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RESUMO

A ocorréncia da ferrugem, doenga causada pelo fungo Hemileia vastatrix, em cafeeiro (Coffea
arabica) ¢ uma das maiores preocupagoes dos produtores dessa cultura, pois € capaz de reduzir
a produtividade em niveis que causam grandes prejuizos econdmicos. Tradicionalmente, o
controle da doenga ¢ feito com fungicidas e cultivares tolerantes, mas a adaptagdo do patdégeno
limita a eficacia dessas estratégias. Nesse contexto, a tecnologia CRISPR/Cas9 surge como uma
alternativa para o desenvolvimento de variedades com resisténcia duravel. Este identificou genes
de suscetibilidade em C. arabica e desenvolveu gRNAs especificos para edicdo gé€nica via
CRISPR. Foram selecionados trés genes candidatos (MLO-like, DMR6-like e nsLTP-like) com
base em sua descricdo funcional em espécies como Arabidopsis thaliana, Solanum
lycopersicum, Nicotiana tabacum ¢ Capsicum annuum. A analise comparativa das sequéncias
nucleotidicas e proteicas foi realizada utilizando a ferramenta EMBOSS Water e os resultados
foram visualizados no software Jalview. Os genes MLO-like ¢ DMR6-like apresentaram
identidade nucleotidica moderada (39,8% a 44,4%) entre as espécies comparadas, enquanto o
gene nsLTP-like mostrou maior conservagdo, especialmente com A. thaliana, com 66,7% de
identidade proteica. Para o desenho dos gRNAs, utilizou-se a plataforma CRISPOR, focando no
genoma de referéncia do Coffea arabica e parametros como conteutdo GC (40-60%) e
especificidade (MIT Score > 80). Foram gerados 14 gRNAs, sendo seis para MLO-like, cinco
para DMR6-like e trés para nsLTP-like. Os gRNAs para DMR6-like destacaram-se pelos altos
scores de especificidade (95-99), indicando baixo risco de efeitos off-target. Em contraste, os
gRNAs para o gene nsLTP-like apresentaram scores de especificidade mais baixos (82-89),
sugerindo uma menor eficiéncia potencial de clivagem e um risco ligeiramente maior de edigdes
indesejadas. O desenho de gRNAs para edi¢ao de genes de suscetibilidade em C. arabica por
CRISPR representa uma abordagem ainda ndo explorada na literatura. A sele¢do de sequéncias-
alvo que prioriza regides com provavel fun¢do relevante se mostra como uma estratégia
potencialmente eficiente para a reducao de vulnerabilidade de plantas a patdégenos especificos.
Os resultados demonstram a viabilidade da abordagem computacional para identificar genes de
suscetibilidade e desenhar gRNAs especificos em C. arabica, apesar da complexidade do
genoma tetrapldide da espécie. A validagdo experimental dos gRNAs propostos neste trabalho
deve ser realizada em estudos futuros de edicdo dos genes-alvo, assim a funcionalidade das
proteinas no contexto da suscetibilidade ao patégeno pode ser determinada, podendo contribuir

para o desenvolvimento de variedades resistentes.

Palavras-chave: bioinformatica, cafeeiro; patogenos, melhoramento;, gRNAs.



ABSTRACT

The occurrence of coffee leaf rust, a disease caused by the fungus Hemileia vastatrix, in coffee
plants (Coffea arabica) is one of the main concerns for producers of this crop, as it can reduce
productivity to levels that cause major economic losses. Traditionally, the disease is controlled
with fungicides and tolerant cultivars, but the pathogen's adaptability limits the effectiveness of
these strategies. In this context, CRISPR/Cas9 technology emerges as an alternative for
developing varieties with durable resistance. This study identified susceptibility genes in C.
arabica and developed specific gRNAs for gene editing using CRISPR. Three candidate genes
(MLO-like, DMR6-like, and nsLTP-like) were selected based on their functional descriptions in
species such as Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum, Nicotiana tabacum, and Capsicum
annuum. Comparative analysis of nucleotide and protein sequences was performed using the
EMBOSS Water tool, and results were visualized with Jalview software. The MLO-like and
DMR6-like genes showed moderate nucleotide identity (39.8% to 44.4%) among the species
compared, while the nsLTP-like gene showed greater conservation, especially with 4. thaliana,
with 66.7% protein identity. The CRISPOR platform was used to design gRNAs, focusing on the
reference genome of Coffea arabica and parameters such as GC content (40—-60%) and specificity
(MIT Score > 80). A total of 14 gRNAs were generated—six for MLO-like, five for DMRG6-like,
and three for nsLTP-like. The gRNAs for DMR6-like stood out for their high specificity scores
(95-99), while those for the nsLTP-like gene showed lower scores (82—89), indicating lower
potential efficiency. The design of gRNAs for editing susceptibility genes in C. arabica via
CRISPR represents an approach not yet explored in the literature. The selection of target
sequences that prioritize regions with likely relevant function appears to be a potentially effective
strategy for reducing plant vulnerability to specific pathogens. The results demonstrate the
feasibility of a computational approach to identify susceptibility genes and design specific
gRNAs in C. arabica, despite the complexity of the species’ tetraploid genome. Experimental
validation of the gRNAs proposed in this study should be carried out in future gene editing
studies, so that protein functionality in the context of susceptibility to the pathogen can be

determined, potentially contributing to the development of resistant varieties.

Keywords: bioinformatics; coffee tree; pathogen,; improvement, gRNASs.
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1. INTRODUCAO

O cultivo de café ¢ uma das atividades agricolas mais importantes no contexto
econdmico mundial e nacional, com o café¢ ardbica sendo a espécie mais valorizada devido a
qualidade da bebida (Souza et al., 2004). No entanto, a produgdo de café¢ enfrenta desafios
relacionados a doengas como a ferrugem-do-cafeeiro, causada pelo fungo Hemileia vastatrix.
Essa doenca ¢ responsavel por perdas entre 35% e 40% na produ¢do da cultura (Vieira Janior
et al, 2008). O controle tradicional da ferrugem tem sido realizado por meio de fungicidas e do
desenvolvimento de cultivares resistentes obtidos por meio do melhoramento genético
convencional. Contudo, essas estratégias podem ser limitadas pela facil adaptagdo do patégeno
(Talhinhas et al., 2017). Dessa forma, a tecnologia CRISPR/Cas9 ¢ uma alternativa com

potencial para desenvolvimento de variedades de café com resisténcia duravel a doengas.

Apesar dos avancos no sequenciamento do genoma do caf¢ arabica, o entendimento dos
genes de suscetibilidade, conhecidos como S genes, ainda carece de aprofundamento. Segundo
Cui et al. (2020), os S genes sdao genes do hospedeiro, que quando inativados, podem conferir
resisténcia a doencas, pois nessa condicdo podem impedir a interacdo bem-sucedida entre o
patogeno e a planta. No entanto, no café arabica, a identificagcdo e caracterizacdo desses genes
ainda ndo sdo vastamente estudadas, o que representa uma oportunidade para pesquisas que

possam explorar essa area e contribuir para o melhoramento genético da cultura.

Além disso, a aplicag¢do da tecnologia CRISPR/Cas9 no café arabica enfrenta o desafio
da auséncia do seu genoma em ferramentas de design de RNAs guias como CRISPR-P e
CHOPCHOP. Isso dificulta a criacdo de gRNAs eficientes e especificos, essenciais para fins de
edicao genética na espécie. Logo, o desenho de gRNAs especificos para o genoma do cafeeiro

¢ um passo fundamental para o avango das pesquisas na area.

A utilizagdo de ferramentas de bioinforméatica no processo de aperfeigoamento genético
pode acelerar substancialmente o desenvolvimento de variedades de cafeeiro com
caracteristicas de resisténcia a patdgenos. A implementacao de uma pipeline que utilize essas
ferramentas, com foco para o genoma do cafeeiro, permitird a identificagdo de genes de
suscetibilidade e o desenho de gRNAs com alta especificidade e eficiéncia. Além disso, a

simulacdo computacional dos resultados da edi¢do genética pode reduzir o tempo € os custos
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associados aos experimentos in vivo, tornando o processo mais eficiente e acessivel (Li et al.,

2022).

Portanto, este trabalho visa preencher uma lacuna no campo do melhoramento genético
do café ardbica, focando na mineracdo de genes de suscetibilidade e no desenvolvimento de
uma pipeline para o design de gRNAs especificos, com o objetivo de criar variedades menos

suscetiveis a ferrugem-do-cafeeiro.

1.1. OBJETIVOS
1.1.1. OBJETIVO GERAL
Identificar genes de suscetibilidade em Coffea arabica por meio de andlise comparativa

com espécies-modelo e desenvolver RNAs guias (gRNAs) especificos para edigdo génica
utilizando a tecnologia CRISPR/Cas9.

