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RESUMO 

 

Coffea canephora é a segunda espécie mais cultivada do gênero Coffea, representando cerca de 

25% da produção brasileira e sendo especialmente utilizada na indústria do café solúvel e em blends 

com Coffea arabica. A espécie apresenta alta variabilidade genética, tendo os programas de 

melhoramento buscado a identificação, seleção e propagação de genótipos com características 

superiores. Entretanto o melhoramento convencional demanda muito tempo e a aplicação de 

ferramentas biotecnológicas pode ajudar a acelerar este processo. Dessa forma, os objetivos deste 

trabalho foram testar diferentes protocolos de indução de embriogênese somática (ES) direta para 

C. canephora visando a sua aplicação em trabalhos futuros de transformação genética, a validação 

da aplicação de uma estratégia multiplex do sistema CRISPR/Cas9 através do silenciamento do 

gene CcPDS, e a obtenção de plantas com redução do teor de cafeína através do silenciamento, via 

CRISPR/Cas9, dos genes das enzimas de biossíntese da cafeína: xantosina metiltransferase 

(XMT), 7-metilxantina metiltransferase (MXMT) e 3,7-dimetilxantina metiltransferase 

(DXMT). Para a avaliação da indução de ES direta foram utilizados explantes provenientes de 

folhas de plântulas in vitro e de folhas de plantas de casa de vegetação de C. canephora clone 22, 

submetidos a três diferentes tratamentos de indução. O mais eficiente para indução de ES direta foi 

o Meio 3, com 96,25% de eficiência de indução e média de 34 embriões por explante de folhas in 

vitro e 67% de eficiência de indução e média de 67 embriões por explante de casa de vegetação. 

Em ambos experimentos de edição genômica, foram utilizados calos embriogênicos de C. 

canephora clone 14 e diferentes construções gênicas multiplex, nas quais os sgRNAs estavam sob 

a regulação de promotores U6 de C. canephora ou Arabidopisis thaliana. Plântulas e embriões 

apresentando os fenótipos albino, variegado e verde foram obtidas na transformação com as 

construções contendo sgRNAs para o gene CcPDS, sendo que 71,4% das plantas avaliadas 

apresentaram algum tipo de mutação, a maioria em homozigose. Seis plantas possivelmente 

transformadas para o silenciamento dos genes de síntese de cafeína foram analisadas e cinco 

estavam efetivamente transformadas. Destas, apenas uma apresentou mutações nas regiões 

reconhecidas pelos sgRNAs, sendo uma mutação em heterozigose no segundo alvo do gene XMT, 

uma mutação também em heterozigose nos dois alvos do gene DXMT e nenhuma mutação 

observada no gene MXMT. Com os resultados obtidos, é possível concluir que a ES direta é uma 

estratégia muito mais rápida de regeneração de embriões de cafeeiro e o genótipo parece ter forte 

influência no sucesso de estratégias de silenciamento gênico em C. canephora, assim como os genes 

a serem silenciados, que podem afetar o desenvolvimento das plantas editadas. 

 

Palavras-chave: Edição genômica. 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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1. INTRODUÇÃO  

 

O café é uma importante commodity agrícola para muitos países na Ásia, África e 

América Latina, sendo fonte de subsistência para mais de 125 milhões de pessoas. Apesar do 

gênero Coffea ser formado por mais de 125 espécies, duas delas são amplamente cultivadas 

comercialmente, Coffea arabica e C. canephora (MISHRA, 2019). No Brasil, as duas espécies 

representam aproximadamente 75% e 25% da produção, respectivamente (CONAB, 2020). 

C. canephora é especialmente utilizada na indústria do café solúvel e em blends com C. 

arabica. Por ser uma espécie mais rústica, geralmente apresentando maior resistência a pragas 

e doenças, C. canephora também é utilizada em programas de melhoramento que utilizam as 

duas espécies como fonte de variabilidade (FERRÃO et al., 2019). Esta variabilidade torna 

importante a identificação, seleção e propagação de genótipos superiores. 

Entretanto, o melhoramento convencional destas espécies leva muito tempo, o que 

dificulta o acompanhamento das demandas do mercado e das mudanças climáticas, as quais 

impõe desafios quanto ao cultivo sustentável do cafeeiro em escala global. Os avanços obtidos 

na aplicação de ferramentas biotecnológicas à cultura, como cultivo in vitro, marcadores 

moleculares, transgenia e edição genômica, podem acelerar os programas de melhoramento 

(GAMBOA-BECERRA et al., 2019; MISHRA, 2019).  

Dentre a estratégias de propagação in vitro, a embriogênese somática (ES) é a mais 

explorada. É importante destacar que este é um processo altamente dependente do genótipo 

utilizado, o que evidencia a necessidade de investigação de protocolos específicos para cada 

genótipo de interesse (WINKELMANN, 2016). Para a propagação em larga escala a ES 

indireta, especialmente quando associada a regeneração em biorreatores, é uma excelente 

alternativa (DUCOS; LAMBOT; PÉTIARD, 2007; ETIENNE et al., 2018), mas neste caso são 

necessários de 15 a 18 meses para a obtenção de embriões (BREITLER et al., 2018; DUCOS 

et al., 2003), o que pode tornar o processo oneroso. Em contrapartida, através de protocolos de 

ES direta é possível obter embriões somáticos com 3 a 6 meses (PRIYONO et al., 2010; 

QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006), o que torna esta via muito interessante para a obtenção de 

plantas transformadas de forma mais rápida.  

A transformação genética do cafeeiro tornou-se possível graças a estes avanços obtidos 

no cultivo in vitro, e tem como objetivo a introdução de características agronômicas de interesse 

e a melhoria na qualidade de bebida (KUMAR et al., 2006; MISHRA; SLATER, 2012). As 

principais técnicas disponíveis já foram exploradas, como eletroporação de protoplastos 

(BARTON; ADAMS; ZARWITZ, 1991), infecção via A. tumefaciens (OCAMPO; 
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MANZANERA, 1992; RIBAS et al., 2011), infecção via A. rhizogenes (SPIRAL et al., 1993), 

infiltração à vácuo (CANCHE-MOO et al., 2006) e biobalística (RIBAS et al., 2005), assim 

como a edição gênica através do sistema CRISPR/Cas9, a aplicação desta ferramenta poderá 

tornar possível a redução do tempo necessário para a obtenção de uma nova variedade de 25 a 

30 anos para seis anos (BREITLER et al., 2018). 

O sistema CRISPR/Cas9 é uma ferramenta de edição gênica recentemente desenvolvida, de 

ocorrência natural, originária de bactérias, e se tornou uma das mais poderosas ferramentas para o 

silenciamento de genes, através da indução de mutações pontuais, bem como para a inserção de 

genes em sítios específicos e/ou para controlar a expressão gênica. A edição genômica via CRISPR-

Cas9 pode ser utilizada em plantas para estudos funcionais, para o melhoramento de características 

relacionadas a produtividade e qualidade, já sendo aplicada na maioria das plantas cultivadas, como 

por exemplo arroz, milho, algodão, trigo, entre outras (DEMIRCI; ZHANG; UNVER, 2018). 

Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram testar diferentes protocolos de indução de 

ES direta em C. canephora visando sua aplicação em trabalhos futuros de transformação genética 

(Capítulo 2), a validação da aplicação de uma estratégia multiplex do sistema CRISPR/Cas9 através 

do silenciamento do gene CcPDS (Capítulo 3), e concomitantemente, a obtenção de plantas com 

redução do teor de cafeína através do silenciamento dos genes XMT, MXMT e DXMT envolvidos 

na biossíntese da cafeína (Capítulo 4). 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

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 Iêmen. Estes manuscritos relatam que a África foi a região 

de origem, mas foram os árabes os primeiros a dominar a técnica de plantio e preparação do 

produto, quando o café encontrado na Etiópia foi levado para a península arábica. No século 

XIV iniciou-se a produção comercial no Iêmen, que manteve o monopólio de sua 

comercialização por muitos anos (MARTINS, 2012). 

O gênero Coffea é originário da África, onde uma maior concentração de espécies foi 

encontrada ao longo do Rio Congo, da Ilha de Madagascar e também nas Ilhas Mascarenhas e 

é formado por 124 espécies com ocorrência principalmente em regiões tropicais e subtropicais 

do mundo (CARVALHO, 1946; DAVIS et al., 2011, 2006). Trata-se de plantas dicotiledôneas, 

da família Rubiaceae, que apresentam folhas persistentes, flores hermafroditas, caule lenhoso 

e cujo porte vai do arbustivo ao arbóreo (LIVRAMENTO, 2010). Dentre as espécies 

conhecidas, duas delas são mais amplamente cultivadas comercialmente, atingindo quase 

100% da produção mundial: Coffea arabica e Coffea canephora (DAVIS et al., 2011). As 

duas espécies são muito distintas quanto aos aspectos agronômicos, bioquímicos e sensoriais 

dos grãos, do mercado e da utilização dos respectivos produtos (FERRÃO et al., 2016). 

C. arabica é uma espécie tetraploide, autógama (taxa de autofecundação de 90 a 100%) 

e, portanto, apresenta menor diversidade genética e menores teores de cafeína, sendo, porém, 

mais aromática, além de apresentar sabor mais pronunciado e menor amargor, o que resulta em 

melhor qualidade de bebida. A espécie é bastante cultivada em regiões de maior altitude. Já  C. 

canephora é diploide (2n = 2× = 22), alógama e uma das mais polimórficas espécies do 

gênero Coffea. A espécie é mais bem adaptada a regiões tropicais de menor altitude, de clima 

quente e úmido (CHARRIER; BERTHAUD, 1985; MONDEGO et al., 2011).  

C. canephora possui bebida mais neutra, de amargor mais pronunciado, além de maior 

teor de cafeína e sólidos solúveis. A espécie apresenta grande importância comercial pelo seu 

uso em blends com C. arabica, para dar corpo ao café expresso e na indústria de café solúvel. 

Além disso, é uma espécie mais rústica, apresentando maior resistência a pragas e doenças e 

também maior tolerância a elevadas temperaturas e ao déficit hídrico, sendo utilizada nos 

programas de melhoramento do cafeeiro (BERTRAND et al., 2003; FERRÃO et al., 2019b; 

LASHERMES; ANDRADE; ETIENNE, 2008).  
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A espécie também é menos afetada pela bienalidade de produção da cultura, além de 

apresentar produtividades mais elevadas. Em função da alta variabilidade genética resultante 

da alogamia da espécie, a seleção e propagação de clones com características de interesse são 

de grande importância para garantir melhorias na produtividade e qualidade do café 

(BRAGANÇA et al., 2001; CONAB, 2017).  

Através de diversos estudos morfológicos, fisiológicos e moleculares e considerando a sua 

origem geográfica, C. canephora foi subdividido em dois grupos: Guineano e Congolês, sendo este 

último divido nos subgrupos SG1, SG2, B e C. O grupo Guineano concentra materiais genéticos 

originários do oeste da África (Guiné, Libéria e Costa do Marfim), que apresentam tolerância à 

seca, maior suscetibilidade às doenças e maior teor de cafeína; enquanto os do grupo Congolês têm 

origem República Centro-Africana, República Democrática do Congo, Camarões, Uganda, Gabão 

e Congo, os quais apresentam maior resistência a doenças (FERRÃO et al., 2019a). 

Dentre os subgrupos do grupo Congolês, SG1 é constituído principalmente por materiais 

do tipo Konillou, alguns tipos de robusta ou híbridos entre estes dois, apresentam maior teor de 

cafeína nos grãos (2,7%), moderada tolerância à seca, e qualidade de bebida superior às plantas 

classificadas no grupo Guineano; SG2 agrupa genótipos robusta e apresentam menores teores 

de cafeína (2,3%), maior resistência à ferrugem, maturação dos frutos de média a tardia e maior 

suscetibilidade à seca (FERRÃO et al., 2019a). 

O café é o segundo produto que mais movimenta riqueza na economia global, estando 

atrás apenas do petróleo, movimentando mais de 90 bilhões de dólares anualmente. Devido à 

complexidade de sua constituição química e sensorial, tem sido consumido em diferentes 

formas e preparos, desde bebidas quentes e frias, como ingrediente da preparação de cervejas, 

bolos, sorvetes, balas e mesmo cosméticos e medicamentos, devido às suas propriedades 

nutracêuticas (FERRÃO et al., 2019b; MISHRA; SLATER, 2012). 

No Brasil, o cultivo de café conta com uma área total de 2,16 milhões de hectares, sendo 

1,75 milhões de hectares (81,3%) destinados a C. arabica tendo o estado de Minas Gerais como 

o principal produtor, 1,22 milhão de hectares, correspondendo, nesta safra, a 72,1% da área 

ocupada com café arábica em âmbito nacional. Para C. canephora, a área estimada em 404,3 

mil hectares, da qual o estado do Espírito Santo é o maior produtor com 265,2 mil hectares. Nas 

últimas duas décadas a área produtiva de café no país vem apresentado redução (figura 1.1), 

entretanto essa tendência vem sendo compensada pelo ganho de produtividade obtido pelos 

produtores, devido a aplicação de novas tecnologias nessa cultura. Na safra de 2020 é possível, 

no entanto, perceber leve retomada no crescimento da área total nos principais estados 

produtores de café, como Minas Gerais, Espírito Santo, São Paulo e Bahia (CONAB, 2020). 
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Figura 1.1  ̶  Gráfico representando a evolução da área total de café (C. arabica e C. canephora) 

produzida no Brasil nos últimos anos.  

Fonte: CONAB (2020). 

 

A estimativa total para a produção brasileira de café para 2020 é entre 57,15 e 62,02 

milhões 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 projeções 

representam um incremento de até 25,8% em comparação ao volume colhido na temporada 

passada (figura 1.2). Nesta safra, C. arabica representa cerca de 75% da produção nacional total 

e C. canephora 25%. A posição de maior exportador mundial de café ocupada pelo Brasil 

reflete a importância econômica da cultura para o país (CONAB, 2020). 

 

Figura 1.2   ̶  Produção total nacional de café (C. arabica e C. canephora) nos últimos anos. 

 

Fonte: CONAB (2020). 

 

A fim de acessar a diversidade genética das espécies do gênero Coffea cultivadas no 

Brasil, marcadores morfológicos e moleculares foram utilizados ao longo dos anos, a fim de 

caracterizar diferentes acessos e identificar genótipos com características superiores (FERRÃO 

et al., 2014). O Instituto Capixaba de Pesquisa, Assistência Técnica e Extensão Rural 
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(INCAPER) é um dos principais responsáveis pela identificação e caracterização de clones e 

variedades de Coffea canephora no país (FERRÃO et al., 2009, 2000; TATAGIBA et al., 

2001). Dentre alguns destes genótipos identificados, pode-se destacar, por exemplo, os clones 

14 e 22, os quais possuem características contrastantes de resistência e susceptibilidade a seca, 

respectivamente, sendo utilizados em estudos para a identificação de genes relacionados a estas 

características (REICHEL, 2016; TORRES et al., 2019). 

 

2.2 Cultura de tecidos vegetais 

 

O cultivo in vitro de plantas é composto por um conjunto de técnicas e consiste no cultivo 

de células, tecidos ou órgãos de plantas em um meio de cultura sintético sob condições assépticas 

em ambiente controlado de luminosidade, temperatura e umidade. O desenvolvimento destas 

técnicas deve-se à descoberta e caracterização dos hormônios vegetais, e tem sido uma ferramenta 

tanto para o cultivo quanto para o estudo do comportamento fisiológico de órgãos, tecidos, células 

e  até mesmo organelas vegetais. Além disso, os avanços obtidos com as técnicas de cultura de 

tecidos como ferramenta biotecnológica tem permitido grandes desenvolvimentos tanto na 

agricultura, como também na indústria (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 não ter obtido sucesso devido a utilização de meios 

nutricionalmente inadequados, algumas informações importantes puderam ser coletadas. As 

principais dificuldades encontradas inicialmente foram em relação aos aspectos bioquímicos da 

técnica, como a nutrição orgânica e inorgânica, relações entre os reguladores de crescimento, 

necessidade de suplementação vitamínica, entre outros (SHAHZAD et al., 2017a; WHITE, 1942). 

