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RESUMO: O café descafeinado apresenta uma demanda crescente do mercado consumidor, sendo portanto uma
alternativa para produtores e industria. Uma das alternativas de producdo de cafés descafeinados é o silenciamento
génico via CRISPR-Cas9. O CRISPR-Cas9 é uma das ferramentas mais potentes e precisas de edicdo génica, que
consiste na utilizacdo de um RNA guia (SgJRNA) e de uma proteina Cas9 que reconhece regides homélogas ao sgRNA e
cliva o DNA, possibilitando o silenciamento do gene alvo. Visando iniciar trabalhos para produgéo de plantas de café
descafeinado, neste trabalho apresentamos a estratégia de clonagem e produgéo de vetores CRISPR-Cas9 com sgRNAs
para 0s genes da biossintese da cafeina CaMXMT e CaDXMT Os sgRNAS foram desenhados na plataforma
CRISPRdirect® utilizando o C. canephora como genoma de referéncia. Dos 276 sgRNAs de MXMT e 317 de DXMT,
foram selecionados os com menor nimero de off-targets e posicionados proximos a regido terminal do genes, sendo trés
SgRNAs de cada gene: sgMXMT;, sgMXMT,, sgMXMT;, sgDXMT;, sgDXMT,, sgDXMT,. Para validar se os
sgRNAs possuiam homologia com o genoma de C. arabica, foi realizado blast com o software BioEdit®. Foi possivel
analisar através do alinhamento que os trés sgRNAs de CaMXMT alinharam-se nos cromossomos “I”” dos subgenoma de
C. canephora e que sgMXMT, e sgMXMT 3 alinharam-se também no cromossomo “I”” do subgenoma de C. eugenioides.
Ja os sgRNAs desenhados para CaDXMT, todos se alinharam ao cromossomo “A” no subgenoma de C. canephora.
Apesar de ndo haver alinhamento no subgenoma de C. eugenioides, houve alinhamento no Scaffold 405, que contém a
regido génica de DXMT de C. eugenioides, ndo sendo entdo um off-target. Os sgRNAs sgMXMT; e sgDXMT; foram
ligados nos vetores pHAtc e pBAtc através de eletroporagdo. Foram positivadas por PCR 4 colénias para a ligagdo
pHAtc/sgMXMT,, 3 para pHAtc/sgDXMT; e 2 para pBAtc/sgMXMT;. As coldnias positivas na PCR foram também
validadas por sequenciamento e detectou-se a insercao correta dos SgRNAS na posicao esperada.

PALAVRAS-CHAVE: Edicéo génica, Coffea spp, CRISPR-Cas9

COFFEE GENOME EDITING VIA CRISPR-CAS9: CAFFEINE GENES BIOSYINTHESIS
SgRNAs CLONING

ABSTRACT: Decaffeinated coffee presents an increasing demand of the consumer market, being therefore an
alternative for producers and industry. One of the alternatives to obtain decaffeinated coffee production is gene
silencing via CRISPR-Cas9. The CRISPR-Cas9 is one of the most powerful and precise tools for gene editing, which
consists in the use of a guide RNA (sgRNA) and a Cas9 protein that recognizes homologous regions to sgRNA and
cleaves the DNA, allowing the silencing of the target gene. This work presents a strategy of cloning and production of
CRISPR-Cas9 vectors with sgRNAs for CaMXMT and CaDXMT caffeine biosynthesis genes. The sgRNAS were
designed on the CRISPRdirect® platform using C. canephora as the reference genome. From 276 MXMT and 317
DXMT sgRNAs, we selected the ones with the lowest number of off-targets and positioned near the gene terminal
region, totalizing three sgRNAs from each gene: sSgMXMT,, SQMXMT,, SgMXMT3, sgDXMT, SgDXMT,, sgDXMT .
To validate if the sgRNAs had homology to the C. arabica genome, blast was performed using BioEdit® software. It
was possible to analyze by alignment that the three CaMXMT sgRNAs aligned on the "I" chromosomes of the C.
canephora subgenome and that sgMXMT; and sgMXMT; also aligned on the "I" chromosome of the C. eugenioides
subgenome. In the same way, the SgRNAs designed for CaDXMT, all aligned to chromosome "A" in the C. canephora
subgenome. Although there was no alignment in the C. eugenioides subgenome, there was alignment in Scaffold 405,
which contains the DXMT gene region of C. eugenioides, and is not an off-target. The sgRNAs sgMXMT; and
sgDXMT; were ligated into the vectors pHAtc and pBAtc by electroporation. Four colonies were positive for the
pHAtc/sgMXMT,, 3 binding to pHAtc/sgDXMT; and 2 to pBAtc/sgMXMT;. PCR positive colonies were also
validated by sequencing and the correct insertion of the SgRNAS was detected in the expected position.
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INTRODUCAO