1.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Identificar e selecionar sequéncia génicas do cafeeiro associadas a
suscetibilidade a Hemileia vastatrix;
e Utilizar ferramentas computacionais para o desenho de gRNAs e analisar as
sequéncias génicas selecionadas;
e Selecionar gRNAs com alta especificidade e eficiéncia.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. CAFEEIRO

O Coffea arabica ¢ uma espécie alopolipldide resultante da hibridizagdo natural entre
Coffea canephora e Coffea eugenioides, com numero cromossomico de 2n = 4x = 44. Essa
natureza tetraploide torna o seu genoma particularmente complexo, tanto em termos de tamanho
como de organizacdo génica (Denoeud et al., 2014).

Estima-se que o genoma do C. arabica possui aproximadamente 1,2 gigabases
distribuidos em 4 pares de 11 cromossomos, com 80.883 genes anotados, dos quais 50.280
(62%) sdo classificados como codificadores de proteinas, segundo o RefSeq (2024). Dados do
GenBank (NCBI, 2024) indicam que o genoma de referéncia mais completo atualmente
disponivel ¢ o "Coffea Arabica ET-39 HiFi", depositado sob o acesso GCF_036785885.1. O
valor de N50 para os scaffolds ¢ de 53,7 Mb, com L50 igual a 10, indicando que metade do
genoma estd contida em 10 scaffolds de pelo menos 57,7 Mb cada.

A estrutura genética complexa da espécie, com alta redundancia génica e presenga de
multiplas copias alélicas, cria desafios a aplicag@o de técnicas de engenharia genética, uma vez
que a edicdo eficaz requer a mutagénese simultanea de todos os alelos funcionais para que uma
caracteristica de interesse seja obtida (Prado et al., 2024; Abdelrahman et al., 2021).

Esse desafio pode ser observado em outras espécies alopoliploides, como algodao, onde
multiplos alelos requerem multiplas guias ou edi¢do multialélica para alcangar o fenotipo
desejado. Portanto, para a configuracdo tetraploide, a eficiéncia pode ser reduzida
significativamente e exige rotas alternativas como o uso de multiplos gRNA’s (WANG et al.,
2018).

A ferrugem-do-cafeeiro € causada pelo fungo Hemileia vastarix, pertencente ao filo
Basidiomycota e a ordem Puccinales, e ¢ conhecida por acarretar perdas na produgdo cafeeira
ao redor do mundo. A H. vastatrix foi registrada pela primeira vez no Sri Lanka em 1869, onde
devastou as plantagdes de café obrigando os produtores do pais a substituirem o cultivo por cha
(Salazar-Navarro et al., 2024). A doenca se manifesta inicialmente por manchas cloroticas nas
folhas, que evoluem para lesdes alaranjadas. Essas lesdes, localizadas na face interna das folhas,
causam sua queda precoce e comprometem o crescimento e produtividade das plantas
(Talhinhas et al., 2017).

De acordo com Porto et al. (2019), o entendimento sobre o genoma desse patogeno ainda
apresenta lacunas, especialmente quando se trata da bioquimica do processo de infeccdo

baseado na interagdo com o hospedeiro. O genoma de referéncia presente no GenBank (2025),
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identificado como Hv_R1 Cat CENPAT (Assembly GCA 030280995.1), foi obtido na raca I
do fungo, e possui 748 Mb. A montagem esta distribuida em 794 scaffolds, com valor N50 de
20,4 Mb e L50 de 13, e a composicao GC ¢ de 34%.

O controle da ferrugem tem sido realizado por meio de fungicidas e do desenvolvimento
de cultivares resistentes a partir de melhoramento genético tradicional. No entanto, a alta
variabilidade do fungo pode superar a resisténcia genética ao longo do tempo, tornando
necessario o desenvolvimento continuo de novas cultivares. O controle quimico ¢ amplamente
utilizado, mas envolve custos elevados e apresenta a limitagdo de exigir doses crescentes ao

longo do tempo de uso, impactando a sustentabilidade do cultivo (Salazar-Navarro et al., 2024;

Sera et al., 2007).

2.2. SEQUENCIAMENTO DE GENES, ESTs e GENOMA EM Coffea Arabica

A caracterizagdo gendmica e transcriptomica do cafeeiro tem sido tema de projetos e
estudos ao longo dos ultimos 20 anos. O Brazilian Coffee Genome Project (Vieira et al., 2006)
gerou mais de 214 000 leituras EST de C. arabica, C. canephora e C. racemosa, identificando
cerca de 33000 unigenes apds a montagem. Mekbib et al. (2022) sequenciaram 90 amostras de
Coffea arabica da Etiopia, identificando 11 milhdes de variantes genéticas entre SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) e inser¢des/dele¢des. Enquanto Mosharaf et al. (2019) identificaram
cinco genes Dicer-like (DCL), componentes essenciais da via de RNAi, Campos et al. (2007)
investigaram a presenga de genes de resisténcia (Classe LRR/NBS/TIR) em C. arabica por
meio de mineracdo de ESTs no banco CafEST, identificando 293 sequéncias de associadas as
subclasses RPP4, RPP5 e RPS4, destacando a diversidade desses genes no cafeeiro.

Medrano et al. (2024) sequenciaram € montaram o genoma completo da variedade Geisha
com tecnologias de longa leitura e Hi-C, com 97,7% de completude e mais de 47 mil loci
génicos. A comparacdo com outras variedades indicou alta identidade gendmica, refor¢ando a
hipétese de um unico evento de alopoliploidizagdo na origem da espécie. O trabalho de
Fernandez et al. (2012) analisou o transcriptoma de Hemileia vastatrix durante infec¢do
compativel com cafeeiro, gerando 22.774 contigs por sequenciamento 454, dos quais 30%
foram atribuidos ao fungo. J4 Andrade et al. (2007), no Projeto Brasileiro do Genoma Caf¢
(PBGC), usaram mineracdo de dados, BLAST e a ferramenta Electronic Northern para
identificar 8.968 sequéncias relacionadas a resisténcia a ferrugem, com potencial uso em
programas de melhoramento. Em Alvarenga et al (2010), foram identificadas 11.300 ESTs

associadas a mecanismos de resisténcia do cafeeiro a doengas, que posteriormente foram
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agrupados em 979 contigs. Desses contigs, 140 relacionados a ESTs correspondentes a
proteinas do tipo NBS-LRR, foram funcionalmente classificados e apresentaram indicac¢do de
relagdo com processos metabolicos e bioldgicos, como apoptose, sinalizacdo celular e
mecanismos de defesa da planta.

Ferrdo et al. (2015) desenvolveram 101 marcadores microssatélites derivados de ESTs
(EST-SSRs) do PBGC, com alta taxa de transferibilidade (88%) e potencial para mapeamento
de QTLs e selecao assistida por marcadores moleculares em diferentes espécies de Coffea, e
Lashermes et al. (1999) confirmaram, por RFLP e GISH a origem hibrida recente de C. arabica
a partir de C. canephora e C. eugenioides. Outros trabalhos com foco no genoma das 3 espécies
sd0 os de Scalabrin et al. (2020), que montou os sub genomas do Coffea arabica e seus
progenitores, identificando baixa diversidade genética em 736 amostras, enquanto, mais
recentemente, Salojédrvi et al. (2024) montaram os mesmos genomas, revelando introgressoes

recentes.

2.3. INTERACAO PLANTA-PATOGENO

Para o desenvolvimento de tecnologias que auxiliem no combate aos danos causados
pela ferrugem-do-cafeeiro a cultura do café, é importante compreender de que forma se da a
interacdo entre a planta hospedeira e o microrganismo causador da doenca.

Como descrito por Florez Varon (2018), as plantas desenvolveram mecanismos de
defesa contra patogenos, baseados em dois sistemas principais de detecc¢ao, sendo o primeiro o
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPs), mediados por
receptores de reconhecimento de padrdes, que ativa a imunidade basal, e o segundo o
reconhecimento especifico de efeitos patogénicos por proteinas de resisténcia, desencadeando
a imunidade efetora (ETI).

Além do reconhecimento molecular, as plantas também apresentam defesas estruturais
e bioquimicas integradas contra patogenos. Entre as respostas estruturais estdo o reforco da
parede celular com calose e lignina. J4 as respostas bioquimicas incluem a producao de espécies
reativas de oxigénio, ativa¢do de enzimas como quitinases e glucanases € compostos com a¢ao
microbiana (Florez Varon, 2018; Salazar-Navarro et al., 2024).

O processo de infec¢ao do cafeeiro pela H. vastatrix inicia-se quando uredosporos
aderem a superficie interior da folha, germinam e formam estruturas de penetracao
(apressorios), selecionando estomatos por meio de sinais na estrutura tridimensional da planta

e enzimaticos, que facilitam a colonizagdo do parénquima. Apds a formacao de haustorios nas
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células hospedeiras, o fungo estabelece um relacionamento biotrofico estavel, captando
nutrientes diretamente da planta (Silva et al., 2022).

Algumas variedades de Coffea spp. expressam genes de resisténcia que detectam moléculas
efetoras produzidas pelo patdégeno para suprimir a resposta da imunidade basal, desencadeando
a resposta hipersensivel e impedindo a propagacdo da infec¢do através da morte celular, visto
que o fungo ¢ biotrdfico obrigatdrio e necessita de células vivas do hospedeiro para completar
seu ciclo de vida. No entanto, a elevada variabilidade genética da ferrugem e o surgimento
frequente de novas ragas impdem-se como desafios ao desenvolvimento de estratégias de

controle duradouras, como a edi¢do génica (Silva et al., 2022).