Atualmente as diferentes técnicas disponíveis têm sido de grande valia nos programas 

de melhoramento de plantas, para a conservação de recursos genéticos, propagação de diversas 

espécies e para a produção de moléculas de interesse biológico. Estas técnicas são fundamentais 

para o desenvolvimento de outras ferramentas como a transformação genética de plantas, a 

obtenção de plantas livres de vírus, a produção de duplo-haploides, a produção de híbridos 

somáticos via fusão de protoplastos, a produção em larga escala de metabólitos secundários ou 

proteínas recombinantes em células vegetais em suspensão (DAGLA, 2012; MORAIS et al., 

2012; NETO; ANDRADE, 2011; SHAHZAD et al., 2017b). 

O desenvolvimento de uma nova planta a partir de uma única célula, tecido ou órgão 

vegetal pode ocorrer por diferentes rotas morfogênicas: embriogênese ou organogênese, sendo 

que ambas podem ser diretas ou indiretas. Estes processos podem sofrer influência de diversos 
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fatores, como o tipo e qualidade fisiológica do explante, bem como a composição do meio de 

cultura utilizado. A embriogênese somática (ES) compreende o processo em que uma célula 

somática vegetal, sob os estímulos necessários, se diferencia para formar um embrião somático, 

já na organogênese um conjunto de células se reorganiza para dar origem a um novo órgão, 

brotação ou raízes adventícias, a partir de um explante.  Estes dois processos são considerados 

indiretos quando a partir do explante inicial são formados calos, massas celulares 

indiferenciadas e desorganizadas, e diretos quanto isso não ocorre (NETO; ANDRADE, 2011). 

 Ainda que os princípios básicos da cultura de tecidos vegetais sejam claramente 

estabelecidos, como a composição geral dos meios de cultura e o papel de cada regulador de 

crescimento utilizado, cada espécie ou genótipo específico necessita de estudos direcionados a 

fim de estabelecer as condições ótimas para o seu cultivo, uma vez que as respostas obtidas são 

fortemente dependentes do genótipo utilizado (WINKELMANN, 2016). 

 

2.3 Embriogênese somática 

 

A embriogênese em plantas geralmente é um processo resultante de dupla fecundação, 

no qual estão envolvidas uma célula espermática haploide e uma célula ovo haploide que após 

a sua fusão darão origem a um embrião zigótico. Entretanto essa não é a única via de 

embriogênese em plantas, esta pode ocorrer assexuadamente, sem a ocorrência de fertilização, 

tanto in vivo quanto in vitro. Células somáticas ou gametas podem ser induzidos a diferenciar-

se em embriões in vitro através da aplicação de tratamentos com reguladores de crescimento 

e/ou de estresse (GERMANÀ; WALKER, 2016). 

Esse processo pelo qual células somáticas, submetidas a condições adequadas de indução, 

geram células embriogênicas é chamado de embriogênese somática (ES). Para tanto, precisam 

passar por uma série de alterações morfológicas e bioquímicas, permitindo o desenvolvimento de 

uma estrutura bipolar sem conexão vascular com o tecido originário (SOLÍS-RAMOS et al., 2012).  

Devido a essa possibilidade, é amplamente aceito que todas as células vegetais são 

totipotentes e podem regenerar um organismo completo. Apesar de incontáveis experimentos 

demonstrando a regeneração de plantas inteiras a partir de diversos explantes, inclusive células 

individuais, recentemente tem sido observada que a regeneração de plantas talvez ocorra em função 

da transdiferenciação de meristemas ou tecidos de calos semelhantes a meristemas presentes devido 

a presença de células meristemáticas adultas em toda a planta, não se iniciando a partir de uma única 

célula totipotente. Assim, a totipotência não poderia ser considerada uma característica intrínseca 

de células vegetais, mas algumas delas podem readquirir esta totipotência sob determinadas 



16 

 

condições (FEHÉR; BERNULA; GÉMES, 2016). 

De qualquer forma, a ES pode ser considerada uma das ferramentas mais poderosas da 

biotecnologia de plantas, permitindo a propagação em larga escala de variedades de interesse, 

ou servindo de suporte para estudos de biologia do desenvolvimento vegetal ou para ensaios de 

transformação genética (LOYOLA-VARGAS; OCHOA-ALEJO, 2016). Essa estratégia se 

destaca frente à organogênese, pois permite a obtenção de um grande número de regenerantes, 

baixa frequência de quimeras e limitada ocorrência de variação somaclonal (VS) (SAHIJRAM; 

BAHADUR, 2015). No caso do cultivo in vitro do cafeeiro, a ocorrência de VS pode variar de 

0 a 93% e depende do genótipo, fonte do explante, tipo e concentração dos reguladores de 

crescimento das plantas no meio e principalmente o tempo de cultivo (CAMPOS; PANIS; 

CARPENTIER, 2017).  

Plantas lenhosas normalmente são menos responsivas ao cultivo in vitro do que outras 

espécies, especialmente plantas adultas, ainda assim a utilização da ES tem demonstrado ser 

uma importante ferramenta para a propagação clonal de espécies lenhosas. A ES é 

extremamente útil ainda para a produção de sementes sintéticas, conservação de germoplasma 

e criopreservação dessas espécies. O ponto chave para o sucesso dessa estratégia é a transição 

de um estado de célula somática para célula embriogênica (GUAN et al., 2016). 

Na cultura do cafeeiro, os estudos de ES têm sido de grande ajuda no desenvolvimento e 

propagação de cultivares comerciais de café. Os trabalhos pioneiros em cultura de tecidos foram 

publicados por Staritsky (1970), que obteve êxito na indução de calos a partir de folhas de várias 

espécies e produção de embriões somáticos na espécie C. canephora. Posteriormente, diversos 

trabalhos envolvendo a espécie C. arabica foram desenvolvidos, no intuito de aumentar a taxa de 

indução, a multiplicação de calos embriogênicos e a regeneração e desenvolvimento de plântulas 

(BARTOS, 2012; CARVALHO et al., 2011; NEUENSCHWANDER; BAUMANN, 1992; 

QUIROZ-FIGUEROA; KÚ-RODRÍGUEZ; 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 eficiência, reprodutibilidade e 

confiabilidade no processo, além de buscar a elucidação da regulação gênica 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; FUJII; 

YAMAGUCHI, 1985). Muitos fatores que influenciam a resposta vêm sendo estudados, 

observando-se um importante papel das auxinas e do genótipo utilizado. O desenvolvimento de 

protocolos de ES tem possibilitado ainda a aplicação de técnicas de transformação genética, 

visando à melhoria de características agronômicas, como redução dos níveis endógenos de 



17 

 

cafeína e resistência a pragas e doenças (LOYOLA-VARGAS et al., 2016).  

2.4 Transformação genética de plantas 

 

Em biologia molecular, transformação genética pode ser definida como a alteração dos 

genes de uma célula através da inserção de um DNA exógeno pela membrana celular e a sua 

incorporação bem sucedida ao genoma da célula em questão. A transformação genética se tornou 

uma ferramenta versátil e amplamente utilizada tanto para o melhoramento quanto para o estudo de 

função dos genes em plantas. O sucesso no emprego dessa tecnologia é resultado de muitos anos 

de esforços dos pesquisadores em aprimorar as técnicas de cultivo in vitro, os próprios métodos de 

transformação genética e à engenharia genética, não esquecendo de mencionar os estudos para 

identificação de genes candidatos (HANSEN, 1999; SAEED; SHAHZAD, 2015). 

A produção de plantas transgênicas de tornou rotineira para diversas espécies cultivadas, 

como arroz, trigo, milho, soja, algodão, canola, entre outras (ZIEMIENOWICZ, 2014). Transgenes 

são introduzidos nas plantas visando conferir as mais diversas características de interesse 

agronômico como: aumento da qualidade nutricional, tolerância a estresses abióticos, resistência a 

patógenos, entre outros. O desenvolvimento de técnicas de transformação permitiu que fosse 

possível utilizar genes de espécies evolutivamente distantes das plantas, como bactérias, fungos, 

vírus e até mesmo animais, aumentando infinitamente as possibilidades de melhoramento de 

características das plantas. Para tanto, o transgene precisa ser inserido na célula vegetal e atingir o 

núcleo, o que pode ser facilitado por métodos biológicos ou físicos (RIVERA et al., 2012). 

O principal método físico utilizado para transformação de plantas é a biobalística ou 

bombardeamento de partículas. Esse método foi desenvolvido na Cornell University em 1987 

com o objetivo de melhorar a transformação de cereais (SANFORD et al., 1987), já que a 

eficiência de transformação mediada por Agrobacterium era particularmente baixa em 

monocotiledôneas. O método consiste no aceleramento de pequenas partículas ligadas ao gene 

de interesse contra a célula vegetal, permitindo que este complexo penetre na parede celular e 

atinja o núcleo, possibilitando a integração do DNA inserido ao genoma da célula vegetal 

(RIVERA et al., 2012; SANFORD, 1990).  

A transformação mediada por A. tumefaciens é a técnica mais utilizada para a inserção 

de genes exógenos em plantas, sendo um processo bastante complexo e requer o envolvimento 

de componentes celulares tanto vegetais quanto bacterianos. Basicamente a Agrobacterium irá 

infectar a célula vegetal, copiar um trecho de seu plasmídeo Ti (do inglês, “tumor-inducing”) e 

o transportar para o interior da célula vegetal até o núcleo onde esse fragmento poderá ser 

integrado ao genoma vegetal. A versatilidade e eficiência da técnica é refletida na variedade de 
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grupos de plantas para quais já foi aplicada: espécies de cereais, leguminosas, tubérculos, 

lenhosas, ornamentais e medicinais, entre outras (GELVIN, 2003; ZIEMIENOWICZ, 2014). 

Independentemente da técnica utilizada na transformação genética de plantas, a principal 

limitação encontrada é a integração aleatória da construção gênica de interesse no genoma 

vegetal. Tentando superar esse gargalo, novas técnicas de edição de genomas vêm sendo 

desenvolvidas, como a utilização de nucleases programáveis, que é o caso das nucleases zinc-

finger (ZFN) e das nucleases efetoras semelhantes a ativadores de transcrição (TALENs), que 

possuem a capacidade de clivar do DNA genômico em sítios específicos e, através do sistema de 

reparo endógeno, permitem gerar edições altamente precisas no genoma (KIM; KIM, 2014). 

As proteínas ZFN apresentam um sítio de ligação ao DNA no qual, naturalmente, diversos 

aminoácidos entram em contato com 3pb da fita de DNA. As nucleases ZFN são fusões do 

domínio não específico de clivagem de DNA da endonuclease de restrição FokI com proteínas 

de ZFN, as quais foram engenheiradas para possuírem um sítio de ligação ao DNA com 9-18pb, 

permitindo assim clivar o DNA genômico com especificidade. TALENs são fusões do domínio 

de clivagem FokI e domínios de ligação ao DNA derivados das proteínas TALE, as quais contêm 

diversos domínios repetitivos de 33 a 35 aminoácidos, cada um reconhecendo um único par de 

bases. Ambos induzem quebras na dupla fita de DNA (DSB, do inglês “double-strand breaks”) 

que ativam as vias de resposta a danos no DNA e permitem alterações personalizadas. Apesar de 

promissoras, essas duas técnicas apresentam um problema em comum: são necessárias duas 

proteínas de ligação ao DNA relativamente grandes, para cada alvo, o 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 fácil de projetar, 

altamente específico, eficiente e adequado para edição de  múltiplos 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 (RGENs, do inglês “RNA-guided engineered 

nucleases”) (KIM; KIM, 2014; RAN et al., 2013). 

Os primeiros relatos de utilização da técnica para edição 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; LI et al., 2013; UPADHYAY 

et al., 2013). O sistema CRISPR/Cas tem sido uma plataforma altamente eficiente de edição de 

genomas sítio-dirigida, uma vez que permite a clivagem de regiões específicas do DNA 
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genômico guiado por um pequeno RNA não codificante, resultando em modificações gênicas 

seja pela via de reparo de extremidades não homólogas (NHEJ, do inglês “Non-homologous 

end joining”) como pela recombinação homóloga (HDR, do inglês “Homology directed repair”) 

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

 

2.5 Sistema CRISPR/Cas9 

 

As repetições palindrômicas curtas agrupadas e regularmente interespaçadas (CRISPR)-

e as proteínas associadas a CRISPR (Cas) fazem parte de um sistema imune adaptativo de 

procariotos encontrado principalmente em Archaeas e muitas bactérias. O lócus genômico 

CRISPR-Cas apresenta uma complexidade e diversidade até então não 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 edição 

genômica que ficou conhecida pelo mesmo nome. 

Nesse sistema procarioto (figura 1.3), pequenos fragmentos de DNA exógenos 

(provenientes de vírus e plasmídeos que anteriormente atacaram a célula), chamados de 

“espaçadores” são integrados ao lócus genômico CRISPR entre as sequencias repetitivas 

(estágio 1: adaptação/aquisição) e então, quando há uma nova infecção, estes são transcritos 

(estágio 2: expressão/processamento) (JINEK et al., 2012). Os espaçadores geram o precursor 

do CRISPR RNA (pre-crRNA), e as sequências repetitivas o  trans-activating CRISPR RNA 

(tracrRNA), os quais se hibridizam devido à similaridade em parte de suas sequências, ativando 

o processamento do pre-crRNA para gerar o CRISPR RNA maduro (crRNA) (HORVATH; 

BARRANGOU, 2010). A molécula híbrida crRNA: tracrRNA e sua estrutura tridimensionais 

são essenciais para o seu reconhecimento pela porção efetora do sistema, que será responsável 

pela identificação e clivagem do DNA exógeno (estágio 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 

 

 

Figura 1.3  ̶  Representação esquemática do funcionamento do sistema CRISPR/Cas9 em 

procariotos. 

 

Representação do sistema CRISPR/Cas em procariotos, locus CRISPR e as etapas de aquisição (Estágio 

1), expressão e processamento (Estágio 2) e direcionamento (Estágio 3). Estágio 1: fragmentos de DNA 

do vírus invasor são incorporados no locus CRISPR do genoma da bactéria. Estágio 2: expressão e 

hibridização dos pre-crRNAs (precursores dos pequenos CRISPR RNA) e  tracrRNA (chamado trans-

activating CRISPR RNA) , que passaram pelo processamento da RNAse III, gerando os pequenos 

CRISPR RNA (crRNAs). Estágio 3: Uma nuclease de Cas (proteína associada ao CRISPR) liga-se ao 

crRNA, guiando a nuclease para destruir o DNA dos vírus invasores. 

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

 

Os sistemas CRISPR podem ser classificados em Classe 1, quando utilizam diversas 

proteínas Cas juntamente do crRNA, formando um grande complexo efetor, no reconhecimento 

e clivagem do sítio alvo, ou Classe 2, quando essa função é desempenhada por uma única grande 

proteína juntamente do crRNA, como é o caso da Cas9 (MAKAROVA; KOONIN, 2015). Uma 

outra classificação diz respeito ao estágio 2, de processamento do complexo pre-crRNA: 

tracrRNA, onde os chamados tipos I e III o processamento é realizado por endonucleases Cas, 

enquanto no tipo II é realizado pela RNAse III, na presença da Cas9 (JINEK et al., 2012). 

Os trabalhos mais recentes demonstraram que existe uma região essencial para o 

reconhecimento do crRNA pela proteína Cas9: uma sequência de "semente" dentro do crRNA 

e uma sequência conservada de motifs adjacentes ao protospacer contendo o dinucleótideo 

(PAM) upstream da região de ligação do crRNA. Mantendo-se essa região de reconhecimento, 

o sistema CRISPR/Cas pode ser manipulado para cortar praticamente qualquer sequência de 

DNA ao modificar-se o crRNA. Este complexo crRNA e tracrRNA pode ser chamado de RNA 

guia (gRNA, ou RNA guia simples: sgRNA, no sistema sintético) (GAJ; GERSBACH; 

BARBAS, 2013; JINEK et al., 2012; YANAGUI, 2016).  

http://rna.berkeley.edu/crispr.html
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Portanto, diferentemente das técnicas de ZNFs e TALENs, nesta técnica o único 

componente que precisa ser engenheirado é o gRNA para cada sítio alvo, o que torna o design do 

sistema muito mais simples e reduz custos para a edição de genes (JAO; WENTE; CHEN, 2013). 

