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INTRODUCAO:

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, as plantacdes de cacau
obtiveram sucesso. Na década de 80, o pais alcancou a sua produtividade maxima, chegando a produzir
guase 456.000 toneladas de améndoas, tornando-se assim o 2° maior produtor do mundo (FAOSTAT).
Porém, em 1989, foi detectado na Bahia - o maior estado produtor de cacau até entdo -, o fungo
Moniliophthora perniciosa, causador da Vassoura-de-Bruxa (VDB), reduzindo drasticamente a producao
de cacau e gerando consequéncias como a alta do desemprego e a destruicéo de parte do bioma nativo,
j& que os cacauicultores comecgaram a plantar outras culturas.

O fungo M. perniciosa € do tipo basidiomiceto Baskdomata (n-+n ,," ‘
e hemibiotréfico, ou seja, tem duas fases de '

crescimento distintas, a biotrofica e a necrotrofica
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Estageo necrolrdfico

(Figura 1) (FORMIGHIERI, Eduardo 2006). Na fase L W

biotrofica, os basidiésporos penetram na planta

Estagio biotréfico

através dos estdbmatos e tecidos lesados, infectando

os tecidos meristematicos, colonizando a planta e

retirando seus nutrientes. Durante essa fase, poés

germinacgéao, o fungo apresenta micélio monocariético
e cresce intercelularmente na planta, causando
sintomas como a hiperplasia e hipertrofia dos tecidos

afetados, perda de dominancia apical e formacao de

hastes anormais - resultando em estruturas chamadas
‘vassoura verde’ (ALMEIDA, Gabriel Moretti 2014). J&

Grampo de conexdo

Figura 1Ciclo de vida do fungo Moniliophthora perniciosa. (Fonte: PIRES,

na fase necrotroéfica, gue ocorre de 2-3 meses apés a Bdrbara Aliende. Dissertagio (Mestrado em Genética e Biologia
Molecular) - Universidade Estadual de Campinas).
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infeccdo do fungo, o micélio sofre algumas alteracdes morfoldgicas e passa a apresentar hifas
dicaridticas e com grampos de conexdo. Nesta fase, 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 infec¢do dos cacaueiros, a planta passa a produzir uma grande quantidade de oxido
nitrico (NO), inibindo o complexo IV da cadeia respiratéria do fungo, atuando como mecanismo de defesa
vegetal. E € neste estagio que os niveis de expressdo da enzima oxidase alternativa (AOX) de M.
perniciosa (MpAOX) sao mais elevados (PIRES, Barbara 2020). A AOX € uma proteina monotdpica
localizada na regido matricial da membrana mitocondrial interna. Em M. perniciosa, a AOX atua na
criacdo de uma via alternativa para o fluxo de elétrons na cadeia respiratoria (Figura 2). Da mesma
forma que o NO produzido pela planta, principais agrotéxicos fungicos também costumam inibir a cadeia
respiratoria principal do fitopatdgeno - desestabilizando a producéo de ATP e aumentando a produgéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ALMEIDA, Gabriel Moretti 2014). Porém, com a atuacdo da
AOX, M. perniciosa consegue continuar produzindo uma quantidade de ATP suficiente através da
glicélise e do ciclo do acido citrico, além de ndo permitir o acimulo de elétrons que contribuem para
formacéo de EROs, extremamente toxicas. 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 2Esquema 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
doenca. Entretanto, o cultivo e manipulacdo de M. perniciosa para triagem de moléculas inibidoras de
MpAOX se mostra como uma atividade laboriosa e demorada, dada a complexidade do ciclo de vida do
fitopatdgeno e dificuldade de obtencao de esporos. Desta forma, uma alternativa viavel para este fim é
utilizar a levedura Pichia pastoris, que expressa uma AOX enddgena (PpAOX) e é um microrganismo de
facil manuseio. P. pastoris € uma levedura metilotréfica amplamente utilizada para producdo de
proteinas heterdlogas, por ser um hospedeiro com sistema de expressao eucaridtico e alta taxa de

replicacdo. Estes fatores colaboram para que P. pastoris seja também hipotetizada como uma possivel
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plataforma de expressdo de MpAOX, o que poderia contribuir para triagem de inibidores especificos
desta enzima.

Um desafio na manipulacdo genética de P. pastoris é que sua maquinaria de reparo de DNA por
recombinagcdo homologa (HR) é menos eficaz que em Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, tornando
assim, mais dificultosa a inser¢cdo de sequéncias de DNA heter6logas. Uma maneira de melhorar a
eficiéncia de direcionamento dos genes em P. pastoris para recombinagdo homdloga é realizar o
knockout do gene KU70, uma proteina de ligacéo terminal de DNA que participa do processo de reparo
por unido de extremidade ndo-homdloga (NHEJ). Portando, cepas ku70A desta levedura apresentam
taxa de reparo pela maquinaria NHEJ reduzida, de forma que a taxa de recombinagdo homéloga &
favorecida e se torna mais eficiente (NAATSAARI, Laura 2012). Com taxa de reparo de DNA por HR

intensificada, espera-se maior facilidade para integracdo de genes heterdlogos em P. pastoris, como o
gene MpAOX (Figura 3).
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Figura 3 ARSs promovem integrag¢do 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-transformagdo com 100 ng 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/jcb.26474)).