Devido aos maleficios que o consumo em excesso de café causa, existe um mercado consumidor em expansao que
prefere café descafeinado. O mercado de café descafeinado movimenta 2 milhdes de ddlares por ano (BORRELL,
2012), sendo portanto a obtencdo de café descafeinado um nicho em potencial tanto para produtores como para a
industria. Nessa linha de raciocinio, Ogita et al. (2002, 2004) demonstrou através da técnica de RNAI que é possivel
reduzir a produgdo de cafeina silenciando o gene MXMT. Igualmente Silvarolla; Mazzafera; Fazuoli (2004) encontraram
uma cultivar de C. arabica descafeinada, esses autores sugerem que a auséncia de cafeina se deve a uma mutacéo no
gene DXMT. Entretanto, desde entdo, ndo houveram maiores progressos no avanco da obtencédo de cafés descafeinados.

Com o advento CRISPR-Cas9, através da edicdo génica, ha a possibilidade de obter cafés descafeinados e, portanto,
suprir as demandas do mercado consumidor. CRISPR/Cas9 é uma das ferramentas mais potentes e precisas de edi¢do
gendmica, visto que a alteracdo é especifica e guiada por um pequeno RNA de 20 nucleotideos (RNAsg) que se liga ao
DNA alvo (CHARPENTIER; DOUDNA, 2013). Desta forma pode-se reduzir os efeitos pleiotrépicos causados
eventualmente por processos tradicionais de transformacédo genética.

A fim de produzir cafés descafeinados, os genes deas enzimas 7-Metil-xantina-metil-transferase (MXMT) e 3,7-Dimetil-
xantina-metil-transferase (DXMT), que participam da principal via metabdlica da cafeina, sdo potenciasi targets para
edicdo gendmica. Para tanto, deve-se desenhar sgRNAs especificos, clona-los e inserir-los em vetor de expresséo.
Posteriorment os vetores serdo inseridos em Agrobacterium tumefaciens, para transformagao e silenciamento genico em
C. arabica e C. canephora.

MATERIAL E METODOS
DESENHO DOS sgRNA

Para desenho dos sgRNA, utilizou-se os CDS de MXMT e DXMT de C. arabica. O desenho foi feito na plataforma
CRISPRdirect (NAITO et al., 2015). Como genoma de referéncia foi utilizado o de C. canephora (DENOEUD et al.,
2014) disponivel na plataforma.

ALINHAMENTO DOS sgRNA NO GENOMA DE C. arabica

Através do software BioEdit® foi feito alinhamento dos sygRNAs no genoma de C. arabica (Arabica Coffee Genome
Consortium) para identificar em quais subgenomas os sgRNAs se alinhariam e também possiveis off-targets. Para que o
alinhamento fosse considerado significativo, foram estipuladas cobertura e identidade de 100%.

ESCOLHA DOS VETORES

Foram testados 2 diferentes vetores pBAtC, pHAtC (KIM et al., 2016), contendo a sequéncia correspondente a proteina
Cas9, com o CaMV 35S como promotor ¢ NOS como terminador, ja para os sSgRNA ha o promotor U6 de Arabidopsis.
O vetor pHAtC tem como marcador de selegdo o gene de resisténcia a higromicina, enquanto que o vetor pBAtC
apresenta o gene de resisténcia a glufosinato de aménio.