2.3.1. S-GENES

Os genes de suscetibilidade, ou S-genes, sdo genes com potencial para ser alvos
estratégicos no desenvolvimento de resisténcia genética em plantas frente a patdgenos, como
fungos, virus e bactérias. Diferentemente dos genes de resisténcia, os S-genes sdo genes do
hospedeiro em que a expressao € explorada pelo patdgeno para facilitar o processo de infecgao.
Esses genes codificam proteinas essenciais para processos fisioldgicos normais da planta, mas
que ao serem ativados, contribuem para a suscetibilidade (Zaidi, Mukhtar ¢ Mansoor, 2018;
Garcia-Ruiz et al., 2021).

O gene MLO (Mildew Locus O) codifica uma proteina de membrana pertencente a
familia de proteinas de resposta ao estresse. Essa proteina atua como reguladora negativa da
imunidade basal, suprimindo respostas associadas a producao de espécies reativas de oxigénio
e a expressao de genes de defesa mediados por calcio e 4cido salicilico. Patdgenos como fungos
do oidio se aproveitam dessa supressdao para penetrar na epiderme vegetal (Garcia-Ruiz et al.,
2021; Jacott et al., 2021).

O gene DMR6 (Downy Mildew Resistant 6) codifica uma oxigenase 2-
oxoglutarato/Fe(Il)-dependente que hidroxila o 4cido salicilico, convertendo-o em 2,5-
dihidroxibenzoéico (2,5-DHBA). Essa modificacdo reduz a concentragdao ativa de acido
salicilico, crucial para a ativagdo de genes de defesa, suprimindo a imunidade da planta. A
muta¢do em DMRG6 bloqueia essa rota de supressdo, permitindo o acimulo de 4cido salicilico
e o fortalecimento de defesas sist€émicas (Zhang et al., 2017; Thomazella et al., 2021).

Os genes nsLTPs (non-especific lipid transfer proteins) expressam proteinas que
participam do transporte de cutina, suberina e outros lipidios estruturais importantes para a

formacdo da cuticula e da parede celular. Embora tradicionalmente associadas a defesa,
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algumas isoformas especificas, como a LTP3 de Arabidopsis thaliana foram identificadas como
reguladoras negativas da resposta imune. A LTP3 modula o balango entre &cido abscisico
(ABA) e acido salicilico (SA), promovendo a via de ABA em detrimento da via de AS, o que
resulta em maior suscetibilidade a infec¢des (Gao et al., 2016).

A grande vantagem da abordagem baseada na edi¢do de genes de suscetibilidade ¢ a
possibilidade de desenvolver resisténcia recessiva, que ocorre quando a planta perde ou
modifica um gene essencial para a infec¢do do patdgeno, dificultando a adaptacdo do
microrganismo e tornando essa resisténcia geralmente mais ampla e menos propensa a ser
superada por mutagdes no patégeno (Zaidi, Mukhtar e Mansoor, 2018).

No contexto do Coffea arabica, grande parte das estratégias de resisténcia a ferrugem
tem se concentrado no uso de genes SH (SH1 a SH9). Esses genes estdo associados ao
reconhecimento de ragas especificas de Hemileia vastatrix por meio da resposta de resisténcia
especifica, como apontado por Guerra-Guimaraes et al. (2023). Entretanto, essa estratégia tem
se mostrado vulneravel, devido a alta variabilidade genética do fungo, que ja conta com dezenas
de ragas virulentas ao redor do mundo (Maia et al., 2017).

A proposta de utilizar edi¢do génica para desativar S-genes em café exige uma etapa
inicial de caracterizagdo funcional desses genes. Técnicas com RNA-seq e analise de expressao
em folhas infectadas e nao infectadas podem ajudar a identificar genes altamente expressos em

resposta a infec¢ao, como o trabalho realizado por Florez Varon (2018).

2.3.1.1. PROSPECCAO DE S-GENES EM CAFEEIRO

A 1identificacdo de genes de suscetibilidade em Coffea arabica ¢ um desafio devido a
lacuna na caracterizagdo de genes com essa funcdo na espécie. Para um estudo de genes
candidatos a apresentar func¢des que facilitam a infec¢do por patdgenos, como H. vastatrix, €
possivel se utilizar da documentagao j4 existente dos S-genes em espécies de outras familias,
como Solanaceae e Brassicaceae, que apresentam validagdes experimentais da importancia
desses genes no processo de interagdo entre a planta e o agente infeccioso.

Além de as familias Rubiaceae e Solanaceae pertencerem ao clado Asterid I (Figura 2),
de Guyot et al. (2012) destaca que essas familias s3o muitas vezes consideradas proximas no
ponto de vista genético, o que € corroborado por trabalhos como o de Lin (2005), que demonstra
grande sintenia entre C. canephora e Solanum lycoperiscum, o Gltimo pertencente a familia

Solanaceae. Assim, pode-se criar uma perspectiva de compartilhamento de mecanismos
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moleculares relacionados a suscetibilidade a patégenos possivelmente conservados em plantas
de familias proximas, como Capsicum annuum, Nicotiana tabacum e Solanum lycopersicum.

C. canephora (coffee tree)

Rubiaceae Adlarids

83-89

S. lycopersicum (tomato)
Solanaceae

Core Eudicots

114-125

V. vinifera (grapevine) Rosids
Vitaceae

143-161

O. sativa (rice)
) Poaceae
Figura 1 — Arvore filogenética representando a relagdo evolutiva entre Coffea canephora, Solanum lycopersicum,

Vitis vinifera e Oryza sativa. Fonte: Guyot et al. (2012).

Embora Arabidopsis thaliana e o cafeeiro pertencam a familias distantes
filogeneticamente, a primeira ¢ extensamente utilizada como espécie modelo para referéncia
em estudos gendmicos devido ao seu genoma completamente sequenciado, vasta
disponibilidade em ferramentas moleculares e caracterizagdo funcional de seus genes. Muitos
mecanismos moleculares foram inicialmente reconhecidos em A. thaliana, o que permitiu
identificacdes para outras espécies (Yaschenko, 2025).

Segundo os resultados obtidos por Van Damme et al. (2008), o gene DMR6 (Downy
Mildew Resistant 6), em A. thaliana, atua como um supressor da resposta imune da planta, e
sua perda de funcdo confere resisténcia ao oidio (Hyaloperonospora parasitica). O gene
ortélogo DMR6 em tomate, quando teve sua funcdo perdida, conferiu resisténcia a fungos,
bactérias e oomicetos na planta, como demonstrado por Thomazella et al. (2021).

De maneira semelhante, genes da familia MLO (Mildew Locus O) foram reconhecidos
como determinantes de suscetibilidade ao oidio em diversas espécies, incluindo NtMLO1 em
tabaco (Nicotiana tabacum) e SIMLO1 em tomate, cuja inativacao confere resisténcia duravel
(Appiano et al., 2015). Zheng et al. (2013) demonstraram que os genes dessa familia também
estdo envolvidos na suscetibilidade de Capsicum annuum a. Leveillula taurica, assim como
Xuebo et al. (2023) demonstrou eficiéncia na aplicacdo de CRISPR/Cas9 na edicdo dos genes

NtMLO1 e NtMLO2 em tabaco, resultando em resisténcia ao oidio.
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Além disso, genes nsLTP-like (Non specific Lipid Transfer Protein) sdo candidatos
promissores, visto que em Arabidopsis thaliana, o gene LTP3 foi caracterizado como um
regulador negativo da imunidade, atuando na modulacao da biossintese de acido abscisico e na
supressao de respostas mediadas por acido salicilico, aumentando a suscetibilidade a

Pseudomonas syringae (Gao et al., 2016).

2.4. SISTEMA CRISPR/Cas

O sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) veio
a luz como um mecanismo de defesa em bactérias e arqueas durante a década de 80, quando
Ishino et al. (1987) publicaram a sua descoberta, porém com pouco conhecimento a respeito do
seu funcionamento em completo. A partir deste momento, muitas pesquisas foram realizadas
até que, enfim, Jinek et al. (2012) publicaram os resultados de uma pesquisa que demonstraram
a possibilidade de uso do mecanismo desses organismos para edi¢do gendomica. Desde entdo, a
técnica CRISPR vem sendo utilizada como uma alternativa para pesquisas em engenharia
genética, devido a sua eficiéncia e facilidade, além do baixo custo em comparagdo com outros
métodos como ZFNs (Zinc Finger Nucleases) e TALENs (Transcription activator-like effector
nucleases) (Ferreira e Choupina, 2022). O sistema CRISPR consiste em sequéncias repetitivas
intercaladas por espacadores derivados do DNA de virus invasores, € tem como principal
objetivo o reconhecimento para clivagem do material genético exdgeno em infecgdes futuras.
A quebra do DNA ¢ feita pelo conjunto formado por uma proteina Cas (CRISPR associated
protein) e um hibrido entre um fragmento de RNA transcrito pelo locus onde o material genético
viral foi adicionado no genoma bacteriano, o pré-cRNA, e um tracrRNA - trans activating
crRNA (Molla, Karmakar e Islam, 2020). A Figura 1 mostra um esquema de representacao do

funcionamento do sistema CRISPR.
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Figura 2 - Representagdo do funcionamento do sistema CRISPR. Fonte: Molinari et al. (2020).