Para a edicdo genémica de P. pastoris, a ferramenta CRISPR-Cas9 tem se mostrado como
alternativa eficiente e pratica (WENINGER, Astrid et al. 2018). CRISPR-Cas9 € um sistema de edi¢édo
gendmica, inicialmente encontrado em bactérias e archaea, que faz uso de uma sequéncia curta de RNA
para guiar a nuclease Cas9 a fim de clivar uma sequéncia especifica de DNA. Neste projeto, a delecao
dos genes KU70 e PpAOX serd realizada através do sistema CRISPR-Cas9 e a inser¢cdo do gene
codificante da proteina MpAOX no local de delecdo de PpAOX sera realizada pelo reparo de DNA por

HR. Assim, espera-se construir uma plataforma para triagem de moléculas inibidoras de MpAOX.
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METODOLOGIA:

Etapas

Atividades

Vetores e Clonagem

Amplificacdo de sequéncias do vetor pPBLp_004 (contendo gRNA para edicédo
PpAOX) com primers contendo regido modular para inser¢cdo de gRNA

Montagem do plasmideo pLC_ 004 (TEF1-Cas9-CYC1 SNR52-gRNA-SUP4) a partir
de recombinacdo homéloga em Saccharomyces cerevisiae

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

pastoris

Transformacao de P. pastoris com plasmideo pLC_004.01

Confirmacéo de uma linhagem P. pastoris ku70 (homeada LCY001)

Transformacdao de P.

Linearizacao e purificagdo do plasmideo de expressao de MpAOX (pUC57_MpAOX)
contendo 400 bp de homologia upstream e downstream a PpAOX

Transformacdo de LCYO001 usando plasmideo pPBLp_004 e pUC57_MpAOX
linearizado

Confirmacdo da linhagem P. pastoris ku70 MpAOX (LCY002)

Caracterizacao
fenotipica de P.
pastoris

Fenotipagem da linhagem LCY002 sob diferentes inibidores de AOX

RESULTADOS E DISCUSSAOQ:

O projeto encontra-se em seu segundo

més de atividades e até 0 momento as principais

SV40 NLS CYC1 terminator

1.
A

atividades serdo descritas a seguir. Para a
primeira atividade, onde objetiva-se a construcdo
de vetor modular para edicdo de P. pastoris
usando o sistema CRISPR-Cas9, foram
realizadas PCR para amplificacdo do vetor
pPBLp_004 (disponivel na biblioteca de
plasmideos do laboratério) (FIGURA 4) a fim de
se alterar a sequéncia original de sgRNA através
de clonagem das partes amplificadas. Entretanto,

foi observado que, diferente do esperado, o
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Figura 4Vetor pPBLp_004. Em roxo os primers utilizado para

segmento do plasmideo que deveria conter uma amplificagéo.

sequéncia de origem de replicacdo pARS1 de P. pastoris, 0 tamanho da banda ob tida sugere que o

vetor pPBLp_004 seja na realidade para edicdo de S. cerevisiae (FIGURA 5). Portanto, para

prosseguimento das atividades, serd utilizado o vetor pGS_004.0 (DE MELLO, Fellipe et al. 2022),

contendo as estruturas especificas para edicdo CRISPR-Cas9 em S. cerevisiae, a partir do qual sera

integrado a origem de replicacdo pARS1. Tal atividade encontra-se em andamento e o planejamento foi
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realizado de forma que o vetor pGS004.0 sera digerido com a enzima PfIMI e posteriormente a clonagem
de pARS1 — amplificado do genoma de P. pastoris — serd realizada via transformagé@o em levedura.

(™ Figura 5Foram realizadas 5 reagbes de PCR a diferentes
temperaturas (50°C; 52°C; 54°C; 56°C e 58°C) para cada par de
primers, além de um controle para cada par.

Pares de primers- (1) LCO_004 + LCO_005 - 3146 pb; (2) LCO_003 +
LCO_002 - 3032 pb; (3) LCO_001 + LCO_006 - 2842 pb.

Da esquerda para direita- Controles (1), (2), (3), respectivamente.
Marcador molecular 1Kb. 5 Reagées para o 1° par de primers. 5
Reagbes para o 2° par de primers. 5 Reag¢des para o 3° par de
primers.

Todas as temperaturas deram certo, e os trés primers amplificaram
a parte desejada, porém o 2° par amplificou uma regido maior que
a esperada, que condiz com a regido de replicagdo auténoma da
Saccharomyces cerevisiae e ndo com a regido de replicagdo
auténoma da Pichia pastoris (PARS1).

| pot ol

=B

CONCLUSOES:

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