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RESUMO

VIOTTO, A. C. R. A utilizagao da técnica CRISPR no melhoramento do cacau:
revisao bibliografica. 2023. 60 p. Trabalho de Conclus&o de Curso (Especializagao
em Biotecnologia para a Saude — Vacinas e Biofarmacos) — Escola Superior do
Instituto Butantan, Sao Paulo, 2023.

Uma ferramenta de engenharia genética chamada CRISPR possibilita, além de
novos recursos terapéuticos e solugdes para disturbios genéticos e doengas, o
melhoramento na agricultura. O aprimoramento do CRISPR/Cas9 vem evoluindo e
recentemente, dois derivados dele foram desenvolvidos, o CRISPRa e o CRISPRI.
Com esses sistemas é possivel a modulagado génica sem a necessidade da clivagem
do local-alvo. Utilizar esses sistemas na agricultura demonstra ter um bom potencial
econdmico, podendo garantir uma melhor qualidade de vida a populagdo e um meio
ambiente mais sustentavel, sendo uteis para diminuir o desperdicio e o risco de
extingdo de alguns alimentos, como o cacau. O cacau € um fruto oriundo da arvore
Theobroma cacao e, infelizmente, € alvo de varias doengas causadas por
fitopatdogenos que resultam em perdas globais, além de fatores abidticos. Dessa
forma, encontramos um gene na literatura e bancos de dados, chamado aleno éxido
sintase (AOS), o aumento de sua expressao, pode resultar no aumento da
resisténcia do cacaueiro contra uma dessas doencas, a vassoura-de-bruxa
provocada pelo fungo Moniliophthora perniciosa. A metodologia proposta é baseada
na literatura e a descricdo dos resultados condiz com as atividades praticas
desenvolvidas no laboratério de Desenvolvimento e Inovagao do Instituto Butantan,
dentro da linha de pesquisa de edicdo génica por CRISPR/Cas9. O que foi
apresentado € uma hipotese de melhoramento da resisténcia da T. cacao contra a
M. perniciosa, com o aumento da expressdo do gene AOS utilizando o sistema
CRISPRa.

Palavras-chave: CRISPR/Cas9. CRISPRa. Aleno 6xido sintase. Theobroma cacao.

Moniliophthora perniciosa.
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1 INTRODUGAO

Uma ferramenta de engenharia genética chamada CRISPR (Conjunto de
Repeticdes Palindrdbmicas Curtas Regularmente Interespagadas), do inglés,
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, abriu um leque de
possibilidades que, além de terapias e solugdes para disturbios genéticos e
doencgas, também possibilita 0 melhoramento nas areas de fruticultura, aquicultura,
zootecnia, fitotecnia e fitossanidade, sendo uma potencial ferramenta econémica.
Desde a caracterizacdo da dupla hélice de DNA, a comunidade cientifica busca uma
ferramenta que possibilite a edicdo de genomas de maneira facil, rapida e
especifica. Comecgou a se tornar realidade com as enzimas de restricdo, com as Zinc
Finger Nucleases (ZFNs) e com as Transcription activator-like effector nucleases
(TALENSs), respectivamente, entretanto, os cientistas encontraram empecilhos com
elas, entdo o surgimento do CRISPR ofuscou essas técnicas anteriores a partir de
2012 (ADDGENE, c2023; PEREIRA, 2016; SCHNEIDER et al., 2018).

A principio, essa ferramenta era apenas considerada uma imunidade
adaptativa peculiar de bactérias e Archaeas contra a reinfecgdo aos bacteridfagos e
plasmideos. Foi descoberta no genoma da Escherichia coli (E. coli) em 1987 e
apenas em 2007 foi elucidado a funcdo de CRISPR nos procariontes e seus
componentes, sendo eles, os genes Cas (CRISPR associated genes) que codificam
proteinas Cas com fung¢do de endonucleases e estdo adjacentes ao loco CRISPR, o
crRNA (CRISPR RNA) que é um pequeno RNA produzido a partir da transcrigdo do
loco CRISPR e do processamento de um longo precursor de CRISPR RNAs (pré-
crRNA), e o Trans-activating CRISPR RNA (tracrRNA), que é um pequeno RNA
codificado em trans que serve como um andaime para a endonuclease Cas
(ADDGENE, c2023; PEREIRA, 2016; TENG et al., 2021).