Segundo Galucci (2023), o mecanismo ¢ dividido em trés etapas principais. Na fase de
aquisi¢do, uma célula bacteriana ¢ infectada por um fago e fragmentos do genoma viral sdo
incorporados ao locus CRISPR do genoma bacteriano como espacadores. Esse processo
permite que a bactéria desenvolva uma memoria imunolédgica, conferindo protecdo contra
futuras infec¢des por um virus j& conhecido. Posteriormente, na fase de expressdo e
processamento, o locus CRISPR ¢ transcrito em um RNA chamado pre-crRNA, que ¢
processado em pequenos fragmentos de crRNA (CRISPR RNA). Esses crRNA se associam a
enzima Cas para formar um complexo funcional que tem como objetivo a prote¢ao da célula
contra invasores virais. Na fase de interferéncia, o complexo crRNA-Cas reconhece no material
genético viral as sequéncias complementares presentes no /ocus CRISPR, e age de forma com
que a Cas clive o DNA invasor, impedindo a sua replicagdao. As endonucleases Cas comumente
utilizadas, como a Cas9 (CRISPR-associated protein 9), possuem dois dominios, chamados
RuvC e HNH, além de um dominio de interagdo conhecido com PAM (protospacer adjacente
motif). Os dominios RuvC e HNH sdo responsaveis por clivar o DNA de fita dupla, gerando
uma quebra da mesma. Para que esses dominios desempenhem sua fun¢ao, a Cas 8 precisa se
ligar a um local especifico do DNA, o que depende da presenca da sequéncia PAM. Apos o
corte do DNA pela Cas, as quebras de fita dupla sdo reparadas pelos mecanismos de reparo da
célula. Existem duas principais vias de reparo: NHEJ e HDR. O mecanismo NHEJ (Non-
homologous end joining) pode introduzir inser¢cdes ou delecdes de material genético no local
da quebra, enquanto o HDR (Homology direct repair) requer um molde de DNA para a quebra

de maneira precisa. Esse molde pode ser um DNA exogeno de fita simples ou dupla, o
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cromossomo homologo, a cromatide irma ou até mesmo sequéncias altamente relacionadas ao
DNA (Zhang et al., 2021; Ferreira e Choupina, 2022).

Embora seja uma opgado eficaz para a edicdo genomica, a tecnologia CRISPR/Cas
apresenta uma limitagdo pela possibilidade de efeitos off-target durante o processo (Cho et al.,
2014). Os efeitos off-target referem-se a alteracdes ndo intencionais em regides diferentes
daquelas para onde foi direcionada a edigdo. Esse efeito ocorre porque a Cas pode interagir com
sequéncias genoOmicas semelhantes ao alvo planejado. Esses eventos podem resultar em
mutacoes indesejadas, que podem comprometer o funcionamento de genes essenciais
(Manghwar et al., 2020).

A utilizacdo da tecnologia CRISPR para o melhoramento de plantas vem sendo
explorado na tltima década de forma extensiva, com estudos como Feng et al. (2013) relatando
aaplica¢do bem sucedida do sistema para gerar mutagdes direcionadas em genes de Arabidopsis
thaliana e arroz. Da mesma forma, a CRISPR/Cas9 foi utilizada por Schachtsiek e Stehle (2019)
para desenvolver plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) livres de nicotina, e por Ronspies et
al. (2022), que descreveram protocolos para engenharia cromossomica em Arabidopsis com o
método. A manipulacdo de caracteristicas de interesse, como resisténcia a pragas, foi explorada
em estudos como o realizado por Tripathi et al. (2019), que demonstrou a aplica¢do do sistema
CRISPR/Cas9 para inativar virus endégeno da banana integrado ao genoma da bananeira,
impedindo a ativagdo do virus sob condi¢des de estresse. Na soja (Glycine max), Zhang et al.
(2022) obtiveram resultados de aumento da resisténcia contra H. armigera e S. litura ao
modificar a biossintese de flavonoides por uma mutacdo direcionada do gene GmUGT.
Pramanik et al. (2021) empregaram a tecnologia para gerar resisténcia ao virus do mosaico
amarelo do tomateiro (TYLCV) por meio da edi¢ao do gene S1Pelo, enquanto em Theobroma
cacao, a inativagao do gene TcNPR3 que resultou em uma resposta imune aprimorada contra
patdgenos, como Phytophthora tropicalis, foi desenvolvida por Fister et al. (2018).

Outras caracteristicas de interesse tém sido manipuladas a partir do sistema
CRISPR/Cas9, como o aumento do rendimento foliar da alface demonstrada por Choi et al.
(2022) ao editar o gene SOCI1, aumentando o florescimento tardio e prolongando a fase
vegetativa da planta. Além disso, Oz et al. (2021) utilizaram a tecnologia para induzir mutac¢des
nos alelos dos genes ALS em cana-de-agucar, conferindo tolerancia a herbicidas. Em trigo,
Sanchez-Léon et al. (2018) obtiveram resultados de diminui¢do da quantidade de gliadinas,
proteinas do gliten associadas a doenga celiaca e gerando linhagens de trigo com menor

imunogenicidade para pessoas sensiveis ao gliten.
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Como descrito por Rojas-Vasquez e Gatica-Arias (2020), o uso do mecanismo tem sido
utilizado em cultivares como cacau, arroz e tomates como ferramenta no combate aos danos
causados por fatores e abidticos, como o melhoramento na tolerancia ao estresse hidrico e a
resisténcia a doencas fungicas e bacterianas. Shi et al. (2017) desenvolveram variantes de milho
com maior tolerancia a seca e aumento da produtividade de graos em condigdes de estresse
hidrico a partir da modificacdo do gene ARGOSS8 por meio de CRISPR/Cas.

No melhoramento genético do cafeeiro, o sistema se mostrou eficiente em estudos como
o de Breitler et al. (2018), em que foi desenvolvida uma ferramenta gendmica para identificar
sequéncias-alvo de gRNA no genoma de Coffea canephora, permitindo a edigdo precisa do
gene CcPDS (fitoeno desaturase), responsavel pela biossintese de carotenoides. A eficiéncia de
mutagdo foi estimada em 30,4% com 22,8% das plantas regeneradas apresentando mutagdes
heterozigotas e 7,6% homozigotas. Casarin et al. (2022), mostraram que a edi¢do do gene
CcPDS em Coffea canephora resultou em fendtipos albinos, variegados e verdes, com 77% das
plantas apresentando mutacdes em pelo menos um alelo, indicando a CRISPR/Cas9 como uma
técnica viavel para o melhoramento do cafeeiro.

Para além dos beneficios obtidos pela alteragdo de atributos de interesse em plantas, a
tecnologia permite a possibilidade de edi¢ao especifica de genes sem a necessidade de inser¢ao
de DNA exodgeno, o que pode facilitar o processo legal e regulatorio de culturas modificadas

para fins comerciais (Poletti, 2021).

2.5. BIOINFORMATICA

A bioinformatica ¢ uma area que combina biologia, computacdo e estatistica para
analisar e interpretar dados biologicos, principalmente DNA, RNA e proteinas, utilizando-se de
ferramentas computacionais. Surgiu da necessidade de processar grandes volumes de dados
gerados por técnicas de sequenciamento de genomas, como o Projeto Genoma Humano. Além
da analise de sequéncias nucleotidicas, inclui a modelagem molecular, predi¢dao de estruturas
proteicas e a simulagdo de interagdes moleculares (MOUNT, 2004; LESK, 2013; PEVSNER,
2015). Os bancos de dados sdo itens essenciais para a bioinformética, fornecendo conjuntos de
dados organizados para armazenamento e acesso de informagdes biologicas. O GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), mantido pelo National Center for Biotechnology
Information (NCBI), ¢ um dos maiores bancos de dados de sequéncias de DNA, contendo
milhdes de entradas de diversas espécies (Benson et al., 2013). Outro banco de dados

importante ¢ o Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/), que armazena estruturas
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tridimensionais de proteinas determinadas por técnicas como cristalografia de raios-X e
ressonancia magnética (WwwPDB consortium, 2019). Além desses, existem bancos de dados
como o KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (https://www.genome.jp/kegg/),
que fornece informagdes sobre vias metabdlicas e redes de interacdo génica € o UniProt
(https://www.uniprot.org/), que apresenta dados sobre proteinas, incluindo suas fungdes,
localizagdes celulares e interagdes (UniProt Consortium, 2019; Kanehisa et al., 2017).