Após a clivagem da fita dupla de DNA pela Cas9, resultado da atuação dos dois sítios 

ativos da enzima, RuvC e HNH (JINEK et al., 2012), o lócus 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 alcançar um efeito de edição desejado, 

como silenciamento ou inserção da sequência gênica, respectivamente (RAN et al., 2013). 

Não havendo uma sequência com homologia para a recombinação a DSB será reparada 

pela via NHEJ, na qual ao serem religadas as extremidades pode haver mutações por 

inserções/deleções (indels). Se essas mutações ocorrerem em éxons, poderão levar a uma 

mudança no frame de leitura ou códon 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 deleções no genoma (MALI et al., 2013).  

A via de reparo HDR normalmente ocorre em frequências muito mais baixas e variáveis, 

entretanto pode ser utilizada para gerar inserções de sequências de interesse em sítios específicos 

do genoma, desde que essas sequências apresentem extremidades homólogas às da região clivada. 

Podem ser utilizados ainda oligonucleotídeos de DNA de cadeia simples (ssODNs), que 

permitem pequenas edições no genoma, como a introdução de mutações de um único nucleotídeo 

para provar variações genéticas causais (CHEN et al., 2011). 

Na figura 1.4 podemos observar uma representação esquemática dos passos necessários 

para a obtenção de plantas mutantes através do sistema CRISPR/Cas9. A construção gênica a ser 

utilizada precisa apresentar os seguintes elementos: promotor e terminador para a sequência codante 

otimizada da proteína Cas9, sendo um dos mais comumente utilizado o promotor 35S e o 

terminador de Vírus do mosaico de couve-flor (BELHAJ et al., 2013); promotor para a sequência 

alvo e o scaffold do sgRNA, normalmente são utilizados os promotores da RNA polimerase III de 

plantas, U3 e U6 de Arabidopsis ou da própria espécie a ser utilizada. Outro aspecto importante é a 

fusão da Cas9 a um sinal de localização nuclear (do inglês, nuclear localization signal: NLS), para 

garantir a sua entrega no núcleo (BELHAJ et al., 2013). 
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Figura 1.4 – Visão geral do mecanismo de edição do genoma pelo sistema CRISPR/Cas9 e 

subsequente mutagênese direcionada em plantas. 

 

Legenda: Visão geral do mecanismo de edição do genoma pelo sistema CRISPR/Cas9 e subsequente 

mutagênese direcionada. Depois que Cas9 e sgRNA são entregues na célula da planta por transformação 

de protoplastos, biobalística ou transformação mediada por Agrobacterium, a Cas9 estimula a separação 

das cadeias de DNA e permite que um sgRNA hibridize com uma sequência específica no gene alvo 

para clivagem de DNA direcionada. O sistema posiciona o DNA alvo no sítio ativo da Cas9 na 

orientação adequada em relação ao sítio PAM e permite que domínios RuvC e HNH clivem 

independentemente cada segmento da sequência de DNA-alvo 3 nucleotídeos upstream a PAM. A 

quebra do DNA de fita dupla passa então pelo sistema de reparo via junção de extremidades não 

homólogas (NHEJ, do inglês) ou pela recombinação homóloga (HDR), quando ocorrem frequentemente 

deleções ou inserções de alguns nucleotídeos. Os mutantes são examinados por diferentes abordagens, 

incluindo ensaios com enzima de restrição, ensaio de sobrevivência e sequenciamento. O cassete que 
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expressa Cas9 é regulado pelo promotor 35S do vírus do mosaico de couve-flor e a sequência alvo e de 

scaffold do gRNA é regulada pelo promotor U6. A sequência PAM (NGG; vermelha) é essencial para a 

atividade da nuclease Cas9. Letras verdes representam a molécula genômica do DNA; tesouras indicam 

locais de clivagem; Cas9; PAM: motivos adjacentes do protospacer; sgRNA, RNA guia único; NLS, 

sinal de localização nuclear.  

Fonte: TANG; TANG (2016). 

 

Para a inserção do cassete gênico no genoma da planta pode ser utilizada quaisquer das 

técnicas conhecidas, como transformação do protoplastos, biobalística ou infecção por A. 

tumefaciens. Uma vez que haja a clivagem pela enzima Cas9 e o reparo da região, seja pela via 

NHEJ ou HDR, leve a alguma mutação é necessário fazer-se a identificação dos mutantes. Para 

tanto pode-se utilizar enzimas de restrição para os sítios de clivagem, ensaios de sobrevivência a 

agentes seletivos e por fim, o sequenciamento das regiões alvo (TANG; TANG, 2016).  

Desde a elucidação do sistema, este já foi manipulado para utilização em diferentes 

espécies. Dentre as plantas já foram manipuladas plantas modelo como A. thaliana, na qual foram 

avaliadas diversas gerações de mutante para 12 diferentes alvos a fim de determinar os padrões, 

eficiência, especificidade e herdabilidade de mutações ou correções genéticas induzidas por 

CRISPR/Cas, obtendo eficiência de até de 79,4% (FENG et al., 2014); culturas comerciais como 

milho, no qual  edição do gene ALS2 usando oligonucleotídeos 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 inserção de um 

gene de característica em um local próximo a LIG1 por HDR (SVITASHEV et al., 2015); plantas 

frutíferas como citrus, no qual investigou-se se a agroinfiltração facilitada por Xanthomonas citri 

subsp. citri (Xcc) pode ser usada para acelerar os ensaios de função de transgene, utilizando os 

sistema CRISPR/Cas9 (JIA; WANG, 2014); plantas lenhosas como Populus , no qual a validação 

do sistema foi feita através do silenciamento do gene PDS (FAN et al., 2015);  gramíneas como 

arroz e sorgo, nas quais foi testada a transformação transiente de protoplastos para avaliar e a 

eficiência 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 ausência de pigmentação verde, portanto este 

gene é amplamente utilizado em ensaios de validação de tecnologias de silenciamento gênico, 

como o sistema CRISPR/Cas9, já que sua função é conhecida e pela facilidade de identificação 

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 fenótipo albino esperado. Foram testadas construções 

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

(BREITLER et al., 2018). 

A maioria das primeiras estratégias de edição genômica utilizando sistemas CRISPR/Cas 

visavam os alvos em um ou dois loci gênicos simultâneos. Entretanto posteriormente tornou-se 

comum a co-expressão de múltiplos sgRNAs em sistemas chamados multiplex, que poderiam visar 

alvos em diferentes regiões no mesmo gene, aumentando as chances de induzir uma mutação, ou 

ainda sgRNAs para diferentes genes em uma mesma construção e podendo gerar grandes deleções 

cromossômicas (DEMIRCI; ZHANG; UNVER, 2018). 

Existem sistemas CRISPR que utilizam outras endonucleases associadas, apresentando 

características diferentes da Cas9, as quais também já foram utilizados para edição genômica. A 

identificação dessas variantes amplia as possibilidades de aplicação do sistema. Um exemplo é a 

Cpf1, que induz DSB gerando extremidades coesivas e reconhece um sítio PAM rico em T 

(ZETSCHE et al., 2015). 

Para além da edição genômica, o sistema CRISPR/Cas já foi utilizado para regular a 

expressão gênica (CRISPR activation/interference (CRISPRa/i), visualizar dinâmicas de 

elementos genéticos (Cas9 inativa fusionada a uma proteína fluorescente), entre outros. Tais 

relatos demonstram que o sistema pode ser uma ferramenta molecular com aplicações 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 

quanto a regulamentação e legislação de organismos geneticamente modificados (OGMs). São 

técnicas que podem gerar modificações do genoma de plantas indistinguíveis daquelas geradas 

através de melhoramento convencional ou mutagênese induzida física ou quimicamente, o que 

levaria à classificação das plantas obtidas por estas técnicas como não-GM, possibilitando um 

impacto positivo na aceitação das tecnologias no mercado (BELHAJ et al., 2013; KLETER; 

KUIPER; KOK, 2019). No Brasil, segundo a Resolução Normativa nº16 (RN16), as técnicas 

de edição genômica estão classificadas como Técnicas Inovadoras de Melhoramento de 

Precisão (TIMP) e a depender da avaliação da Comissão Técnica Nacional de Biossegurança 

(CTNBio), o produto obtido por estas técnicas poderá ser registrado como de melhoramento 

convencional ou mutagênese ou se deve seguir regulamentação de OGM (Organismo 

Geneticamente Modificado) ou transgênico (NEPONUCENO, 2020). 

 

2.6 Transformação genética de cafeeiro 
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Devido aos avanços obtidos no desenvolvimento de técnicas de cultivo in vitro de espécies 

do gênero Coffea se tornou possível a manipulação a nível molecular e celular das espécies, 

tornando-as elegíveis para aplicação de técnicas biotecnológicas em programas de melhoramento 

inclusive para a transformação genética. A utilização destas técnicas é de extrema importância para 

auxiliar na redução do tempo e custo necessários no melhoramento da espécie (KUMAR et al., 

2006). Os principais objetivos da utilização da transformação de Coffea são a introdução de 

características agronômicas de interesse em genótipos de elite, para o desenvolvimento de novas 

cultivares apresentando resistência a pragas e doenças, resistência a herbicidas, tolerância a seca e 

congelamento, melhoria na qualidade de bebida, entre outras características as quais não são 

possíveis introduzir através do melhoramento clássico (MISHRA; SLATER, 2012). 

Entre as primeiras estratégias de transformação genética aplicada ao cafeeiro estão a 

eletroporação de protoplastos em C. arabica (BARTON; ADAMS; ZARWITZ, 1991), na qual não 

foi obtido sucesso quanto a regeneração de plantas; a transformação de C. canephora a partir de 

hipocótilos por infecção com A. tumefaciens para expressão de genes marcadores de seleção e o 

gene repórter uidA (GUS – β-glucuronidase) (OCAMPO; MANZANERA, 1992); a transformação 

de embriões somáticos de C. canephora por infecção com A. rhizogenes (SPIRAL et al., 1993); a 

expressão transiente do gene repórter uidA através de bombardeamento de partículas em C. 

arabica, C. canephora e Arabusta (VAN BOXTEL et al., 1995).  

No decorrer dos anos, diversos foram os trabalhos visando a otimização dos parâmetros das 

diferentes técnicas de transformação na tentativa de superar os problemas iniciais de baixa 

eficiência de transformação e regeneração (HATANAKA et al., 1999). Para tanto, utiliza-se 

principalmente a transformação com genes repórteres, como uidA, gfp e DsRFP. Além disso, tem-

se buscado a seleção de genes candidatos para transformação e avaliação de diferentes promotores, 

como CaMV35S (derivado do vírus do mosaico da couve-flor e amplamente utilizado em 

construções gênicas), EF-1α (obtido do EF-1α fator de elongação da tradução de A. thaliana), além 

de promotores endógenos como α- tubulina e α-arabicina (MISHRA; SLATER, 2012). 

Existem também relatos de transformação transiente por infiltração a vácuo, com o 

objetivo de validar a técnica como uma forma rápida de obter-se plantas transformadas de C. 

canephora, no qual houve 33% de eficiência de transformação (CANCHE-MOO et al., 2006) 

e de transformação estável dessa espécie obtida por bombardeio de partículas de tecido 

embriogênico (RIBAS et al., 2005). 

Em trabalhos mais recentes, a transformação genética de C. arabica foi otimizada pelo 

estabelecimento de cultivos de calos embriogênicos, demonstrando relação positiva entre o tempo 

de cultivo e a eficiência de transformação (RIBAS et al., 2011), também há estudos para o 
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desenvolvimento de plantas com resistência a broca do café (ALBUQUERQUE et al., 2015); a 

transformação de C. canephora foi utilizada para silenciamento de genes na rota biossintética da 

cafeína (MOHANAN et al., 2014), e também utilizada para avaliar a atividade de haplótipos de 

promotores do gene CcDREB1D sob estresse hídrico (ALVES et al., 2017); o efeito da 

composição da parede das células a serem infectadas com Agrobacterium e como inibidores de 

etileno podem afetar esse fator e melhorar a aderência da bactéria às células embriogênicas de C. 

canephora já foi estudado (KUMAR; SIMMI; GIRIDHAR, 2018), transformação  de C. arabica 

com o gene Cry10Aa de Bacillus thuringiensis visando a possível utilização destas plantas 

transgênicas no controle da broca do café (VALENCIA-LOZANO et al., 2019) e a transformação 

transiente através de agroinfiltração de folhas de C. arabica (VARGAS-GUEVARA et al., 2018) 

são alguns exemplos de aplicações de técnicas de transformação 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 gênico em plantas, devido ao fenótipo facilmente 

identificável que a ausência ou deficiência de expressão desse gene gera: plantas albinas (JEONG 

et al., 2005; SHAO et al., 2008). O silenciamento desse gene já foi obtido em diversas espécies, 

com diferentes técnicas como RNA interferente (RNAi) (TRAVELLA; KLIMM; KELLER, 

2006; WANG et al., 2009, 2005), silenciamento induzido por vírus (VIGS) (HOLZBERG et al., 

2002; VELÁSQUEZ; CHAKRAVARTHY; MARTIN, 2009; ZHOU et al., 2018), TALENs (DU 

et al., 2016) e CRISPR/Cas9 (BERNARD et al., 2019; KAUR et al., 2018). 

Esse fenótipo é obtido pois este gene é essencial e limitante na rota biossintética dos 

carotenoides em plantas (figura 1.5), a enzima por ele codificada, a fitoeno desaturase, catalisa 

a introdução de duas ligações duplas no incolor 15-cis-fitoeno, produzindo 9,15,9'-tri-cis-ζ-

caroteno, através do intermediário 9,15-di-cis-fitoflueno, o qual posteriormente é convertido 

em licopeno (KAUR et al., 2018; KOSCHMIEDER et al., 2017).  

Além dos efeitos na própria rota, o silenciamento de genes de síntese de carotenoides tem 

efeitos de desregulação em rotas que compartilham do mesmo precursor, geranil difosfato (GGPP). 

É o caso de ácido giberélico (GA), cadeia fitol de clorofila, plastoquinonas e tocoferóis. São 

observados efeitos ainda na síntese de compostos produzidos a partir de carotenoides, como o ácido 

abscísico (ABA) e estringolactonas, como mostrado na figura 1.5 (KAUR et al., 2018). 
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Figura 1.5  ̶  Via esquemática da biossíntese de carotenoides. 

 

 

Legenda: As reações enzimáticas são representadas por setas; linhas tracejadas representam várias 

etapas enzimáticas. Enzimas: PSY, fitoeno sintase; PDS, fitoeno desaturase; ZDS, ζ-caroteno 

desaturase; LCYp, licopeno p-ciclase; LCYε, licopeno e-ciclase; CRTISO, isomerase carotenoide; 

BCH, hidroxilase de anel β, ECH, hidroxilase de anel ε; CCD, clivagem carotenóide dioxigenase. 

Compostos: GGPP, difosfato de geranil geranil; PQ, plastoquinona; PQH2, plastoquinol; PTOX, 

oxidase terminal plastídea.  

Fonte: KAUR et al. (2018). 
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Os efeitos do silenciamento do PDS já foram estudados em tabaco, no qual foi 

observado: redução da eficiência do fotossistema II (PSII), redução do conteúdo total de 

carotenoides, clorofila a e b e aumento da concentração da proteína de membrana do tilacóide. 

Resultados que sugerem que a correspondência exata de pigmentos e proteínas é importante 

para a absorção e transferência de energia na fotossíntese, 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 vírus (do 

inglês: 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 os genes das etapas finais da via de carotenoides, 

βOH e ZEP não foi observado fotobranqueamento (ZHOU et al., 2018).  