Emmanuelle Charpentier e Jennifer Doudna publicaram um artigo cientifico
em 2012 que revolucionou a ciéncia, nesse artigo esta descrito como elas isolaram e
adaptaram os componentes do sistema CRISPR/Cas9, utilizando um unico RNA
quimérico (crRNA e tracrRNA fundidos), chamado single-guide RNA (sgRNA), e a
endonuclease Cas9 para funcionar em um tubo de ensaio, e demonstraram que
esse sistema poderia ser programado para clivar locais especificos de um DNA. O
sistema programavel de edigdo de genes inspirou e possibilitou uma variedade de

aplicagdes na medicina, agricultura e ciéncia basica (JINEK et al., 2012; LEDFORD;
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CALLAWAY, 2020). Em 2020, as duas cientistas ganharam o prémio Nobel de
Quimica: “Pelo desenvolvimento de um método de edigdo do genoma. ”
(NOBELPRIZE, 2020).

Gracgas a essa descoberta, agora, sdo necessarios apenas dois componentes:
um sgRNA para parear a um gene alvo desejado e a endonuclease Cas9 que causa
a quebra de fita dupla no DNA para que ocorra modificagdes no genoma. A Cas9 é
direcionada ao seu alvo através de uma sequéncia, ou guide RNA (gRNA), de
aproximadamente 20 nucleotideos. Esse gRNA faz o pareamento com a sequéncia
alvo de interesse que possui uma sequéncia adjacente de 2 a 6 pares de bases
chamada Motivo Adjacente ao Protoespacador (PAM). A sequéncia PAM é
extremamente importante para que ocorra a clivagem pela Cas9, mesmo com o RNA
guia pareando, sem a sequéncia n&o funcionara. A clivagem da dupla fita gera a
necessidade de correcao pelos mecanismos de reparo de danos de DNA, nesse
caso, duas principais vias de reparo de DNA sao importantes e s6 uma delas é
ativada, a via de juncdo de extremidades nao homodloga (NHEJ) ou a via de
recombinagao homologa (HR) (RAN et al., 2013; REDMAN et al., 2016).

O reparo por NHEJ é mais propenso a erros, podendo ocorrer insergdes e
delegbes (indels), ja o reparo por HR € mais preciso, mas precisa de uma fita molde
para completar as lacunas que sofreram danos, pois € uma via que normalmente
ocorre em frequéncias mais baixas se comparada com a de NHEJ. Apesar de NHEJ
parecer ser uma via de reparo a ser evitada, na verdade € bastante util se for
necessario nocautear um gene, ja que os indels ocorrem dentro de um éxon do
gene, trazendo mudangca no quadro de leitura, consequentemente, tornando-o
inativo para um tal objetivo. A fita molde para HR pode ser entregue junto com o
sgRNA e a Cas9 para realizar a corregdo teoricamente precisa de um gene
defeituoso (RAN et al., 2013; REDMAN et al., 2016).

O sistema CRISPR/Cas9 vem evoluindo ao longo dos anos e recentemente,
dois sistemas derivados dele foram desenvolvidos, o CRISPR-mediated gene
activation ou de ativacdo génica (CRISPRa) e o CRISPR interference ou de
interferéncia (CRISPRIi). Com esses dois sistemas € possivel a modulagao genética
sem a necessidade de clivagem do gene-alvo, pois em ambos sistemas, a
endonuclease Cas9 esta cataliticamente inativa, no qual é chamada de dead Cas9
(dCas9), mas que ainda possui a capacidade de se ligar especificamente ao alvo.