2.5.1. PLATAFORMAS PARA EDICAO COM CRISPR
Uma das etapas mais importantes para a aplicacao da tecnologia CRISPR na edi¢ao de

genomas ¢ a o design de RNAs guia. Ferramentas computacionais para esse fim permitem a
identificacdo de sequéncias-alvo especificas no genoma, minimizando efeitos off-target e
maximizando a eficiéncia da edi¢do. Essas ferramentas utilizam algoritmos que levam em
consideragdo fatores como a especificidade da sequéncia, a presenga de motivos PAM ¢ a
acessibilidade da regido gendmica (Hsu et al., 2013). De acordo com Li et al. (2022), a
ferramenta CRISPOR ¢ abrangente ¢ oferece multiplos modelos preditivos para eficiéncia e
especificidade de RNAs guias, além de suportar centenas de organismos e diferentes nucleases
Cas. A ferramenta CHOPCHOP (https://chopchop.cbu.uib.no/), (Labun et al., 2019) ¢
compativel com mais de 200 genomas e oferece opgdes personalizadas de PAM, suportando
diferentes sistemas de edicdo como CRISPR/Cas e TALEN. CRISPR RGEN Tools
(https://www.rgenome.net/cas-designer/) (Park; Bae; Kim, 2015) se destaca por oferecer
ferramentas especificas para edi¢do de base e prime editing, que, segundo Anzalone et al.
(2019), ¢ um método de edigdo gendmica que permite modificar sequéncias de DNA sem
necessidades de quebras de fita dupla, utilizando 11 uma Cas9 modificada acoplada a uma
transcriptase reversa e guiada por um RNA especializado (prime editing guide RNA), tendo
alcance de mais de 100 organismos, mas pode ser limitada ao SpCas9 em casos especificos de
edicdo. Com foco em plantas, as ferramentas CRISPR-GE (http://skl.scau.edu.cn/), (Xie et al.,
2017) e CRISPR-P (http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/), (Liu et al., 2017) atendem varias
culturas agricolas e diferentes nucleases Cas. Para a escolha da ferramenta, ¢ importante a
observagao dos critérios a serem seguidos na pesquisa, buscando o software que atenda a todos
0s requisitos, como o suporte a nuclease e disponibilidade do genoma principal de interesse do
estudo, assim como os critérios de selecao do gRNA, como a possibilidade de mudanga ou nao

dos valores minimos de eficiéncia e a avaliagao de efeitos off-target.
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2.5.2. CRISPOR

CRISPOR ¢ uma ferramenta web para desenho de guias CRISPR/Cas, que automatiza
a selecao de gRNAs otimizados para quase 150 genomas, incorporando modelos de predi¢cao
de eficiéncia de edicdo e especificidade, além de sugerir primers para testes de off-target e
opgdes de clonagem. A busca por off-targets € realizada com o alinhador Burrows-Wheeler,
um algoritmo de alinhamento de sequéncias que mapeia sequéncias curtas de DNA contra um
genoma de referéncia. Essa busca retorna regides com distancia especificada e filtragem
conforme a PAM utilizada no desenho. As sequéncias selecionadas sao classificadas de
acordo com indices de especificidade, com o MIT specificity score, um modelo computacional
que avalia os riscos de edigoes off-target proposto por Hsu et al. (2013). O célculo desse score
considera trés fatores principais: (i) Posi¢do e numero de mismatches; (i1) Tipo de mismatch,
com diferentes valores de pontuagdo a depender do nucleotideo que difere e; (iii) Presenca de
PAMs alternativas (Hsu et al., 2013; Doench et al., 2016; Concordet ¢ Haussler, 2018).
2.5.3. EMBOSS Water

O EMBOSS Water ¢ uma ferramenta de alinhamento local de sequéncias baseada no
algoritmo Smith-Waterman, utilizado para identificar regides de similaridade entre sequéncias
bioldgicas. Esse recurso faz parte do pacote EMBOSS (European Molecular Biology Open
Software Suite), que oferece diversas ferramentas para andlise de sequéncias génicas e
proteicas (Rice et al., 2000). No presente estudo, o EMBOSS Water foi crucial para realizar
alinhamentos locais entre as sequéncias génicas e proteicas de Coffea arabica e as espécies-
modelo, permitindo a identificacdo de regides de homologia e a quantifica¢do das identidades
e similaridades entre as sequéncias.

O algoritmo Smith-Waterman (SMITH e WATERMAN, 1981) ¢ uma adaptacdao do
método de programacao dindmica para alinhamento local. Diferentemente do alinhamento
global, como o Needleman-Wunsch, que alinha sequéncias na totalidade, o primeiro busca
subsequéncias com maiores similaridades, permitindo a identificagdo de dominios
conservados e regides homologas mesmo em sequéncias com tamanhos muito divergentes
(Madeira et al., 2024). A Figura 4 mostra a matriz de pontuagdo do algoritmo Smith—
Waterman.

O funcionamento do algoritmo se baseia na criacdo de uma matriz bidimensional, na
qual uma sequéncia € posicionada ao longo da primeira linha e a outra ao longo da primeira
coluna. Inicialmente, todas as células da primeira linha e coluna sdo preenchidas com zeros,

pois o alinhamento local pode comegar em qualquer ponto. Para calcular os valores das demais
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células, utiliza-se uma férmula recursiva que compara quatro possibilidades para cada posicao
da matriz: (1) a pontuagdo vinda da diagonal superior esquerda somada ao score de
similaridade entre os nucleotideos ou aminoacidos comparados; (2) o maior valor obtido ao
considerar um gap na sequéncia da linha; (3) o maior valor ao se inserir um gap na sequéncia
da coluna; e (4) o valor zero, que representa o reinicio do alinhamento (FARRAR, 2008;
KHAJEH-SAEED; POOLE; PEROT, 2010). A Figura 3 demonstra a féormula recursiva

utilizada.

4
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Figura 3 - Formula recursiva do algoritmo de Smith-Waterman. Fonte: Figueirédo Junior (2021).

O valor zero evita pontuagdes negativas, fazendo com que o algoritmo considere apenas
subsequéncias com similaridade relevante. Na etapa de traceback, o alinhamento 6timo ¢
reconstruido a partir da célula com a maior pontuag¢ao na matriz, tragando o caminho inverso

até que um valor zero seja encontrado.

Cc AGC C U CG C U U A G
0  0|0|0|0|O0|O0OmB3 0| 0| 0|00
0/5/0|]0|]0]|0]| 0 B0
0/5|2|]0]0|0]| 0 ED
0/0|2|0]|0]|5 |0 8D
Q|0|5(0]|]0|0 |2 ES
50| 0 |10]| 5| 0 ESHES0
51 21| 05515 |:68:|:5: |4

OO0 0OOCcCCcCPO0OC P» PO
OO0 O0O0OO0COoO0ODO0O0COo OO o|e

Figura 4 - Matriz de pontuacao do algoritmo Smith-Waterman. Fonte: Khajeh-Saeed; Poole; Perot (2010)

Os valores de similaridade utilizados na matriz sdo determinados por sistemas de

pontuacdo que variam conforme o tipo de sequéncia. Para proteinas, a matriz BLOSUMS62 ¢
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a utilizada e foi construida com base em alinhamentos de sequéncias homologas de diferentes
espécies, atribuindo pontuagdes mais altas a substituicdes conservadas. No contexto do
EMBOSS Water, enquanto o algoritmo calcula a melhor correspondéncia entre
subsequéncias, preenchendo uma matriz com base em similaridades, penalidades por gaps e
extensoes de gaps, a BLOSUMSG62 fornece os valores especificos que indicam o quao provavel
¢ a substituicdo de um aminoacido por outro (HENIKOFF e HENIKOFF, 1992; ALTSCHUL,
2008).

2.5.4. JALVIEW

O Jalview ¢ uma aplicagdo desenvolvida em Java voltada para a visualizagdo, edi¢do e
analise de alinhamentos de sequéncias biologicas, tanto de DNA quanto de proteinas. Entre
suas funcionalidades principais estao visualizar e editar alinhamentos multiplos de sequéncias,
avaliar a qualidade dos alinhamentos, identificar regides conservadas com base em
propriedades dos residuos e representar essas informagdes de forma grafica. Ele também
oferece a construcao de arvores filogenéticas com base nos alinhamentos, utilizando algoritmos
de agrupamento hierarquico e de componentes principais, além de apresentar ferramentas para

predicdo de estruturas secundarias de proteinas (Waterhouse et al., 2005; Procter et al., 2021).
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3. METODOLOGIA
3.1. IDENTIFICACAO DE GENES DE SUSCETIBILIDADE

A metodologia utilizada para a identificagdo dos genes candidatos seguiu a abordagem
proposta por Cui et al. (2020), em que genes de suscetibilidade descritos em organismos modelo
sdo utilizados como referéncia para a investigagdo em outras espécies de interesse agronomico.

Considerando que os genes de suscetibilidade em C. arabica ainda ndo sdo anotados ou
funcionalmente caracterizados de forma abrangente e que nao se tratam necessariamente de
ortélogos dos genes dos organismos utilizados neste trabalho, foi adotada uma estratégia de
busca por genes com a mesma nomenclatura funcional em bancos de dados gendmico publicos,
como o NCBI e o Phytozome. Essa estratégia permitiu a identificacdo de possiveis genes com
fun¢des de suscetibilidade no cafeeiro, com base em similaridade de nome ¢ funcao descrita,
mesmo na auséncia de uma relagdo ortdloga direta.