Mutantes pds3 de Arabidopsis apresentaram fenótipo albino e anão e alta acumulação 

de fitoeno; a aplicação de ácido giberélico (GA3) endógeno restaurou parcialmente o fenótipo 

anão, sugerindo que essa alteração foi consequência da deficiência de giberelina (GA), 

possivelmente em função da perturbação da rota de carotenoides. Análises de microarray e RT-

qPCR (do inglês: Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR) mostraram que a 

interrupção do gene PDS3 resultou em alterações na expressão gênica envolvidas em pelo 

menos 20 vias metabólicas, incluindo a inibição de muitos genes nas vias de biossíntese 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 família da desoxigenasse de clivagem de carotenoides (NCED3 e CCD1) e várias 

fibrilinas diferentes envolvidas no sequestro de carotenoides (FBI) (SIMKIN et al., 2008). 

 

2.8 Biossíntese de cafeína e o café descafeinado 

 

A cafeína (1,3,7-metilxantina) é um alcaloide púrico, um dos mais consumidos no 

mundo devido a suas atividades biológicas e efeitos como aumento da capacidade de alerta e 

redução da fadiga, o que resulta em melhor desempenho em atividades que exijam maior 

vigilância. Efeitos negativos também podem vir a ser observados como redução do controle 

motor e da qualidade do sono, além de poder causar irritabilidade em indivíduos com quadro 

de ansiedade (DE MARIA; MOREIRA, 2007). 

Este é um composto que é sintetizado em grandes quantidades em um número reduzido 

de espécies dos gêneros: Camellia, Coffea, Theobroma, Paullinia, Ilex e Cola. A principal via 
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de biossíntese da cafeína (figura 1.6) consiste em três etapas de metilação e inicia-se pela 

conversão de xantosina a 7-metilxantosina pela enzima xantosina-N7-metiltransferase (XMT), 

a primeira exclusiva desta via. Esta enzima metila exclusivamente a xantosina na posição N7, 

apresentando alta similaridade entre as demais proteínas da mesma rota e os demais membros 

da família gênica. A sequência do gene que a codifica foi identificada em C. arabica em 1998 

(KATO; NAKAYAMA, 2017; MOISYADI; NEUPANE; STILES, 1998).  

 

Figura 1.6  ̶  Rota de biossíntese de teobromina e cafeína em chá e café. 

 

Legenda: Setas sólidas indicam a principal via de biossíntese. I: 7-Metilxanthosina sintase [xantosina 

metiltransferase (XMT)], II: teobromina sintase [7-metilxantina metiltransferase (MXMT)], III: cafeína 

sintase [3,7-dimetilxantina metiltransferase (DXMT)]. SAM: S-adenosilmetionina; HAS: S-adenosil-

homocisteína.  

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 metilação da rota para produzir teobromina. Este apresenta uma 

similaridade com a cafeína-sintase do chá (35,8%) e a metiltransferase do ácido salicílico 

(34,1%) (OGAWA et al., 2001). A terceira reação de metilação é realizada pela cafeína sintase, 

ou 3,7-dimetilxantina metiltransferase (DXMT), cuja sequência gênica em C. canephora foi 

clonada em 2007 (MCCARTHY et al., 2007).  

A partir do conhecimento dessas enzimas e suas sequencias gênicas em cafeeiro, abre-

se portas para a utilização de técnicas de DNA recombinante e silenciamento gênico para a 

obtenção de plantas de café sem cafeína, eliminando a necessidade de utilização de métodos 

químicos para a obtenção desse tipo de produto. Uma abordagem oposta também pode ser 

aplicável, uma vez que a cafeína é um composto muito utilizado na indústria cosmética e 

alimentícia e a obtida naturalmente não é suficiente para suprir este mercado, necessitando de 

produção sintética (MAZZAFERA, 2012; OGAWA et al., 2001). 

A popularidade do café como bebida se deve às propriedades estimulantes da cafeína. 

No entanto, um mercado para café descafeinado começou a se desenvolver quando problemas 

de saúde pareciam estar relacionados ao consumo de cafeína. Os processos de descafeinação 

utilizados podem alterar as propriedades sensoriais e a concentração 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 (ABRAHÃO et al., 2008; 

MAZZAFERA, 2012; TOROK; MIZIK; JAMBOR, 2018).   

Ao longo do último século, diversos solventes foram utilizados para a obtenção de café 

descafeinado, sendo que os quatro em operação atualmente são: diclorometano (DCM), água, 

acetato de etila (EA) e dióxido de carbono, este último podendo ser utilizado tanto em sua forma 

supercrítica (scCO2) quanto líquida (liCO2). O processo ideal seria aquele em que a cafeína é 

removida das células do grão sem causar nenhuma outra alteração, mas devido à natureza da 

molécula e a sua localização celular, isso pode ser uma grande dificuldade. Os efeitos 

indesejados nesse processo podem ser a perda de aroma ou moléculas precursoras, alterações 

na estrutura, tamanho e aparência dos grãos, perda de massa e a presença de solventes residuais 

(PIETSCH, 2017). 

Algumas alternativas para a obtenção de uma bebida descafeinada que não dependa 

destes processos químicos já foram relatadas. Acessos de C. arabica provenientes da Etiópia 

que apresentam quase nenhuma cafeína foram identificados pelo Instituto Agronômico de 

Campinas (IAC), nestas plantas foi identificado um acúmulo de teobromina, precursor imediato 
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da cafeína, o que pode indicar uma possível deficiência da enzima DXMT; esta característica 

poderia ser introduzida em variedades comerciais através de hibridação intraespecífica, mas 

este é um processo bastante lento, podendo levar mais de 30 anos (SILVAROLLA; 

MAZZAFERA; FAZUOLI, 2004). Também é conhecido o mutante Laurina de C. arabica, que 

apresenta cerca de metade (0,6%) do teor de cafeína 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 utilização de tecnologias de 

silenciamento gênico pode ser uma alternativa para acelerar este processo. Através da repressão 

da expressão do gene CaMXMT1 em C. canephora, foi possível obter plantas com redução de 

até 70% no conteúdo de cafeína, em folhas. Tais resultados indicam que pode ser viável 

produzir grãos intrinsecamente deficientes em cafeína (OGITA et al., 2003a).  
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CAPÍTULO 2 

 INDUÇÃO DA EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA DIRETA EM Coffea canephora 

CLONE 22 
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RESUMO 

 

Coffea canephora é uma espécie do gênero Coffea, originária da África, e representa atualmente 

cerca de 25% da produção de café no Brasil. É uma espécie que apresenta alta rusticidade e 

variabilidade genética, portanto estudos de propagação vegetativa são importantes ferramentas 

no melhoramento da espécie. Dentre as estratégias disponíveis a embriogênese somática (ES) 

direta é uma das mais eficientes e rápidas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi testar três 

diferentes protocolos de indução de ES direta utilizando o clone 22 de C. canephora. Foram 

utilizados como explantes secções de folhas de plantas mantidas em casa de vegetação e in 

vitro. As principais diferenças dos meios utilizados foram a concentração de sais do meio MS, 

vitaminas e tipo de citocininas utilizadas (BAP, 2iP ou cinetina). Para o tratamento utilizando 

o meio 1 houve uma etapa de pré-tratamento das plântulas in vitro com adição de reguladores 

de crescimento  (0,54 µM ANA e 2,32 µM cinetina) durante 14 dias. Após 3 meses da inoculação 

foi avaliada a frequência de resposta e o número médio de embriões obtidos em cada tratamento. 

O tratamento do meio 3, utilizando cinetina, foi o mais eficiente tanto para explantes de 

plântulas in vitro (96,25% de frequência de indução e média de 34 embriões por explante) 

quanto de plantas de casa de vegetação (67% de frequência de indução e média de 67 embriões 

por explante) e poderá ser utilizado em estudos futuros de transformação genética. 

 

Palavras-chave:  clone 22; propagação vegetativa; cinetina; BAP; 2iP.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

O gênero Coffea é originário da África e é formado por 124 espécies, as quais podem 

ser encontradas especialmente em regiões tropicais e subtropicais do mundo (CARVALHO, 

1946; DAVIS et al., 2006). Dentre estas, apenas duas são amplamente cultivadas 

comercialmente: Coffea arabica e Coffea canephora (DAVIS et al., 2011). No Brasil, C. 

arabica representa aproximadamente 75% da produção total, enquanto C. canephora 

corresponde a cerca de 25% (CONAB, 2020). 

C. canephora em geral é uma espécie mais rústica, com maior resistência a pragas e 

doenças além de maior tolerância ao déficit hídrico e a altas temperaturas, sendo de grande 

importância nos programas de melhoramento do cafeeiro. Devido à alta variabilidade genética 

da espécie, a seleção e propagação de clones com características de interesse são de grande 

importância para garantir melhorias na produtividade e qualidade do café (BRAGANÇA et al., 

2001; FERRÃO et al., 2019b). 

A propagação in vitro de plantas permite garantir a identidade genética das variedades 

e a produção de mudas em larga escala, além de tornar possível a aplicação de outras 

ferramentas biotecnológicas como a transformação genética de plantas, a obtenção de plantas 

livres de vírus, a produção de duplo-haploides, a produção de híbridos somáticos via fusão de 

protoplastos, a produção em larga escala de metabólitos secundários ou proteínas 

recombinantes em células vegetais em suspensão (DAGLA, 2012; MORAIS et al., 2012; 

NETO; ANDRADE, 2011). 

Dentre as estratégias de propagação in vitro de plantas, a embriogênese somática (ES) 

merece destaque pois permite a obtenção de um grande número de regenerantes, baixa 

frequência de quimeras e limitada ocorrência de variação somaclonal (SAHIJRAM; 

BAHADUR, 2015). Em cafeeiro, alguns protocolos já foram estabelecidos, tanto para a via 

direta, sem a formação de calos, quanto indireta, quando inicialmente é induzida a formação de 

calos a parir dos quais serão obtidos os embriões somáticos (DÉCHAMP et al., 2006; 

FUENTES et al., 2000; PRIYONO et al., 2010; QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006). Apesar de 

haverem relatos de alta eficiência para ambas as estratégias, a ES direta permite a obtenção de 

embriões somáticos de maneira muito mais rápida, em cerca de 3 meses a partir da inoculação 

(QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006), enquanto através da ES indireta dispende-se pelo menos 

18 meses desde a inoculação até a obtenção de embriões (BREITLER et al., 2018). Além disso 

é importante observar que a resposta aos diferentes protocolos é altamente dependente do 
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genótipo utilizado, fazendo-se necessária a validação de cada protocolo para cada genótipo de 

interesse (WINKELMANN, 2016).  

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi testar diferentes protocolos de indução de ES 

direta em C. canephora a fim de verificar qual deles é o mais eficiente para o clone 22, e que 

poderá ser utilizado em ensaios futuros de transformação genética de cafeeiro. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Material Vegetal 

 

Plantas de C. canephora clone 22 (INCAPER) cultivadas em casa de vegetação e in 

vitro em meio Murashige & Skoog (MS) (MURASHIGE; SKOOG, 1962) sem adição de 

reguladores de crescimento e solidificado com 0,17% (p/v) de ágar, pH 5,8 e mantidas em 

condições de sala de crescimento (±25 ºC e 40 µmol.m².s) foram  utilizadas como fonte inicial 

dos explantes.  

 

2.2 Indução de embriogênese somática direta 

 

As folhas foram seccionadas em explantes de 0,25 cm2 evitando as bordas e a nervura 

central. Foram avaliados três diferentes tratamentos de indução 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 – Composição dos meios de cultura utilizados para indução de embriogênese 

somática direta. 

Tratamentos Meio 1 Meio 2 Meio 3 

Referência 
Quiroz-Figueroa et al., 

2006 

Fuentes et al., 

2000 
Priyono et al., 2010 

Macronutrientes ¼ MS ¼ MS ½ MS 

Micronutrientes ¼ MS ½ MS ½ MS 

Vitaminas e 

suplementos 

4,86 µM piridoxina vitaminas B5 1/2 vitaminas Gamborg 

8,12 µM ác. nicotínico 0,8 µM cisteína 
100 mg/L caseína  

hidrolisada 

29,6 µM tiamina 29,43 µM AgNO3 
21 µM pantetonato de 

cálcio 

  
135,7 µM sulfato de 

adenina 

8,25 µM cisteína 

Regulador de 

crescimento 
5 µM BAP 5 µM 2ip 23,23 µM cinetina 

Sacarose 30 g/L 30 g/L 40 g/L 

Agente gelificante 

(Phytagel) 
2,5 g/L  2,5g/L  3 g/L  

Fonte: da autora (2020). 
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Para o tratamento 1, antes da indução, as plântulas in vitro foram transferidas para 

mesmo meio suplementado com 0,54 µM ácido naftalenoacético (ANA) e 2,32 µM cinetina 

(kn) durante 14 dias sob as mesmas condições de cultivo (QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006). 

 

2.3 Germinação e manutenção dos embriões somáticos 

 

Quando os embriões obtidos atingiram o estádio cotiledonar foram isolados 

individualmente do tecido foliar e transferidos para meio MS sem adição de reguladores de 

crescimento e solidificado com 0,17% (p/v) de Phytagel, pH 5,8 e mantidos em condições de sala 

de crescimento, sendo subcultivados a cada 8 semanas. Plântulas 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 análise estatística 

 

O experimento foi implementado em delineamento experimental inteiramente 

casualizado com 15 repetições (frascos de vidro fechados com tampa plástica) para cada 

tratamento, sendo cada repetição constituída por 4 explantes. Os dados foram submetidos a 

análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%, com o auxílio do 

programa de análise estatística Sisvar (FERREIRA, 2008). Foi avaliada a frequência de resposta 

(porcentagem de explantes apresentando embriões somáticos) e o número médio de embriões 

por explante de cada tratamento. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Os tratamentos foram avaliados quanto a frequência de resposta dos explantes e 

número médio de embriões por explante aos 90 dias de indução. Os resultados para os três 

tratamentos utilizando explantes de plântulas in vitro podem ser observados na tabela 2.2. Os 

tratamentos 1 e 3 apresentaram as maiores frequências de resposta dos explantes, sendo 

significativamente superiores ao tratamento 2 e não diferindo entre si. Quanto ao número médio 

de embriões por explante, o tratamento 3 foi significantemente melhor que os demais, os quais 

não diferiram entre si. 

 

Tabela 2.2  ̶  Frequência de resposta à embriogênese dos explantes de plântulas in vitro e número 

médio de embriões obtidos em cada tratamento. 

Tratamentos Frequência  N° embriões 

Meio 1 82%      a 4,41   b 

Meio 2 44,75% b 3,43   b 

Meio 3 96,25% a 33,99 a 

Médias seguidas de letras diferentes apresentaram diferença 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 à indução de 

cada tratamento, onde pode-se verificar a diferença visual entre eles. Os explantes do tratamento 

3 (figura 2.1C) apresentaram intensa proliferação de embriões somáticos, seguido pelo 

tratamento 1 (figura 2.1A) e por fim o tratamento 2 (figura 2.1B), sendo o menos responsivo. 

 

Figura 2.1  ̶  Resposta de explantes de folhas de plântulas in vitro aos tratamentos de indução 

de embriogênese somática 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 plântulas cultivadas in vitro apresentaram severa 

ocorrência de contaminação endógena, o que afetou a indução de ES direta. Foi relatado que o 

pré-tratamento das plântulas anteriormente à indução da ES é um fator crítico para a eficiência 

(QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006), o que não foi observado nesse estudo pois apesar do 

tratamento que utiliza um pré-tratamento ter sido eficiente na frequência de indução, o número 

de embriões foi significativamente menor a um tratamento que não utiliza. O nitrato de prata 

(AgNO3) é um conhecido inibidor de etileno utilizado no cultivo in vitro, e o efeito positivo da 

sua adição ao meio de indução de ES direta já foi relatado (FUENTES et al., 2000), entretanto 

o mesmo não pôde ser observado neste estudo, onde o tratamento com adição deste componente 

foi o que apresentou menor frequência de resposta e número de embriões. Em alguns casos a 

adição de íons 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 eficácia deste tratamento. Outra 

hipótese é que o etileno possua um possível papel na indução de ES e a utilização de um inibidor 

deste hormônio vegetal não foi benéfico nesse caso, como já relatado na indução de ES a partir 

de anteras de C. arabica  (FIGUEIRA et al., 2009).  