Esses sistemas consistem em uma dCas9 fundida ou interagindo com um ou mais
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efetores transcricionais e um unico sgRNA que complementa a regiao promotora de
um gene. No geral, o CRISPRa e o CRISPRi fornecem aos pesquisadores opgdes
quase ilimitadas de regulagcédo génica, ja que alcanga regides inacessiveis a outras
técnicas (por exemplo, regides nao-codificantes) e sdo poderosas para investigar a
funcdo do gene em varias vias biolégicas e em doengas, inclusive para estudar a
farmacoterapia, pois imita a agcdo de uma droga melhor que o nocaute de um gene
(BITESIZEBIO, 2020; DING et al., 2022; KARLSON et al.,, 2021; SYNTHEGO,
c2023).

Um dos desafios maiores do CRISPR ¢é a entrega dos componentes, pois se
nao escolher o vetor de expressao correto pode levar o experimento ao erro, além
da problematica de causar toxicidade no hospedeiro in vivo. As etapas a serem
seguidas s&o: planejamento (escolha da sequéncia de DNA e do vetor de
expressao); amplificacao (selegdo de primers para amplificar somente a sequéncia
desejada no PCR); clonagem (inser¢do da sequéncia em um vetor de clonagem e
depois em um hospedeiro para expansao de mais material); subclonagem (preparo
do inserto, preparo do vetor e ligagéo); confirmagao e analise; e teste de expresséo.
O planejamento é a etapa mais importante antes de iniciar o processo. Existem
inumeros vetores de expressdo, podendo ser plasmideos, virus ou bactéria, a
escolha dependera do tamanho do fragmento de DNA e de qual organismo deseja
expressa-lo posteriormente (VEDOVELI; CASTRO, 2016).

Utilizar a técnica na agricultura demonstra ter um bom potencial econémico,
além de gerar uma melhor qualidade de vida a populagdo e sustentabilidade
ambiental. A técnica também pode ser usada para tornar o rebanho de animais de
criacdo mais produtivo, aumentando a producdo de leite e/ou da propria massa
corporal do animal. Com a edicdo genética €& possivel expressar, reprimir ou
nocautear um gene de interesse, dependendo do objetivo, podendo resultar em um
alimento mais duravel, com alto teor de proteina, vitamina e outros nutrientes, ou
quem sabe, com menos teor calérico (PEREIRA, 2016).

O aumento da populagdo, a exigéncia alimentar e a alta produgédo de
alimentos sdo questdes problematicas para o meio ambiente, problemas que vao
desde a degradacédo do solo até as mudancgas climaticas, por conta disso, alguns
alimentos correm o risco de ndo existir mais, um desses alimentos € o chocolate,
que desde 2017, cientistas estdo alertando que o cacau pode ser extinto por volta de

40 anos em todo o mundo. A reducdo das chuvas e o aumento da temperatura por
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causa das mudangas climaticas aumentaram os ataques de pragas e de doencgas as
plantacbes de cacau, com o CRISPR, a expectativa é que o cacau fique mais
resistente a esses ataques e doencas, permitindo que a sua extingao, predestinada,
seja revertida (GAKPO, 2019).

Além do risco de extingdo de alguns alimentos, tem-se o desperdicio que é
um agente potencializador da insegurancga alimentar e da fome no mundo, desde as
fases de pés-colheita até a venda, estima-se que 30% da produgdo mundial de
alimentos é desperdigada. Além do fato de corroborar com a inseguranga alimentar,
o desperdicio gera prejuizo a preservagao ambiental, pois a produgdo agricola em
larga escala exige um volume maior de agua, mais energia, terra, capital e uso de
insumos agricolas, fertilizantes e agrotdéxicos sao exemplos. As causas de
desperdicio sdo devido a perecibilidade do alimento, condicbes inadequadas de
embalagem, manuseio, transporte e armazenamento. Mesmo que n&o dé para
solucionar essas causas, somente com a técnica de CRISPR, pode-se realizar
edicao genética para que frutas e outros alimentos tenham uma longevidade maior,
e, como a plantagdo de cacau, se tornem mais resistentes a mudancgas climaticas e
doencas (OXFAM, 2021; UNITED NATIONS, 2021).

