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RESUMO

SILVA, M.L. Silenciamento do gene da B-1,3-Glucanase de Carica papaya pc
CRISPR-Cas9. 2021. 80f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia. — Programa d
Pos-Graduacao em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

A deposicao de calose nos plasmodesmos esta diretamente associada ao movimento
viral. A predicdo de micro RNAs de mamao infectados pelo complexo viral papaya
meleira virus (complexo PMeV) revelaram alta presenca de miRNAs reprimindo a
expressao pos-transcricional de genes envolvidos na sintese de B-1,3-glucanases.
Nesse sentido, nosso trabalho teve como objetivo avaliar o silenciamento do gene da
enzima B-1,3-glucanase como forma de resisténcia ao complexo PMeV causador da
meleira mamoeiro. Para tal, foi utilizada a nova tecnologia de edicdo génica
CRISPR/Cas9. Para atestar o funcionamento da técnica CRISPR/Cas9 em tecidos de
mamao, buscamos desenvolver um marcador visual interrompendo a biossintese de
clorofila através do silenciamento do gene da fitoeno desaturase em folhas, células e
protoplasto de mamoeiro. Para a transformacdo de tecidos de mamé&o por
agroinfiltracdo, utilizou-se o vetor binario pKSE401 que possui o gene da enzima Cas9
e uma sequéncia customizavel referente a estrutura do RNA guia. Os novos
plasmideos gerados foram inseridos por eletroporagdo em Agrobacterium
tumefaciens GV3101, que passou a ser denominada AtpKSPD e AtpKSBG para
silenciamento da fitoeno desaturase e [-1,3-glucanase, respectivamente. Como
resultado, todas as folhas de maméo que foram submetidas a agroinfiltragcdo por
AtpKSPD apresentaram despigmentacdo devido a inativacdo do gene da fitoeno
desaturase e o mesmo foi observado em embriées regenerados a partir de células
transformadas. Os tecidos agroinfiltrados expressaram o gRNA customizado junto
com Cas9. O mesmo método foi utilizado para AtpKSBG. Os resultados moleculares
indicam que houve a mutacdo do gene alvo. Além disso, foi possivel observar maior
deposicao de calose em células transformadas com AtpKSBG. Os resultados obtidos
atestam que o uso da tecnologia CRISPR/Cas9 pode ser aplicada com sucesso em
Carica papaya. Ressaltamos que até o dado momento ndo existe um protocolo
estabelecido para edicdo de C. papaya pela tecnologia CRISPR, deste modo, nosso
trabalho é pioneiro na aplicacdo da técnica em mamoeiro, com destaque também para
0 pioneirismo no silenciamento génico da [(3-1,3-glucanase e da fitoeno desaturase
nesta cultura, sendo o segundo um promissor marcador visual de funcionamento da
técnica para C. papaya.

Palavras-chave: Melhoramento genético. Engenharia genética. Inativacdo génica.
Agronegacio. Cisgenia.



SILENCING THE Carica papaya B-1,3-GLUCANASE GENE BY CRISPR-
Cas9

ABSTRACT

SILVA, M.L. Silencing of the Carica papaya -1,3-Glucanase gene by CRISPR-Cas9.
2021. 75f. Dissertation (Master in Biotechnology) — Postgraduation Biotechnological
Programme, UFES, Espirito Santo. Brazil.

Callose deposition in plasmodesma is directly associated with viral movement. The
prediction of micro RNAs from papaya infected by the papaya meleira virus viral
complex (PMeV complex) revealed a high presence of miRNAs repressing the post-
transcriptional expression of genes involved in the synthesis of B-1,3-glucanases. In
this sense, our study aimed to evaluate the silencing of the 3-1,3-glucanase enzyme
gene as a form of resistance to the PMeV complex that causes the papaya sticky
disease. For this purpose, the new CRISPR/Cas9 gene-editing technology was used.
To attest to the functioning of the CRISPR/Cas9 technique in papaya tissues, we
sought to develop a visual marker interrupting chlorophyll biosynthesis by silencing the
phytoene desaturase gene in papaya leaves, cells and protoplasts. For the
transformation of papaya tissues by agroinfiltration, the binary vector pKSE401 was
used, which contains the Cas9 enzyme gene and a customizable sequence referring
to the structure of the guide RNA. The new plasmids generated were inserted by
electroporation into Agrobacterium tumefaciens GV3101, which was renamed
AtpKSPD and AtpKSBG for silencing of phytoene desaturase and (3-1,3-glucanase,
respectively. As a result, all papaya leaves that were submitted to agroinfiltration by
AtpKSPD showed depigmentation due to the inactivation of the phytoene desaturase
gene and the same was observed in embryos regenerated from transformed cells. The
agroinfiltrated tissues expressed the customized gRNA together with Cas9. The same
method was used for AtpKSBG. The results obtained attest that the use of
CRISPR/Cas9 technology can be successfully applied in Carica papaya. We
emphasize that so far there is no established protocol for editing C. papaya by CRISPR
technology, thus, our work is a pioneer in the application of the technique in papaya,
also highlighting the pioneering in B-1,3-glucanase and phytoene desaturase gene
silencing in this crop, the second being a promising visual marker of the technique's
functioning for C. papaya.

Keywords: Genetical enhancement. Genetic engineering. Gene inactivation.
Agribusiness. Cisgenic.
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1 INTRODUCAO

O maméo destaca-se entre uma das sete principais frutas que o Brasil exporta.
Somente em 2019 a produgéo mundial de mamé&o foi de aproximadamente 13.735.086
toneladas, das quais 1.161.808 toneladas foram produzidas pelo Brasil (FAOSTAT,
2021), classificado como segundo maior produtor mundial. Em territdrio nacional, o
Estado do Espirito Santo produziu 403.278 toneladas no mesmo periodo, sendo

considerado o principal produtor e exportador nacional do fruto (IBGE, 2021).

Apesar do aparente sucesso, o cultivo de mamoeiro no Brasil enfrenta véarios entraves
gue levam a grandes perdas na producao. Estas perdas estéo relacionadas a doencas
causadas por fatores bidticos, como infestacdo de fungos, bactérias, virus,
nematdides, insetos e 4caros e por fatores abiéticos, como deficiéncias nutricionais,
alta incidéncia solar e variacdo de temperatura, falta ou excesso de chuvas e falhas
no manejo do fruto pés-colheita (MARTINS; VENTURA, 2007).

As doencas virais caracterizam-se como as principais responsaveis por perdas na
producdo de maméao no mundo. Aproximadamente dez diferentes espécies de virus
foram relatadas em mamoeiro, das quais trés apresentam ameaca ao cultivo de
mamoeiro nas Américas.Sao elas: Papaya ringspot virus (PRSV-P), Papaya mosaic
virus (PapMV), e o complexo viral da meleira do mamoeiro, compreendendo o papaya
meleira virus (PMeV) e papaya meleira virus 2 (PMeV2) (SA ANTUNES et al., 2020).

1.1 PRINCIPAIS DOENCAS VIRAIS QUE OCORREM NO MAMOEIRO

1.1.1 Papaya ringspot virus

Papaya ringspot virus (PRSV-P) da familia Potyviridae € o causador da doenc¢a do
mosaico, representando perdas de até 85% nas safras de mamao no Brasil e no
México (SA ANTUNES et al., 2020). Os sintomas da doenca incluem amarelecimento
foliar com nervuras clareadas. Geralmente a folha fica com um aspecto de mosaico,

apresentando porcdes amareladas e esverdeadas, ainda podem sofrer redugao e
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estreitamento dos l6bulos que em alguns casos ficam distorcidos. No peciolo e em
regides do caule proximas a ele ocorre o surgimento de manchas alongadas de
coloragao verde e aspecto “oleoso” com disposi¢ao linear. No fruto, as manchas se
apresentam na forma de anéis concéntricos (VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2016).

A transmisséo viral é realizada por afideos ou pulgdes de uma planta para outra
através de inoculacdes nas folhas. No entanto, ndo ha relato da transmisséo pelas
sementes. Vale ressaltar que algumas plantas da familia Cucurbitaceae (por exemplo:
meldo, melancia, abdbora e pepino) hospedam a virose, dessa forma, contribuem na
disseminacdo da doenca. As plantas com mosaico tendem a uma reducdo no
crescimento e desenvolvimento, devido a queda precoce das folhas, levando a uma
baixa producgéo e qualidade dos frutos. N&o existem medidas curativas para 0 mosaico
e nem cultivares resistentes a doenca no Brasil (QUADROS et al., 2016). Atualmente,
a eliminacdo de plantas infectadas através do roguing tem sido a Unica alternativa
encontrada pelos produtores para limitar a disseminacdo da doenga (VENTURA;
MARTINS; FERREGUETTI, 2015).

1.1.2 Papaya mosaic virus

Papaya mosaic virus (PapMV) é um potexvirus da familia Alphaflexiviridae. Teve sua
ocorréncia registrada pela primeira vez em 1962 no Estado da Flérida, EUA, novos
relatos da disseminacdo do PapMV foram registrados na Bolivia, Peru, Venezuela e
México . Sozinho o PapMV apresenta taxa de incidéncia baixa a moderada em
mamao. No entanto, as infeccbes mistas de PRSV-P e PapMV apresentam uma
interacdo sinérgica que leva ao aumento do acumulo de virus e produzem multiplos
padrdes de sintomas no hospedeiro. Os sintomas da doenca incluem amarelecimento,

descoloragéo das veias, mosaico e distor¢cdo da folha (VARUN et al., 2017).

1.1.3 Complexo viral papaya meleira virus

O complexo viral da meleira do mamoeiro é o agente causador da meleira do
mamoeiro. Em plantas sintomaticas, ocorre a exsudagao espontanea do latex aquoso
e fluido em folhas e frutos devido ao rompimento dos laticiferos. Este rompimento é
causado pelo aumento da turgescéncia e alteracdes morfolégicas dos laticiferos e
caracteriza um sintoma classico da doenca (RODRIGUES et al., 2009). Ao entrar em
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contato com o ar, o latex é oxidado e causa pequenas lesdes necroticas nas pontas
de folhas jovens. Causa também uma coloragdo escura e aspecto “melado” no fruto

(Figura 1). Tais sintomas s aparecem apos a floracdo (ABREU et al., 2015).

Figura 1: Sintomas da meleira do mamoeiro. A) Frutos de mama&o verde apresentando latex escuro e
oxidado com aspecto pegajoso (seta vermelha). B) Fruto de mamao verde apresentando latex aquoso,
fluido e translicido (seta vermelha) apés corte com bisturi.

Assim como na doenga do mosaico, a meleira ndo possui medidas curativas. Portanto,
todas as plantas sintomaticas sédo eliminadas, a fim de evitar fontes de indculo da
doenca (VENTURA et al., 2003).

A doenca meleira foi relatada pela primeira vez no inicio da década de 80 ocorrendo
na regido do Nordeste do Brasil (NAKAGAWA et al., 1987). Atualmente tem ocorréncia
registrada nos Estados do Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Bahia e Espirito
Santo. No México, Equador e Australia também hé relatos da doenca, com grande
similaridade entre os agentes causais da doencga no Brasil, especialmente os isolados
mexicanos. No Brasil essa doenca esta associada a interacao entre o papaya meleira
virus (PMeV) e o papaya meleira virus 2 (PMeV2) denominado de complexo PMeV
(FERNANDES et al., 2018).
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O PMeV possui dsRNA e é similar aos membros da familia Totiviridae. Composto por
duas possiveis fases de leitura aberta (ORFs, do inglés open reading frame) que
codificam para uma proteina do capsideo (CP) e uma RNA polimerase dependente
de RNA (RdRp) e formam virions. J& 0 PMeV2 possui ssSRNA (RNA de fita simples) e
se relaciona a espécies do género Umbravirus que nao codificam o gene CP,
consequentemente, ndo formam particulas de virus convencionais (ANTUNES at al.,
2016).

Trabalhos de S& Antunes e colaboradores (2016) mostram que particulas virais do
complexo PMeV séo formadas a partir da CP do PMeV e ssRNA do PMeV2, indicando
que o PMeV é um virus auxiliar para PMeV2. Plantas assintomaticas para a meleira
foram diagnosticadas com o PMeV, sugerindo que a presenca do PMeV néo é
responsavel pelos sintomas tipicos da doenca. Em contrapartida, todas as plantas
com sintomas de meleira foram diagnosticadas com PMeV e PMeV2, revelando a
necessidade da dupla infeccdo para desencadear os sintomas da doenca (SA
ANTUNES, 2016).

Até o momento, ndo foi elucidado o mecanismo de disseminacao sistémica do
complexo PMeV nos tecidos do mamoeiro. No entanto, duas possiveis hip6teses
foram levantadas. A primeira é de que o PMeV se mova sistemicamente através do
latex, uma vez que este tem a fluidez aumentada em plantas com meleira (KITAJIMA
et al., 1993). A segunda hipétese € de que ocorra a replicacdo do PMeV em células
do meristema, durante o processo de divisao célula, o que facilita a infeccdo dos
tecidos vegetais pelo virus (SA ANTUNES et al., 2020).