Outros componentes já foram testados a fim de aprimorar a resposta à indução de ES 

direta. Dentre os inibidores de etileno, pode-se destacar o ácido salicílico, o cloreto de cobalto 

e o nitrato de prata, sendo este último o mais eficiente (KUMAR; RAMAKRISHNA; 

RAVISHANKAR, 2007). Outras substâncias como indolaminas, cálcio e ionóforo de cálcio já 

foram relatadas como eficientes em incrementar a indução de ES (RAMAKRISHNA et al., 

2012; RAMAKRISHNA; GIRIDHAR; RAVISHANKAR, 2011). 

Os resultados das avaliações para os explantes de plantas de casa de vegetação podem 

ser observados na tabela 2.3. Quanto à frequência de reposta, o tratamento 3 foi superior apenas 

ao tratamento 2, enquanto em relação ao número de embriões, o tratamento 3 foi mais eficiente 

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

Tabela 2.3  ̶  Frequência de resposta à embriogênese dos explantes e número médio de embriões 

obtidos em cada tratamento, para os explantes de plantas de casa de vegetação. 

Tratamentos Frequência  N° embriões 

Meio 1 50% ab 4,77   b 

Meio 2 39,5 b 3,04   b 

Meio 3 67% a 66,93 a 

Médias seguidas de letras diferentes apresentaram diferença 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 vegetação do tratamento 3 (figura 2.2C) se destacou dos demais e a diferença entre os 

tratamentos pode ser visualmente percebida. Os explantes desse tratamento apresentaram 

intensa proliferação de embriões somáticos em todas as bordas, e os embriões facilmente se 

desprendiam do explante inicial quando manipulados. Já nos explantes do tratamento 2 (figura 

2.2B) apenas algumas regiões pontuais apresentaram desenvolvimento de embriões. E por fim, 

no tratamento 1 (figura 2.2A) alguns explantes foram responsivos em boa parte da área das 

bordas, mas não tão intensamente quanto no tratamento 3. 

 

Figura 2.2  ̶  Resposta de explantes de folhas de casa de vegetação aos tratamentos de indução 

de embriogênese somática direta. 

 
Legenda: A: meio 1; B: meio 2; C: meio 3.  

Fonte: da autora (2020). 

 

A indução de ES em C. canephora já foi extensamente estudada. Além de altamente 

influenciada pelas condições de cultivo, especialmente quanto composição dos meios de cultura 

e os reguladores de crescimento utilizados. Nas condições deste estudo e para o genótipo 

estudado, a cinetina, utilizada como regulador de crescimento do tratamento 3, parece ser mais 

eficiente que outras citocininas na indução de ES direta. 

Estudos demonstram que a resposta a indução de ES direta é fortemente influenciada 

pelo genótipo, e mesmo dentro de um mesmo subgrupo (Congolês ou Guineano) podem 

responder diferentemente (PRIYONO et al., 2010). Assim faz-se necessário a avaliação de 

diferentes protocolos para cada genótipo a ser utilizado. Neste estudo foi utilizado o clone 22 

de C. canephora e para este genótipo, dentre os tratamentos avaliados, o tratamento 3 foi o mais 

eficiente tanto para explantes de plântulas in vitro (96,25% de frequência de indução e média 

de 34 embriões por explante) quanto de plantas de casa de vegetação (67% de frequência de 

indução e média de 67 embriões por explante).  
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O tempo necessário para indução também é bastante variável, a depender da fonte de 

explante inicial, agente gelificante, condições de cultivo, entre outros. As diferenças se agravam 

especialmente quando é comparado a embriogênese indireta e direta, sendo que para a primeira 

são necessários cerca de 6 a 8 meses apenas para a obtenção de calos primários, totalizando 

cerca de 15 a 18 meses para a obtenção de embriões (BREITLER et al., 2018; DUCOS et al., 

2003) enquanto que para a segunda isto é possível com 3 a 6 meses (obtendo-se até 200 

embriões por explante) (FUENTES et al., 2000; PRIYONO et al., 2010; QUIROZ-FIGUEROA 

et al., 2006). Quando se visa a propagação em larga escala, a embriogênese indireta, 

especialmente quando utilizado sistemas de biorreatores para regeneração, realmente é uma 

estratégia muito promissora (podem ser obtidos mais de 1000 embriões por sistema RITA® de 

1L) (DUCOS et al., 2007; ETIENNE et al., 2018), mas o tempo e mão-de-obra despendidos 

também são altos. Para a obtenção de plantas transformadas de C. canephora de forma mais 

rápida, a embriogênese direta pode ser uma excelente alternativa.  
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4. CONCLUSÕES 

 

Nas condições deste estudo o meio 3 (Priyono et al., 2010) foi o mais eficiente na 

indução de embriogênese somática direta em C. canephora clone 22, para os dois tipos de 

explante, folhas in vitro e de casa de vegetação. Esta estratégia poderá ser testada para a 

transformação genética de C. canephora em estudos futuros, visto que apresenta uma maior 

rapidez na obtenção de embriões somáticos e plântulas em comparação com a estratégia 

utilizada atualmente, através de embriogênese indireta. 
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CAPÍTULO 3 

 SILENCIAMENTO DO GENE CcPDS EM Coffea canephora UTILIZANDO O 

SISTEMA CRISPR/CAS9 
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RESUMO 

 

Coffea canephora é uma espécie do gênero Coffea que apresenta extensa diversidade genética 

e características agronômicas desejáveis aos programas de melhoramento. Entretanto o 

melhoramento genético convencional do cafeeiro pode levar cerca de 30 anos, sendo difícil que 

o lançamento de novas variedades acompanhe as demandas de mercado. Assim a aplicação de 

ferramentas modernas de biotecnologia como as tecnologias de engenharia genética de precisão 

como sistema CRISPR/Cas9 pode ser de grande valia para acelerar este processo.  Dessa forma, 

o objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiência desse sistema para gerar mutações em C. 

canephora clone 14. Foram utilizados calos embriogênicos e diferentes construções gênicas 

multiplex, nas quais os sgRNAs estavam sob a regulação de promotores U6 de C. canephora 

ou Arabidopisis thaliana. Foram realizados 3 procedimentos de transformação, sendo que 

somente no segundo deles obteve-se a regeneração de muitos embriões, apenas para a 

construção usando promotor de C. canephora. Plântulas e embriões apresentando os fenótipos 

albino, variegado e verde foram confirmadas como transformadas pela verificação da inserção 

do gene da Cas9 e posteriormente as regiões para as quais foram desenhados os sgRNAs foram 

amplificadas, clonadas em E. coli e sequenciadas pelo método de Sanger. Das plântulas 

avaliadas, 71,4% apresentaram algum tipo de mutação, sendo que foram a maioria delas 

apresentou pelo menos um alvo com mutação em homozigose. O genótipo utilizado parece ter 

forte influência no sucesso da regeneração de plantas mutantes para o gene CcPDS. 

 

Palavras-chave: edição genômica; clone 14; carotenoides; mutagênese dirigida. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A cultura do café apresenta grande importância econômica nacional, a estimativa de 

produção da safra 2020 é de cerca de 60 milhões de sacas beneficiadas em uma área cultivada de 

aproximadamente 1,9 milhões de hectares. A produção nacional se divide em duas espécies, Coffea 

arabica (75%) e Coffea canephora (25%) (CONAB, 2020).  

C. canephora é cultivada em regiões de baixa a média altitude intertropicais da África, 

América e Ásia, sendo uma espécie diploide auto incompatível, apresentando elevada diversidade 

genética (BRAGANÇA et al., 2001; CUBRY et al., 2013). A espécie apresenta resistência a pragas 

e doenças e maior tolerância a elevadas temperaturas e ao déficit hídrico, sendo utilizada nos 

programas de melhoramento do cafeeiro (FERRÃO et al., 2019). 

Entretanto, através do melhoramento convencional do cafeeiro, pode-se levar cerca de 30 anos 

para a obtenção de uma nova variedade e, portanto, tem-se dificuldade em acompanhar as mudanças 

no mercado e variações climáticas (GAMBOA-BECERRA et al., 2019). Nesse sentido, a utilização 

de ferramentas biotecnológicas com técnicas de transformação genética, multiplicação in vitro, 

estudos de proteômica, metabolômica e marcadores moleculares podem auxiliar a acelerar a obtenção 

de variedades elite (MISHRA; SLATER, 2012). 

Ainda sobre as estratégias que permitem a aceleração do melhoramento do cafeeiro, as 

técnicas de engenharia genética de precisão surgem como mais uma alternativa, permitindo a edições 

pontuais no genoma. Dentre as várias técnicas que permitem a mutagênese dirigida para inserção ou 

silenciamento de genes, o sistema CRISPR/Cas9 vem demonstrando ser um dos mais eficientes e 

confiáveis (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 região do genoma que será clivada. A depender 

de erros no sistema de reparo de DNA da célula, mutações pontuais podem ser geradas 

(MAKAROVA; KOONIN, 2015). 

A técnica já foi aplicada na espécie e apesar de terem sido obtidas mutações em homozigose 

e heterozigose, as plantas não apresentaram o fenótipo 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 possíveis regiões 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 eficiência da utilização de construções 

multiplex do sistema de edição genômica CRISPR/Cas9 para o silenciamento do gene CcPDS e gerar 

um fenótipo albino em Coffea canephora clone 14. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Material Vegetal 

 

Calos embriogênicos obtidos de folhas jovens de C. canephora clone 14 foram 

utilizados para o processo de transformação via Agrobacterium tumefaciens. Para tal folhas de 

plantas mantidas em estufa foram desinfestadas superficialmente em câmara de fluxo laminar 

(FREITAS, 2019). As bordas e nervuras centrais foram retiradas, sendo inoculados explantes 

de cerca de 1 cm2, contendo nervura secundária. Os explantes foram então inoculados em meio 

Yasuda (YASUDA; FUJII; YAMAGUCHI, 1985), e transferidos para meio Yasuda fresco 

depois de 4 semanas de inoculação. Após 9 meses de indução os calos foram isolados dos 

explantes iniciais e passaram a ser subcultivados a cada 3 semanas em meio Yasuda. Foram 

utilizados no procedimento de transformação calos embriogênicos com 6 a 10 meses de 

subcultivo. Durante todo o processo de indução e subcultivo, os explantes e calos foram 

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

 

2.2. Construções utilizadas 

 

As construções gênicas utilizadas visando a edição genica foram cedidas pelo Centro de 

Cooperação Internacional em Pesquisa Agronômica para o Desenvolvimento (CIRAD - 

França). O vetor de transformação pC-5300 (BREITLER et al., 2004), derivado de pCAMBIA 

1300, contendo as seguintes construções: 

- Controle T1: sequência gênica da proteína Cas9;  

- Controle T2: sequências gênicas das proteínas Cas9 e GFP;  

- AtPDS: Cas9, GFP e dois alvos do gene PDS, sob a regulação do promotor U6 de 

Arabidopsis thaliana;  

- CcPDS: Cas9, GFP e dois alvos do gene PDS, sob a regulação do promotor U6 de C. 

canephora (pCOFEDIT-2 por BREITLER et al., 2018, figura 3.1). 
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Figura 3.1  ̶  Representação esquemática dos sítios alvo da mutagênese mediada por 

CRISPR/Cas9 no gene PDS de C. canephora e vetor utilizado. 

 

Legenda: (A) As caixas 3 e 5 representam as sequências de cada sgRNA em cada éxon. Em vermelho a 

sequência alvo de 20 pb e sublinhado a região PAM (NGG). (B) Representação esquemática do DNA-

T a partir do vetor binários pCOFEDIT-2 para obtenção de transformação genética estável de café 

mediada por Agrobacterium. As bordas direita (RB) e esquerda (LB) são indicadas nas bordas do T-

DNA.  

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

 

 

2.3. Transformação e seleção dos calos embriogênicos 

 

Para o processo de transformação foi seguido o protocolo estabelecido por Ribas et al. 

(2011). Três semanas antes do procedimento de transformação, foram transferidos 10 calos para 

cada frasco de vidro contendo o meio Yasuda, sendo utilizados dois frascos para cada construção 

gênica. Para a infeção dos calos embriogênicos, estes foram incubados com a adição de suspensão 

bacteriana de A. tumefaciens (OD600 = 0.6) acrescida de acetoseringona 200 µM ao frasco 

durante 10 min. A suspensão 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. Após esse 

período, os explantes passaram por lavagens com água destilada estéril, meio Yasuda líquido 

acrescido de 1,2 g.L-1 de Timentin e por fim apenas meio Yasuda líquido. Em seguida o líquido 

foi removido e o material seco em papel filtro estéril e então transferido para placas de petri 

contendo meio Yasuda semi-sólido acrescido de 500 mg.L-1 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-1 de Timentin e do agente de seleção, higromicina a 100 mg.L-1, 

sendo transferido para luz indireta (cerca de 2 µmol.m-2.s-1) e subcultivado a cada 3 semanas. 

Após 6 meses de seleção dos calos, o agente seletivo foi removido do meio de cultivo. O processo 
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de transformação de calos embriogênicos foi realizado três vezes, aos TF1: aos 6 meses de 

subcultivo dos calos; TF2: aos 9 meses; e TF3: aos 11 meses.  

 

2.4. Regeneração e desenvolvimento de embriões somáticos 

 

Para a regeneração de embriões somáticos a partir dos calos embriogênicos 

transformados foi utilizado o meio Yasuda, sendo feitos subcultivos a cada 4 semanas, em 

placas de petri descartáveis e mantidos em sala de crescimento (25±2 °C), com luz indireta 

(cerca de 2 µmol.m-2.s-1). Após o aparecimento de embriões, estes foram transferidos para meio 

de maturação (DÉCHAMP et al., 2006), sendo subcultivados para o mesmo meio a cada 4 

semanas até a completa expansão dos cotilédones. Os embriões foram então transferidos para 

frascos de vidro contendo meio de enraizamento, constituído de sais e vitaminas do meio MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de 100 mg.L-1 de adenina, 400 mg.L-1 extrato de 

malte e 30 g.L-1 de sacarose, sem a adição de reguladores de crescimento e solidificado com 

2,5 g.L-1 de Phytagel ™ (Sigma-Aldrich). A partir de então, os embriões/plântulas foram 

subcultivados a cada 30 a 40 dias. Após o enraizamento, as plântulas foram transferidas para o 

meio T6 (ETIENNE, 2005), no qual foram mantidas até a coleta de material para as análises 

posteriores, sendo transferidas para meio fresco no período de 40 a 60 dias. 

Para a detecção de mutações causadas pelo sistema CRISPR/Cas9 foram selecionadas 

plântulas e embriões provenientes do processo de transformação, para as quais foi confirmada 

a inserção do T-DNA através da amplificação por PCR da sequência da Cas9. Foram 

selecionadas plântulas apresentando três diferentes fenótipos: completamente albinas (7 

plântulas), variegadas (4 plântulas) e verdes (3 plântulas); além de duas plântulas controle não 

transformadas. 

 

2.5. Extração de DNA-genômico 

 

Para a extração de DNA genômico foram coletados embriões inteiros ou folhas de 

plântulas in vitro, dependendo do desenvolvimento destes. Devido ao fato de que a quantidade 

de material vegetal disponível era bastante limitada, o equipamento para maceração 

TissueLyserLT (QIAGEN) foi utilizado para evitar perdas na maceração das amostras. 

Foi utilizado o protocolo de extração de DNA utilizando o tampão CTAB (Cationic 

hexadecyl trimethyl ammonium bromide) (DOYLE; DOYLE, 1990), com modificações. Foi 
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adicionado ao tecido vegetal macerado, em microtubo de 2 mL, 700 µL de tampão CTAB, em 

seguida 28 µL de β-mercaptoetanol e então 700 µL de tampão CTAB restante. As soluções 

foram homogeneizadas por 30 segundos em vórtex e incubas em Thermomixer R® (Eppendorf) 

por 40 minutos a 65 °C sendo homogeneizadas por inversão a cada 10 minutos; após 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 µL de solução de clorofórmio e álcool isoamílico, na proporção de 24:1 

(v/v). As amostras foram homogeneizadas em vórtex, centrifugadas por 10 min a 11.000 rpm e 

o processo de lavagem com a solução de clorofórmio e álcool isoamílico foi repetido. O 

sobrenadante foi coletado (~600 µL) e transferido para um tubo de 1,5 mL, ao qual foi 

adicionado 600 µL de álcool isopropílico; as amostras foram homogeneizadas por inversão e 

incubadas a -20 ºC por 1 h, para a precipitação do DNA genômico. Para a precipitação do DNA, 

as amostras foram centrifugadas por 20 min a 11.000 rpm, o sobrenadante foi descartado e 

adicionado 500 µL de etanol 75% para lavagem do pellet; as amostras foram centrifugadas por 

5 min e a lavagem foi repetida. O precipitado foi seco no vácuo por 5 min e ressuspendido em 

25 µL em água ultra pura adicionada de RNAse (40µg.mL-1). 