O cacau é um fruto proveniente da arvore Theobroma cacao (T. cacao), tem
alta importancia e valor econdmico, principalmente para industrias alimenticias,
empresas farmacéuticas, industrias de tabaco, entre outras. Existem trés variedades
de cacau, a variedade Criollo, cultivada na América do Sul, a variedade Forastero,
cultivada na Africa, em paises como a Costa do Marfim, Gana, Nigéria, etc, e a
variedade Trinitario, que € um cruzamento néao intencional do Criollo e do Forastero
e é cultivada em muitas partes da América do Sul e Central, Africa, Sudeste Asiatico
e Oceania. A partir dos graos sao produzidos derivados do cacau (chocolates, cacau
em po e manteiga de cacau). Infelizmente, o cultivo dos cacaueiros € limitado por
varias doencas causadas por fungos, oomicetos e virus que resultam em perdas
globais de 20 a 30%, além de fatores abidticos (ETAWARE, 2021; PREWITT et al.,
2021).

Dessa forma, € importante a busca por genes de interesse da arvore T. cacao
em bancos de dados, e que esses possam resultar na melhoria das caracteristicas
do fruto, em questdo de sabor, metabdlitos benéficos a saude, rendimento e
resisténcia a doengas e fatores abidticos (PREWITT et al., 2021). Visando o

melhoramento da resisténcia a doenga vassoura-de-bruxa provocada pelo fungo
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Moniliophthora perniciosa (M. perniciosa), foi localizado, a partir de revisao
bibliografica de organismos homdlogos, como Arabidopsis thaliana (A. thaliana), um
gene aleno 6xido sintase (AOS) que codifica uma enzima chave na biossintese de
acido jasmoénico, uma via de sinalizagdo importante para ativar as respostas de
resisténcia a patdgenos necrotréficos, ataques de insetos e ferimentos. Aplicar o
sistema CRISPRa para ativar a expressao do gene AOS do T. cacao, demonstra ser

promissor para garantir uma maior resisténcia ao M. perniciosa.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Breve histoéria sobre a engenharia genética

Conhecer o histérico da engenharia genética € importante para compreender
o estado atual do campo. Eventos importantes como a conceituagao da dupla hélice
de DNA, a descoberta das enzimas de restricdo, das ZFNs e das TALENS, tornaram
possivel a invengcdo do CRISPR. Por volta de 8.000 anos A.C., ja se utilizavam
métodos tradicionais de modificacdo genética, como reprodugdo seletiva e
cruzamento para criar plantas e animais com caracteristicas mais desejaveis. No
ano de 1940, criadores de plantas aprenderam a utilizar radiacdo ou produtos
quimicos para alterar aleatoriamente o DNA de um organismo, sem saber
exatamente onde e como ocorriam essas modificagbes (U.S. FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2020).

Com a descrigao da estrutura de dupla hélice do DNA em 1953, foi iniciada a
era da engenharia genética, no qual cientistas buscaram maneiras e métodos mais
especificos de editar genomas. A partir desse evento outras diversas descobertas e
feitos foram surgindo, um atras do outro, como a descoberta das enzimas DNA
polimerase e DNA ligase e suas fungdes, o isolamento e sintese de DNA em um
tubo de ensaio, o conhecimento da quantidade de cromossomos no ser humano,
entre outros. Uma descoberta importante para engenharia genética foi a do DNA
recombinante em 1972, que fez com que fosse possivel a entrega dos componentes
do CRISPR/Cas9 para edigdo de genomas futuramente (GENOME, 2015).

2.1.1 Enzimas de restricao

As enzimas de restricdo foram descobertas por Werner Arber na década de
1960 enquanto ele estudava o fendmeno conhecido anteriormente, “restricdo de
bacteriéfagos controlada pelo hospedeiro”, e observou que o DNA do bacteriéfago
era degradado e cortado em pedagos depois de invadir cepas resistentes de
bactérias. Para explicar esse fenbmeno, ele deduziu que a célula bacteriana poderia
expressar duas enzimas, uma que faz o reconhecimento e corta o genoma invasor e

outra de modificagdo que reconhece e protege o préprio genoma da agédo da enzima
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degradante adicionando grupos metil. Ele sugeriu que as moléculas de DNA
possuem sitios especificos de ligacdo com essas enzimas a partir de sequéncias de
pares de bases especificas. As enzimas agem nesses locais cortando a molécula de
DNA ou metilando-a. No fim da década de 1960, essas suposi¢des foram provadas
verdadeiras por ele e Stuart Linn (CHIAL, 2010; NOBELPRIZE, 2018).