1.2 MOVIMENTO VIRAL VIA PLASMODESMOS

As viroses de plantas usam varias vias para se espalhar e colonizar o hospedeiro.
Uma das mais comuns, que permite a disseminacdo local (restrito aos tecidos
proximos ao ponto de penetracdo) e sistémica (distribuicdo por toda a planta a partir
do ponto de penetracao, geralmente utiliza os vasos condutores — xilema e/ou floema)

do virus é o movimento de célula-célula por meio dos plasmodesmos (PD) (BENITEZ-


https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PDIS-12-19-2622-FE#b47
https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PDIS-12-19-2622-FE#b47
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ALFONSO et al., 2014). Esse movimento é favorecido pelo fato de que a maioria dos
virus vegetais codificam proteinas de movimento (MP) que parecem aumentar o limite
de exclusado de tamanho (SEL, do inglés size exclusion limit) do PD, permitindo que o

material infeccioso se mova entre células adjacentes (IGLESIAS; MEINS, 2001).

Um dos fatores que regulam a permeabilidade dos PD € a deposicao de calose entre
a membrana plasméatica e a parede celular. A calose € um polissacarideo vegetal, que
atua como uma parede celular temporéaria, produzida como reacdo de
hipersensibilidade (HR) local contra infec¢des causadas por fungos, virus e estresses
abidticos (LEVY et al., 2007). A deposicdo de calose no PD estid diretamente
associada ao aumento ou diminuicdo no movimento viral (OTERO et al., 2016),
atuando como uma barreira fisica que limita a propagacdo viral no hospedeiro
(ALLISON; SHALLA, 1974).

A degradacdo da calose resulta na abertura do PD, favorecendo o movimento
intercelular e o trafego simplastico do virus nos tecidos da planta. Tal degradacao é
mediada pela agdo de B-1,3-glucanases, enzimas constitutivas que regulam o SEL do
PD e que estédo integradas nos mecanismos de resisténcia bioquimicos pré-formados
(ZAVALIEV et al.,, 2013), atuando como indutores de HR das plantas, como
mecanismos de acdo opostos dependendo da classe do patégeno (BEFFA et al,
1996).

1.2.1 Calose

A calose € um homopolimero linear formado por residuos de glicose ligado a p-1,3
com alguns ramos de B-1,6, biossintetizada por calose sintases a partir do substrato
UDP-glicose (uridina difosfato glicose). Em Arabidopsis thaliana 12 genes foram
propostos como codificantes para a sintese de calose denominados de GLS (AtGLS1
a AtGLS12) que estdo envolvidos ao desenvolvimento do poélen, fertilidade e
deposicao de calose parede celular. Diferente de Arabidopsis thaliana, 0 mamoeiro
possui apenas 6 genes envolvidos na sintese de calose (GT2) (ZAVALIEV et al.,
2011).

Diversos estudos relatam a calose enquanto componente estrutural da parede celular,

depositada nas placas celulares durante a citocinese e associada aos estagios de
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desenvolvimento do pélen (THIELE et al., 2009). A calose também é fundamental na
regulagdo do movimento intercelular, controlando o SEL do PD em resposta a
estresses como ferimentos, infeccdo por patdégenos e estresses fisioldgicos
(ZAVALIEV et al., 2011).

Nas plantas superiores, em geral, as células sdo conectadas simplasticamente via PD,
esses canais sofrem modulac¢des dindmicas promovendo o transporte de nutrientes e
moléculas sinalizadoras por meio do reticulo endoplasmético (RE). O estado funcional
do PD é dependente da necessidade da planta em resposta a estimulos proprios de
desenvolvimento e/ou ambientais. O controle do movimento simplastico via PD requer
o depdsito ou degradacao de calose que pode resultar num estado funcional fechado
aberto ou dilatado do PD. Alguns estudos utilizando coloracédo da calose com azul de
anilina e imunolocalizacdo relacionaram a deposicdo de calose aos estados de
abertura e fechamento dos PD (LEVY et al., 2007).

1.2.2 B-1,3-Glucanases

Os mecanismos de defesa de uma planta podem ser estruturais e bioquimicos, ambos
pré elou poés-formados em relacdo a tentativa de penetracdo do patdégeno no
hospedeiro. As B-1,3-glucanases estdo integradas nos mecanismos de resisténcia
bioquimicos pré-formados (passivos ou constitutivos). S&8o consideradas pré-

formadas devido a auséncia de um precursor remoto (STANGARLIN et al., 2011).

Estudos mostram que as B-1,3-glucanases sdo enzimas encontradas em muitos
organismos, como fungos, bactérias e nas plantas. Em plantas, as quitinases e as (3-
1,3-glucanases sé@o pouco expressas constitutivamente, mas prontamente induzidas
sob estresse bibtico, como ataque fungico, mas também por fatores abioticos,
especialmente gas etileno e acido salicilico (WU; BRADFORD, 2003). Juntas, as
quitinases e as B-1,3-glucanases, exercem um papel sinérgico na degradagdo do
homopolimero linear B-1,4-N-acetilglucosamina, componente estrutural da parede
celular de muitos patégenos (EL-KATANY et al., 2001).

Em arabidopsis, a familia de genes de B-glucanases incluem 50 membros divididos

em dois subgrupos: 1) sdo genes regulados pelo desenvolvimento e expressos
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constitutivamente. A proteina resultante, AtBG_pap (denominada A. thaliana beta-1,3-
glucanase_proteina associada ao Pd), estd envolvida no controle e transporte
intercelular por meio da degradacdo da colose nos PDs; IlI) sdo relacionados a
patogénese (PR) e inclui proteinas da familia PR (BGs, AtBG2 e AtBG3) reguladas por
condicbes de estresse compondo um sistema imunoldgico inato induzido pela
presenca de patdgenos. Estas proteinas estdo diretamente envolvidas na regulacao
da calosidade no PD e no transporte viral de célula-célula, incluindo o virus do TMV e
TVCV (ZAVALIEV et al., 2013).

O gene AiBGz (AT3G57240), identificado com PAC:19660395 na plataforma

Phytozome 13 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/), € uma B-1,3-glucanase de

arabidopsis e possui a sequéncia CDS composta de 1026 nucleotideos que codificam
342 aminoé&cidos. Em mamoeiro, a sequéncia CDS correspondente a 3-1,3-glucanase
possui 0 mesmo numero de nucleotideos e aminoacidos identificada no Phytozome
13 como evm.TU.supercontig_120.1 (PAC:16406944). O alinhamento de ambas as
sequéncias utilizando a ferramenta BLAST® (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

revelou uma identidade de 65%.

Vale ressaltar que a calose produzida pelas plantas para regular o SEL do PD também
sao alvos de B-1,3-glucanases, por possuirem em sua constituicdo (3-1,3-glucano,
resultando no aumento do SEL o que favorece a translocacdo do patdgeno. Sob
condi¢gdes normais, as 3-1,3-glucanases desempenham o papel de produzir glicose a
partir da degradacdo do substrato laminarina, um (-1,3-D-glucano, que € um
componente da parede celular de muitos fungos, que acabam tornando-se alvo
(MERCADO et al., 2015). Entretanto, a calose também se torna alvo de [3-1,3-
glucanases por possuir (p-1,3-D-glucano em sua composicdo, 0 que resulta na
diminuicdo de calose no PD e consequentemente aumento do SEL. Como
problematica, uma planta que esta sob infeccdo viral fica mais susceptivel a
disseminagéo local e/ou sistémica do patdégeno (IGLESIAS; MEINS, 2001) (Figura 2).

E o que acreditamos acontecer com plantas sintomaticas para a meleira do mamoeiro.


https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
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Movimento viral via plasmodesmo

1 Complexo PMeV
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Figura 2: Desenho esquematico do processo de producdo e degradagdo da calose e 0 suposto
movimento do complexo PMeV via plasmodesmo. A producéo de calose (2) resulta em diminuicdo do
limite de excluséo do plasmodesmo (3). Em contrapartida, a degradacdo da mesma (4) resulta na
abertura do plasmodesmo (1) favorecendo a translocacéo viral.

A analise do transcriptoma de mamoeiros infectados com o complexo PMeV
mostraram sinais de tolerancia induzida ao complexo PMeV, incluindo regulacao
positiva de genes que codificam para a sintese de calose na pré e pos-floracao
(MADRONERO et al. 2018). Em contrapartida, os genes envolvidos na estruturacéo
da parede celular como as glucanases e GRP (proteinas reguladas por glicose)
também foram regulados positivamente na pds-floracdo. Paralelamente, analises de
micro RNAs (miRNAs) do mamoeiro sob infeccéo pelo complexo PMeV revelou uma
elevada presenca de miRNAs que acreditamos estar relacionados a repressao pos-
transcricional de genes induzidos por hipersensibilidade como resposta ao estresse
abidtico, nos quais esta incluido o gene que codifica para B-1,3-glucanases (ABREU
et al., 2014). Presume-se que esta seja uma HR para silenciar a producao de 3-1,3-
glucanases, resultando em aumento na deposicdo de calose nos plasmodesmos,

numa tentativa de a planta dificultar a translocagéo viral.

Em trabalhos realizados por Beffa e colaboradores (1996), mostraram que um mutante
de tabaco transgénico com deficiéncia de GLU | (classe | de B-1,3-glucanases)
resultou em reducdo dos sintomas de doencas causadas pelo virus do mosaico do

tabaco (TMV). Iglesias e Meins (2001) utilizaram o0 mesmo mutante em seus


https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PDIS-12-19-2622-FE#b32
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experimentos, como resultados, ocorreu aumento na deposicéo de calose e reducao
do SEL. Foi observado também retardo no trafego intercelular via PD para um
tobamovirus (TMV), para um potexvirus (virus da batata recombinante X expressando
GFP) e para a proteina de movimento do cucumovirus (virus do mosaico do pepino -
CMV), mostrando que a deficiéncia de GLU | causa efeitos no movimento via PD que
nao se limita a um tipo especifico de virus. O mutante também mostrou aumento na

deposicéo de calose.

Neste sentido, acreditamos que o complexo PMeV possa utilizar os canais do PD para
se disseminar e invadir os tecidos da planta. Reforcando a ideia de que em trabalhos
anteriores observamos uma regulagéo positiva de genes que codificam para a sintese
de calose, bem como a presenca de miRNAs que acreditamos estar relacionado a

repressao pos-transcricional de genes envolvidos na sintese de B-1,3-glucanases.

1.3 SILENCIAMENTO GENICO POR CRISPR/Cas9

Em 1987, uma sequéncia repetida de DNA incomum foi descoberta no genoma da
bactéria Escherichia coli, mais tarde, em 2002, essa sequéncia ficou conhecida como
CRISPR. Outras bactérias e arquéias halofilicas também demonstraram sequéncia
parecidas sugerindo que esses grupamentos sequenciais eram conservados e se

relacionavam a um perfil evolutivo do sistema CRISPR (ISHINO et al., 2018).

Essas sequéncias espacgadoras consistem em repeticdes palindrémicas curtas (20 a
40 pares de base) separadas por sequéncias unicas intermediarias (20 a 60 pares de
bases) (MORANGE, 2015). Tais sequéncias foram encontradas proximas a familia de
genes ja conhecidos como sistema de reparo do DNA, hoje denominado Cas que se
associa ao CRISPR (MAKAROVA et al. 2002). No entanto, a origem das sequéncias
espacadoras ainda era desconhecida, até que em 2005 trés grupos descobriram, de
forma independente, que as sequéncias espacadoras tinham origem extra
cromossOmica e se combinavam a bacteriofagos (MOJICA et al. 2005; POURCEL et
al. 2005; BOLOTIN et al. 2005).
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Somente em 2006 foi sugerido por Makarova e colaboradores que o sistema
CRISPR/Cas era um sistema imunoldgico adaptativo baseado em RNA de
interferéncia de procariotos. Em 2007, Barrangou e colaboradores demonstraram a
eficiéncia do sistema CRISPR/Cas na aquisi¢cdo de imunidade contra bacteriéfagos,
na qual a infeccdo leva a formagédo de novas sequéncias espacadoras e a protecéo
contra uma posterior infeccdo. Isso porque a sequéncia espacadora é complementar
a um fragmento do material genético do bacteriéfago. Essa complementaridade
permite ao sistema CRISPR/Cas9 reconhecer e clivar o material genético do

bacteriéfago.

Em 2012 é realizada a caracterizacao in vitro de alvos de DNA para direcionamento
da Cas9, e o sistema CRISPR/Ca9 passa a ser reconhecido e utilizado como uma

ferramenta de edigéo génica (JINEK et al., 2012).
1.3.1 A Técnica CRISPR: Conceito e Principio

A tecnologia de edicdo génica por CRISPR/Cas9 tem-se destacado devido a sua
versatilidade e simplicidade de manuseio em laboratério. Para o sistema CRISPR agir
sdo necessarias duas fitas de RNAs: tracrRNA (RNA transativador) e crRNA (RNA
crispr) que juntas formam o sgRNA (gRNA), funcionam como guias para a enzima
Cas9 (JINEK et al., 2012).

