequéncias clonadas

apresentando mutacdes em relacdo ao total de sequéncias clonadas examinadas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Regeneracdo de embrides somaticos a partir de calos transformados

Ap0s o procedimento de transformacao, os calos apresentaram intensa oxidacao. Apos
cerca de 9 meses da transformacédo, calos da TF1 ndo apresentaram qualquer regeneracéo. Ja 0s
calos das TF2 e TF3 comecaram a apresentar o surgimento de pequenas porgdes de calos
amarelos a partir de calos totalmente oxidados a partir de 4 meses apés a transformacéo (figura
4.3). Tal comportamento ja era esperado devido a acdo do agente seletivo, higromicina, as
porcdes que comecaram a proliferar eram de células resistentes (RIBAS et al., 2011). Os
primeiros embrides globulares foram observados cerca de 4 meses ap0s 0 aparecimento destes
calos amarelos. Apoés o surgimento dos primeiros embrides, foi observada certa dificuldade em
seu completo desenvolvimento. Apesar de serem obtidos numerosos embrides até o estadio

cotiledonar, o enraizamento e desenvolvimento de novos pares de folhas foi bastante limitado.

Figura 4.3 — Evolucdo dos calos embriogénicos transformados ao longo dos meses apos a

transformacéo.
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Legenda: A: 1 més a apds a transformacéo; B: 4 meses; C: 8 meses.
Fonte: da autora (2020).

Apesar do processo de transformacdo parecer ndo afetar negativamente a regeneracdo de
calos embriogénicos de C. arabica e de altas taxas de regeneracéo e aclimatizacéo de plantas serem
obtidas (RIBAS et al., 2011), o mesmo ndo pdde ser observado neste estudo. Em estudos
envolvendo o silenciamento de genes na rota de biossintese de cafeina por RNAi em Camellia
sinensis (MOHANPURIA et al., 2011) e C. canephora e C. arabica (OGITA et al., 2004) ndo
foram relatadas dificuldades na regeneracéo e desenvolvimento dos embrides somaticos. Ambos
estudos utilizaram como explantes na transformacdo embrides sométicos previamente obtidos, 0s

quais foram utilizados para regeneracao por embriogénese direta. Assim, a reducdo dos indices
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intrinsecos de cafeina parece ndo afetar o processo de embriogénese somética, pelo menos ndo na
via direta. Em plantas de C. canephora em que a expresséo do gene MXMT foi suprimida via RNAI
foi observado significativa reducéo do conteiido de cafeina, sem haver significativo acimulo de
xantosina, substrato da primeira reacdo especifica da rota, sugerindo que ndo ha acimulo de
qualquer composto que possa ser prejudicial nestas plantas (ASHIHARA et al., 2006).

Entretanto um estudo demonstrou que, através de silenciamento génico pOs-
transcricional (post-transcriptional gene silencing - PTGS) utilizando construgdes néo
especificas para os trés genes da rota em C. canephora, foi possivel obter embriées com reducéo
de mais de 90% de cafeina, enquanto que em folhas de plantas de 7-8 meses a reducao foi de
15-20%. A sobrevivéncia dos transformantes com maior reducéo dos indices de cafeina foi
extremamente baixa, demostrando que a cafeina e seus metabolitos sdo importantes para a
sobrevivéncia e o desenvolvimento completo das plantas (MOHANAN et al., 2014). Além
disso, ja foi demonstrado que a cafeina possui importante papel na defesa quimica e protecéo
de tecidos jovens de ataques de patdgenos e herbivoros, bem como pode possuir funcéo
alelopatica (ASHIHARA; SANO; CROZIER, 2008). Dessa forma, é possivel supor que apenas
os embrides/plantulas em que a reducéo néo foi tdo drastica sobreviveram também neste estudo.

Para TF2, apenas aqueles transformados com a construcdo p-COFEDIT-Cc-XMT
apresentaram embrides regenerados, e em grande quantidade. Ja na TF3, houve embriGes
regenerados com as construces p-COFEDIT-At-XMT e p-COFEDIT-Cc-XMT, em pequena
guantidade para ambas. Por serem as que apresentaram melhor desenvolvimento in vitro, foram

avaliadas posteriormente apenas plantulas da TF2.

