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INTRODUGAO

O cacaueiro (Theobroma cacao) é uma planta endémica da regido amazodnica, cujos frutos dao
origens a améndoas de valor comercial por servirem de matéria-prima para produtos na area da industria
alimenticia, farmacéutica e cosmética (PIRES, Barbara 2020). No Brasil, na década de 80, o pais alcangou a
sua produtividade maxima, tornando-se assim o 2° maior produtor do mundo (FAOSTAT). Porém, em 1989,
foi detectado na Bahia o fungo Moniliophthora perniciosa, causador da Vassoura-de-Bruxa (VDB), reduzindo
drasticamente a producédo de cacau.

O fungo M. perniciosa € do tipo basidiomiceto e hemibiotréfico, ou seja, tem duas fases de
crescimento distintas, a biotréfica e a necrotréfica (Figura 1) (FORMIGHIERI, Eduardo 2006). Na fase
biotrofica, os basididsporos penetram na planta através dos estdmatos e tecidos lesados, infectando os
tecidos meristematicos, colonizando a planta e retirando seus nutrientes. Durante essa fase, o fungo cresce
intercelularmente na planta, causando sintomas como a hiperplasia e hipertrofia dos tecidos afetados e
formagéo de hastes anormais - resultando em estruturas chamadas ‘vassoura verde’ (ALMEIDA, Gabriel
Moretti 2014). Ja na fase necrotrofica o fungo passa a crescer dentro das células da planta, causando
necrose e morte dos tecidos infectados. Neste cenario, as ‘vassouras verdes’ dao lugar a estruturas
chamadas de ‘vassouras secas’.

Durante a infecgdo dos cacaueiros, a planta passa a produzir uma grande quantidade de 6xido
nitrico (NO), inibindo o complexo IV da cadeia respiratdria do fungo, atuando como mecanismo de defesa
vegetal. E é neste estagio que os niveis de expressdo da enzima oxidase alternativa (AOX) de M.
perniciosa (MpAOX) sdo mais elevados (PIRES, Barbara 2020). A AOX é uma proteina monotodpica
localizada na regido matricial da membrana mitocondrial interna. Em M. perniciosa, a AOX atua na criagéo
de uma via alternativa para o fluxo de elétrons na cadeia respiratoria (Figura 2). Da mesma forma que o NO
produzido pela planta, principais agrotoxicos fungicos também costumam inibir a cadeia respiratéria

principal do fitopatdgeno - desestabilizando a producdo de ATP e aumentando a produgcdo de espécies
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reativas de oxigénio (EROs) (ALMEIDA, Gabriel Moretti 2014). Porém, com a atuagdo da AOX, M.
perniciosa consegue continuar produzindo uma quantidade de ATP suficiente através da glicolise e do ciclo
do acido citrico, além de nao permitir o acimulo de elétrons que contribuem para formacdo de EROs,
extremamente tdxicas. Este mecanismo permite, portanto, que ndo haja uma parada completa do

metabolismo mitocondrial e a célula ndo morra, mantendo o ciclo infeccioso da VDB.
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Figura 2 Esquema representativo da cadeia de transporte de elétrons na mitocéndria, incluindo as vias principal (em verde) e alternativa
(em rosa).

Sendo assim, a MpAOX torna-se um fator crucial para a sobrevivéncia e viruléncia do fitopatdgeno,
configurando-se como o alvo ideal para o desenvolvimento de drogas para o controle da doenga.
Entretanto, o cultivo e manipulagdo de M. perniciosa para triagem de moléculas inibidoras de MpAOX se
mostra como uma atividade laboriosa, dada a complexidade do ciclo de vida do fitopatégeno. Desta forma,
uma alternativa viavel para este fim € utilizar a levedura Pichia pastoris, que expressa uma AOX enddgena
(PPAOX) e € um microrganismo de facil manuseio. P. pastoris € uma levedura metilotréfica amplamente
utilizada para produgédo de proteinas heterdélogas, por ser um hospedeiro com sistema de expressao
eucaridtico e alta taxa de replicagao.

Um desafio na manipulagdo genética de P. pastoris € que sua maquinaria de reparo de DNA por
recombinagdo homologa (HR) € pouco eficaz, tornando assim, mais dificultosa a insergéo de sequéncias de
DNA heterdlogas. Uma maneira de melhorar a eficiéncia de direcionamento dos genes em P. pastoris para
recombinagcao homologa é realizar o knockout do gene KU70, uma proteina de ligagao terminal de DNA que
participa do processo de reparo por unido de extremidade ndo-homodloga (NHEJ). Com a taxa de reparo de
DNA por HR intensificada, espera-se maior facilidade para integragéo de genes heterélogos em P, pastoris,
como o gene MpAOX (Figura 3).
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Figura 3 ARSs promovem integracéo eficiente mediada por CRISPR/Cas9 de fragmentos doadores sem marcadores na cepa de tipo
selvagem de P. pastoris. A- Desenho dos cassetes doadores (lado esquerdo) e eventos de recombinagdo direcionados (lado direito). B- P.
pastoris tipo selvagem (lado esquerdo) e Aku70 (lado direito) co-transformag¢éo com 100ng de DNA de plasmideo CRISPR-Cas9

(GUT1-gRNA2) e vdrios fragmentos doadores. (Fonte: J of cellular Biochemistry, Volume: 119, Issue: 4, Pages: 3183-3198, First published:
01 November 2017, DOI: (10.1002/jch.26474)).