A principal vantagem do sistema CRISPR/Cas9 é a capacidade de reconhecer a
sequéncia alvo para clivagem. Sendo assim, o crRNA pode ser customizado de
acordo com a regido do DNA que se deseja clivar. Outra particularidade € que o alvo
deve ser 3 nucleotideos a montante da sequéncia NGG, chamada de regido PAM
(Figura 3). A clivagem no DNA causado pela Cas9 gera quebras de fita dupla (DSBs),
gue sao subsequentemente reparadas por mecanismos de jungéo de extremidade nao
homologa (NHEJ) ou de reparo direcionado por homologia (HDR). NHEJ pode
introduzir indels (inser¢des e/ou delecdes) que causam mutacgdes alterando o quadro

de leitura e, portanto, a interrupgéo das funcdes do gene (JINEK et al., 2012).
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Enzima Cas9 Sequéncia alvo tracrRNA
\ chLA PAM (motivo adjacente
DNA

(protoespacgador) ao protoespacgador)

Figura 3: Desenho esquemético mostrando o reconhecimento e clivagem do alvo pela enzima Cas9. O
sistema CRISPR consiste de duas fitas de RNAs: tracrRNA e crRNA, que guiam a enzimas Cas9 até o
alvo. O reconhecimento da sequéncia alvo é feito pelo crRNA, que é customizado de acordo com a
regido do DNA que se deseja clivar. Outra particularidade é que o alvo deve estar localizado 3
nucleotideos a montante da sequéncia NGG, chamada de PAM. (Adaptado de FERNANDES, 2018).

1.3.2 Aplicacdes CRISPR/Cas9 para o Melhoramento Genético Vegetal

A disponibilidade de sequéncias genémicas de varias espécies vegetais e 0s avancos
nas abordagens de edicdo de genoma tém permitido a obtencdo de cultivares com

caracteristicas desejaveis.

Nos ultimos 8 anos, a tecnologia CRISPR/Cas9 tem sido utilizada para editar genomas
vegetais. Mais de 20 espécies de culturas ja foram editadas pela técnica objetivando
aumentar a produtividade ou a resisténcia a estresses ambientais de origem biotica
e/ou abidtica (RICROCH et al., 2017). Por enquanto, a maioria das plantas editadas
sdo consideradas espécies modelo, como arabidopsis, porém existem diversas
possibilidades para o melhoramento vegetal por meio da técnica CRISPR/Cas9 e suas

variacoes.

O processo metodologico de edicdo e regeneracdo de plantas geneticamente
modificadas por CRISPR/Cas9 segue o0 seguinte passo a passo: (l) identificacao da
sequéncia PAM no gene alvo; sintese do gRNA (sgRNA); (Il) clonagem do sgRNA em
um vetor binario adequado; (lll) introdugdo do vetor em espécies
hospedeiras/transformacao de linhagens celulares; (IV) triagem e validagcdo das
plantas/células editadas, utilizando genes reporteres, como por exemplo a proteina

verde fluorescente - GFP; (V) regeneracao da planta geneticamente modificada.
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Abaixo disponibilizamos uma tabela com as culturas que tiveram o genoma editado
por CRISPR/Cas9 até 2018 conforme levantamento realizado por Jaganathan e

colaboradores (2018), nédo esta incluido Arabdopsis e tabaco.

Tabela 1: Culturas vegetais editadas por CRISPR/Cas9 entre os anos de 2012 a 2018 (JAGANATHAN
et al., 2018).

Ano Planta

2012 Arroz

2013 Arroz, Trigo, Milho

2014 Citrus, Arroz, Soja, Tomate, Milho, Trigo

2015 Algodao, Soja, Tomate, Batata, Arroz, Milho

2016 Uva, Algodao, Melancia, Soja, Trigo, Tomate, Batata, Alfafa

2017 Cevada, Trigo, Milho, Arroz, Citrus, Tomate, Algodado, Ipomoea, Uva, Batata,
Legumes, Mandioca

2018 Trigo, Arroz, Banana, Uva, Soja, Cenoura, Cacau, Salvia, Alface, Alfafa

Jaganathan e colaboradores (2018), também relatam a aplicacdo da abordagem de
edicdo de genoma baseada em CRISPR em plantas visando caracteristicas bidticas,
abidticas e nutricionais. Selecionamos as modificacfes visando resisténcia a
estresses bidticos. A espécie, 0s genes alvos da técnica, e o tipo de

estresse/caracteristica seguem listados na tabela abaixo.
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Tabela 2: Espécies vegetais e seus respectivos genes editados por CRISPR/Cas9 (JAGANATHAN et
al., 2018).

Espécie Gene alvo Estresse/Caracteristica Referéncia

A. thaliana/N. dsDNA of virus Resisténcia ao virus do topo Jietal., 2015

benthamiana (regides A7, B7 encaracolado da beterraba sacarina
e C3)
A. thaliana elF(iso)4E Resisténcia ao virus do mosaico do Pyott et al., 2016
nabo (TMV)
N. benthamiana  BeYDV Resisténcia ao virus do feijdo ando Baltes et al., 2015

amarelo (BeYDV)

N. benthamiana  As sequéncias Virus do enrolamento da folha Alietal., 2015
ORFs e IR do amarela do tomate (TYLCV) e virus
sDNA do virus do mosaico Merremia (MeMV)

1.3.3 Silenciamento do Gene da Fitoeno Desaturase

Diversos estudos utilizam o gene da fitoeno desaturase como alvo de mutagéo por
CRISPR/Cas9. O silenciamento deste gene por indels interrompe a biossintese de
carotenoide, resultando em tecidos com fendtipos. Este recurso tem sido usado para
estimar o tempo e o padrao de mutacbes desse gene em células com o sistema
CRISPR/Cas9 albinos (WOLABU et al., 2020)..

De acordo com Yan e colaboradores (2011), a analise da expressao de genes de
fitoeno desaturase e {-caroteno desaturase em Carica papaya revelou que os genes
CpPDS e CpZDS possuem copias Unicas; o CpPDS foi mapeado para o cromossomo

LG6 de maméo e o CpZDS foi mapeado para o cromossomo LG3.

1.4 CULTURA DE TECIDOS

A técnica de cultura de tecidos vegetais apresenta alto potencial de aplicacdo na
agricultura, sendo uma excelente estratégia para a transformacdo vegetal, pois
atraves dela € possivel realizar melhoramento genético, resultando em plantas sadias,

vigorosas e mais resistentes a doengas, como por exemplo as causadas pela acéao de
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virus. O sucesso da regeneracdo da planta in vitro depende de alguns fatores, tais
como o gendtipo (espécie e/ou variedade utilizada), a fonte de explantes (folha, raiz,
caule, meristema, etc), e a condicdo de cultura (recipiente, meio de cultura,

temperatura e iluminacéo) (CALDAS et al., 1998).

Nos ultimos anos, ocorreram diversos avangos na tecnologia de cultura de tecidos
vegetais, especialmente em culturas de valor econémico agregado, como o milho. Ao
combinar a tecnologia CRISPR/Cas com a cultura de tecidos vegetais € possivel obter
avancos significativos na introducdo de modificacbes genéticas, tornando o trabalho
menos laborioso e de maior qualidade se comparado aos métodos tradicionais de
melhoramento (CHILCOAT et al., 2017).
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1.5 JUSTIFICATIVA

Levando em consideracao a problematica descrita, este estudo é parte integrante de
uma abordagem maior que busca elucidar a relacdo do complexo PMeV versus
mamoeiro e desenvolver um mamoeiro resistente a infeccdo viral e,
consequentemente, a meleira. Por isso, no presente trabalho, buscamos realizar o
silenciamento do gene da B-1,3-glucanase de Carica papaya por CRISPR-Cas9,
avaliando a expressédo transiente em folhas, e a confirmagdo das modificacbes
genéticas em calos, células e protoplastos de mamoeiro. A mutagao do gene B-1,3-
glucanase € um bom candidato para conferir resisténcia do mamao contra a infeccéo
causada pelo complexo PMeV, uma vez que a agédo de B-1,3-glucanase degrada a
calose depositada nos PDs em resposta a infeccdo, o que pode favorecer o
movimento viral. De modo conjunto, buscamos desenvolver um marcador visual e
funcional, silenciando o gene da fitoeno desaturase de mamoeiro (CpPDS) por
CRISPR/Cas9 levando em consideracdo resultados obtidos por outros autores
(BEFFA etal., 1996; IGLESIAS e MEINS, 2000; BUCHER et al., 2001; LIN et al., 2017;
WOLABU et al., 2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Promover o silenciamento do gene da B-1,3-glucanase em mamoeiro utilizando a
tecnologia CRISPR/Cas9.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Avaliar a construcdo dos vetores CRISPR/Cas9 pKSBG e pKSPD para as

sequéncias de gRNA tanto da B-1,3-glucanse quanto da fitoeno desaturase,

respectivamente;
° Estabelecer protocolo para cultura de tecidos vegetais de mamoeiro;
° Aplicar os vetores pKSBG e pKSPD em tecido vegetal mediada por

Agrobacterium tumefaciens;

° Isolar protoplastos a partir de calos de mamoeiro;

° Checar a viabilidade de protoplastos isolados a partir de calos de mamoeiro;

) Transfectar protoplastos de mamoeiro com os vetores pKGQ1, pKSBG e
pKSPD;

° Avaliar a expressao da proteina verde florescente (GFP) em protoplastos

transfectados com pKGQ1,;

° Transformar culturas celulares de mamoeiro em suspensdo com 0s vetores
pKSBG e pKSPD;

° Confirmar a expressdo do cassete CRISPR/Cas9 e gRNA em protoplastos,

células e tecidos de mamoeiro;

° Confirmar mutagéo provocada por CRISPR/Cas9 nos sitios alvos dos genes -

1,3-glucanse e fitoeno desaturase.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANALISE DOS GENES ALVOS

3.1.1 Sequéncia do Gene da Fitoeno Desaturase

A sequéncia da regido codificadora (CDS) do gene PDS de Carica papaya (NCBI,
GenBank: DQ779922.2) possui 1751 nucleotideos e 583 aminoéacidos. Foi
selecionada a sequéncia TGGAAGCAAGAGATGTTCT para a inativagcao génica. No
no downstream da sequéncia existe uma regido PAM composta pela sequéncia AGG
(PAM), necessaria para o reconhecimento da Cas9 e o gRNA do sistema CRISPR.
Além disso, o sitio de clivagem corresponde a enzima de restricdo BssS«l (AGATGT),
que funciona como um marcador de mutacdo no alvo, ou seja, quando houver
mutacdo ocorrerq a perda do sitio de restricdo. Um fragmento amplificado dessa
regido que for submetido a uma digestdo enzimatica pela enzima BssS«l mantera
seu tamanho original, validando que houve a mutacéo pela perda do sitio de ligacao

da enzima de restrigéo.

3.1.2 Sequéncia do Gene da B-1,3-glucanase

A sequéncia CDS do gene B-1,3-glucanase (endo-1,3-beta-glucosidase-like) de
Carica papaya (NCBI, GenBank: gene 110809473; sequéncia XM_022035326.1)
possui 1026 nucleotideos e 342 aminoécidos. Selecionamos a sequéncia
GATGCGTTICATGACTCTG para a inativacao génica. Além disso, no downstream da
sequéncia desta sequéncia existe uma regido PAM composta pela sequéncia TGG,
necessaria para o reconhecimento da Cas9 e o gRNA do sistema CRISPR. Além
disso, o sitio de clivagem corresponde a enzima de restricdo BspH1 (TCATGA). que
funciona como um marcador de mutagao no alvo, processo semelhante ao descrito

anteriormente.
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3.2 VETORES DE TRANSFORMACAO

3.2.1 pKGQ1 e pKGCPM

Os vetores pKGQ1 e pKGCPM sao derivados do vetor comercial pK7WGF2, no qual
utilizou-se a tecnologia de clonagem Gateway ™ da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA).
Este vetor contém o promotor 35S de superexpressdo do gene reporter GFP com
resisténcia a canamicina, gentamicina e rifampicina. Os vetores pKGQ1 e pKGCPM
fazem parte da colecao do laboratério e foram utilizados como controles (Quadro 1).
O plasmideo pKGCPM foi inserido por eletroporacdo em Agrobacterium tumefaciens
GV3101. A bactéria resultante foi chamada de AtpKGCPM (Quadro 1).