 

2.6. Verificação da inserção do T-DNA 

 

Para a confirmação da inserção do T-DNA no genoma das plantas de C. canephora foi 

realizada reação de PCR utilizando primers para a amplificação da sequência da Cas9, com as 

sequências: Fw1: 5’ TATTCACGGGGTGCCTGCGG 3’; Rv1: 5’ 

TGTGCCAGAGCGAGGTAGATCA 3’. As reações foram realizadas utilizando o NeoTaq DNA 

Polymerase Kit. As reações de PCR foram realizadas em termociclador Eppendorf Mastercycle, 

sendo o ciclo de amplificação composto de desnaturação inicial de 95 °C por 2 min, seguido por 35 

ciclos compostos de três etapas: 95 °C, por 20 seg; temperatura de anelamento 60°C por 20 seg; 72 

°C, por 20 seg, e uma extensão final a 72 °C durante 5 min. O produto da reação foi submetido à 

eletroforese em gel de agarose 1% e documentado utilizando sistema Spectroline Ultraviolet 

Transilluminator acoplado a uma câmera. 

 

2.7. Detecção e sequenciamento de mutações  

 

Os DNAs genômicos previamente extraídos de plântulas e embriões transgênicos e 

controle foram utilizados para a amplificação de uma região de cerca de 500 pb contendo a 
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região alvo, utilizando-se primers específicos para cada uma delas (Tabela 3.1). A reação de 

PCR foi realizada utilizando a enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo 

Scientific), em um volume total de 20 µL. Foram realizadas 3 reações independentes para cada 

amostra analisada. As reações de PCR foram realizadas em termociclador T100™ (Bio-rad), 

sendo o ciclo de amplificação composto de desnaturação inicial de 98 °C por 30 seg, seguido 

por 35 ciclos compostos de três etapas: 98 °C, por 30 seg; temperatura de anelamento por 30 

seg; 72 °C, por 30 seg, e uma extensão 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 recomendações do fabricante. Os fragmentos foram então clonados no 

vetor pGEM®-T Easy (Promega). Após a transformação de E. coli TOP 10 com os vetores, o 

DNA plasmidial foi extraído e a inserção da sequência foi confirmada através de digestão com 

a enzima de restrição EcoRI (Promega). As mutações foram identificadas através de 

sequenciamento de Sanger (ACTGene Análises Moleculares), sendo sequenciados 4 clones de 

cada região alvo, para cada amostra.  

 

Tabela 3.1  ̶  Relação dos primers utilizados para amplificação da região alvo. 

Região alvo Éxon Primers Temp. de 

anelamento (°C) 

Alvo 1 3 Fv1: TGAAAGGTTTCGTCACTGTACATGCA 

Rv1: TGCACACATATAGACCAACTCCCACA 

66 

Alvo 2 5 Fw2: ATTTGCCTTATCTTGTTCCGTGCTT 

Rv2: TGGTTGCATACTTGCTTTCTCATCC   

69 

Fonte: da autora (2020). 

 

As sequências de plântulas/embriões possivelmente mutantes, controle e a sequência de 

referência foram alinhadas utilizando o alinhamento ClustalW, através do software MEGA-X 

(KUMAR et al., 2018). As imagens dos resultados do alinhamento e mutações encontradas 

foram feitas através do software GeneDoc (NICHOLAS; NICHOLAS, 1997). A frequência de 

mutação nos eventos transformados foi calculada de acordo com a proporção de sequências 

clonadas apresentando mutações em relação ao total de sequências clonadas examinadas. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Regeneração de embriões somáticos 

 

Devido à ação do agente seletivo (higromicina), logo após à transformação os calos 

apresentaram intensa oxidação. Os calos da TF1 não apresentaram qualquer regeneração após 

nove meses de subcultivo, enquanto os calos das TF2 e TF3 começaram a apresentar o 

surgimento de pequenas porções de calos amarelos resistentes a higromicina cerca de 4 meses 

após a transformação. Este comportamento era esperado de acordo com o protocolo seguido 

(RIBAS et al., 2011). Na TF2 obteve-se a regeneração de muitos embriões, apenas para a 

construção na qual os sgRNAs estavam sob a regulação de promotores U6 de C. canephora 

(pCOFEDIT-2). Já no TF3, foram obtidos poucos embriões para ambas as construções. Em 

nenhuma das transformações houve regeneração das construções controle T1 e T2. Já foi 

relatado que para C. arabica o tempo de subcultivo dos calos antes da transformação apresenta 

forte efeito sobre a eficiência da mesma, sendo o período ideal entre 7 e 9 meses (RIBAS et al., 

2011). Assim, este pode ter sido um dos fatores que influenciou os resultados de regeneração 

obtidos nos diferentes procedimentos de transformação realizados nesse trabalho, já que a TF2, 

que apresentou regeneração mais intensa foi realizada com 9 meses de subcultivo. Já a 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, começaram a ser observados os 

primeiros embriões globulares (figura 3.2A). Foram obtidos embriões com três fenótipos 

diferentes: totalmente verdes, totalmente albinos e parcialmente albinos (variegados) (figura 

3.2B). Cerca de um ano após a transformação, os embriões cotiledonares começaram a 

apresentar crescimento mais significativo (figura 3.2C). 
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Figura 3.2  ̶  Fotos representando o desenvolvimento de calos embriogênicos e embriões 

transformados e os diferentes fenótipos de embriões obtidos. 

 

A: Calo amarelo resistente a higromicina crescendo a partir de um calo oxidado. B: embrião albino, 

verde e parcialmente albino, respectivamente. C: Embrião após cerca de 12 meses da transformação. 

Fonte: da autora (2020). 

 

Estes resultados diferem do observado anteriormente em um estudo visando a 

mutagênese sítio dirigida do gene PDS em C. canephora (BREITLER et al., 2018), no qual não 

foram obtidas plantas com mutações quando os sgRNAs foram desenhados para reconhecer 

regiões nos éxons 3 e 5, seja com vetores independentes para cada um dos alvos, seja com um 

único vetor multiplex para ambos. Neste último caso, os calos transformados não apresentaram 

qualquer regeneração. A hipótese levantada para justificar este fato foi de que, uma vez que já 

tenha sido observado que embriões somáticos de cafeeiro apresentam elevada taxa 

fotossintética, na ausência de pigmentos fotossintéticos estes embriões não seriam capazes de 

se desenvolver. Tais diferenças observadas entre os dois estudos poderiam ser justificadas pela 

diferença nos genótipos utilizados, sendo que a regeneração de calos embriogênicos do clone 

14 de C. canephora utilizado neste estudo possivelmente seja menos afetada pela ausência de 

pigmentos fotossintéticos.  

Alguns embriões albinos e variegados se desenvolveram em plântula (figura 3.3A) 

emitindo novos pares de folhas. Plântulas como essa puderam ser mantidas in vitro, nesse 

estágio de desenvolvimento, por cerca de 12 meses até que começaram a apresentar intensa 

fotoxidação e necrose, quando os tecidos sadios foram coletados e congelados em nitrogênio 

líquido para futuras análises. Outras plântulas albinas e variegadas obtidas (figuras 3.3B e 3.3C, 

respectivamente), apresentaram crescimento anormal dos cotilédones e se mantiveram dessa 

maneira até começarem a também oxidar e necrosar, também sendo coletados e congelados as 

porções ainda viáveis.  
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Figura 3.3  ̶  Algumas das plântulas obtidas na TF2. 

 

Legenda: A e B: albinas; C: variegada.  

Fonte: da autora (2020). 

 

O primeiro relato de transformação estável e mutagênese induzida por CRISPR/Cas9 em 

plantas lenhosas ocorreu em Populus, no qual os mutantes também apresentaram tais variações 

fenotípicas (FAN et al., 2015). O mesmo foi observado em maçã, na qual também se observou 

que as plantas transformadas apresentando fenótipo totalmente albino tinham crescimento 

limitado em relação às que não apresentaram tal fenótipo (NISHITANI et al., 2016). 

Embriões e plântulas de C. canephora apresentando mutações  pelo sistema 

CRISPR/Cas9 no último éxon do gene CcPDS (éxon 14) não apresentaram fenótipo totalmente 

albino mas apresentaram uma série de alterações morfológicas como redução do tamanho,  

alterações no posicionamento, na organização, na pigmentação (amarelada, clorótica ou 

antociânica) e no número de folhas. Estes embriões também apresentaram dificuldades de 

enraizamento (BREITLER et al., 2018). 

 

3.2. Confirmação da inserção do T-DNA 

 

Foram avaliadas quanto à inserção do T-DNA sete plântulas apresentando o fenótipo 

albino, quatro apresentando fenótipo variegados e três verdes. Todas apresentaram 

amplificação da banda de cerca de 500 pb esperada para o gene da Cas9 (figuras 3.4 e 3.5). Para 

as duas plântulas controle analisadas, não houve amplificação. Assim todas estas plântulas 

foram posteriormente avaliadas quanto à ocorrência de mutações nos genes alvo.  
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Figura 3.4  ̶  PCR de confirmação da transformação de C. canephora com a construção 

pCOFEDIT-2, plântulas albinas. 

 

Legenda: M: marcador de peso molecular; P2-P10: plântulas transformadas; C-: plântula controle; A: 

controle negativo da reação (água); C+: controle positivo (DNA plasmidial).  

Fonte: da autora (2020). 

 

Figura 3.5  ̶  PCR de confirmação da transformação de C. canephora com a construção 

pCOFEDIT-2, plântulas verdes e variegadas. 

 

Legenda: M: marcador de peso molecular; A: controle negativo da reação (água); C-: plântula controle; 

V1-V3: plântulas verdes; S1-S4: plântulas variegadas; C+: controle positivo (DNA plasmidial).  

Fonte: da autora (2020). 

 

3.3. Detecção e sequenciamento de mutações 

 

O gene PDS de C. canephora possui 7.042 pb e 14 éxons, sendo que os alvos para 

silenciamento gênico foram desenhados para os éxons 3 e 5. Com essas construções espera-se obter 

o silenciamento do gene por mutações pontuais, como deleções e/ou inserções mediante  sítios de 

corte da Cas9 e possivelmente a deleção do fragmento inteiro entre os dois éxons, aumentando a 

possibilidade de silenciamento. A fitoeno desaturase é uma proteína biossintética essencial de 

plantas, que catalisa a adição de duas duplas ligações ao 15-cis-fitoeno, gerando 9,15,9’-tri-cis-ζ-

caroteno através do intermediário 9,15-di-cis-fitoflueno (KOSCHMIEDER et al., 2017). 

O resultado do alinhamento entre gene de referência (CcPDS), plântulas controle (C) e 

plântulas transformadas (figura 3.6) mostra que para o alvo 1 (figura 3.6A), foram observadas 

mutações em quatro das sete plântulas apresentando fenótipo albino, sendo duas com mutação 
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em homozigose (P5 com deleção de 70 nt e P7 com adição de 1 nt), uma em heterozigose (P6 

com deleção de 3 nt em apenas um alelo) e uma plântula com mutação bialélica (P10 com 

deleção de 3 nt em ambos os alelos e trocas de base em duas posições em apenas um deles). 

Nenhuma das três plântulas com fenótipo verde avaliadas apresentou mutação para nenhum dos 

dois alvos (V). Já dentre as plântulas com fenótipo variegado, duas apresentaram mutações 

bialélicas (S2 com deleções de 3 e 70 nt em cada alelo e S4 com inserção de 1 base diferente 

em cada alelo) e uma apresentou mutação em heterozigose (S3 com deleção de 3 nt em apenas 

um alelo). Para ambos os sítios alvo, a maioria das pequenas mutações observadas ocorreu a 

uma distância de 3 a 4 nucleotídeos upstream ao sítio PAM, como esperado, resultantes do 

reparo de extremidades não homólogas (NHEJ, do inglês “Non-homologous end joining”) 

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

 

Figura 3.6  ̶  Representação dos resultados dos alinhamentos entre gene de referência, plântulas 

controle e transformadas. 

 

Legenda: CcPDS: gene de referência; A: alvo 1; B: alvo 2. Onde: C: plântulas controle; P: plântulas 

albinas; V: plântulas verdes; S: plântulas variegadas. Azul: Região para a qual foi desenhado o sg-RNA; 

Amarelo: PAM; Rosa: adições de bases; Verde: deleções de bases; Seta preta: sítio de clivagem da Cas9; 

Em parênteses: número de colônias sequenciadas, obtendo essa sequência.  

Fonte: da autora (2020). 
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 Quanto ao alvo 2 (figura 3.6B), seis plântulas com fenótipo albino apresentaram 

mutações, sendo todas em homozigose, das quais 4 com inserção de um nucleotídeo (P2, P3, 

P6 e P10), uma com deleção de um nucleotídeo (P5) e uma com deleção de 3 nt (P7). As 

plântulas de fenótipo verde também não apresentaram mutações para este alvo. Por fim, para a 

plântulas com fenótipo variegado, duas apresentaram mutação em heterozigose, com a inserção 

de um nucleotídeo em apenas um alelo para ambas (S1 e S4). Plântulas transformadas não 

representadas na imagem não apresentaram mutações. 

 As plântulas P2 e P3 apresentaram mutação apenas no alvo 2, mas apresentaram 

fenótipo totalmente albino, enquanto plântulas como S2 e S4 apresentaram mutações bialélicas 

para o alvo 1 (e no caso desta última, apresentou ainda mutação em heterozigose no alvo 2) e o 

fenótipo observado foi variegado. Em maçã, um estudo observou que mutantes regenerados de 

um mesmo disco foliar apresentavam o mesmo tipo de mutação, mas fenótipos diferentes 

(NISHITANI et al., 2016). Já em Populus, mutantes completamente albinos apresentaram 

mutações em homozigose, enquanto mutantes parcialmente albinos apresentavam mutações 

bialélicas (FAN et al., 2015). Dessa forma, surge a hipótese de que seriam necessárias mutações 

em homozigose em pelo menos um dos alvos do gene CcPDS para gerar plântulas com fenótipo 

completamente albino, mesmo que essas sejam deleções ou inserções de poucos nucleotídeos. 

Em relação as plântulas de fenótipo variegado S1 e S3, estas apresentaram mutação em 

heterozigose em apenas um dos alvos (alvo 2 e alvo 1, respectivamente), o que nos permite 

inferir que ao menos um dos alelos do gene não tenha sofrido nenhum tipo de mutação, 

permitindo que sua expressão ocorresse e pelo mesmo em parte a função da enzima fitoeno 

desaturase fosse realizada. Em relação a P9, este foi um dos primeiros embriões coletados e 

possivelmente o fenótipo albino apresentado estava relacionado ao estádio inicial de 

desenvolvimento, já que não foram observadas mutações nesta amostra. 

 As taxas de eficiência de mutação podem ser observadas na tabela 3.2. Para o alvo 1 

(éxon 3), a taxa de mutação foi de 44,9%, sendo que a maioria das mutações observadas foi 

bialélica. Já para o alvo 2 (éxon 5), a taxa de mutação foi de 50%, a maior parte delas em 

homozigose. Considerando-se o total de amplicons analisados, 47,62% delas apresentaram 

mutações, a maioria em homozigose. Considerando-se o número total de plântulas, 71,4% 

apresentaram algum tipo de mutação em pelo menos uma das regiões alvo. 
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Tabela 3.2 – Análise da taxa e tipo de mutações obtidas com a transformação de plântulas de 

cafeeiro com o vetor pCOFEDIT-2. 