Para a edigdo genOmica de P pastoris, a ferramenta CRISPR-Cas9 tem se mostrado como
alternativa eficiente (WENINGER, Astrid et al. 2018). CRISPR-Cas9 € um sistema de edigdo genbmica, que
faz uso de uma sequéncia curta de RNA para guiar a endonuclease Cas9 a fim de clivar uma sequéncia
especifica de DNA. Neste projeto, a delegdo dos genes KU70 e PpAOX sera realizada através do sistema

CRISPR-Cas9 e a insercao do gene codificante da proteina MpAOX no local de delegdo de PpAOX sera
realizada pelo reparo de DNA por HR.

METODOLOGIA:

Construgao do vetor pLC_004, contendo as estruturas especificas para edicdo CRISPR-Cas9
em P. pastoris.

Montagem do plasmideo pLC_004.01 para insercdo de um gRNA homdlogo a sequéncia de
KU70

Confirmacéo de uma linhagem P. pastoris KU70 (LCY001)

Montagem do plasmideo pLC_004.02 para insercdo de um gRNA homdlogo a sequéncia de
PpAOX
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Confirmacgéao da linhagem P. pastoris KU70 MpAOX (LCY002)

Fenotipagem da linhagem LCY002 sob diferentes inibidores de AOX

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Devido as dificuldades encontradas ao realizar as primeiras atividades propostas inicialmente, as
etapas incipientes do projeto foram alteradas e encontram-se em andamento.

A alteragéo das atividades iniciais do projeto ocorreram apds observarmos, através da realizagéo de
PCRs, que o vetor pPBLp_004 (FAPESP 2016/24264-5 e 2018/03130-6), disponivel na biblioteca de
plasmideos do laboratério, e que seria utilizado inicialmente como base para a constru¢do de um vetor
modular CRISPR-Cas9 possuindo uma sequéncia de gRNA para edicdo de PpAOX para edicdo de P.
pastoris, ndo continha o niamero de pares de base adequado, apontando assim um possivel erro na
sequéncia desejada do plasmideo. Portanto, para prosseguimento do projeto, uma nova atividade foi
adicionada ao cronograma: a construgdo de um novo plasmideo a partir do vetor pGS_004.0, contendo as
estruturas especificas para edigdo CRISPR-Cas9, em S. cerevisiae, a partir do qual sera integrado a origem
de replicagdo para P. pastoris (PARS1). Para isso, tentamos utilizar duas enzimas de restricdo diferentes,
Xcml e SnaBl, para que posteriormente ocorresse a substituicdo de 2u por pARS1 (amplificagdo da PARS1
foi realizada a partir do vetor pUO-pp-323-7-PARS (Figura 4) obtido a partir do banco de plasmideos Open
Yeast Collection), através de clonagem in vivo em S. cerevisiae. Apos transformacao em levedura (BY4742)
foram realizadas a extracdo de DNA e confirmag¢do da montagem do plasmideo através de PCR de colénia

(usando os primers LCO_011 e 012) e eletroforese (Figura 5).
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Fig 4. A) Mapa do vetor pUO-pp-323-7-PARS com destaque para os primers LCO_013 e 014 utilizados para amplificagdo de
pARS1. B) Gel de eletroforose do resultado da reagdo de PCR usando enzima GoTaq, € Phusion (C).
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Fig 5. A) Back-up das colbnias transformadas em YPD+geneticina; B) 18 reagcdes de PCR (1 para cada backup, resultando em
um total de 9 reagdes para cada enzima de restrigdo, Xcml e SnaBl) (gotaq), a 53°C, para confirmagao da substituicdo da
origem de replicacédo de S. cerevisiae (21) pela origem de replicagéo de P. pastoris (pPARS1).

Os diferentes tamanhos das bandas observados nas figuras sdo equivalentes a presenca de 2u e
pARS1, respectivamente, indicando que as células de levedura transformadas possuem nao apenas o vetor
final (contendo pARS1), mas também o vetor original - possivelmente resquicios da digestao ineficiente do
pGS _004.0. Desta forma, isolamos o vetor de interesse (pGS_004.0 contendo pARS1 em substituigao a 2p),
para amplificagdo em E. coli, porém nao obtivemos éxito nesta Ultima etapa, pois as células eletroporadas
ndo cresceram como esperado.

Tendo em vista que os métodos antes utilizados ndo obtiveram o resultado previsto, tentamos integrar
a PARS1 ao vetor PGS004.0 através de digestdo com a enzima de restricdo BssHII (Fig 6) e posteriormente

clonagem in vivo em S. cerevisiae. Porém essas tentativas também foram falhas.
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esperamos que a partir dessa nova estratégia nosso novo vetor possa
ser logrado. Sendo assim, a partir dele o gene KU70, responsavel pela

alta taxa de reparo de DNA por recombinagdo ndo homéloga, sera

deletado em P. pastoris e a posteriori sera deletado o gene PpAOX
cups it || também através do sistema CRISPR-Cas9 a fim de inserir o gene
(gRNA scaffold| SNR52 promoter
MpAOX.
CONCLUSOES:

Até o presente momento, a montagem de um vetor para edigdo CRISPR-Cas9 de Pichia pastoris se
demonstrou desafiadora, dado que o vetor original pPBLp_004 a partir do qual seria feita esta atividade nao
apresentou a estrutura esperada. Apesar das dificuldades, ja foram estabelecidas novas atividades para
superacao deste desafio. Desta forma, espera-se construir um sistema efetivo para edigdo genémica de P.

pastoris.
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