Para isso, foram selecionados 4 organismos com genes de suscetibilidade previamente
estudados, sendo eles: Solanum lycopersicum, Nicotiana tabacum, Capsicum annuum €

Arabidopsis thaliana.

3.2. ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

As sequéncias 1identificadas em Coffea arabica foram alinhadas com suas
correspondentes nos organismos selecionados utilizando o software EMBOSS Water (Madeira
et al.,, 2024) (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/psa/emboss_water), que implementa o
algoritmo de Smith-Waterman para alinhamento local. Cada gene do cafeeiro foi alinhado
individualmente com o seu correspondente identificado nas outras espécies de comparacao. No
alinhamento das sequéncias, foi utilizada a matriz de substituicio EDNAFULL, com penalidade
de gap igual a 10 e penalidade de extensdo de gap igual a 0,5.

Os resultados de identidade, similaridade, gaps e scores dos alinhamentos foram salvos
localmente e utilizados para visualizacao e analise no software Jalview, em que foram coloridos
com base na porcentagem de identidade nucleotidica, facilitando a identificacdo de regides
conservadas.

Para a analise das proteinas codificadas pelos genes candidatos, foi realizada uma etapa
de alinhamento das sequéncias de aminoacidos, com o objetivo de avaliar a conservacao
estrutural e funcional entre as espécies estudadas. As sequéncias proteicas foram obtidas a partir
das proteinas relacionadas aos respectivos genes no banco de dados NCBI. Essas sequéncias

foram inicialmente comparadas por meio de alinhamentos par-a-par, também utilizando a
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ferramenta EMBOSS Water. Esses alinhamentos utilizaram os seguintes parametros:
penalidade de gap igual a 10 e penalidade de extensao de gap igual a 0,5 e matriz de substitui¢do
EBLOSUMS62, padrao da aplicagao.

Apos a anadlise individual, as proteinas foram submetidas a um alinhamento multiplo
local no software Jalview, o que permitiu a visualizacdo simultdnea das regides com maior

conservagdo entre as sequéncias de aminoacidos.

3.3. DESENHO E SELECAO DOS gRNAs

O desenho dos RNAs guias foi conduzido a partir das sequéncias previamente
selecionadas como candidatas a genes de suscetibilidade. Utilizou-se o sistema CRISPOR

(Concordet e Haussler, 2018) (https://crispor.gi.ucsc.edu/crispor.py) para a geracdo dos

gRNAs, tendo como referéncia o genoma “Coffea arabica - Cara 1.0”. O sistema de edi¢ao
adotado foi o baseado na endonuclease spCas9, com sequéncia PAM do tipo NGG e espagador
de 20 pares de base. Para cada sequéncia-alvo, a ferramenta retornou diversas op¢des de RNAs
guias, que foram submetidas a uma etapa de filtragem baseada em critérios especificos de
qualidade e eficiéncia.

Foi estabelecido um contetdo GC entre 40% e 60%, como indicado por Konstantakos
et al. (2022), para garantir estabilidade da molécula e eficiéncia de ligagdo a sequéncia-alvo.
Além disso, foi adotado como valor minimo de especificidade o MIT Specificity Score > 80,
com intenc¢do de manter a alta especificidade e minimizar a ocorréncia de cortes em regides nao
desejadas do genoma.

A fim de facilitar o processamento e analise de dados obtidos na plataforma CRISPOR,
foi desenvolvido um codigo em linguagem de programacao Python, responsavel por realizar a
mineracdo automatica dos RNAs guias, filtrando as sequéncias pelos parametros de contetido
guanina/citosina e valor de especificidade. Com isso, foi gerado um relatorio contendo as
sequéncias organizadas para posterior consulta e analise. O c6digo se encontra no Apéndice A
deste trabalho. Este script em Python, executado no ambiente Google Colab, processou um
arquivo .tsv de saida da plataforma CRISPOR contendo informagdes sobre gRNAs candidatos.
Utilizando a biblioteca pandas, o script extraiu as colunas targetSeq e mitSpecScore, €
implementou uma fungao para calcular o percentual de contetdo GC de cada sequéncia. Os

dados foram entdo exportados para um novo arquivo .csv para posterior analise.


https://crispor.gi.ucsc.edu/crispor.py
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise comparativa entre genes de Coffea arabica e os genes com provavel designacao
funcional entre as espécies vegetais Arabidopsis thaliana, Capsicum annuum, Nicotiana
tabacum e Solanum Ilycopersicum foi realizada através de comparagdes pareadas por
alinhamento de sequéncias.

A identidade nucleotidica entre os genes revelou variac¢des significativas entre os trés genes
candidatos. No alinhamento com o gene MLO-like do cafeeiro, Nicotiana tabacum apresentou
a maior identidade (41,1%) e o maior score (6256,5), indicando maior conservagdo da
sequéncia ¢ um alinhamento mais robusto, em comparagdo com os outros organismos. Em
seguida, destacam-se os alinhamentos com Capsicum annuum (40,9% de identidade, score
8629,0), Solanum lycopersicum (40,0%, score 5850,5) e Arabidopsis thaliana (39,8%, score
4171,5). O maior valor de identidade e a menor propor¢do de gaps no alinhamento entre o gene
MLO-like de C. arabica e N. tabacum sugerem que o gene da espécie-modelo pode
compartilhar maior similaridade funcional e estrutural com o gene do cafeeiro. A Figura 5
mostra uma regido do alinhamento, entre as posi¢des 7390 e 7450 onde ha similaridade maior
em relagdo ao alinhamento total, em que a espécie que mais se difere ¢ Coffea arabica, apesar

de apresentar identidade com todas as outras espécies em diversas posigdes.

, ﬁ4DD . 1410 , 7420 , ﬁ430 . ﬁ440 1450
Coffeas/1-8593 GEAG AGAATHICCARAGG ATAGTTEGT BA - - - AABAAGE
drabidopsizs1-3734 ARG T TETGCEREAGCRGECEGCCCCARTG TCAGCCTGETEATGACCTCTTCET TTGGCAA
Capsicumd/1-12727 GEBG A CATAGTGAARGETGTACCAGTG GGAGATCGGTGACCATETTTTET TTAATCE
Vicotiana/1-5615 GEGA CATAGTGAGAGETGTACCAGTG GGAGACAGGTGACCATETTTTET TCAACCE
Solanums/1-5142 GEGA CATAGHAAARGE TGTACCTETE GCCAGACTEGTGACCATCTTTTET TTAATCE

Consensus §

GGGAGACATAGTGAAAGGTGTACCAGTGGTGGAGACTEGGTGACCATCTTTTCTEGGTTTAA+CS

Ccocupancy

Figura 5 - Visualizagdo do alinhamento local do gene MLO-like. Fonte: Autoria propria.

Para o gene DMR6-like, os resultados também apontam Nicotiana tabacum como o

organismo com o gene correspondente mais similar entre as 4 espécies em estudo, com 44,4%
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de identidade e score de 1581,0. Capsicum annuum apresentou 42,8% de identidade (score
1761,5), seguido de Arabidopsis thaliana com 39,2% (score 1777,5), € Solanum lycopersicum,
com apenas 34,1% de identidade (score 1784,0), o menor valor entre os pares.

A figura 6 ilustra o alinhamento dos genes DMR6-like entre as espécies comparadas,
em que se observa uma conservacao razoavel entre as espécies nas posi¢des 630 a 650, com
blocos alinhados e ricos em adeninas e timinas (A e T). A sequéncia consenso ¢ bem definida
nessas regides, reforgando a conservagao

G630 G40 G50 GEO0 G70
1

1 ' 1 Il 1 | 1 Il 1 '
iCoffea_arabicasi-1778 GGGCTEGGAATTTTCOGGGATATCACAAGAGAAAR - - -GGAAGTTGEGTG - - - - - - ACEAG
Wicotiana_tabacum/1-1798 CACATGAATTTTTCAACTTACCAGAGGAAGATAAGLCGGGAGTAT- -GCTGGEAARACA -
YWCapsicum_annuum/1-2385 - - - - - - o L L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Ambidopsis_thaliana/{-4643 ATTCGGATTT T T TCAGG TACCTAATTATAATTATATATACGTTTAGATCACGCATGEAG
Solanum_lycopersicum/1-5052 CTGGGGAATTTTTCAATTTACCAG TAGAAGAGAAA - CTAAAATTATATTCAG-ATGA -

Consensus

! Oeeupancy

Figura 6 - Visualizagdo do alinhamento local do gene DMR6-like. Fonte: Autoria propria.