 Tipo de mutação 

Sequência 

alvo 

Nº de 

plântulas 

analisadas 

Nº de 

plântulas 

com 

mutações 

Taxa de 

mutação* 

(%) 

Homozigose  Heterozigose  Bialélica  

Alvo 1 

(Éxon 3) 

14 7 44,9% 2 2 3 

Alvo 2 

(Éxon 5) 

14 8 50% 6 2 0 

       

Total 14 10 47,62%    

Legenda: *Taxa de mutação calculada pela razão de amplicons com mutação sobre o total de amplicons 

analisados.  

Fonte: da autora (2020).  

 

Estes resultados estão 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), maçã com 84% (CHARRIER et al., 2019) e algodão 

com valores entre 66 e 100% de eficiência de geração de mutações (WANG et al., 2018a). 

Além  das diferenças entre espécies e genótipos, que pode explicar estas variações, o uso de 

promotores da própria espécie no lugar de promotores de Arabidopsis thaliana e a adoção de 

estratégias multiplex parecem melhorar a probabilidade de ocorrência de mutação nas regiões 

alvo (CHARRIER et al., 2019). 

 

  



74 

 

4. CONCLUSÕES 

 

Com base nos resultados obtidos é possível confirmar a eficiência do sistema 

CRISPR/Cas9 para a indução de mutagênese sítio dirigida em Coffea canephora, sendo que 

71,4% das plântulas avaliadas apresentaram algum tipo de mutação, e para geração do fenótipo 

esperado em decorrência da mutação. O genótipo utilizado parece ter forte influência no sucesso 

da regeneração de plantas mutantes para o gene CcPDS. 
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CAPÍTULO 4:  

MUTAGÊNESE SÍTIO-DIRIGIDA DE GENES DA ROTA DE BIOSSÍNTESE DE 

CAFEÍNA EM Coffea canephora UTILIZANDO O SISTEMA CRISPR/CAS9 
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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 cafeína são 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 obtenção deste produto vêm sendo estudadas como, por exemplo, a 

obtenção de genótipos com redução intrínseca de cafeína. 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), responsáveis pela síntese de cafeína nas espécies do gênero Coffea, utilizando o 

sistema CRISPR/Cas9. Construções multiplex contendo dois sgRNAs guias capazes de 

reconhecer duas regiões em cada gene foram utilizadas. O processo de transformação via 

Agrobacterium tumefaciens foi realizado utilizando calos embriogênicos de Coffea canephora 

clone 14, os quais posteriormente passaram pelo processo de seleção e regeneração. Folhas de 

plântulas in vitro foram coletadas para a análise de inserção do T-DNA e verificação das 

mutações. Dentre as seis plântulas analisadas, cinco estavam efetivamente transformadas. 

Destas, apenas uma apresentou mutações nas regiões reconhecidas pelos sgRNAs, sendo uma 

mutação em heterozigose no segundo alvo do gene XMT e uma mutação também em 

heterozigose nos dois alvos do gene DXMT. Nenhuma mutação foi observada no gene MXMT. 

Com base nos resultados obtidos foi possível concluir que o sistema CRISPR/Cas9 pode ser 

utilizado para induzir mutações sítio-dirigidas nos genes da rota biossintética de cafeína em C. 

canephora. Para avaliar o efeito de tais mutações nos níveis endógenos de cafeína, novas 

plantas devem ser analisadas. 

 

Palavras-chave: Edição genômica. Café. Metiltransferases. Mutagênese dirigida. Engenharia 

genética de precisão. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O café (Coffea sp.) tem origem na África, sendo que as espécies mais cultivadas Coffea 

arabica é originária da Etiópia 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 Iêmen. Este claramente foi um dos 

motivos que levou a sua dispersão pelo mundo (MARTINS, 2012). Apesar da grande 

popularidade atingida pelo café como bebida, efeitos negativos como redução do controle motor 

e da qualidade do sono começaram a ser associados ao consumo, levando a busca por 

alternativas para os apreciadores da bebida que não 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 

importância dentro do mercado, apresentando vantagens competitivas, os processos de 

descafeinação atualmente utilizados fazem uso de solventes que podem alterar as propriedades 

sensoriais e a concentração dos demais compostos bioativos presentes na bebida, além de poder 

deixar resíduos. Todos estes fatores prejudicam a qualidade do produto final (PIETSCH, 2017; 

TOROK; MIZIK; JAMBOR, 2018). 

Devido a estas deficiências do processo de descafeinação, pesquisadores passaram a 

buscar novas formas de obter um produto descafeinado. Uma possibilidade levantada seria a 

identificação e/ou obtenção de genótipos com baixa produção de cafeína. Embora já tenham 

sido identificados acessos de C. arabica provenientes da Etiópia que apresentam naturalmente 

quase nenhuma cafeína, a introdução desta característica em variedades comerciais através de 

hibridação intraespecífica é muito lenta (SILVAROLLA; MAZZAFERA; FAZUOLI, 2004). A 

partir da identificação das enzimas da rota de biossíntese desta molécula e suas respectivas 

sequências gênicas, técnicas de DNA recombinante e silenciamento gênico podem ser 

utilizadas para a obtenção destes genótipos de forma mais rápida (OGAWA et al., 2001), 

Nas espécies do gênero Coffea, a cafeína é produzida a partir de três reações de 

metilação sequenciais dependentes de SAM, catalisadas por três N-metiltransferases (NMTs): 

XMT, MXMT e DXMT (figura 4.1) (SATYANARAYANA et al., 2005).  
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Figura 4.1  ̶  Rota de biossíntese de cafeína. 

 

Legenda: XMT: 7-Metilxanthosina sintase (xantosina metiltransferase), MXMT: teobromina sintase 

(7-metilxantina metiltransferase), DXMT: cafeína sintase (3,7-dimetilxantina metiltransferase). SAM: 

S-adenosilmetionina; HAS: S-adenosil-homocisteína.  

Fonte: DENOEUD et al. (2014). 

 

A edição simultânea de múltiplos alvos no genoma de plantas pode ter diversas 

aplicações como o estudo de diferentes genes relacionados, o knockout de genes de função 

redundante ou múltiplos membros de uma família gênica bem como o melhoramento genético 

de múltiplas características agronômicas. Para tanto diferentes estratégias para o 

desenvolvimento de cassetes gênicos expressando múltiplos sgRNAs em um único vetor 

binário juntamente com a Cas9 já foram explorados (MA et al., 2016). As estratégias multiplex 

já permitiram a edição de 5 diferentes genes na rota de  ácido c-aminobutírico (GABA) em 

tomate (LI et al., 2018), o silenciamento de diferentes enzimas responsáveis pela glicosilação 

de proteínas em células de tabaco (MERCX et al., 2017), o silenciamento de três diferentes 

genes em trigo alopoliploide, visando melhorar características de produtividade, além de 

conferir resistência a oídio e Fusarium graminearum (WANG et al., 2018) entre outros. 

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi silenciar os três genes de NMTs da rota de 

biossíntese de cafeína através do uso do sistema CRISPR-Cas9, a fim de utilizar esta técnica 

para a obtenção de  plantas com deficiência na produção de cafeína para a obtenção de café 

descafeinado diretamente da planta. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Material vegetal 

 

Foram utilizadas folhas jovens de C. canephora clone 14 mantidas em estufa para a 

indução de calos embriogênicos, estas foram desinfestadas superficialmente em câmara de 

fluxo laminar e posteriormente retiradas as bordas e nervuras centrais (FREITAS, 2019). 

Explantes de cerca de 1 cm2 contendo ao menos uma nervura secundária foram inoculados em 

meio Yasuda (YASUDA; FUJII; YAMAGUCHI, 1985), e transferidos para meio fresco depois 

de 4 semanas de inoculação. Os calos embriogênicos obtidos foram isolados dos explantes 

iniciais após 9 meses de indução 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 

transformação os calos embriogênicos foram subcultivados por 6 a 10 meses. 

 

2.2. Construções utilizadas 

 

As construções gênicas utilizadas foram cedidas pelo Centro de Cooperação 

Internacional em Pesquisa Agronômica para o Desenvolvimento (CIRAD), na França. O vetor 

de transformação pC-5300 (BREITLER et al., 2004), derivado de pCAMBIA 1300, foi 

utilizado, ao qual foram inseridas as seguintes sequências (figura 4.2):  

• Controle pC-5300-T1: sequência gênica da proteína Cas9 e do gene de resistência ao 

agente seletivo higromicina, hpt II;  

• Controle pC-5300-T2: sequências gênicas das proteínas Cas9, GFP e do gene hpt II;  

• p-COFEDIT-At-XMT: 2 sgRNAs para o gene XMT, sob a regulação do promotor U6 

de Arabidopsis thaliana; sequências gênicas das proteínas Cas9, GFP e do gene hpt II; 

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

de C. canephora; sequências gênicas das proteínas Cas9, GFP e do gene hpt II; 
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Figura 4.2  ̶  Representação esquemática das constuções gênicas utilizadas. 

 

Legenda: LB: borda esquerda; RB: borda direita; p35S: promotor 35S de vírus do mosaico da couve flor 

(CaMV); NLS: sinal de localização nuclear; HTP II: gene de resistência a higromicina; GFP: gene da 

proteína verde fluorescente; Cas9p: sequência otimizada para plantas da proteína Cas9; T35S: 

terminador 35S de CaMV; pU6At: promotor U6 de Arabidopsis thaliana; pU6Cc: do promotor U6 de 

C. canephora; NMT 1 e 2: sgRNAs para os genes de biossíntese de cafeína. 

Fonte: da autora (2020). 

 

2.3. Transformação e seleção dos calos embriogênicos 

 

O procedimento de transformação foi baseado no protocolo estabelecido por Ribas et 

al. (2011). Os calos embriogênicos utilizados foram transferidos para frascos de vidro contendo 

o meio Yasuda 3 semanas antes da infecção por A. tumefaciens, sendo utilizados 2 frascos 

contendo 10 calos para cada construção gênica utilizada. Para a infeção dos calos 

embriogênicos, estes foram incubados com a adição de suspensão bacteriana de A. tumefaciens 

(OD600 = 0.6) acrescida de acetoseringona 200 µM ao frasco durante 10 min. A suspensão 
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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. Após esse período, os explantes 

passaram por lavagens com água destilada estéril, meio Yasuda líquido acrescido de 1,2 g.L-1 

de Timentin e por fim apenas meio Yasuda líquido. Em seguida o líquido foi removido e o 

material seco em papel filtro estéril e então transferido para placas de petri contendo meio 

Yasuda semi-sólido acrescido de 500 mg.L-1 de Timentin, sendo mantido no escuro por 4 

semanas em condições de sala de crescimento. O material foi transferido para mesmo meio 

acrescido de 300 mg.L-1 de Timentin e do agente de seleção, higromicina a 100 mg.L-1, sendo 

transferido para luz indireta e subcultivado a cada 3 semanas. Após 6 meses de seleção dos 

calos, o agente seletivo foi removido do meio de cultivo. O processo de transformação de calos 

foi realizado três vezes, aos 6 (transformação 1 – TF1), 9 (transformação 2 - TF2) e 11 

(transformação 3 - TF3) meses de subcultivo dos calos embriogênicos. 

 

2.4. Regeneração de embriões somáticos 

 

Os calos transformados foram regenerados em meio Yasuda, sendo subcultivados a cada 

4 semanas em placas de petri de 90 mm descartáveis, mantidos em sala de crescimento 

inicialmente em luz indireta e posteriormente transferidos para luz. Para estimular a 

regeneração dos calos estes foram subdivididos em pequenas porções de aproximadamente 3 

mm de diâmetro. Os embriões foram transferidos para meio de maturação (DÉCHAMP et al., 

2006), sendo subcultivados para o mesmo meio a cada 4 semanas até a completa expansão 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-1 de adenina, 400 mg.L-1 extrato de malte e 30 g.L-1 de sacarose, sem a adição de 

reguladores de crescimento e solidificado com 2,5 g.L-1 de Phytagel ™ (Sigma-Aldrich). A 

partir de então, os embriões/plântulas foram subcultivados a cada 30 a 40 dias. plântulas 

enraizadas foram transferidas para o meio T6 (ETIENNE, 2005), no qual foram mantidas até a 

coleta de material para as análises posteriores, sendo transferidas para meio fresco a cada 40 a 

60 dias. 

Para a detecção de mutações causadas pelo sistema CRISPR/Cas9 nos genes da rota de 

biossíntese da cafeína, foram selecionadas plântulas provenientes do processo de 

transformação, para as quais foi confirmada a inserção do T-DNA através da amplificação por 

PCR da sequência da Cas9. Foram coletadas folhas de 5 plântulas transformadas in vitro e duas 

plântulas controle não transformadas. 
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2.5. Extração de DNA genômico 

 

As folhas coletadas para extração de DNA foram congeladas em nitrogênio líquido e 

maceradas no equipamento TissueLyser LT (QIAGEN) para evitar perdas das amostras. 

Foi utilizado o protocolo de Extração CTAB (Cationic hexadecyl trimethyl ammonium 

bromide) (DOYLE; DOYLE, 1990) com modificações. Foi adicionado ao tecido vegetal 

macerado, em microtubo de 2 mL, 700 µL de tampão CTAB, em seguida 28 µL de β-

mercaptoetanol e então 700 µL de tampão CTAB restante. As soluções foram homogeneizadas 

por 30 segundos em vortex e incubadas em Thermomixer R® (Eppendorf) por 40 minutos a 

65°C sendo homogeneizadas por inversão a cada 10 minutos; após 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 µL de solução de clorofórmio e álcool isoamílico, na proporção 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 solução de clorofórmio e álcool isoamílico foi repetido. 

O sobrenadante foi coletado (~600 µL) e transferido para um tubo de 1,5mL, ao qual foi 

adicionado 600 µL de álcool isopropílico; as amostras foram homogeneizadas por inversão e 

incubadas a -20ºC por 1h, para a precipitação do DNA genômico. Para a precipitação do DNA, 

as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 11000 RPM, o sobrenadante foi descartado 

e adicionado 500 µL de etanol 75% para lavagem do pellet; as amostras foram centrifugadas 

por 5 minutos e a lavagem foi repetida. O precipitado foi seco no vácuo por 5 minutos e 

ressuspendido em 25 µL em água ultra pura adicionada de RNAse (40µg.mL-1). 

 

2.6. Verificação da inserção do T-DNA 

 

Para a confirmação da inserção do T-DNA no genoma das plantas de C. canephora foi 

realizada reação de PCR utilizando primers para a amplificação da sequência da Cas9, sendo 

as sequências destes: Fw1: 5’ TATTCACGGGGTGCCTGCGG 3’; Rv1: 5’ 

TGTGCCAGAGCGAGGTAGATCA 3’. As reações foram realizadas utilizando o NeoTaq 

DNA Polymerase Kit em termociclador Eppendorf Mastercycle, sendo o ciclo de amplificação 

composto de desnaturação inicial de 95 °C por 2 minutos, seguido por 35 ciclos compostos de 

três 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 extensão final a 72 °C durante 5 minutos. O produto da reação foi 

submetido à eletroforese em gel de agarose 1% e fotografado utilizando sistema 

fotodocumentador Spectroline Ultraviolet Transilluminator acoplado a uma câmera. Foram 

analisadas 6 plântulas quanto a inserção do T-DNA. 

 

2.7. Detecção e sequenciamento de mutações nas plantas transgênicas 

 

Foram realizadas reações de amplificação dos seguintes fragmentos: um fragmento de 

881 pb do gene XMT compreendendo os dois sítios-alvo, um fragmento de 846 pb para o gene 

MXMT e um fragmento de 937 pb para o gene MXMT. As sequências de cada par de primers 

pode ser observada na tabela 4.1. Devido à alta similaridade dos genes XMT, MXTM e DXMT 

aos outros membros da família gênica a que pertencem, o desenho dos primers foi realizado 

manualmente, afim de utilizar a estratégia de um SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) entre 

as sequências como última base na extremidade 3’ do primer forward e/ou reverse, quando 

possível (FREITAS, 2019). 

 

Tabela 4.1  ̶  Primers utilizados para amplificação das regiões alvo. 