MONTAGEM DOS VETORES DE EXPRESSAO

A principio, para validar a metodologia de ligacdo dos sgRNAs aos vetores, apenas um sgRNA de cada gene foi
utilizado. Para insercdo do sgRNA no vetor de expressdo, primeiramente foi feita digestdo do vetor com a endonuclease
de restri¢cao Aarl a 37°C por aproximadamente 16 h, conforme informagdes do fabricante.

A fim de haver complementariedade do vetor digerido com os sgRNAs, foi adicionada a uma de suas fitas a sequéncia
“GATT” e na outra fita foi adicionada a “AAAC”, ambas as sequéncias foram adicionadas a ponta 5°, havendo assim,
complementariedade com o corte do vetor realizado pela enzima Aarl. O anelamento dos sgRNAs bem como sua
ligacdo aos vetores foram feitos como estabelecido no protocolo de KIM et al. ( 2016).

Para validar se a ligagdo foi feita corretamente, os vetores foram eletroporados em células competentes de E. coli
(BRASILEIRO; CARNEIRO, 2015). As células eletroporadas foram plaqueadas em meio seletivo contendo
espectinomicina na concentragao de 100mg/L e mantidas a 37°C por aproximadamente 16h.

EXTRACAO DE DNA, PCR E SEQUENCIAMENTO DAS CELULAS TRANSFORMADAS

As coldnias individuais selecionadas foram replicadas para extracdo de DNA plasmidial. Foi feita PCR dos DNA
plasmidial utilizando um primer que se anela ao SgRNA e um primer que se anela ao vetor. A PCR foi conduzida
durante 30 ciclos com uma temperatura de anelamento de 63°C (Tabela 1). Os plasmideos que apresentaram
amplificagdo esperada via PCR foram sequenciados.
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Tabela 1. Condigdes de termociclagem da PCR utilizada para validar a insercdo dos sgRNAs no plasmideo

Etapa Temperatura ~ Tempo
Pré-ciclo 95°C 5min
95°C 1min
Ciclo (30x) 63°C 0:45min
72°C 0:45min
Final 72°C 5min
4°C )

RESULTADOS E DISCUSSOES

DESENHOS DOS sgRNA

Para desenho dos sgRNAs de CaDXMT e CaMXMT, foram filtrados apenas os SgRNA com alta especificidade e com
poucos off-targets no genoma. Assim, de 276 sgRNA de MXMT sobraram 1ltargets, e de 317 sgRNA de DXMT

sobraram 40. Foram selecionados os 3 sgRNA de cada gene, dando preferéncia aos posicionados a regido terminal dos
genes (Tabela 1).

Tabela 2. Caracteristicas dos sgRNAs de CaMXMT e CaDXMT

Gene Nome Start — End Sequéncia Target Strand ™™ GC%
CaMXMT  sgMXMT;  1176-1198 GGACTGGTATGTGTAACAGCTGG + 72°C 50%
CaMXMT  sgMXMT, 2424 - 2446 CTCGTGCTTCAAATATCTGCAGG + 67.9°C 45%
CaMXMT  sgMXMT; 2724 -2746 CCACAGGCTTGCGAAGCATGCAG - 76.7°C  60%
CaDXMT  sgDXMT; 2056 -2078 CAAGCAAGTCCATGGAATTCGGG + 68.3°C  45%
CaDXMT  sgDXMT, 2059-2081 GCAAGTCCATGGAATTCGGGTGG + 73.8°C  55%
CaDXMT sgDXMT; 2065-2087 CCATGGAATTCGGGTGGTCGAAT - 728°C  50%

ALINHAMENTO DOS sgRNA NO GENOMA DE C. arabica

Foi possivel analisar através do alinhamento que dois SgRNAs de CaMXMT (sgMXMT; e sgMXMT3) alinharam-se nos
cromossomos “I” dos subgenomas de C. eugenioides e C. canephora. Entretanto, 0 sgMXMT, alinhou-se apenas no
cromossomo “I”” do subgenoma de C. canephora.