3.2.2 pKSE401

O vetor binario pKSE401 (Addgene #62202), foi desenvolvido com propdsito de edicao
do genoma vegetal por CRISPR/Cas9 (XING, et. al., 2014). Este vetor possui 0 gene
da enzima Cas9 e uma sequéncia referente a estrutura do gRNA, onde 19
nucleotideos desta sequéncia é customizada de acordo com a sequéncia alvo do

genoma da planta que se deseja alterar (Figura 4).
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Figura 4: Desenho esquematico da customizacéo do vetor de transformacao pKSE401. No primeiro momento o plasmideo € linearizado utilizando enzima de

restricdo especifica. Os gRNAs previamente sintetizados sé@o clonados no plasmideo de acordo com a técnica Golden Gate Assembly.
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O plasmideo também possui um gene de resisténcia a espectinomicina (SpR) com
1219 pares de base, ambas as extremidades do gene (5’ e 3’) possui sitio para a
enzima Bsal (GAGACC e GGTCTC). Esse gene comp®de a sequéncia do cassete de
expressdo de gRNA conduzido por U6-26p sem alvo. No processo de clonagem do
gRNA alvo, o gene da espectinomicina é digerido pela enzima Bsal e no local entra
gRNA customizado (Figura 5).

o
o RS
wy qgr \‘:rb

1 > Bsal-SpR-Bsal * |

(U6-26p)-{Bsal-SpR-Bsal)-(BRNA-SE)-(U6-26t)
CGACTTGCCTTCCGCACAATACATCATTTCTTCTTAGCTTTTTTTICTTCTTCTTCGTTCATACAGTTTTTTTTTGTTTATCAGCTTAC
A AACTTTCCATTCGGAGTTTTTGTATCTTGTTTCATAGTTTGTCCCAGGATTA
GAATGATTAGGCATCGAACCTTCAAGAAT TTGAT TGAATAAAACATCTTCATTCTTAAGATATGAAGATAATCTTCAAAAGGCCCC
TGGGAATCTGAAAGAAGAGAAGCAGGCCCATTTATATGGGAAAGAACAATAGTATTTCTTATATAGGCCCATTTAAGTTGAARAC
AATCTTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGAAAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTGG]G A
IG A CORACCCAGTGGACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAGCTGTAATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAG
AACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGGGGTACAGTCTAT
GCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGG
GCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGGGGGAAGCGGTGATCGCCGAAGTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGC
GTCATCGAGCGCCATCTCGAACCGACGTTGCTGGCOGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAAGCCACACAG
TGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGG CTTGATGAAACAACGCGGCGAGETTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTC
GGCTTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGOGCTGTAGAAGTCACCATTGTTGTGCACGACGACATCAT TCCGTGGCGTTATCC
AGCTAAGCGCGAACTGCAATTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGCCACGATCGACATTGA
TCTGGCTATCTTGCTGACAAAAGCAAGAGAACATAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTC
CTGAACAGGATCTATTTGAGGCGCTAAATGAAACCTTAACGCTATGGAACTCGCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAAT
GTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAAAATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCOGACTGGGCAAT
GGAGCGCCTGOCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACTTGAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCT
CGCGCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTCCACTACGTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGTCGGCAAATAATGTCTAGCTAGA
AATTCGTTCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTAACTCAAGCGTTAGATGCACTAAGCACATAATTGCTCACAGCCAAAC

TATCAGGTCAAGTCTGCTTTTATTATTTTTAAGCGTGCATAATAAGCOG G T C T OGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
CAAMATTTTCCAGATCGATTTCTTC

TTCCTCTGTTCT TCGGCGT TCAATTTCTGGGGTTTITCTCTTCGTTTTCTGTAACTGAAACCTAAAATTTGACCTAAAAAAAATCTCA
AATAATATGATTCAGTGGTTTTGTACTTTTCAGTTAGTTGAGTTTTGCAGTTCOGATGAGATAAACCAATA

Figura 5: Sequéncia do cassete de expressdo de gRNA conduzido por U6-26p sem alvo. SpR, gene de
resisténcia a espectinomicina; gRNA-Sc, gRNA scaffold. As letras ampliadas e em caixas indicam sites
Bsal.
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3.3 CUSTOMIZACAO DO VETOR DE TRANSFORMACAO pKSE401 E
TRANSFORMACAO BACTERIANA

3.3.1 Clonagem
Para o processo de clonagem, quatro oligonucleotideos foram sintetizados. Dois para
0 gene da B-1,3-glucanas e dois para o gene da fitoeno desaturase.

Oligonucleotideos:

° Fitoeno desaturase: forward 5- ATTGATCTTAACAGCTCGTGCTT -3’ e
reverse 5- AAACAAGCACGAGCTGTTAAGAT -3’, usando com referéncia a

sequéncia do gene fitoeno desaturase.

° B-1,3-glucanase: forward 5-ATTGGATGCGATTCATGACTCTG-3' e reverse
5-AAACCAGAGTCATGAATCGCATC-3’, usando com referéncia a sequéncia CDS

do gene (-1,3-glucane.

A insercao dos oligonucleotideos no vetor foi realizada pela técnica Golden Gate
Assembly, onde numa Unica reacdo sdo misturados o vetor Sigma-Aldrich, os dois
oligonucleotideos e as enzimas Bsal (NEB #R3733) e T4 ligase (D2886 Sigma-
Aldrich). A mistura de ligacdo foi utilizada na eletroporacdo da bactéria Escherichia
coli DH5a. Os clones transformantes foram selecionados pela resisténcia ao
antibiético canamicina, na concentragdo de 50ug/ml, em meio LB liquido (1% Triptona,
1% Cloreto de Sadio, 0,5% Extrato de Levedura), cultivada a 37°C, por 24h.

Posteriormente, foram extraidos o DNA plasmidial dos clones bacterianos
selecionados. Os novos plasmideos foram chamados de pKSPD e pKSBG para a
fitoeno desaturase e para a 3-1,3-glucanase, respectivamente (Quadro 1). Também
foram inseridos por eletroporacéo na bactéria A. tumefaciens GV3101. As bactérias
resultantes foram denominadas de AtpKSPD e AtpKSBG (Quadro 1).

3.3.2 Preparo de Células Bacterianas Competentes

Uma cultura de 5 mL de E. coli DH5a pré-crescida foi inoculada em 500 mL de meio
liquido LB e incubada (37 °C), com agitacéo, até ter atingido uma absorbéncia em

torno de 0,5 (sob uma densidade 6tica de 600 nm). A suspensao foi entdo coletada
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em tubos de centrifuga de 500 mL, deixada em repouso no gelo por cerca de 30

minutos e centrifugada a 6000 g, por 15 min, a 4 °C.

O sobrenadante foi removido e o sedimento ressuspenso em 500 mL de &agua
destilada estéril gelada. As células foram novamente centrifugadas, como no item
anterior. Apos a centrifugacao, as células foram ressuspensas em 250 mL de agua
gelada destilada estéril e centrifugada novamente. As células foram ressuspensas em
50 mL de uma solugéo de glicerol 10%, a 4 °C, e centrifugadas pela ultima vez. As
células foram ressuspensas em 1 mL de glicerol 10%, a 4 °C. Foram feitas aliquotas
de 40 pL da suspensao de células em microtubos e armazenadas a temperatura de -
80 °C.

3.3.3 Transformacéao Bacteriana por Eletroporacéo

As células competentes foram retiradas do freezer -80 °C e colocadas imediatamente
no gelo. Foram acrescentados cerca de 1-2 yuL de DNA plasmidial. O eletroporador
Eppendorf Eporator foi calibrado com a voltagem 1440 V para A. tumefaciens GV3101
e a voltagem 1700 V para E. coli DH5a. A mistura célula/DNA foi transferida para a
cubeta gelada. Em seguida o pulso foi aplicado. As cubetas foram imediatamente
removidas da camara de aplicacdo do pulso e foi adicionado 1 mL do meio SOC (2%
Triptona, 0,5% Extrato de Levedura, 10 mM de Cloreto de Magnésio, 10 mM Sulfato
de Magnésio, 20 mM Glicose) as células. A suspensao foi entéo transferida para um
tubo de ensaio e incubada (37 °C, com agitacdo, por 1 hora). Apés esse tempo de
incubacéao a suspensao foi semeada em placa contendo meio LB sélido (1% Triptona,
1% Cloreto de Sédio, 0,5% Extrato de Levedura, 2% agar), acrescido de antibiético

apropriado e incubada em estufa (37 °C, por 16 horas).
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Quadro 1: Relagéo de vetores e bactérias utilizadas no experimento e as diferentes aplicagées em folhas, células e protoplastos de C. papaya L.

do gene da B-1,3-glucanse.

PLASMIDEOS BACTERIAS
Bactérias apos
i Vetores L x
Plasmideo i o o Espécie e cepa transformacéao o L
o apos Descricéo Aplicagéo o Descricao Aplicagéo
original original com os vetores
clonagem
PK__ _
pKGQ1 Colecéo do laboratério: Contém
pK7WGF2, no qual
- ) o] promotor 35S de
utilizou-se a tecnologia
de cl Gat superexpressao do gene
e clonagem Gatewa: . i
- q nvit y repérter GFP. Utilizados como Possul o vetor
a nvitrogen ) ili
(Carlsbad, CA, EUA) controle negativo para PKGCPM. - Utllizada
arlsbad, CA, .
pKGCPM CRISPR/Cas9. AtpKGCPM como controle
Transfeccdo d Adrobacteri negativo para | Agroinfiltragéo de
ransfeccédo de robacterium
¢ 9 CRISPR/Cas?9. folhas e células
protoplastos tumefaciens GV3101 B
) em suspens&o.
Possui o cassete de expressdo )
- Possui o vetor
pKSE401  (Addgene pKSPD do gRNA + Cas9 para o sitio alvo AtpKSPD oKSPD
#62202), no qual do gene da fitoeno desaturase.
utilizou-se a tecnologia
de clonagem Golden Possui 0 cassete de expressio ]
G b » Possui o  vetor
ate Assembly. pKSBG do gRNA + Cas9 para o sitio alvo AtpKSBG KSBG
p
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3.4 CULTURA DE TECIDOS DE MAMOEIRO

Para a producéo de tecidos vegetais e transformacdo dos mesmos mediado por A.
tumefaciens, utilizamos o protocolo descrito por Carlos-Hilario e Chistopher (2015).
Na figura 6 esquematizamos como foi realizado o processo. Plantulas regeneradas
foram obtidas seguindo o mesmo protocolo com algumas modificagdes.

Na tabela 3 apresentamos os meios de cultura de tecidos vegetais utilizados e os

detalhes sobre a composi¢cdo dos meios estdo na tabela 4.

- -
Cultura em suspensao TR
altamente proliferante = Transformaggio celular
Calogénese utilizando A. Tumefaciens
i '
Germinagéo de sementes | ) Apos 1 dia
: —— S
- -
ey Introdugdo de antibidtico ac meio
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} .!E ‘. / APOS A MORTE BACTERIANA
J Embrioatness Regeneragéo de caules e folhas ngenera(}ao.de caules, folhas e raizes
d @ Selecao L
i . ; Maturagao | /
£ - Ld -
O -

Figura 6 Desenho esquemético dos processos de cultura de tecidos e transformacao celular, onde:
CIM1 é meio de inducgéo de calo; LCIM é meio de cultura de células em suspenséo; CIM2 é meio de
transformacgéo utilizado para co-cultivo, lavagem e embriogénese somética; CIM3 € meio de selec¢éo;
CIM4 é meio de maturacédo; MBN é meio de regeneracao de brotos; e IBA+IAA é meio de enraizamento.



Tabela 3: Meios de cultura utilizados para calogénese, embriogénese somatica e regeneracao in vitro a partir de hipocétilos e C. papaya L.

Tipo de meio Antibiético Tempo Observacées
Meio de inducéo de calo CiM1 _ 1 més Meio solido
Meio de cultura de células em suspensao LCIM _ 3 meses Meio liquido - repicagem a cada 3
ou 4 semanas
Co-cultivo _ 2 dias Meio soélido
Lavagem 25? ;ng{L-l Momentaneo Meio liquido
Transformag&o CIM2 cetotaxima
carbenicilina e / ou Meio sélido - adicionamos
Embriogénese somética cefotaxima 250 2 semanas L
canamicina
mg.L-1
Meio de selegao CIM3  50ug/L-1 canamicina 2 meses Meio sélido
Meio de maturacéo CimM4 _ *Até regenerar Meio solido
: ~ . Meio sdlido acrescido de 2mg/L-1
*
Meio de regeneracao de brotos MBN _ Até regenerar BAP/ANA
Meio de enraizamento IBA/IAA - Até regenerar Meio solido acrescido de 2mg/L

IBA/IAA + carvéo ativado (2g/L-1)
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Tabela 4: Composicdo dos meios de cultura utilizados para calogénese, embriogénese somatica e regeneracao in vitro a partir de hipocétilos e C. papaya.

Reagentes para preparo de meio de cultura

Meto Sacarose Sais MS Glutamina Vitamina MS Phytagel Hormonio

CIM 1 30g/L-1 2,165g/L-1 04g/L-1  1mL/L-1 3,18g/L-1 2,4-D (10 mg/L-1)
LCIM 30g/L-1 2,165g/L-1 0,4g/L-1 1mL/L-1 - 2,4-D (2 mg/L-1)

CIM2 30g/L-1 2,165g/L-1 0,4g/L-1 1mL/L-1 3,18g/L-1 2,4-D (2 mg/L-1)

CIM3 30g/L-1 2,165g/L-1 0,4g/L-1 1mL/L-1 3,18g/L-1 2,4-D (2 mg/L-1)

CiM4 30g/L-1 2,165¢g/L-1 0,4g/L-1 imL/L-1 3,18g/L-1 -

MBN 30g/L-1 2,165g/L-1 0,4g/L-1 1mL/L-1 3,18g/L-1 BAP/ANA (2 mg/L-1 de cada)
IBA/IAA 30g/L-1 2,165¢g/L-1 0,4g/L-1 imL/L-1 3,18g/L-1 IBA/IAA (2 mg/L-1 de cada)

Sigla/Hormonio

Concentracao do estoque

2,4 -D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético

BAP: Acido Benzilaminopurina
ANA: Acido Naftalenoacético
IBA: Acido indol-3-butirico

IAA: Acido endolacético

Img/ml
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3.4.1 Desinfestacao e Germinacao de Sementes e Desenvolvimento de Mudas

As sementes de mamoeiro foram submersas em hipoclorito de sddio 1% acrescido de

3 gotas de tween 20. As sementes ficaram sob agitacdo por 15 minutos.