No terceiro gene avaliado, da familia das proteinas transportadoras de lipidios (non-
specific lipid-transfer protein 1-like), novamente Nicotiana tabacum apresentou os melhores
resultados, com 46,0% de identidade e score de 1347,0. Arabidopsis thaliana mostrou valor
proximo (45,8%, score 980,5), mas o alinhamento com o tabaco apresentou menor propor¢ao
de gaps e maior extensdo. Capsicum annuum (38,8%, score 1454,5) e Solanum lycopersicum
(37,2%, score 723,0) ficaram notavelmente abaixo, o que indica maior divergéncia evolutiva
para esse gene especifico. Os valores de similaridade foram idénticos aos de identidade em
todos os alinhamentos. Portanto, N. tabacum se destaca como a espécie mais proxima entre as
analisadas para estudos a respeito da funcao de suscetibilidade do gene MLO-like, DMR6-like
e nsLTP-like em cafeeiro. Os valores de identidade dos alinhamentos dos genes sao

apresentados na Tabela 1.
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A Figura 7 mostra blocos conservados entre as posi¢des 230 e 270, com destaque para
sequéncias ricas em citosina e guanina, o que pode indicar uma regido codificante estavel. A
sequéncia consenso ¢ forte refletindo alta identidade entre as espécies analisadas nessa regiao

do alinhamento.

220 230 240 250 260 270

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Solanum/{-674 GITEAATGLGGGA- - - - - GAAA CTECAGATATGGAAGE AAATTEANTECHE- - -- - - - - -
Capsicum/1-2700 BTETTTCGACCTETATAACAG GCTATCAAGCTAGATIE CCTCCAARACANTATAARAAGE
Coffeart-1343 CACAAATCTCCTEGTGACACTE GACAACGACCTGTTTE CCTTAGCHRTCGNCCTCAATEE
drabidopsia/-951 CTGCGCTAAGCTGTGECTCAG AACAGCAACTTGEG CAG CATTGECHRACGTGCTCCAAGS
Vicotiana/1-2751 ETEGACATCTETIETGGGCAGE GTTGCGAGCTTGTCAE CATTAGCIATGIGAGCGCAAGE

Consensus

CTGAA+ TCH+CCTGTGGCACAGTTG+HCAACAACTTGH++ CCATGCATTAGCTACGTG+ TG+ AAGE

Clooupancy

Figura 7 - Visualizac¢do do alinhamento local do gene nsLTP-like.
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Tabela 1 - Identidade dos alinhamentos nucleotidicos entre genes de Coffea arabica e seus correspondentes em
outras espécies.

Gene (Coffea ID NCBI Organismo ID NCBI Identidade (%)
arabica) comparado
Solanum lycopersicum 778228 40,0%
LOC113688250 Capsicum annuum 107871340 40,9%
MLO-like protein 113688250
11
Arabidopsis thaliana 837673 39,8%
Nicotiana tabacum 107791015 41,1%
LOC113741652 113741652  Solanum lycopersicum 100736526 34,1%
protein DMR6-
LIKE Capsicum annuum 107840347 42,8%
OXYGENASE 2
Arabidopsis thaliana 832524 39,2%
Nicotiana tabacum 107812220 44,4%
LOC113741701 113741701 Solanum lycopersicum 101258342 37,2%
non-specific
lipid-transfer Capsicum annuum 107867449 38,8%
tein 1-lik
profetn 1-Hke Arabidopsis thaliana 836051 45,8%
Nicotiana tabacum 107779117 46,0%

Fonte: Autoria propria.

A analise comparativa entre as sequéncias proteicas dos trés genes candidatos de Coffea
arabica e suas respectivas espécies de referéncia revelou diferentes padrdes de conservagao,
tanto em termos de identidade quanto de similaridade.

Para a proteina MLO-like, o maior valor de identidade observado foi com Capsicum
annuum (36,0%), seguido por Solanum Ilycopersicum (35,9%), Nicotiana tabacum (34,7%) e
Arabidopsis thaliana (34,5%). A maior similaridade também foi com Capsicum annuum
(54,4%), evidenciando que, além de maior conservacdo de residuos idénticos, hd uma
manutengdo considerdvel de residuos com propriedades fisico-quimicas semelhantes.

Em contrapartida, a proteina DMR6-like apresentou baixos niveis de identidade e
similaridade variavel, sendo os melhores valores obtidos com Solanum lycopersicum (22,0%
de identidade; 40,4% de similaridade). Os menores valores foram com Capsicum annuum
(21,4%/34,0%) e Nicotiana tabacum (21,4%/37,7%). Arabidopsis thaliana apresentou o menor
indice de identidade (20,8%).
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A proteina associada o gene nsLTP-like mostrou padrdes mais variados de conservagao,
com o alinhamento com Arabidopsis thaliana se destacando, ja& que mostrou identidade e
similaridade elevadas (66,7%) em contraste com as outras espécies sob andlise, o que indica
conservagao da proteina, apesar da distancia entre C. arabica e A. thaliana. As outras espécies
também mostraram valores relevantes: Nicotiana tabacum (39,8% de identidade; 57,6% de

similaridade), Capsicum annuum (27,4%/52,1%) e Solanum lycopersicum (23,8%/43,6%).

Tabela 2 - Identidade e similaridade dos alinhamentos proteicos entre produtos génicos de Coffea arabica e seus
correspondentes em outras espécies.

Proteina ID NCBI Organismo ID NCBI Identidade Similaridade
(Coffea comparado (%) (%)
arabica)
Solanum AOLS57956 35,9% 53,5%

lycopersicum

MLO-like Capsicum annuum  NP_001311939 36,0% 54,4%
tein 11 XP 071905
protein = Arabidopsis NP 001320358  34,5% 50,4%
isoform X2 295 .
thaliana
Nicotiana tabacum BAV69291 34,7% 53,1%
Protein DMR6- XP 027125 Solanum NP_001233840 22,0% 40,4%
LIKE 038 lycopersicum
OXYGENASE
2 Capsicum annuum  XP_016539669 21,4% 34,0%
Arabidopsis NP_197841 20,8% 38,0%
thaliana
Nicotiana tabacum  XP_016492755 21,4% 37,7%
Non-specific XP_027125 Solanum NP_001306089 23,8% 43,6/%
lipid-transfer 097 lycopersicum
protein 1-like
Capsicum annuum  XP_016582189 27,4% 52,1%
Arabidopsis NP_001336504 66,7% 66,7%
thaliana
Nicotiana tabacum  XP_016454944 39,8% 57,6%

Fonte: Autoria propria.

Quando ¢ feita a avaliacdo entre os niveis de identidade génica e os niveis de identidade

e similaridade proteica, o gene MLO-like apresentou similaridade proteica acima de 50% para
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todas as espécies e identidades génicas uniformes com os valores de identidade proteica, o que
pode indicar uma conservagao estrutural e funcional nas proteinas, baseada nas substitui¢des
conservativas de aminoacidos. A ordem das espécies em termos de identidade também se
manteve de forma coerente entre as duas analises, indicando uma relagao positiva entre os
resultados génicos e proteicos.

A Figura 8 ilustra uma regido do alinhamento entre os aminoacidos da proteina MLO-
like em que ha uma alta conservacao entre as 5 espécies vegetais analisadas, especialmente
entre as posi¢oes 420 e 440, onde existe alta identidade. Fora dessa regido central, ha trechos
com maior variabilidade, o que pode indicar regides menos criticas ou sujeitas a diversificagao

funcional. O alinhamento sugere um possivel dominio funcional na regido.

410

Coffeast-830 | KIMHML WY L
Arabidopsizd/1-511 BEHES TAD WY/
Wicotiana/1-525 HONAAD | A
Capsicums/1-528 HENAADLA |
Tolanum/1-507 HENAADL AL

450 460

1 1 1 1 1

AALIPQRIRET IHGWMG KESRR KR
PTVFNDRWATALKKIWHHTEKENET
PlIFGDNVATALRSWHNTAKKRY
PlIFGDNVATALRSWHNTAKKRY
PlIFGDNVATALRSWHHTEKKRY

Conservation I I - I I

Consensus

AAD+AIRLTMEGY I IQVHCEYVTLPLYALVTOMGSSMKP I IFGDNVATALRSWH+ TAKKRY

Ococupancy

Figura 8 - Visualiza¢do do alinhamento local da proteina MLO-like. Fonte: Autoria propria.