3.2. Confirmagéo da transformagéo

Sete plantulas foram avaliadas quanto a insercdo do T-DNA, estas foram obtidas na
segunda transformacdo realizada, através de analise de PCR para amplificacdo da Cas9 (figura
4.4). Destas, 6 plantulas apresentaram amplificacdo da banda de cerca 500 pb esperada, as quais
foram posteriormente avaliadas quanto & ocorréncia de mutagdes nos genes alvo. Uma delas

sofreu completa oxidacdo e seu DNA n&o foi utilizado para anélises posteriores.
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Figura 4.4 — Confirmagéo da integragdo do T-DNA em algumas plantulas via PCR utilizando
primers especificos para Cas9. CORRIGIR IMAGEM

Legenda: M: marcador de peso molecular; P2-P8: plantulas transformadas; C-: plantula controle; A:
controle negativo da reacéo (agua); C+: controle positivo (DNA plasmidial).
Fonte: da autora (2020).

3.3. Verificacao de mutacdes

Através da utilizacdo de construcbes multiplex, com dois sgRNAs capazes de
reconhecer duas regides em cada um dos trés genes, devido a alta similaridade entre eles, visou-
se aumentar as chances de perturbagdes na rota e reducdo da producdo de cafeina na planta. O
gene XMT possui 1994 pb e 4 éxons, sendo os alvos nos éxons 2 e 3. Os mesmos sgRNAS
também podem reconhecer regiGes dos genes subsequentes da rota de biossintese de cafeina
MXMT e DXMT, os quais apresentam 1829 e 2006 pb, respectivamente, ambos com 4 éxons.

A partir do alinhamento dos fragmentos sequenciados de plantulas transformadas,
plantulas controle e as sequéncias de referéncia dos genes XMT, MXMT e DXMT, foi possivel
verificar a ocorréncia de mutacbes. Dentre as plantulas analisadas, para o gene XMT foi
observada a ocorréncia de mutacdo em apenas uma plantula (P5), em heterozigose, no alvo 1
(figura 4.5), sendo a insercdo de apenas 1 nucleotideo. Apesar de ndo ser observada edi¢cdo
bialélica nas plantulas analisadas até o momento, a técnica de mutagénese dirigida
CRISPR/Cas9 é reconhecida pela sua elevada taxa de geracdo de mutagcGes em homozigose ou
bialélicas, havendo relatos de alta eficiéncia de edicdo em genomas diploides e octaploides
(WILSON et al., 2019), em mono e dicotiledoneas (MA et al., 2015).
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Figura 4.5 — Representacdo do alinhamento das sequéncias obtidas para o gene CCXMT.

P5(2) GCATTAAAGTTGCGGATTTGGGATGCGCTTTCTGGACCAAACACACTTT
P5(2) GCATTAAAGTTGCGGATTTGGGATGCGCTT-CTGGACCAAACACACTTT
C(2x4) GCATTAAAGTTGCGGATTTGGGATGCGCTT-CTGGACCAAACACACTTT

CcXMT GCATTAAAGTTGCGGATTTGGGATGCGCTT-CTGGACCAAACACACTTT

Legenda: plantulas controles (PC), plantula transformada (P5) e gene de referéncia (CcXMT)
demonstrando as mutagdes obtidas para o gene XMT, alvo 1. Azul: Regido para a qual foi desenhado o
sgRNA; Amarelo: PAM; Rosa: adi¢cBes de bases; Em parénteses: numero de col6nias sequenciadas,
obtendo essa sequéncia.
Fonte: da autora (2020).

A eficiéncia do sistema CRISPR/Cas9 esta relacionada a diversos fatores, entre eles 0s
niveis de expressdo tanto da Cas9 quanto dos sgRNAs, sendo que este parece ter maior efeito
limitante ja que plantulas apresentando niveis muito baixos de expressdao dos sgRNAs nado
apresentam mutacdes. Outros fatores importantes sdo a composicdo das sequéncias alvo
(contetdo CG, por exemplo) e a estrutura secundaria dos sgRNAs (MA et al., 2015).