Gene Regiões Alvo Primers (5´- 3´) Ta (oC) 

XMT 1 e 2 
Fw: GATACAAGCTACGCCAAGAATTCAG 

72 
Rv: TACTGATCCCCAATTCAGTCACC 

MXMT 1 e 2 
Fw: TTTGTATTTTGGACTGGTATGTGTAA 

65 
Rv: TCGAATGAATCCTTAGAAATGTGG 

DXMT 1 e 2 
Fw: GCGATACAAGCTACGCCAAGAAC 

Rv: TGGGCGGACGACTTGCTTT 
72 

Fonte: FREITAS, 2019. 

 

 

As reações de PCR foram realizadas utilizando a enzima Phusion High-Fidelity DNA 

Polymerase (Thermo Scientific), em um volume total de 20 µL. A fim de aumentar a 

recuperação do DNA amplificado após a purificação foram realizadas 3 reações independentes 

para cada amostra analisada. Foi utilizado um termociclador T100™ (Bio-rad), sendo o ciclo 

de amplificação composto de desnaturação inicial de 98 °C por 30 segundos, seguido por 35 

ciclos compostos de três etapas: 98 °C, por 30 segundos; temperatura de anelamento por 30 

segundos; 72 °C, por 30 segundos, e uma extensão final a 72 °C durante 5 minutos. A 
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temperatura de anelamento foi otimizada para cada par de primers (tabela 4.1). Para o fragmento 

referente ao gene XMT foi necessário a separação em gel de agarose a 2% do fragmento 

desejado de um fragmento inespecífico, 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 recomendações do fabricante. 

Os amplicons purificados foram clonados no vetor pGEM®-T Easy (Promega) e estes usados para 

transformação por choque térmico de células competentes de E. coli TOP 10 seguindo as 

recomendações para One Shot™ TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen™). As células 

ultra competentes foram preparadas previamente de acordo com protocolo descrito por (SEIDMAN 

et al., 2001). Após o crescimento de colônias isoladas em meio líquido overnight a 37 ºC, o DNA 

plasmidial foi extraído e a inserção do fragmento no plasmídeo foi confirmada através da digestão 

com enzimas de restrição, sendo NotI (Jena Bioscience) para o gene XMT e EcoRI (Promega) para 

os demais. As mutações foram identificadas através de sequenciamento de Sanger (ACTGene 

Análises Moleculares), sendo que foram enviados para sequenciamento 4 clones de cada região 

alvo, para cada plântula. 

As sequências de plântulas possivelmente mutantes, controle e a sequência de referência 

foram alinhadas utilizando o alinhamento ClustalW, através do software MEGA-X (KUMAR 

et al., 2018). As imagens dos resultados do alinhamento e mutações encontradas foram feitas 

através do software GeneDoc (NICHOLAS; NICHOLAS, 1997). A frequência de mutação nos 

eventos transformados foi calculada de acordo com a proporção de sequências clonadas 

apresentando mutações em relação ao total de sequências clonadas examinadas. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Regeneração de embriões somáticos a partir de calos transformados 

 

Após o procedimento de transformação, os calos apresentaram intensa oxidação. Após 

cerca de 9 meses da transformação, calos da TF1 não apresentaram qualquer regeneração. Já os 

calos das TF2 e TF3 começaram a apresentar o surgimento de pequenas porções de calos 

amarelos a partir de calos totalmente oxidados a partir de 4 meses após a transformação (figura 

4.3). Tal comportamento já era esperado devido a ação do agente seletivo, higromicina, as 

porções que começaram a proliferar eram de células resistentes (RIBAS et al., 2011). Os 

primeiros embriões globulares foram observados cerca de 4 meses após o aparecimento destes 

calos amarelos. Após o surgimento dos primeiros embriões, foi observada certa dificuldade em 

seu completo desenvolvimento. Apesar de serem obtidos numerosos embriões até o estádio 

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

 

Figura 4.3  ̶   Evolução dos calos embriogênicos transformados ao longo dos meses após a 

transformação. 

 

Legenda: A: 1 mês a após a transformação; B: 4 meses; C: 8 meses.  

Fonte: da autora (2020). 

 

Apesar do processo de transformação parecer não afetar negativamente a regeneração de 

calos embriogênicos de C. arabica e de altas taxas de regeneração e aclimatização de plantas serem 

obtidas (RIBAS et al., 2011), o mesmo não pôde ser observado neste estudo. Em estudos 

envolvendo o silenciamento de genes na rota de biossíntese de cafeína por RNAi em Camellia 

sinensis (MOHANPURIA et al., 2011) e C. canephora e C. arabica (OGITA et al., 2004) não 

foram relatadas dificuldades na regeneração e desenvolvimento dos embriões somáticos. Ambos 

estudos utilizaram como explantes na transformação embriões somáticos previamente obtidos, os 

quais foram utilizados para regeneração por embriogênese direta. Assim, a redução dos índices 
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intrínsecos de cafeína parece não afetar o processo de embriogênese somática, pelo menos não na 

via direta. Em plantas de C. canephora em que a expressão do gene MXMT foi suprimida via RNAi 

foi observado significativa redução do conteúdo de cafeína, sem haver significativo acúmulo de 

xantosina, substrato da primeira reação específica da rota, sugerindo que não há acúmulo de 

qualquer composto que possa ser prejudicial nestas plantas (ASHIHARA et al., 2006).  

Entretanto um estudo demonstrou que, através de silenciamento gênico pós-

transcricional (post-transcriptional gene silencing - PTGS) utilizando construções não 

específicas para os três genes da rota em C. canephora, foi possível obter embriões com redução 

de mais de 90% de cafeína, enquanto que em folhas de plantas de 7-8 meses a redução foi de 

15-20%. A sobrevivência dos transformantes com maior redução dos índices de cafeína foi 

extremamente baixa, demostrando que a cafeína e seus metabólitos são importantes para a 

sobrevivência e o desenvolvimento completo das plantas (MOHANAN et al., 2014). Além 

disso, já foi demonstrado que a cafeína possui importante papel na defesa química e proteção 

de tecidos jovens de ataques de patógenos e herbívoros, bem como pode possuir função 

alelopática (ASHIHARA; SANO; CROZIER, 2008). Dessa forma, é possível supor que apenas 

os embriões/plântulas em que a redução não foi tão drástica sobreviveram também neste estudo.  

Para TF2, apenas aqueles transformados com a construção p-COFEDIT-Cc-XMT 

apresentaram embriões regenerados, e em grande quantidade. Já na TF3, houve embriões 

regenerados com as construções p-COFEDIT-At-XMT e p-COFEDIT-Cc-XMT, em pequena 

quantidade para ambas. Por serem as que apresentaram melhor desenvolvimento in vitro, foram 

avaliadas posteriormente apenas plântulas da TF2.  

 

3.2. Confirmação da transformação 

 

Sete plântulas foram avaliadas quanto a inserção do T-DNA, estas foram obtidas na 

segunda transformação realizada, através de análise de PCR para amplificação da Cas9 (figura 

4.4). Destas, 6 plântulas apresentaram amplificação da banda de cerca 500 pb esperada, as quais 

foram posteriormente avaliadas quanto à ocorrência de mutações nos genes alvo. Uma delas 

sofreu completa oxidação e seu DNA não foi utilizado para análises posteriores. 
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Figura 4.4 – Confirmação da integração do T-DNA em algumas plântulas via PCR utilizando 

primers específicos para Cas9. CORRIGIR IMAGEM 

 

Legenda: M: marcador de peso molecular; P2-P8: plântulas transformadas; C-: plântula controle; A: 

controle negativo da reação (água); C+: controle positivo (DNA plasmidial).  

Fonte: da autora (2020). 

 

3.3. Verificação de mutações 

 

Através da utilização de construções multiplex, com dois sgRNAs capazes de 

reconhecer duas regiões em cada um dos três genes, devido à alta similaridade entre eles, visou-

se aumentar as chances de perturbações na rota e redução da produção de cafeína 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 regiões dos genes subsequentes da rota de biossíntese de cafeína 

MXMT e DXMT, os quais apresentam 1829 e 2006 pb, respectivamente, ambos com 4 éxons.   

A partir do alinhamento dos fragmentos sequenciados de plântulas transformadas, 

plântulas controle e as sequências de referência dos genes XMT, MXMT e DXMT, foi possível 

verificar a ocorrência de mutações. Dentre as plântulas analisadas, para o gene XMT foi 

observada a ocorrência de mutação em apenas uma plântula (P5), em heterozigose, no alvo 1 

(figura 4.5), sendo a inserção de apenas 1 nucleotídeo. Apesar de não ser observada edição 

bialélica nas plântulas analisadas até o momento, a técnica de mutagênese dirigida 

CRISPR/Cas9 é reconhecida pela sua elevada taxa de geração de mutações em homozigose ou 

bialélicas, havendo relatos de alta eficiência de edição em genomas diploides e octaplóides 

(WILSON et al., 2019), em mono e dicotiledôneas (MA et al., 2015).  
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Figura 4.5  ̶  Representação do alinhamento das sequências obtidas para o gene CcXMT. 

 

Legenda: plântulas controles (PC), plântula transformada (P5) e gene de referência (CcXMT) 

demonstrando as mutações obtidas para o gene XMT, alvo 1. Azul: Região para a qual foi desenhado o 

sgRNA; Amarelo: PAM; Rosa: adições de bases; Em parênteses: número de colônias sequenciadas, 

obtendo essa sequência.  

Fonte: da autora (2020). 

 

A eficiência do sistema CRISPR/Cas9 está relacionada a diversos fatores, entre eles os 

níveis de expressão tanto da Cas9 quanto dos sgRNAs, sendo que este parece ter maior efeito 

limitante já que plântulas apresentando níveis muito baixos de expressão dos sgRNAs não 

apresentam mutações. Outros fatores importantes são a composição das sequências alvo 

(conteúdo CG, por exemplo) e a estrutura secundária dos sgRNAs (MA et al., 2015).  

Para o gene MXMT, não foram encontradas mutações em nenhuma das plântulas 

analisadas, em nenhum dos alvos. Já para o gene DXMT, apenas a plântula 5 apresentou mutações, 

sendo em heterozigose para os dois alvos (figura 4.6). No alvo 1 foi identificada a inserção de 1 

nucleotídeo, enquanto no alvo 2 houve a deleção de 5 nucleotídeos. Como em outras espécies como 

Populus (FAN et al., 2015), maçã e pera (CHARRIER et al., 2019), as mutações foram pequenas 

deleções ou inserções nos nucleotídeos próximos ao sítio PAM. 

 

Figura 4.6  ̶  Representação do alinhamento das sequências obtidas para o gene CcDXMT. 

 

Legenda: plântula controle (PC), plântula transformada (P5) e gene de referência (CcDXMT) 

demonstrando as mutações obtidas para o gene DXMT, alvos 1 e 2. Azul: Região para a qual foi 

desenhado o sgRNA; Amarelo: PAM; Rosa: adições de bases; Verde: deleções. Em parênteses: número 

de colônias sequenciadas, obtendo essa sequência; * representam mismatches; - traços representam uma 

distância de 159 pb entre as regiões representadas.  

Fonte: da autora (2020). 

 

Como também pode ser observado na figura 4.6, um dos alelos do gene CcDXMT do 

genótipo utilizado apresenta um mismatch em relação à sequência de referência e sgRNA 

utilizado. Apesar disso, o alelo apresentando mutação foi justamente o que apresenta mismatch, 
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corroborando com achados anteriores que demonstram que o sistema tolera até mesmo 

múltiplos mismatches na região distal a PAM no sgRNA e que apenas os 8-12 nt na região 3’ 

terminal (sequência semente) são realmente necessários para o reconhecimento e clivagem da 

região alvo (BORTESI; FISCHER, 2015), 

As taxas de eficiência de indução de mutações 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 mutação em heterozigose. Para os demais alvos e mutações em homozigose a taxa foi zero. 

Assim, do total de alvos passíveis de mutação, nas plântulas analisadas, obteve-se uma taxa de 

5% de mutações, apenas em heterozigose. 

 

Tabela 4.2  ̶  Taxas de cada tipo de mutação nos dois sítios-alvo por gene de NMTs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Total* corresponde à taxa de mutações obtidas em razão de todos alvos em todos os genes. 

Fonte: da autora (2020). 

 

 

Mesmo com mutações apenas em heterozigose, poder-se-ia esperar que a P5 

apresentasse deficiência na produção de cafeína, uma vez que foram detectadas mutações em 

dois dos genes da rota. Entretanto, essa hipótese não pôde ser testada pois a plântula oxidou 

completamente antes de atingir o desenvolvimento necessário para aclimatização e posterior 

quantificação dos níveis de cafeína. Atualmente, estão disponíveis para análises pelo menos 

outras 10 plântulas, além disso muitos embriões ainda vêm sendo obtidos a partir de calos 

transformados. Estes precisam passar pelas etapas de verificação de inserção do T-DNA e da 

ocorrência de mutações, aclimatização e quantificação de cafeína.  

Já foi demonstrado que o silenciamento de genes da rota de biossíntese de cafeína, em 

diferentes espécies, através da técnica de RNAi, pode reduzir o teor de cafeína e teobromina 

em plântulas. Em C. canephora foi observada a redução de 30-80% dos teores de teobromina e 

50-70% de cafeína com o silenciamento do gene MXMT em folhas jovens (OGITA et al., 

2003b), em C. canephora e C. arabica, tendo como alvo o mesmo gene, foi também observada 

redução dos transcritos de XMT e DXMT, além da redução de 30-50% de cafeína e teobromina 

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% 
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(OGITA et al., 2004). Em C. sinensis foi observada significante supressão dos transcritos do 

gene da cafeína sintase (CS) e redução de 44-67% os teores de cafeína e teobromina 

(MOHANPURIA et al., 2011). Nenhum relato da utilização do sistema CRISPR/Cas9 para o 

silenciamento de genes dessa rota foi encontrado. 

Para reduzir custos com o sequenciamento das plântulas obtidas e o tempo despendido 

no preparo das amostras para tal, poderá ser adotada alguma estratégia de screening de mutantes 

entre as plântulas a serem analisadas. Muitas técnicas já foram relatadas para este fim como 

reações de PCR seguidas de ensaios com enzimas de restrição, ensaios com a T7 endonuclease 

I, ensaios de high-resolution melting (HRM), modificações na técnica de PCR convencional 

como ACT-PCR (Annealing at Critical Temperature - PCR), entre outros (HUA et al., 2017). 

  



94 

 

4. CONCLUSÕES 

 

Considerando os resultados apresentados é possível concluir que a técnica de edição 

genômica CRISPR/Cas9 pode ser utilizada para promover mutações dirigidas e pontuais nos 

genes da rota de biossíntese de cafeína em Coffea canephora. Novas plantas devem ser 

avaliadas e análises complementares devem ser realizadas para confirmar a hipótese de que tais 

mutações são capazes de reduzir os níveis de cafeína produzido pelas plantas. Tais resultados 

poderão viabilizar a futura obtenção de genótipos comerciais com redução intrínseca de cafeína, 

gerando um produto de elevado valor agregado e sem concorrência direta no mercado. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

• Os resultados obtidos neste trabalho permitirão a condução de novos experimentos, como 

transformação de explantes foliares para regeneração via embriogênese direta e a obtenção 

de plantas transformadas em um tempo muito mais curto do que foi necessário nos 

experimentos de transformação já realizados com calos embriogênicos de Coffea 

canephora; 

• O genótipo utilizado tem forte influência no sucesso da regeneração de plantas mutantes 

para o gene CcPDS; 

• Muitas plantas albinas ainda estão sendo mantidas in vitro e poderão ser utilizadas para 

novos estudos de genômica funcional; 

• Análises complementares de quantificação de pigmentos fotossintéticos poderão ser 

realizadas com as plantas de diferentes fenótipos que foram obtidas; 

• Novas plantas possivelmente mutantes para a síntese de cafeína poderão ser analisadas, a 

fim de verificar, além das mutações, a redução dos teores de cafeína. Uma estratégia de 

screening poderá ser adotada para identificação dos mutantes e reduzir o tempo e custo no 

preparo de amostras e sequenciamento. 