J4& 0s sgRNAs desenhados para CaDXMT, todos se alinharam ao cromossomo “A” no subgenoma de C. canephora, no
entanto ndo foi possivel observar alinhamento no subgenoma de C. eugenioides. Houve também um outro alinhamento
para esses sgRNAs no Scaffold 405, foi realizado entdo o blast desse scaffold com o gene CaDXMT e observou-que a
sequéncia génica encontra-se nesse scaffold, ndo sendo entdo um off-target, ja que os sgRNASs se encontram na regido
génica de CaDXMT que esta inserida no Scaffold 405.

Todos os alinhamentos foram considerados significativos com cobertura/identidade de 100%.

Tabela 3. Alinhamento do sgRNAs no genoma de C. arabica

Gene Nome Start — End Alinhamento Cobertura/ldentidade
CaMXMT sgMXMT; 1176 -1198 chr_l_sg_Eechr_l_sg_C 100%
CaMXMT sgMXMT, 2424-2446 chr_l_sg_C 100%
CaMXMT sgMXMT; 2724 -2746 chr_l_sg Eechr_|I_sg C 100%
CaDXMT sgDXMT; 2056 -2078 chr_A_sg_C e Scaffold_405; HRSCAF=406 100%
CaDXMT sgDXMT, 2059 -2081 chr_A_sg_C e Scaffold_405; HRSCAF=406 100%
CaDXMT sgDXMT; 2065 -2087 chr_A sg C e Scaffold_405; HRSCAF=406 100%

CELULAS TRANSFORMADAS

A ligacdo entre os vetores pHAtc e os sgMXMT,, sgDXMT; apresentaram crescimento de 8 e de 9 colbnias,
respectivamente. J4 para o vetor pBAtc, apenas 0 sgMXMT, apresentou crescimento de 7 coldnias, ndo sendo
observado crescimento da ligacdo entre esse vetor e sgDXMT;.
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PCR

No vetor pHAtc com o inserto de sgMXMT; das 8 colénias que cresceram na placa com antibiético, 4 foram positivas
para PCR (Figura 1), j& para o inserto sgDXMT das 9 colbnias, 3 foram positivas na PCR (Figura 1).
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Figura 1. Eletroforese da PCR do vetor e pHAtc transformados para inser¢do de sgMXMT 4, sgDXMT;. Flecha indica o
Amplicon esperado de 600 pb. Amostra negativa (-) é o vetor sem transformar e o 0 é o branco

No vetor pBAtc com o inserto de sgMXMT, das 7 colbnias que cresceram na placa com antibidtico, 2 foram positivas
para PCR (Figura 2).
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Figura 2. Eletroforese da PCR do vetor pBAtc transformados para insercdo do sgRNA do gene sgDXMT;. Flecha
indica o Amplicon esperado de 600 pb. Amostra negativa (-) é o vetor sem transformar e o 0 é o branco.

SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento das amostras comprovou que a inser¢do dos sgRNAs foi feita corretamente entre os sitios de
clivagem da enzima Aarl e ajusante da sequéncia promotora de U6 (Figura 3).

A
Promotor U6

AGTAGTGATTGGGACTGGTATGTGTAACAGCTGGGTTTTAGAG

B

AGTAGTGATTGCAAGCAAGTCCATGGAATTCGGGGTTTTAGAG

Figura 3. Sequenciamento dos sgRNAs inseridos depois do promotor U6. Fragmentos inseridos forma sublinhados: A)
insercdo do sgMXMT; B) insercdo dosgDXMT,
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CONCLUSAO

1. Foi possivel desenhar os sgRNAs na plataforma CRISPRdirect utilizando o genoma de C. canephora como
referéncia

2. Na analise in silico, os sgRNAs desenhados ndo apresentaram off-targets no genoma de C. arabica, sendo especificos
para as regides génicas de CaMXMT e CaDXMT

3. A metodologia de insergdo dos sgRNAS nos vetores pBAtc e pHAtc foi eficiente para sgMXMT; e sgDXMT sendo
confirmada por PCR e sequenciamento
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