Para 0 gene MXMT, ndo foram encontradas mutagbes em nenhuma das plantulas
analisadas, em nenhum dos alvos. J& para o gene DXMT, apenas a plantula 5 apresentou mutacdes,
sendo em heterozigose para os dois alvos (figura 4.6). No alvo 1 foi identificada a insercéo de 1
nucleotideo, enquanto no alvo 2 houve a delecdo de 5 nucleotideos. Como em outras espécies como
Populus (FAN et al., 2015), macé e pera (CHARRIER et al., 2019), as mutagdes foram pequenas

dele¢des ou insercBes nos nucleotideos proximos ao sitio PAM.

Figura 4.6 — Representacdo do alinhamento das sequéncias obtidas para o0 gene CCDXMT.
P5(3) AAGTTGGGGATTTGGGATGCGCTT=CTGGACCAA

TCTTGAGAAAGAAAATGGACGCAAAATAGGATCGT

P5 (1) AAGTTGCGGATTTGGGATGCGCTTTCTGGACCAA ACTTGAGAAAGAAAATGGACGCAA-———— GATCGT
PC (3) AAGTTGGGGATTTGGGATGCGCTT=CTGGACCAA TCTTGAGAAAGAAAATGGACGCAAAATAGGATCGT
PC (1) AAGTTGCGGATTTGGGATGCGCTT=CTGGACCAA ACTTGAGAAAGAAAATGGACGCAAAATAGGATCGT
CcDXMT AAGTTGGGGATTTGGGATGCGCTTECTGGACCAA 55— TCTTGAGAAAGAAAATGGACGCAAAATAGGATCGT
* *
Alvo | Alvo 2

Legenda: plantula controle (PC), plantula transformada (P5) e gene de referéncia (CcDXMT)
demonstrando as mutagfes obtidas para o gene DXMT, alvos 1 e 2. Azul: Regido para a qual foi
desenhado 0 sgRNA; Amarelo: PAM; Rosa: adi¢des de bases; Verde: dele¢des. Em parénteses: numero
de coldnias sequenciadas, obtendo essa sequéncia; * representam mismatches; - tragos representam uma
distancia de 159 pb entre as regides representadas.

Fonte: da autora (2020).

Como também pode ser observado na figura 4.6, um dos alelos do gene CcDXMT do
genotipo utilizado apresenta um mismatch em relagdo a sequéncia de referéncia e SgRNA

utilizado. Apesar disso, o alelo apresentando mutacéo foi justamente o que apresenta mismatch,
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corroborando com achados anteriores que demonstram que o sistema tolera até mesmo
multiplos mismatches na regido distal a PAM no sgRNA e que apenas 0s 8-12 nt na regido 3’
terminal (sequéncia semente) sdo realmente necessarios para o reconhecimento e clivagem da
regido alvo (BORTESI; FISCHER, 2015),

As taxas de eficiéncia de inducdo de mutacOes podem ser observadas na tabela 4.2,
sendo que para o alvo 1 do gene XMT, alvo 1 e alvo 2 do gene DXMT foi obtido 10% de taxa
de mutacdo em heterozigose. Para os demais alvos e mutagdes em homozigose a taxa foi zero.
Assim, do total de alvos passiveis de mutacao, nas plantulas analisadas, obteve-se uma taxa de

5% de mutacOes, apenas em heterozigose.

Tabela 4.2 — Taxas de cada tipo de mutacao nos dois sitios-alvo por gene de NMTs.

Genes Alvo 1 Alvo 2
Homozigoze Heterozigose Homozigoze Heterozigose
XMT 0 10% 0 0
MXMT 0 0 0 0
DXMT 0 5% 0 5%
Total* 5%

Legenda: Total* corresponde a taxa de mutagdes obtidas em razéo de todos alvos em todos 0s genes.
Fonte: da autora (2020).