As sementes foram lavadas trés vezes com a agua destilada autoclavada. Apos a
terceira lavagem, as sementes foram transferidas para um erlenmeyer contendo
200ml de solucdo autoclavado de nitrato de sddio 1M (para auxiliar na quebra da
dorméncia). O erlenmeyer foi colocado no shaker (150 rpm) por aproximadamente
24h, a 30°C.

ApGs o periodo de incubacéo, as sementes foram novamente lavadas trés vezes com

agua destilada autoclavada.

Aproximadamente 15 sementes foram colocadas para germinar em frascos contendo
agar-agua 1%. Os frascos foram incubados em estufa a 30°C e fotoperiodo de 16h

por aproximadamente 2 semanas ou até que as sementes germinarem.

3.4.2 Calogénese

Apé6s duas semanas da germinacdo das sementes, as plantulas com crescimento de
10 a 12 cm tiveram os hipocétilos e as folhas seccionadas em 2 a 3 mm e inoculadas
superficialmente em meio de cultura para a inducdo de calos CIM1. Somente as raizes
foram descartadas. Apés este procedimento, as placas foram vedadas com auxilio de
plastico filme a fim de evitar possiveis contaminac¢des. Os calos foram obtidos apés 1

més na placa contendo CIM1.

3.4.3 Cultura Celular em Suspensao

Calos translucidos com aproximadamente de 1 més, pesando entre 3-5 g, foram
transferidos para 50 mL de meio de cultura liquido LCIM, onde permaneceram por
mais 1 més, tempo necessario para que formassem ceélulas livres em suspenséo. As
células em suspensdo foram utilizadas para transformacdo mediada por A.
tumefaciens (AtpKGCPM, AtpKSPD e AtpKSBG). O processo esta detalhado no
subtopico 3.5.


https://docs.google.com/document/d/1x11VWr_O22jvP-WucroL36Ev0mYGUlznVdLo-KBpNPU/edit#heading=h.lfeitzsy3iez
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3.4.4 Embriogénese Somatica, Organogénese e Regeneracédo de Plantulas

ApOs passar pelo processo de transformacéo, as células foram transferidas do meio
LCIM para o meio CIM2 sélido, acrescido com antibiotico carbenicilina e/ou cefotaxima

(250 mg/L). O procedimento segue detalhado abaixo:
Procedimentos:

Apbs verter o meio CIM 2 nas placas, foram preparados os seguintes materiais no
fluxo: erlenmeyer com culturas em suspenséo; pipetas e ponteiras de 5 ml; bécker
com capacidade de 1L para descarte do meio LCIM; tubo de ensaio com alcool 70%;

caneta para identificacao; plastico filme; pinca autoclavada.

O erlenmeyer contendo as células em suspenséao foi colocado em posi¢cédo diagonal
por 5 minutos, tempo suficiente para as células se sedimentarem no fundo. Com o
auxilio da a pipeta, retramos o maximo possivel do sobrenadante (LCIM). Este
processo deve ser realizado cuidadosamente de modo que n&o ressuspendam as

células depositadas. O meio LCIM deve ser descartado.

Apbs a retirada do LCIM, utilizamos a pin¢a para transferir a células do erlenmeyer
para as placas contendo CIM2. Duas semanas ap0s a transferéncia para CIM2, os
calos foram repicados para o meio CIM3 sélido acrescido com canamicina (50 ug/L),
para selecdo dos transformantes,onde permaneceram por 2 meses. Durante esse

periodo, os calos foram repicados para 0 mesmo meio apés 30 dias.

Os respectivos antibitticos foram adicionados ao meio de cultura ap0s autoclavagem
do mesmo. Além disso, 0 processo de repicagem ocorreu dentro do fluxo laminar a

fim de evitar contaminacdes.

ApoOs 0s 2 meses, os calos foram transferidos para o meio CIM4 so6lido, com auséncia
de horménios e antibibticos, onde permaneceram por 1 més. Apos este periodo, 0s
embrides formados foram transferidos para frascos contendo o meio MBN, para
inducao de caules e folhas. Apds formacéao de folhas, os tecidos mais desenvolvidos
foram repicados para novos frascos contendo o meio de enraizamento IBA/IAA,
acrescido de carvéao ativado. A alternancia de meio MBN versus IBA/IAA duroude 1 a

3 meses quando a regeneracao de plantulas pode ser observada.
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3.5 TRANSFORMACAO VEGETAL

Neste estudo utilizamos diferentes estratégias de transformacao (Figura 7). Para a
transformacao de folhas, utilizamos o método de agroinfiltracdo a vacuo. Para células
em suspensdo agroinfiltramos as células em meio liquido. A transfeccdo de
protoplastos foi realizada por PEG. Os protocolos utilizados estdo detalhados nos

subtopicos seguintes.

Agrabacterinm tumefaciens

Transfeccdo de protoplastos

Agroinfiltracdo

Agroinfiltragdo por vacuo

& 0y,
o g,
G
-Mock -Mock - pKGQ1
- AtpKGCPM - AtpKGCPM - pKGCPM
- AtpKSPD - AtpKSPD - pKSFD
- AtpKSBG - pKSBG

| | |

Transformagao estivel: Transformagéo estivel:

Transformacgéo transiente:

- Checagem da fluorescéncia de GFP
de protoplastos transfectados com
pKGQ1.

- Checagem da clorose provocadapor - Checagem da deposicdo de C'alose
AtpKSPD e analise da taxa fotossintética. utilizando azul de anilina para células
- Extracdo de 4cidos nucleicos para andlise  transformadas com ApKGCPM e

molecular.

AtpKSBG.

Extracdo de &cidos nucleicos para
analise molecular.

Regeneracdo de plantulas.

Checagem da autofluorescéncia de
protoplastos isolados de embrides
transformados com AtpKSPD.

Extracdo de acidos nucleicos para

analise molecular.

Figura 7: Desenho esquematico das diferentes estratégias de transformacéo adotadas neste trabalho.

3.5.1 Transformacgao Transiente

As linhagens bacterianas AtpKSPD e AtpKSBG foram inoculadas em meio LB liquido,

acrescido de canamicina (50ug/ml), e cultivadas a 28°C por 24h. Para o controle
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negativo, a linhagem A. tumefaciens GV3101 sem plasmideo foi cultivada da mesma
forma, porém, com auséncia de canamicina. Posteriormente, as culturas foram
centrifugadas, lavadas com agua destilada estéril e centrifugadas novamente. As
massas celulares foram diluidas em % MS (MS sais 2,16 g / L; sacarose 30 g/L; 2
mg/L de 2,4-D; pH 5,6-5,8) como tampédo de transformacgédo e ajustadas numa a
densidade o6tica (OD600) de 0,5. A viruléncia da A. tumefaciens foi induzida

acrescentando acetosyringone (20uM) ao tampao, com incubacéo a 28°C por 3h.

Para o processo de agroinfiltracdo, as folhas das plantas foram mergulhadas no
tampéao de transformacao contendo as respectivas bactérias. Estes conjuntos foram
alocados, individualmente, num dissecador e submetidos a um vacuo de 500 mmHg
por 2 minutos. Ao todo, foram agroinfiltradas 8 plantas: quatro plantas foram
agroinfiltradas com AtpKSPD; duas plantas foram agroinfiltradas com AtpKSBG; e
duas plantas foram agroinfiltradas A. tumefaciens sem plasmideo (controle negativo).
As plantas agroinfiltradas foram mantidas em casa de vegetacdo em temperatura e

fotoperiodo ambiente por uma semana.

As folhas foram coletadas 48 horas apds a agroinfiltracdo. Também foi coletada folhas
de mamoeiro n&do agroinfiltrados, como segundo controle negativo. De cada folha foi
retirada uma amostra de 100mg, da qual foi realizada a extragcdo do RNA total por
TRIzol® (Thermo).

3.5.2 Transformacgao Estéavel

Células de mamoeiro em suspenséo cultivadas em meio LCIM foram submetidas ao
processo de transformacdo mediado pelas bactérias AtpKGCPM, AtpKSPD e
AtpKSBG, separadamente.

As bactérias AtpKSPD e AtpKSBG foram inoculadas em meio LB liquido, acrescido
de canamicina (50ug/ml), e cultivadas a 28°C por 24h. Para o controle negativo, a
linhagem AtpKGCPM foi cultivada da mesma forma. Posteriormente, as culturas
foram centrifugadas a 3000 g por 3 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet
lavado com &agua destilada estéril. Em uma segunda etapa, as células foram

novamente centrifugadas e o sobrenadante descartado. As massas celulares foram
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diluidas em ¥2 MS (MS 2,165 g / L; sacarose 30 g / L; 2 mg/L de 2,4-D; pH 5,6-5,8)
como tampéo de transformacéo e ajustadas a uma densidade ética (OD 600 nm) de
0,5. A viruléncia da A. tumefaciens foi induzida adicionando acetosyringone (20uM)

ao tampéo, com incubacgao a 28°C por 3h.

Para o processo de agroinfiltracdo, as culturas bacterianas foram diluidas de modo
que concentragdes de indculo de Agrobacterium (OD 600 nm) nas culturas celulares
fosse de 0,005.

3.6 ISOLAMENTO E TRANSFECCAO DE PROTOPLASTOS A PARTIR DE CALO E
EMBRIOES SOMATICOS

3.6.1 Isolamento de protoplastos

Para o processo de isolamento de protoplastos, seguimos o protocolo descrito por
Zang e colaboradores (2011). Foram isolados protoplastos a partir de dois tipos de
tecidos: (I) 3 g de calos de mamoeiro gerados em meio CIM1 (néo transformados); (II)
3 g de embribes somaticos gerados em meio CIM4, oriundos de células em suspensao
transformadas com AtpKGCPM e AtpKSPD.

O isolamento ocorreu por meio da combinacdo da solucdo enzimatica [1,2% pl/v
celulase R-10 (C1184 Sigma-Aldrich), 0,3% p/v macerozyme R-10 (P2401 Sigma-
Aldrich), 0,52 M D-manitol, 20 mM KCI e 20 mM 2-(N-morfolino) etanossulfico (MES)]
preparada antes da digestdo dos tecidos de mamao e, em seguida, aquecido a 55 °
C por 10 min para inativar as proteases e aumentar a solubilidade das enzimas. A
solucéo foi resfriada a temperatura ambiente antes da adicdo de CaCl2 10 mM e 0,5%
de polivinilpirrolidona (PVP) (p/v), entdo a solugdo enzimatica foi esterilizada por filtro

de 0,22 um em tubos falcons.

Com o auxilio de uma pinca estéril, os tecidos | e Il foram esmigalhados diretamente
no falcon contendo 10 mL da solu¢édo enzimatica (um falcon para cada tipo de tecido
= 20 mL de solug&o enzimatica). Os falcons foram lacrados e incubados a 26 ° 13 h

no shaker a (60 rpm) no escuro.
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3.6.2 Purificacéo de protoplastos

Apos a incubacéo, 10 ml de tampao W5 esterilizado por filtro (154 mM NacCl, 125 mM
CaCl2, 5 mM KCI, 2 mM MES e 5 mM D-glicose) foram adicionados ao tubo falcon.
Os tecidos nao digeridos e os protoplastos grosseiros foram separados por meio de
uma peneira de nailon de 70 um. A suspensao de protoplastos foi centrifugada a 800
rpm por 5 min em tubos de 50 ml, e os residuos e a solugcdo enzimética foram
removidos completamente com uma pipeta de Pasteur. Os protoplastos foram lavados
duas vezes com 10 ml de W5 (800 rpm por 5 min). Os protoplastos purificados foram

ressuspensos em 10 ml de W5.

3.6.3 Rendimento dos Protoplastos

Os protoplastos suspensos (10 pl) foram colocados em uma lamina de hemocitémetro.
Apods 5 min, os protoplastos foram contados no hemocitbmetro sob luz branca, os
resultados foram expressos como rendimento de protoplastos g-1 FW e todas as

avaliacoes de rendimento foram repetidas pelo menos 3 vezes.

3.6.4 Transfecgéo de Protoplastos

Para a transfeccao de protoplasto, utilizamos o protocolo descrito por Nanjareddy e
colaboradores (2016), com algumas modificacfes. Os protoplastos isolados de calos
(1) no subtoépico 3.6.1 foram utilizados para transformac¢éo mediada por PEG, no qual
empregamos 0 protocolo com tampdo de transfeccdo polietilenoglicol-manitol
magnésio (PEG-MMG) [40% p/v polietilenoglicol 4’000 (95904 Sigma-Aldrich), 4 mM
MES, 0,4 M D-manitol e 15 mM MgCiIZ2].