Na Figura 9, € possivel visualizar que a regido entre as posi¢des 340 e 365 mostram
conservagao razoavel, e grande parte das sequéncias estdo completas nesta regido da proteina
DMRG6-like. J& no alinhamento da proteina LTP-like, a conservagao € baixa, exceto por poucos

residuos especificos, como mostra a Figura 10. Isso indica baixa probabilidade de dominio

funcional conservado na regido.
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[Coffes/1-375 EFHYYSKKGIWASFCRDOGT I IITT QLRASGKE K HMMGRIF | FRGADDERM
[Capsicum/1-363 EWRRKTDGEW | RMIKETRDAY | [LHW TIEWVIWSHDERMESWEHR YWY YWHNS - ERERFEIFFFFHBSHY
Wicotiana/1-354 QW - -QHEGKW I MMVWNALPHSLLYNT HLE | FSENGKRKENMHBAVYNN - KVTRIEIATAHGEELE
[Solanums1-337 Q- - LKDG KWL AV ISPQPDAFWINL QLRAVSNGEERSWWHEA | WHS - DRARMSYASFLCORCDES
MArabidopsiz/?-341 Q1 - - L 1 DEQUWF AMNEHEDAF WIEH | QLALSNGEVEKSWWHEAVTHNT - EMPREILEYASFLCEADRC
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Figura 9 - Visualizacdo do alinhamento local da proteina DMR6-like. Fonte: Autoria propria.
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[Selanum/i-112 RSCCLQ IQKLGH- - - - - - - - NPKCLCAVMLENTAKSEGANPEVAITIRPKRCNLANR - - - - PVGY
[Coffearst-122 FACCSG | KTLLSLAKTQTDROSVESCLKSYAQE - ATNGQL - KNAARQ IPHLEGYHLPF -Q I SRHNI
Wicotiana/1-117 APLCCSG INSLHNQATSTPDROTALCNEC I KSAAAG - | SGINF-SLAGELPSKEGYHLPY - KISPS|
Mrabidopsis1-19 - - - - - - - - - - - oo ILLLDNKSEALW- - - - - - - - -
[Capsicum/1-147 EACCTGVEDWEKLGRQSKRDRVY I ICLCLQKMI IN-LDSKD IPPRVAELPHKEGEY EYNMPP | DKNY
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Figura 10 - Visualizag@o do alinhamento local da proteina nsLTP-like. Fonte: Autoria propria.

Entretanto, o padrdo observado no gene DMR6-like foi diferente, pois, apesar de a
identidade génica ter atingido até 44,4% em N. tabacum, os valores de identidade proteica
foram consideravelmente mais baixos, variando apenas de 20,8% a 22,0%. A similaridade entre

proteinas também nao apresentou valores muito altos, ficando entre 34,0% e 40,4%. Isso sugere
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que, embora haja identidade nucleotidica, as substitui¢des de aminoacidos nas regides
codificantes divergem de forma mais acentuada, com muitas delas ndo sendo conservativas.

O gene non-specific lipid-transfer protein 1-like (nsLTP-like) apresentou uma
divergéncia interessante entre as analises nucleotidica e proteica: os valores de identidade e
similaridade proteica em Arabidopsis thaliana foram notavelmente mais elevados do que a
identidade nucleotidica. Isso pode indicar que, apesar das diferencgas na sequéncia de DNA, as
regides codificantes que geram a proteina podem ser conservadas.

O desenho dos RNAs guias gerados através dos genes MLO-like, DMR6-like e nsLTP-
like em cafeeiro gerou sequéncias que atendem aos parametros de determinagdo de guias com
provavel eficiéncia para edi¢ao génica (Tabela 3).

Para o gene MLO-like, seis gRNAs foram avaliados, todos apresentando scores MIT
superiores a 90, o que indica alta especificidade. O gRNA 90forw se destaca com um score de
95 ¢ GC de 48%, estando dentro da faixa ideal para estabilidade e eficiéncia. De forma
semelhante, os gRNAs 237forw (score 93, GC 43%), 1355rev (score 92, GC 48%), 1426rev
(score 92, GC 52%) e 456rev (score 92, GC 52%) também apresentam bons parametros.

O gene DMRG6-like apresenta cinco gRNAs com scores entre 95 e 99, sendo os mais
altos entre os avaliados, com destaque para a sequéncia 1210rev, com score MIT de 99 e GC
de 43%, indicando altissima especificidade, embora o contetido GC um pouco mais baixo sugira
menor estabilidade. Os guias 1203rev (score 98, GC 43%) e 1202rev (score 96, GC 48%)
possuem sequéncias bastante semelhantes, com apenas pequenas variagdes, € ambos
apresentam valores altos de especificidade. Ja as sequéncias 1248forw e 97forw, ambas com
score 96 e 95 respectivamente, também oferecem GC adequados (43% e 48%), reforcando o
gene DMR6-like como um alvo promissor para edigdo com CRISPR/Cas9.

Por sua vez, os RNAs guias para o gene nsLTP-like apresentam scores mais baixos
quando comparados com os anteriores, sendo as sequéncias 379rev (score 89, GC 48%) e
385rev (score 87, GC 48%) as com maior favoraveis entre as avaliadas para o gene. O gRNA
380rev, com score MIT de 82 e conteudo GC de 43%, apresenta o desempenho mais fraco

dentre todos os avaliados, o que pode comprometer sua confiabilidade em sistemas CRISPR.



Tabela 3 - RNAs guias propostos para a edicdo dos genes MLO-like, DMR6-like e nsLTP-like em Coffea

arabica.
Gene ID gRNA Sequéncia Score %CG
MIT
90forw AGGTTGGACTGCACTAGTATTGG 95 48
MLO-like 237forw CAACTGAACACATAAGAACTGGG 93 43
1355rev CCGAACAGAAGAACACAACTAGG 92 48
1426rev CTCTACTAGGCTTCCCTACTAGG 92 52
456rev TTTCCGCACCAAATAGTGGCTGG 92 52
DMR6-like 1210rev AGCTAGTTACGGAGTTACTATGG 99 43
1203rev TACGGAGTTACTATGGTCTATGG 98 43
1202rev ACGGAGTTACTATGGTCTATGGG 96 48
1248forw TAGCTCTTTTTAAGTACGCCTGG 96 43
97forw GAAAACTCTCATGAGTACACCGG 95 48
LTP-like 379rev TGTTGCGAGAAATCTGGAATGGG 89 48
385rev AGTCGATGTTGCGAGAAATCTGG 87 48
380rev ATGTTGCGAGAAATCTGGAATGG 82 43

Fonte: Autoria propria.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho possibilitou a identificagdo e analise de genes candidatos a suscetibilidade
a ferrugem-do-cafeeiro (Hemileia vastatrix) em Coffea arabica, por meio de abordagens
comparativas com espécies modelo e ferramentas bioinformdticas. Os genes das familias
MLO-like, DMR6-like e nsLTP-like apresentaram niveis distintos de conservagao génica e
proteica, com destaque para Nicotiana tabacum como espécie com maior similaridade
funcional em todos os casos. A analise dos RNAs gerados a partir desses genes demonstrou
alta especificidade, especialmente para os genes MLO-like e DMR6-like, refor¢ando seu
potencial como alvos vidveis para edi¢do por CRISPR/Cas9. E fundamental que esses
resultados sirvam de base para futuras validagdes experimentais in vitro € in vivo, com 0
intuito de confirmar a eficacia dos gRNAs projetados e elucidar a funcionalidade dos S-
genes identificados no contexto da resisténcia a ferrugem-do-cafeeiro. A abordagem
apresentada demonstra a viabilidade do uso de CRISPR para edicio de genes de
suscetibilidade em Coffea arabica, preenchendo uma lacuna até entdo ndo conhecidamente
abordada na literatura. A originalidade se deve aos desenhos de gRNAS especificamente
para a edi¢do de genes associados a infecgdo por patdogeno, e a auséncia de trabalhos
publicados com esse foco reforca a contribui¢do desse estudo para o avango da edigdao
génica no cafeeiro.

Novas abordagens, como a identificacdo de genes diferencialmente expressos durante a
infec¢do por Hemileia vastatrix, tém revelado alvos promissores para edi¢do génica em
Coffea arabica, como os genes GSTs, GPx, SOD e ALDOA, cuja inativagdo por
CRISPR/Cas9 pode contribuir para resisténcia a ferrugem (Santos et al., 2025). Além disso,
estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS - Genome-Wide Association Study)
permitiram mapear SNPs associados a caracteristicas agrondmicas e resisténcia,
viabilizando a sele¢do assistida por marcadores e otimizando programas de melhoramento
(Silva et al., 2024). Esses estudos abrem novas possibilidades para auxiliar programas de
melhoramento genético do cafeeiro, permitindo a integragdo entre ferramentas de
bioinformatica, edi¢do gendmica e sele¢do assistida por marcadores. A validag¢ao funcional
dos genes identificados, aliada ao avanco de tecnologias como CRISPR, pode acelerar o
desenvolvimento de cultivares com resisténcia durdvel a ferrugem-do-cafeeiro e
caracteristicas agrondmicas superiores, promovendo ganhos significativos em

produtividade e estabilidade da producao.
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APENDICE A - CODIGO EM PYTHON PARA MINERACAO DOS RNAs GUIA

import pandas as pd
arquivo = 'guias DMRG6.tsv'
df = pd.read csv(arquivo, sep="\t")

def calcular gc(seq):
gc = seq.count('G') + seq.count('C")
return (gc / len(seq)) * 100

dff'GC%'] = df]'targetSeq'].apply(calcular_gc)

gRNAs_filtrados = dff
(df'mitSpecScore'] >= 80) &
(df'GC%'] >=40) &
(df'GC%'] <= 60)

]

colunas para_mostrar = ['#guideld', 'targetSeq', 'mitSpecScore',
'GC%']

gRNAs _filtrados[colunas_para mostrar]

gRNAs _filtrados[colunas_para mostrar].to_csv('gRNAs _filtrad
os.csv', index=False)

files.download('gRNAs_filtrados.csv')
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