Mesmo com mutagOes apenas em heterozigose, poder-se-ia esperar que a P5
apresentasse deficiéncia na producdo de cafeina, uma vez que foram detectadas mutagdes em
dois dos genes da rota. Entretanto, essa hipotese ndo péde ser testada pois a plantula oxidou
completamente antes de atingir o desenvolvimento necessario para aclimatizacdo e posterior
quantificacdo dos niveis de cafeina. Atualmente, estdo disponiveis para analises pelo menos
outras 10 plantulas, além disso muitos embrides ainda vém sendo obtidos a partir de calos
transformados. Estes precisam passar pelas etapas de verificacdo de insercdo do T-DNA e da
ocorréncia de mutacdes, aclimatizacdo e quantificagdo de cafeina.

Ja foi demonstrado que o silenciamento de genes da rota de biossintese de cafeina, em
diferentes espécies, através da técnica de RNAI, pode reduzir o teor de cafeina e teobromina
em plantulas. Em C. canephora foi observada a redugéo de 30-80% dos teores de teobromina e
50-70% de cafeina com o silenciamento do gene MXMT em folhas jovens (OGITA et al.,
2003Db), em C. canephora e C. arabica, tendo como alvo o mesmo gene, foi também observada
reducdo dos transcritos de XMT e DXMT, além da reducéo de 30-50% de cafeina e teobromina
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(OGITA et al., 2004). Em C. sinensis foi observada significante supressao dos transcritos do
gene da cafeina sintase (CS) e reducdo de 44-67% os teores de cafeina e teobromina
(MOHANPURIA et al., 2011). Nenhum relato da utilizacdo do sistema CRISPR/Cas9 para o
silenciamento de genes dessa rota foi encontrado.

Para reduzir custos com o sequenciamento das plantulas obtidas e o tempo despendido
no preparo das amostras para tal, podera ser adotada alguma estratégia de screening de mutantes
entre as plantulas a serem analisadas. Muitas técnicas ja foram relatadas para este fim como
reacOes de PCR seguidas de ensaios com enzimas de restricao, ensaios com a T7 endonuclease
I, ensaios de high-resolution melting (HRM), modificacdes na técnica de PCR convencional
como ACT-PCR (Annealing at Critical Temperature - PCR), entre outros (HUA et al., 2017).
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4, CONCLUSOES

Considerando os resultados apresentados é possivel concluir que a técnica de edicdo
gendmica CRISPR/Cas9 pode ser utilizada para promover mutacoes dirigidas e pontuais nos
genes da rota de biossintese de cafeina em Coffea canephora. Novas plantas devem ser
avaliadas e analises complementares devem ser realizadas para confirmar a hipdtese de que tais
mutacdes sdo capazes de reduzir os niveis de cafeina produzido pelas plantas. Tais resultados
poderdo viabilizar a futura obtencdo de gendtipos comerciais com reducdo intrinseca de cafeina,

gerando um produto de elevado valor agregado e sem concorréncia direta no mercado.
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CONSIDERACOES FINAIS

e Os resultados obtidos neste trabalho permitirdo a condugdo de novos experimentos, como
transformacéo de explantes foliares para regeneracdo via embriogénese direta e a obtencao
de plantas transformadas em um tempo muito mais curto do que foi necessario nos
experimentos de transformacdo ja realizados com calos embriogénicos de Coffea
canephora;

e O gendtipo utilizado tem forte influéncia no sucesso da regeneragdo de plantas mutantes
para o gene CcPDS;

e Muitas plantas albinas ainda estdo sendo mantidas in vitro e poderdo ser utilizadas para
novos estudos de genémica funcional,

e Analises complementares de quantificacdo de pigmentos fotossintéticos poderdo ser
realizadas com as plantas de diferentes fenotipos que foram obtidas;

¢ Novas plantas possivelmente mutantes para a sintese de cafeina poderdo ser analisadas, a
fim de verificar, além das mutacdes, a reducdo dos teores de cafeina. Uma estratégia de
screening podera ser adotada para identificacdo dos mutantes e reduzir o tempo e custo no

preparo de amostras e sequenciamento.