Para o processo de transfeccédo, 10 yL de DNA plasmidial (10-20 pg) extraido das
culturas bacterianas AtpKGQI, AtpKSPD e AtpKSBG no subtépico 3.8.1 foram
individualmente adicionados em tubos de microcentrifuga de 2 ml. Nos mesmos tubos
foi adicionado 100 pL de protoplastos (2 x 10% protoplastos) e misturado
delicadamente. Em seguida, foi adicionado 110 pL de solucdo de PEG-MMG e
misturado completamente batendo levemente no tubo. A mistura de transfeccéo foi

incubada em temperatura ambiente por 15 minutos.
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Apés a incubacéo, a mistura de transfecc¢ao foi diluida com 400 pL de solugdo W5 em
temperatura ambiente e misturada bem invertendo o tubo para interromper o processo
de transfeccdo. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 100 g por 2 min em
temperatura ambiente usando uma centrifuga de bancada. O sobrenadante foi
removido, com o auxilio de uma micropipeta, e os protoplastos foram suavemente
ressuspendidos com 1 ml de solucdo WI (4 mM MES, 0,5 M D-manitol e 20 mM KCI),
pH 5,7.

3.6.4.1 Validacao de Mutagao Utilizando Citometria de Fluxo

Os protoplastos isolados a partir de embrides somaticos no subtépico 3.6.1 (lI)
previamente transformados com AtpKGCPM e AtpKSPD foram analisados usando um
Citbmetro de Fluxo CytoFLEX V2-B2-R0O (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA) com 2
lasers ativos, violeta 405nm-80mW e azul 488nm-50mW, e com 4 canais de deteccéo
de fluorescéncia. Os protoplastos foram excitados com o laser violeta e a
autofluorescéncia da clorofila foi detectada utilizando o filtro 660/10nm. Foi adquirido
um total de 20.000 eventos em um fluxo de 10uL/min. Uma aliquota de protoplastos
foi tratado com acetona para a degradacéo da clorofila para ser utilizada como controle

negativo (sem fluorescéncia). A concentracdo das amostras foi de até 108 células/mL.

3.7 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

3.7.1 Viabilidade dos Protoplastos

Os protoplastos suspensos (500 ul) foram misturados com 12 ul de solugcédo estoque
de diacetato de fluoresceina (FDA) (5 mg/ml de acetona). A viabilidade dos
protoplastos foi examinada por ensaio de coloracdo FDA e visualizadas em
microscoépio invertido NIKON® Ti-Eclipse composto de um filtro de excitacdo (365/12
nm - bandpass) e um filtro de emisséo (397 nm - bandpass) ambos ja equipados no
microscopio. As imagens foram fotografadas e analisadas com auxilio do software Nis-
Elements AR 4.20.00. A viabilidade expressa como porcentagem é determinada como
0 numero de protoplastos que apresentaram fluorescéncia verde sob luz ultravioleta
em relagcdo ao numero total de protoplastos isolados observados no mesmo campo

microscoépico sob luz normal.
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3.7.2 Fluorescéncia da GFP

Os protoplastos transfectados com os plasmideos extraidos da cultura bacteriana
AtpKGQI que contém o promotor 35S de super expressao do gene reporter GFP,
foram analisados em microscopio invertido NIKON® Ti-Eclipse composto de um filtro
GFP de excitagao (395 nm - bandpass) e um filtro de emisséo (510 nm - bandpass)
ambos ja equipados no microscopio. As imagens foram fotografadas e analisadas com

auxilio do software Nis-Elements AR 4.20.00.

3.7.3 Fluorescéncia de Calose

Uma semana ap0s serem submetidas ao processo de transformacao mediado pelas
bactérias AtpKGCPM, AtpKSBG no subtépico 3.5, as células de mamoeiro em
suspensao foram analisadas quanto a fluorescéncia da calose utilizando azul de
anilina. Os ensaios com azul de anilina foram realizados conforme descrito por

Herburguer e Holzinger (2016), a saber:

Preparamos 20 mL de NaOH 8N a partir de pellets de hidréxido de s6dio em agua

bidestilada em um bécker de 25 mL.

Preparamos 50 mL de tampé&o de fosfato de Sgrensen (0,1 M, pH = 8,0), composto de
duas solucdes estoque A e B (0,2 M): (A) Adicionou-se fosfato de sédio monobasico
desidratado (NaH 2 PO 4 - 2H 2 O; Merck, numero de catalogo: 1063420250) a 500
mL de agua miliq (B) Adicionou-se fosfato de sédio dibasico di-hidrato (Na 2 HPO 4
.2H 2 O; Merck, numero de catalogo: 1065800500) a 1000 mL de agua miliq. Ambas
as solucdes estoque foram armazenadas a 4 ° C. Para preparar o tampdo Sgrensen
(0,1 M, pH = 8,0), misture 2,7 mL da solucdo estoque (A) com 47,3 mL da solugao
estoque (B) em um tubo falcon 50 mL.

Transferimos as células em suspensao para tubos Eppendorf de 2 mL e lavamos uma
vez com meio de cultura LCIM. Esperamos as células decantarem, descartamos o
meio de cultura e adicionamos 1,5 mL de NaOH 8N em cada tubo. Em seguida,
incubamos os tubos a 60 ° C por 20 min. Passado esse tempo, centrifugamos a 1000
x g para sedimentar a biomassa. O sobrenadante (NaOH 8N) foi descartado e as

células lavadas 3x com agua miliq por 5 minutos.
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Adicionamos azul de anilina a 1% (p / v) ao tampéo de fosfato de Sgrensen recém-
preparado e utilizamos 1,5 mL dessa solugdo para corar as células. Os tubos foram
incubados no shaker a temperatura ambiente por 1 h no escuro sob agitacao de 60

rpm.

As células foram lavadas 3x com tampéo de fosfato de Sgrensen por 5 minutos e
transferidas para laminas microscopicas. A visualizacdo da deposi¢do de calose na
parede celular foi analisada em microscopio invertido NIKON® Ti-Eclipse composto
de um filtro UV de excitacao (390 nm - bandpass) e um filtro de emissédo (460 nm -
bandpass) ambos ja equipados no microscopio. As imagens foram fotografadas e
analisadas com auxilio do software Nis-Elements AR 4.20.00.

3.8 ANALISE MOLECULAR

3.8.1 Extracdo de DNA Plasmidial — “MiniPrep”

Os clones de bacterianos foram inoculados em 5 mL de meio LB contendo o antibi6tico
apropriado, na concentracdo apropriada. O inoculo foi incubado (37 °C) por

aproximadamente 16 horas, com aera¢ao em agitador.

Uma aliqiota de 3 mL foi centrifugada, em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL, a
12000 g por 2 minutos, sendo o sobrenadante descartado. Os passos seguintes de
extracdo do DNA plasmidial foram realizados utilizando o kit ChargeSwitch™-Pro
Plasmid Miniprep Kit (CS30250 Invitrogem™).

3.8.2 Extracao de DNA gendmico

A extracdo foi realizada de calos (100 mg) e de protoplastos previamente
sedimentados por decantacdo (30 min), o sobrenadante foi removido restando 100 ul
de células no tubo. Os tecidos foram colocados em tubos de microcentrifuga de 1,5
ml. O material foi homogeneizado em 50 pL de tampé&o de extracdo de DNA (500 mM
NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 7,5 e 50 mM EDTA pH 7,5), macerados com um pistilo de
plastico, por 15 ~ 20 s. Apés uma homogeneizacao inicial, outros 150 yL de tampéao
de extracdo de DNA foram adicionados e homogeneizados com 0 mesmo

homogeneizador por 15 ~ 20 s.
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Em seguida, 20 yL de SDS a 20% foram adicionados e agitados em vortex por 30 s.
As amostras foram incubadas a 65 ° C durante 10 min para lise celular. Neste ponto,
um volume igual de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25: 24: 1) foi adicionado as
amostras, misturado em vortex por 30 s e, em seguida, centrifugado a 10.000 g por 3
min a 4 ° C. O sobrenadante foi transferido para um tubo novo e adicionado mais uma
vez fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25: 24: 1) e depois com cloroférmio, o
conteudo foi misturado em vortex por 30 s e, em seguida, centrifugado a 10.000 g por
3mina4-°C.

O sobrenadante foi transferido para um tubo novo, e um volume duplo de isopropanol
foi adicionado a cada amostra, misturando bem, e as amostras foram incubadas a -20
° C por 30 min. Apés esse periodo, as amostras foram entdo centrifugadas a 10.000
g por 10 min a 4 ° C. O sedimento foi lavado com etanol 70%, seco e ressuspenso em
agua miliq estéril contendo 20 ug/ml de RNase A livre de DNase. A concentragao e a
pureza foram determinadas a partir da razdo A260/A280 usando um NanoDrop 2000

(Thermo Scientific™).

3.8.3 Extracao de RNA

O RNA total foi extraido de amostras de utilizando o reagente Trizol (Ambion, Foster
City, CA, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Cerca de 100 mg da
amostra foi colocada em tubos de eppendorf (2 mL) e pulverizadas em nitrogénio
liguido. Em seguida foi adicionado 1 mL do reagente Trizol® e agitado vigorosamente
no vortex durante 10 segundos e mantidas por 5 minutos a temperatura ambiente (25
°C). A seguir, foram adicionados 200 uL de cloroférmio e posteriormente
homogeneizado no vortex por 1 min e incubadas em temperatura ambiente por 3
minutos. ApOs esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g a 4°C por
15 minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo (2 mL), e adicionou-se
423 uL de isopropanol. Os tubos foram agitados manualmente por inversdo durante 2

minutos e mantidos em temperatura ambiente por 8 minutos.

Depois, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado obtido foi lavado com 1 mL de etanol a
75% a 4 °C e as amostras foram centrifugadas a 7.500 rpm durante 5 min a 4°C.

Retirou-se o sobrenadante e deixou-se secar o pellet na camara de fluxo laminar. Para
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sua ressuspensao, utilizaram-se 20 pL de agua ultrapura. O RNA isolado foi

quantificado e posteriormente estocado em ultra-freezer a -80 °C.

3.8.3.1 Tratamento com DNAse

No tratamento com DNase, (1 ug) de RNA extraido foi misturado com a DNase (RNase
— Free DNase Promega) de acordo com a recomendacdo do fabricante. Foi
adicionado 1 pL de tampé&o para DNase e 1 uL da enzima e o volume completado para
8 pL com &gua milliq. Em seguida a reacéo foi incubada por 30 minutos a 37°C e
posteriormente adicionado 1 uL de EDTA 20 mM e novamente incubada por 10

minutos a 75°C.

3.8.3.2 Sintese de cDNA

Ao RNA tratado com DNase, foi adicionado 0,5 pg do primer hexamero randémico e
incubados por 3 minutos a 96°C. Em seguida foi adicionado 4 pl do tampéao de enzima
M-MLV, e 1,25 yL de dNTP 25 mM, e 1 ul da enzima M-MLV transcriptase reversa
(200 U/ul) (Promega) em um volume final de 25 ul. Posteriormente, a amostra foi
incubada a 37 °C por 60 min para a sintese do cDNA e 70 °C por 10 min para a

desativacao da enzima.

3.8.4 Amplificagdo de Fragmentos de DNA por PCR Convencional

Para amplificar a regido gendmica visada pelo sgRNA, dois pares de primers
especificos para cada gene alvo foram sintetizados. A enzima de restricdo e a
informacédo da sequéncia do iniciador sdo apresentadas na tabela 5. As condi¢cBes de
PCR séao 94 ° C por 3 min, 35 ciclos de 94 ° C por 45 s, anelamento 53° por 30 s,
polimerizacdo a 72 ° C por 30 s, seguido por 72 ° C durante 3 min. O produto de PCR
foi digerido pela enzima de restricdo apropriada e os produtos submetidos a

eletroforese.
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Tabela 5: Sequéncia dos iniciadores utilizados para amplificacédo por PCR.

Nome do Objetivo Tamanho Sitio de
iniciador Sequéncia do iniciador do restricdo
amplicon
I T T T T ]
Phydes Fw 5-ATTGATCTTAACAGCTCGTGCTT-3'  Clonagem Fitoeno desaturase 423 pb
BssSal

Phydes Rv 5-AAACAAGCACGAGCTGTTAAGAT-
3

|
Glucan Fw 5-GGATGCGATTCATGACTCTG-3’ Clonagem B-1,3-glucanase 423 pb

BspH1
| | 1
Glucan Rv 5-AAACCAGAGTCATGAATCGCATC-
3
| ] | | | 1
Primer 181 Fw 5-ATGACTTTATGCGGGAGTGT-3’ Diagnéstico Fitoeno desaturase
680 pb BssSad
| ] 1
Primer 500 Rv 5-GACGTAATGATTGAGTTAGAA-3
| ] | | | 1
Primer 941 Fw 5-CTGCTCAGATAGGTGTTTGC-3 Diagnéstico -1,3-glucanase
941 pb BspH1

]
Primer 941 Rv 5-TCAGTTGAAACTGACTGGAT-3’

3.8.5 Analise dos Fragmentos de PCR por Eletroforese em Gel de Agarose

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,0 % (p/v),
em solucdo tampdo TAE 1X (estoque 10x: 48,4 g Trizma Base, 11,42 mL &cido
aceético, 3,72 g EDTA) e corado com 50 pL de brometo de etidio a uma concentracédo
de 1 mg/mL, durante 90 minutos em uma voltagem de 80 mV. O peso molecular foi
calculado por comparacdo com o marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder
(Invitrogen). Foram aplicadas 10 pL de cada amostra em cada poco e 2 L do tampéao
Blue/Orange (Promega).

