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INTRODUCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao) € uma planta endémica da regido amazobnica, cujas améndoas
possuem valor comercial por servirem de matéria-prima na area industrial (PIRES, Barbara 2020). No
Brasil, em 1989, foi detectado na Bahia o fungo Moniliophthora perniciosa, causador da Vassoura-de-Bruxa
(VDB), reduzindo drasticamente a produgédo de cacau.

O fungo M. perniciosa é basidiomiceto e hemibiotréfico, ou seja, tem duas fases de crescimento,
biotrofica e necrotrofica (FORMIGHIERI, Eduardo 2006). Na fase biotrofica, os basididésporos penetram na
planta através de tecidos lesados, infectando os tecidos meristematicos e retirando seus nutrientes,
causando assim, sintomas como a hiperplasia e hipertrofia (ALMEIDA, Gabriel Moretti 2014). Ja na fase
necrotrofica o fungo cresce dentro das células da planta, causando necrose e morte dos tecidos infectados.

Durante a infecgdo dos cacaueiros, a planta passa a produzir uma grande quantidade de oxido
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 expressao da enzima oxidase alternativa (AOX) de M.
perniciosa (MpAOX) sao mais elevados (PIRES, Barbara 2020). A AOX é uma proteina localizada na regido
matricial da membrana mitocondrial interna. Em M. perniciosa, a AOX atua na criagdo de uma via
alternativa para o fluxo de elétrons na cadeia respiratoria (Figura 1). Da mesma forma que o NO produzido
pela planta, principais agrotéxicos fungicos também costumam inibir a cadeia respiratéria principal do
fitopatdgeno - desestabilizando a produgdo de ATP e aumentando a producdo de espécies 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 acumulo de elétrons que contribuem para formagédo de EROs, extremamente toxicas. Este
mecanismo permite, portanto, que ndo haja uma parada completa do metabolismo mitocondrial, mantendo o

ciclo infeccioso da VDB.
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Figura 1 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 homodloga (HR) é pouco eficaz, tornando assim, mais dificultosa a insercao de sequéncias de
DNA heterdlogas. Uma maneira de melhorar a eficiéncia de direcionamento dos genes em P. pastoris para
recombinagdo 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 integracdo de genes heterélogos em P. pastoris,
como o gene MpAOX (Figura 2).
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Figura 2 ARSs promovem integragdo 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 recombinagéo direcionados (lado direito). B- P.
pastoris tipo selvagem (lado esquerdo) e Aku70 (lado direito) co-transformacdo 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/jcb.26474)).
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Para a edigdo genOmica de P pastoris, a ferramenta CRISPR-Cas9 tem se mostrado como
alternativa eficiente (WENINGER, Astrid et al. 2018). CRISPR-Cas9 é um sistema de edicdo gendmica, 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 delegao dos genes KU70 e PpAOX sera realizada através do sistema
CRISPR-Cas9 e a insergao do gene codificante da proteina MpAOX no local de delegdo de PpAOX sera
realizada pelo reparo de DNA por HR.

METODOLOGIA:

utilizagéo do plasmideo pGS_004.0 para inser¢ao de um gRNA homoélogo a sequéncia de KU70

Transformacgéao de P. pastoris com plasmideo pGS_004.0 + gRNA para AKU70

Confirmacéo de uma linhagem P. pastoris KU70 (LCY001)

Linearizagéo e purificacdo do plasmideo de expressdo de MpAOX (pUC57_MpAOX) contendo
400 bp de homologia upstream e downstream a PpAOX

Montagem do plasmideo pLC_004.02 para insercdo de um gRNA homodlogo a sequéncia de
PpAOX

Transformacgao de LCY001 usando plasmideo pLC_004.02 e pUC57_MpAOX linearizado

Confirmacéao da linhagem P. pastoris KU70 MpAOX (LCY002)

Fenotipagem da linhagem LCY002 sob diferentes inibidores de AOX

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para inicio do projeto tinhamos como objetivo deletar o gene KU70, que esta intrinsecamente ligado a
alta taxa de reparo de DNA por extremidades ndao homologas em Pichia pastoris. Para isso, linearizamos,
com a enzima de restricdo Esp3l, o vetor pGS_004.0, disponivel da biblioteca de plasmideos do laboratdrio,
e utilizamos o protocolo sgRNA Oligo Annealing and Ligation e os primers hibridizados LCO_007 e LCO_008
para fazer a inser¢gao do sgRNA ao vetor. Em seguida, foi realizada a transformagédo em P. pastoris, extragao
e amplificagdo do gDNA para sequenciamento. (Figura 3)
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Figura 3 A) Mapa do plasmideo PGS004.0. B) Gel de Agarose 1%. Da esquerda para direita: Marcador molecular 1Kb, pGS_004.0 fechado e
pGS004.0 linearizado com Esp3l. C) Transformagdo de Pichia pastoris com o vetor da figura A. D) Gel de agarose 1,5% mostrando a
amplificagdo do gene KU70 (254pb) de 10 colonias da transformagao, foram utilizados os primers LCO_018 e LCO_019.