As imagens dos géis foram digitalizadas e fotografadas no sistema ultravioleta digital

de captura de imagens L-PIX (Loccus Biotecnologia® Molecular Imaging).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONFIRMACAO DA CONSTRUCAO DOS VETORES pKSPD E pKSBG

A construcao dos vetores foi confirmada por meio da extracdo de DNA plasmidial e

PCR utilizando os primers de clonagem (Figura 8).

A B

pb M ¥ B pb M L)

15000 !
15000
-

Figura 8: Confirmagéo da construcdo dos vetores de transformacdo. M) Marcador Ladder Plus 1Kb
Thermo, A) plasmideo pKSPD e B) plasmideo pKSBG.1 e 2 sdo o plasmideo original pKSE401 e 0
plasmideo clonado pKSPD (A) ou pKSBG (B), respectivamente.

Este resultado confirma a insercdo dos respectivos gRNAs no vetor pKSE401. O DNA
plasmidial (pKSPD e pKSBG) foi extraido da bactéria E. coli foi e inserido em por
eletroporacdo em A. tumefaciens, as bactérias transformadas passaram a ser
chamadas de AtpKSPD e AtpKSBG.

4.2 MAMOEIROS AGROINFILTRADOS COM AtpKSPD

As folhas das 4 mudas de mamoeiro que foram submetidas ao processo de
agroinfiltracdo por AtpKSPD apresentaram despigmentacdo verder (clorose),
sugerindo que o constructo foi expresso de forma transiente levando a inativacéo do
gene PDS. Os sinais de clorose foram observados 24 h apds o processo de

agroinfiltracdo. Plantas que foram agroinfiltradas com AtpKSBG e com a linhagem A.
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tumefaciens GV3101 sem plasmideo, ndo tiveram alteragfes visuais em suas folhas
(Figura 9).

As plantas agroinfiltradas foram acompanhadas por 7 dias. A partir do 5° dia as folhas
das plantas agroinfiltradas com AtpKSPD comecaram a apresentar sinais de necrose
local. No 7° dia 0s pontos necrosados mais que dobrou de tamanho. Indicando danos

no aparato fotossintético (Figura 9).
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Figura 9: Folhas de mamoeiro agroinfiltradas com AtpKSPD apresentando sinais de clorose. A) Folhas agroinfiltradas com AtpKSPD apresentando clorose
(despigmentacé@o e amarelecimento foliar) (*). B) Na esquerda, folha agroinfiltrada com AtpKSBG e na direita folha agroinfiltrada com A. tumefaciens sem
plasmideo, sem sinais de clorose (**). C) Folhas agroinfiltradas com AtpKSPD (*) e folhas agroinfiltradas com A. tumefaciens sem plasmideo (**). D, E e F)
folhas agroinfiltradas com AtpKSPD com 1, 5 e 7 dias ap6és agroinfiltracdo, respectivamente (a ponta da seta vermelha indica necrose dos tecidos).
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O PCR realizado a partir do cDNA sintetizado do RNA total de folhas agroinfiltradas
revelou a expresséo do U626p/gRNA/U626t (423 pb) do constructo pKSPD e pKSBG.
Vale ressaltar que foi utilizado como controle positivo o DNA do vetor pKSE401, onde
o fragmento amplificado foi de 1500 pb, correspondente ao gene da espectinomicina.
No entanto, quando é realizada a reacdo de clonagem Golden Gate Assembly, o gene

da espectinomicina é substituido pelos oligonucleotideos referentes ao gRNA

customizado.

pb M 1 2 3 4 5 6 7 8 pb
1500
1500

400
400

Figura 10: Gel de agarose ap0s eletroforese, onde, tanto em A) quanto em B): M) Ladder Plus 1Kb
Thermo; 1) folhas n&o agroinfiltradas (controle negativo); 2) Fragmento de aproximadamente 1500 pb
referente ao gene espectinomicina do vetor pKSE401 que serviu como controle positivo. Em 3 eem 4
nédo houve amplificacéo do cDNA das folhas agroinfiltradas com A. tumefaciens sem o vetor (controles
negativos). Em A (5, 6, 7 e 8) sédo fragmentos de PCR que correspondem a aproximadamente 423 pb,
referente a expresséo da regido U6-26p / gRNA / U6-26t de folhas agroinfiltradas com AtpKSPD. Em B
(5 e 6) sdo fragmentos de PCR que correspondem a aproximadamente 423 pb, referente a expresséo
da regido U6-26p / gRNA / U6-26t de folhas agroinfiltradas com AtpKSBG

4.3 RENDIMENTO E VIABILIDADE DE PROTOPLASTOS

O rendimento de protoplastos isolados de calos foi de 2x108/mL e a viabilidade foi de
95% conforme contagem dos protoplastos que emitem fluorescéncia pelo FDA (Figura
11), deste modo os mesmos seguiram para 0 processo de transfeccdo (resultado

apresentado nos subtopicos 4.3 e 4.4).
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Figura 11: Isolamento e ensaio de viabilidade de protoplastos. A) isolamento de protoplastos a partir de
calos (meio CIM1). B) Na esquerda, protoplastos em luz branca, na direita fluorescéncia do FDA em
protoplastos viaveis. Escala 50 ym.

4.4 ANALISES UTILIZANDO MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA REVELAM A
EXPRESSAO DE GFP EM PROTOPLASTOS TRANSFECTADOS COM pKGQ1

Apbs o processo de transfeccao mediado por PEG, os protoplastos que receberam o

plasmideo pKGQ1 emitiram fluorescéncia verde (Figura 12).
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Figura 12: Fluorescéncia de GFP. Na esquerda os protoplastos na luz branca, na direita emissao de
fluorescéncia de GFP em protoplastos transfectados com pKGQ1. Escala 50 pym.

4.5 PROTOPLASTOS TRANSFECTADOS COM pKSPD E pKSBG EXPRESSAM O
CASSETE gRNA E CAS9

A expressdo de GFP em protoplastos transfectados com o plasmideo pKGQ1 serviu
como reporter de que o processo de transfeccdo funcionou. Desde modo, protoplasto
isolados de calos também foram transfectados com os plasmideos pKGCPM, pKSPD
e pkSBG. O DNA dos protoplastos foi extraido e a regido U626p/gRNA/U626t (423
pb) amplificada por PCR (Figura 13). Como esperado, a banda correspondente ao

constructo apareceu somente em protoplastos transfectados com pKSPD e pkSBG.

pb M 1t 2 3 4

400 |

Figura 13: Expresséo do cassete gRNA + Cas9 em protoplastos. M) Marcador Ladder Plus 1Kb Thermo.
1 e 2) Protoplastos transfectados com pKGQ1 e pKGCPM, respectivamente (controles negativos). 3)
Fragmentos de PCR que corresponde a aproximadamente 423 pb, referente a expresséo da regido U6-
26p / gRNA / U6-26t de protoplastos transfectados com pKSPD. 4) Fragmentos de PCR que
corresponde a aproximadamente 423 pb, referente a expresséo da regido U6-26p / gRNA / U6-26t de
protoplastos transfectados com pKSBG.
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4.6 CELULAS EM SUSPENSAO TRANSFORMADAS COM AtpKSPD E AtpKSBG
EXPRESSAM O CASSETE gRNA E CAS9

Apés submetidas ao processo de transformacdo mediado por A. tumefaciens
(AtpKGCPM, AtpKSPD e AtpKSBG), as células transformadas foram selecionadas por
resisténcia ao antibiotico canamicina. O DNA das células foi extraido e a regido
U626p/gRNA/UG26t (423 pb) amplificada por PCR. O amplicon gerado foi submetido
a digestao pelas enzimas BssSoc1 e BspH1 para células transformadas com AtpKSPD

e AtpKSBG, respectivamente (Figura 14).

pbo M 1. 2 3 4. 5

400

Figura 14: Expressao do cassete gRNA + Cas9 em células somaticas. M) Marcador Ladder Plus 1Kb
Thermo. 1) Controle positivo do PCR (DNA de protoplasto). 2) Fragmentos de PCR que corresponde a
aproximadamente 423 pb, referente a expressao da regido U6-26p / gRNA / U6-26t de células
transformadas com AtpKSPD. 3) Digestdo com BssS«d do amplicon apresentado em 2. 4) Fragmentos
de PCR que corresponde a aproximadamente 423 pb, referente a expressao da regido U6-26p / gRNA
/ UB-26t de células transformadas com AtpKSBG. 5) Digestdo com BspH1 do amplicon apresentado
em 4.

A fim de analisar a mutagao nos sitios alvos dos genes da fitoeno desaturase e da B-
1,3-glucanase, foi realizado o PCR utilizando primers especificos para diagndstico
(consultar tabela 5). O fragmento gerado foi digerido com as enzimas BssSoal e
BspH1, respectivamente (Figura 15). Uma parte do DNA néo foi digerido, esse
resultado indica que ocorreu mutacado no sitio alvo de ambos os genes. Vale ressaltar
que no processo de transformacdo muitas células ndo foram transformadas, isso

justifica a intensidade mais forte dos fragmentos digeridos (Figura 15).
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Figura 15: Mutacdo em células somaticas. M) Marcador Ladder Plus 1Kb Thermo. 1) Fragmentos de
PCR que corresponde a 941 pb do gene da B-1,3-glucanase de células transformadas com AtpKBG.
2) Digestado com BssSo«cl do amplicon apresentado em 1 (seta preta indica fragmento de 941 pb néo
digerido com a enzima devido a mutacéo). 3) Fragmentos de PCR que corresponde a 680 pb do gene
da fitoeno desaturase de células transformadas com AtpKPD. 4) Digestdo com BspH1 do amplicon
apresentado em 3 (seta preta indica fragmento de 680 pb n&o digerido com a enzima devido a
mutacao).

O fragmento n&o digerido foi purificado e utilizado como template para um novo PCR.
O amplicon gerado foi nhovamente submetido ao processo de digestdo enzimatica.
Desta vez, as bandas néo digeridas apresentaram a intensidade mais forte, indicando

que houve mutacgédo génica (Figura 16).

pb M 1 2 3 4

941
680

Figura 16: Mutacdo em células somaticas. M) Marcador Ladder Plus 1Kb Thermo. 1) Fragmentos de
PCR que corresponde a 941 pb do gene da -1,3-glucanase de células transformadas com AtpKBG.
2) Digestdo com BssS«ldo amplicon apresentado em 1 (seta preta indica fragmento nédo digerido com
a enzima devido a mutacao). 3) Fragmentos de PCR que corresponde a 680 pb do gene da fitoeno
desaturase de células transformadas com AtpKPD 4) Digestao com BspH1 do amplicon apresentado
em 3 (seta preta indica fragmento ndo digerido com a enzima devido a mutacgao).
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O fragmento nao digerido do gene B-1,3-glucanas foram inseridos no plasmideo
PGEM®-T (Promega, Madison, EUA) e posteriormente transformados em Escherichia
coli Dh5a. Apos 24h de crescimento do inoculo os plasmideos foram extraidos
utilizando o kit PureLink™ Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen, Carlsbad, EUA) e
digeridos com enzima de restricdo EcoRI (Promega, Madison, EUA) conforme a bula.
Os fragmentos de interesse foram separados do plasmideo por eletroforese em gel
de agarose. Em seguida as bandas foram excisadas, purificadas utilizando o kit
QIAquick PCR Purification (Qiagem, Hilden, Alemanha) e armazenadas -80° C para

analises posteriores (perspectivas futuras).

4.7 ANALISES DE CITOMETRIA DE FLUXO INDICAM SILENCIAMENTO DO GENE
PDS DE PROTOPLASTOS ISOLADOS DE CELULAS DESDIFERENCIADAS
TRANSFORMADAS COM AtpKSPD

A andlise de autofluorescéncia da clorofila dos protoplastos isolados de embrides
transformados com AtpKSPD foi inferior se comparado ao controle (Figura 17). Tais
resultados sugerem gue a biossintese de carotendides foi interrompida, a regeneracao
dessas culturas tende a formar embrides e plantas albinas. Resultado apresentado no
Subtépico 4.8.
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Figura 17: Confirmacao da interrup¢do na biossintese de clorofila utilizando citometria de fluxo. O Controle SC, séo protoplastos tratados com acetona para

remocao da clorofila. A) O pKGCPM séo protoplastos isolados de embrides transformados com AtpKGCPM. B) O pKSPD sao protoplastos isolados de embriées
transformados com AtpKSPD. O deslocamento do pico verde para a direita ou esquerda significa maior ou menor autofluorescéncia da clorofila.
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4.8 ANALISES DE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA REVELAM AUMENTO NA
DEPOSICAO DE CALOSE EM CELULAS DIFERENCIADAS TRANSFORMADAS
COM O PLASMIDEO AtpKSBG.