Nas amostras enviadas para sequenciamento ndo obtivemos o resultado esperado. Portanto
seguimos para a proxima etapa do projeto, deletar através do sistema CRISPR-Cas9 o gene PpAOX. Para
isso, utilizamos o vetor pPBLp_004 (FAPESP 2016/24264-5 e 2018/03130-6) disponivel no laboratério com o
sgRNAAPpAOX e realizamos a transformacdo em Pichia pastoris. Apés a transformagédo foram feitos

backups de 190 colbnias para posterior teste de fenotipagem. (Figura 4)
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Figura 4 A) Mapa do plasmideo pPBLP_004 B) da esquerda para direita: Placa YPD transformag¢do de pichia com o vetor da figura A +
sgRNAAPpPAOX e placa de YPD controle. C) Backup das 190 coldnias da transformac&o da placa da esquerda na figura B

A partir dos backups foram realizados pré-inéculos de 188 coldnias em placa de 96 pogos contendo
YPG 3% e depois feito o indculo em placas de YPG 3% e YPG 3% + Azoxistrobina [0,5mg/L], em placa YPG
3% esperava-se o crescimento de todas as colbnias, ja em placa YPG 3% + Azoxistrobina [0,5mg/L]

esperava-se o crescimento apenas das coldnias nao editadas (1* e 2). (Figura 5)

Placa YPG 3% Placa YPG 3% + AZO [D,5mg/L)

Placa YPG 3% + AZO [0,5mg/L)

Figura 5 A) Da esquerda para direita: Placa YPG 3% colonias controle (pichia ndo editada 1* e 2*) colonias editadas de 1 a 94, Placa YPG
3% + AZO [0,5mg/L] colonias controle (pichia néo editada 1* e 2*) colonias editadas de 1 a 94 B) Placa YPG 3% colonias controle (pichia ndo
editada 1* e 2*) colonias editadas de 95 a 188, Placa YPG 3% + AZO [0,5mg/L] colonias controle (pichia néo editada 1* e 2*) colonias
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editadas de 95 a 188

Apo6s o teste de fenotipagem foram realizados testes de diluigdo seriada com 11 coldnias que
apresentaram menor taxa de crescimento no teste anterior. O plagueamento foi feito em placas YPG 3%,
YPG 3% + Azoxistrobina [0,5mg/L] e YPG 3% + Azoxistrobina [1mg/L] e os registros foram feitos em 2 e 5
dias ap6s o plaqueamento. (Figura 6)

Figura 6 A) Da esquerda para direita: Placa YPG 3%, Placa YPG 3% + AZO [0,5mg/L] e Placa YPG 3% + AZO [1mg/L]- colonia controle (pichia
ndo editada ultima e) colonias editadas (78, 82, 106, 109, 110, 112, 117, 142, 168, 172 e 176). foto com dois dias de crescimento. B) Da
esquerda para direita: Placa YPG 3%, Placa YPG 3% + AZO [0,5mg/L] e Placa YPG 3% + AZO [1mg/L]- colonia controle (pichia néo editada
ultima e) colonias editadas (78, 82, 106, 109, 110, 112,117, 142, 168, 172 e 176). foto com seis dias de crescimento.

CONCLUSOES:

Até o presente momento, apesar da edigdo para delegdo do gene KU70 com CRISPR-Cas9 ter se
mostrado desafiadora, a delegdo de PpAOX através do mesmo sistema de edigao se mostrou promissora, ja
que pode-se observar uma menor taxa de crescimento nas colénias editadas e também um tempo maior
para visualizagdo do crescimento dessas coldnias. O que era esperado tendo em vista que a AZO paralisa a
cadeia respiratoria principal. Portanto para continuidade do projeto pretendemos realizar a integragéo do
gene MpAOX em Pichia pastoris e testar as possiveis drogas inibidoras de MpAOX.
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