As células transformadas com AtpKSBG apresentaram maior deposicao de calose na
parede celular se comparada ao controle AtPKGCPM, evidenciando uma coloracao
azul intensa. A deposicao de calose pode ser observada de duas formas: como
granulos isolados na parede celular; ou nas extremidades da célula, principalmente

guando a mesma esta em processo de divisao.

ApKGCPM

50pm | 50pm 50pm

Figura 18: Ensaio com azul de anilina em células transformadas com AtpKSBG (A-F) e AtpKGCPM (G-
L) para verificar a deposicéo de calose sob luz UV. De A-C e G-I sdo aglomerados celulares. De D-F e
J-L sao células livres. A, D, G e J fotos luz branca. Barra 50 pm.
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O resultado observado indica que houve a mutagdo do gene da 3-1,3-glucanase, o
gue ocasionou maior aumento na deposicao de calose. Vale ressaltar que a producao
de calose e B-1,3-glucanase é potencializada quando a célula estd sob ataque de
patogenos fungicos, virais ou bacterianos. Isso leva a crer que a diferenca significativa
nos padrBes de fluorescéncia do controle para o tratamento seja por conta também
do estresse causado pela A. tumefaciens. Como no controle o gene continua
produzindo B-1,3-glucanase estas acabam degradando a calose resultando numa

menor intensidade de coloragao azul (Figura 18).

4.9 CULTURAS CELULARES TRANSFORMADAS POR CRISPR/Cas9 SAO
CAPAZES DE SE REGENERAR EM PLANTAS

ApoOs o processo de transformacdo por A. tumefaciens é necessario lavagens e
repicagens das células com meios de cultura contendo antibidticos, este € um
processo crucial e delicado na cultura de tecidos, pois as bactérias podem multiplicar
demais de modo que as células vegetais ndo se recuperem, ou pode haver
contaminagao por fungos, inviabilizando a cultura. Testamos diversos protocolos,
estabelecidos previamente, até conseguir um padrdo de regeneracdo de células

transformadas.

As células transformadas selecionadas por resisténcia ao antibiético canamicina,
foram repicadas para meios de cultura especificos, de modo que formassem
embrides, caule, folhas e raizes, conforme descrito na metodologia e resultados
apresentados. O processo nao ¢ linear, pois isso, os tecidos mais desenvolvidos foram
repicados para novo meio. A adicdo de carvdo ativado no final do processo de
regeneracao foi fundamental para a adsorcéo do 2,4-D, pois este induz a formacao de

calos, o que é desfavoravel nesta etapa.
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Figura 19: Estagios de desenvolvimento de cultura de tecidos de mamoeiro. A) Germinacao e desenvolvimento de plantulas em meio agar-agua. B) hipocotilos
e folhas excisados de plantulas em meio CIM1. C) Calogénese em meio CIM1. D) Cultura de células em suspensdo em meio LCIM. E) Selecao de células
transformadas em meio CIM3. F) Meio de maturacédo CIM4. G e H) Meio de regeneracao de brotos. |) Regeneracédo de plantula a partir de células transformadas
com AtpKSBG. J) Embrides e folhas albinas (setas vermelhas) regenerados a partir de células transformadas com AtpKSPD.
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O processo de aclimatacdo e uma possivel transferéncia das plantulas para a casa de
vegetacao nao foi possivel por conta das dificuldades impostas em se trabalhar com
cultura de tecidos de mamoeiro apos transformacédo, principalmente com relacao a
geracdo de embrides e tecidos diferenciados. A partir do momento em que plantas
transformadas com AtpKSBG forem inteiramente regeneradas, sera possivel a
realizacdo de ensaios que testem a resisténcia das mesmas a estresses causados

por fungos, bactérias e virus.

Os resultados apresentados validam a eficacia da edi¢cdo génica por CRISPR/Cas9
para o melhoramento vegetal. A transformacdo estavel para avaliar as construcdes
CRISPR/Cas9 demandam muito tempo e dinheiro. Diante disso, a transformacao
transiente tem se tornado a melhor estratégia para avaliar de maneira rapida a
eficiéncia do sistema CRISPR (LIN et al., 2017).

Em nosso trabalho, ap6s confirmar a constru¢cdo do vetor CRISPR/Cas9 pkSPD e
transformar A. tumefaciens (AtpKSPD) agroinfiltramos folhas de mamoeiro, como
resultado, as folhas apresentaram despigmentacdo (clorose) seguida de necrose
indicando o silenciamento do gene da fitoeno desaturase. A partir desse resultado,
buscamos realizar a transformacao estavel de mamoeiro, para isso, transformamos
células em suspensdo com modificacdo de métodos anteriores (CARLOS-HILARIO;
CHISTOPHER, 2015). As células transformadas foram regeneradas em embrifes
albinos. Isolamos os protoplastos desses embrifes e atestamos através da citometria
de fluxo que a biossintese de clorofila foi interrompida. Nossos resultados para o
silenciamento da fitoeno desaturase corroboram com os de Wolabu e colaboradores
(2020) que também utilizaram o sistema CRISPR/Ca9 para o silenciamento do gene
PDS de Arabidopsis e Medicago truncatula. Vale ressaltar que assim como em nosso
trabalho, a transformacao utilizada por eles foi mediada por A. tumefaciens. Li e
colaboradores (2018) também utilizaram o sistema CRISPR/Cas9 e obtiveram
sucesso no silenciamento do gene PDS de protoplastos isolados de diversas culturas,
incluindo paingo (Setaria italica), milho (Zea mays), arroz (Oryza sativa), brécolis

(Brassica oleracea), colza (B. napus), bambu (Bambusa oldhamii) e Arabidopsis.

Os nossos resultados de silenciamento do gene da fitoeno desaturase serviu como

repérter de que o sistema CRISPR/Cas9 € aplicavel e funcional em mamoeiro.
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Partindo deste principio, construimos o vetor CRISPR/Cas9 pKSBG que tem como
alvo o gene da B-1,3-glucanase. Esse gene foi escolhido como alvo devido & agéo da
B-1,3-glucanase sobre a calose. Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo,
mostram que o mamoeiro, quando diagnosticado com o complexo PMeV na pré-
floragdo, possui regulacdo positiva de genes que codificam para sintese de calose e
proteinas de defesa e ndo apresentam sintomas visiveis da doenca. No entanto, na
pés-floracdo, quando as plantas de mamoeiro estdo sintomaticas para a meleira,
genes envolvidos na estruturacdo da parede celular como as glucanases também
foram regulados positivamente (MADRONERO et al. 2018). Em contrapartida, a
andlise das plantas sintométicas revelou uma elevada presenca de miRNAs que, de
acordo com a literatura, estdo relacionados a repressao pés-transcricional de genes
que codifica para proteinas de defesa PR, nas quais incluem as -1,3-glucanases
(ABREU et al., 2014). Essa analise nos levou a presumir que a repressado destes
transcritos € um mecanismo de defesa para reprimir a sintese de [3-1,3-glucanases,
consequentemente uma maior deposicdo de calose nos plasmodesmos,

caracterizando uma tentativa da planta dificultar a translocacéo viral por estes canais.

Apos a confirmacdo da construcdo do vetor CRISPR/Cas9 pKSBG, transfectamos
protoplastos isolados de calos de mamoeiro. No grupo controle, a transfeccéo foi
realizada com o vetor pKGQ1 que expressa a proteina GFP, usada como reporter
para o processo de transfec¢do. Obtivemos protoplastos expressando a proteina. Este
resultado nos levou a crer que os protoplastos transfectados com pKSBG também
tiveram o constructo CRISPR/Cas9 pKSBG expresso. A extracdo de acidos nucleicos,
o resultado do PCR e digestdo enzimatica confirmaram nossa suposi¢cao de que o
constructo € funcional. A partir de entdo, agroinfiltramos AtpKSBG em células de
mamoeiro em suspensao, partindo do pressuposto que as ceélulas transformadas
apresentariam uma maior deposi¢cdo de calose na parede. Esse resultado pbéde ser
observado uma semana apds o processo de transformacéo através da coloracéo da
calose com azul de anilina (HERBURGER; HOLZINGER, 2016). As células tratadas

emitiram fluorescéncia superior as células controle.

As células transformadas com as bactérias AtpKGCPM, AtpKSPD e AtpKSBG foram

selecionadas por resisténcia a canamicina e seguiram para 0 processo de
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regeneracdo de acordo com o protocolo Carlos-Hilario e Chistopher (2015) com
algumas modificacBes. Vale ressaltar que células submetidas ao processo de
transformacdo passam por varios gargalos até a regeneracdo. Dentre os fatores
limitantes estdo a propria agrobacterium que pode multiplicar demais e danificar a
cultura, os antibiéticos que dificultam a divisdo e crescimento celular, as
caracteristicas das células/calos em ser responsivos ou ndo aos meios de cultura e
0s riscos de contaminacao inerentes ao processo. Apesar de todos esses entraves,

conseguimos regenerar tecidos foliares, caulinares e raizes de células transformadas.

Salientamos que o silenciamento de GLU I (classe | de B-1,3-glucanases) em mutante
de tabaco transgénico gerado por transformacao antisenso, Havana 425, resultou em
reducdo dos sintomas da doenca causadas pelo virus do mosaico do tabaco (TMV)
(BEFFA et al., 1996). Para além disso, 0 mesmo mutante apresentou aumento na
deposicao de calose e reducao do SEL de modo que o trafego via PD fosse retardado
dificultando a disseminag&o de outros virus e moléculas virais, a saber; o potexvirus
(virus da batata recombinante X expressando GFP) e a proteina de movimento do
cucumovirus (virus do mosaico do pepino - CMV) (IGLESISAS; MEIS, 2001). De
acordo com Bucher e colaboradores (2001), quando a GLU | é expressa localmente,
as plantas de tabaco tornaram-se mais susceptiveis a infeccéo pelo TMV. Além disso,
0s autores observaram aumento dos sintomas. Segundo eles, a expresséo local de
GLU | favoreceu o movimento do virus de célula para célula, levando a ocorréncia de
efeitos indiretos na resposta de hipersensibilidade ou por uma combinacdo de ambos

0S mecanismos.

Acreditamos que a expressdo do gene da B-1,3-glucanases em mamoeiros esteja
favorecendo o movimento viral via plasmodesmo. A elucidagdo do mecanismo de
infeccdo e disseminacdo do complexo PMeV sera crucial para tragarmos as novas
estratégias de resisténcia a infeccao, se provado que os PDs auxiliam no processo,
este trabalho ser4 de enorme relevancia para novas estratégias de resisténcia a
doenca, uma vez que confirmamos que, o silenciado do gene da 3-1,3-glucanase por
CRISPR/Cas9 resultou no aumento de calose nas células em suspensdo de
mamoeiro. Por isso, presumimos que em plantas regeneradas a partir das células

transformadas havera diminuicdo do SEL e menor susceptibilidade do mamoeiro a
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infec¢Bes virais, abrindo uma janela para a resisténcia as doencas mosaico e da
meleira. Os resultados descritos neste trabalho sdo promissores e esperamos que
possam subsidiar projetos futuros, especialmente a regeneracdo de plantas
transformadas e a testagem das mesmas a susceptibilidade ao complexo PMeV.
Propomos que novos genes alvos relacionados a estruturacdo da parede celular
sejam testados com CRISPR/Cas9 visando o silenciamento ou superexpressao
génicas, inclusive de genes de resposta de resisténcia adquirida sistémica (SAR)
envolvendo moléculas de sinalizacdo acido jasménico, acido salicilico e etileno
(MADRONERO et al., 2018), além de outras endo-B-glucanases. Salientamos que a
epidemiologia do complexo PMeV em mamoeiros tém sido estudada, acreditamos que
esses resultados serdo fundamentais para tracar novas estratégias para
desenvolvimentos de plantas cisgénicas com resisténcia a doenca da meleira
baseadas em CRISPR.

5 CONCLUSOES

O uso da tecnologia CRISPR/Cas9 foi aplicada com sucesso em folhas, células e
protoplastos de mamoeiro, resultado evidenciado pela expressdo do constructo
CRISPR/Cas9 e RNAs guia; mutacdo do gene da fitoeno desaturase quando
utilizamos o vetor pKSPD, bem como maior deposicéo de calose na parede celular de
células em suspensao quando utilizamos o vetor pKSBG. Os resultados apresentados
com relagéo ao silenciamento do gene da 3-1,3-glucanase sdo promissores para o
melhoramento genético do mamoeiro. Faz-se necessario a regeneracdo de maior
namero de plantulas transformadas contendo raizes e brotos, aclimatacdo e
estabelecimento das mesmas no solo e as condi¢cdes de casa de vegetacdo. Os
fendtipos regenerados devem ser desafiados com o complexo do papaya meleira virus
para analise do desenvolvimento dos sintomas de meleira. Ressaltamos que até o
dado momento nédo existe um protocolo estabelecido para edicdo de C. papaya pela
tecnologia CRISPR, deste modo, nosso trabalho é pioneiro na aplicacéo da técnica.
Ressaltamos também o pioneirismo no silenciamento génico da 3-1,3-glucanase e da
fitoeno desaturase em mamoeiro, sendo o segundo um promissor marcador visual de

funcionamento da técnica para C. papaya.
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