Pouco tempo depois, em 1970, Hamilton Smith verificou independentemente
a hipotese de Arber e também enriqueceu a descoberta inicial de Linn e Arber,
purificando uma enzima de restricdo de outra bactéria, a Haemophilus influenzae. A
enzima de restricdo dessa bactéria degrada o DNA estranho em grandes
fragmentos, mas néo toca no DNA da prépria bactéria. O mais importante, Smith
mostrou que todos os fragmentos, em seu inicio e fim, tinham os mesmos trés pares
de bases, mostrando que a enzima havia clivado o DNA no meio onde quer que uma
sequéncia especifica simétrica de 6 pares de bases estivesse presente. Outras
enzimas de restricdo possuem caracteristicas semelhantes, mas reconhecem
sequéncias diferentes. Ainda na década de 1970, Dan Nathans demonstrou o uso
das enzimas de restricdo para construgdo de mapas genéticos e desenvolveu e
aplicou um novo método envolvendo as enzimas para resolver problemas genéticos
(CHIAL, 2010; NOBELPRIZE, 2018).

Desde os estudos de Arber, Smith e Nathans, ganhadores do Prémio Nobel
de Fisiologia ou Medicina em 1978, a caracterizagdo de enzimas de restricdo se
desenvolveu com muita rapidez, devido a vasta diversidade genética entre as
bactérias. Em especial, as sequéncias de reconhecimento dessas enzimas sao de 4
a 6 pares de bases e geralmente sao palindrémicas, ou seja, a leitura da sequéncia
de reconhecimento € na mesma direcdo 5 para 3 em ambas as fitas de DNA.
Existem quatro tipos diferentes de enzimas de restricdo, mas as do tipo Il sdo as
mais utilizadas para experimentos laboratoriais, pois cortam dentro ou perto da
sequéncia de reconhecimento (CHIAL, 2010; DI FELICE; MICHELI; CAMILLONI,
2019).

Uma das utilizagdes das enzimas de restricdo do tipo Il € a clivagem de DNA
em locais especificos e, em seguida, a ligagdo com diferentes sequéncias de DNA
recombinadas com a enzima DNA ligase. Esse método € chamado de clonagem de
DNA ou tecnologia de DNA recombinante. Além disso, certos tipos de enzimas de
restricdo sao fundamentais para o mapeamento de DNA, mapeamento de

epigenoma e construcdo de bibliotecas de DNA. Para a edicdo de genes, elas
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acabam sendo limitadas, ja que normalmente reconhecem sitios palindrébmicos de
DNA de 4 a 8 pares de bases e, clivam o DNA uma vez a cada 4.096 a 65.536
bases, em média (CHANDRASEGARAN; CARROLL, 2016; CHIAL, 2010; MAH,
2019).

2.1.2 Zinc Finger Nucleases

Ao passar dos anos, a necessidade de uma técnica de edigdo de genes que
fosse mais precisa se tornou evidente. Era preciso uma técnica que evitasse que
edicdes fora do alvo ocorresse, pois os efeitos poderiam ser deletérios. A descoberta
das ZFNs em 1985 tratou essa questdo. As ZFNs sao proteinas quiméricas
produzidas pela combinacdo de proteinas com formato de dedo que contém zinco
com uma endonuclease, geralmente a enzima de restrigdo Fok1. Essas proteinas
possuem dominios de ligagdo com o DNA, no qual cada um reconhece 3
nucleotideos, e um dominio de clivagem com a endonuclease Fok1 (GUPTA,;
MUSUNURU, 2014; MAH, 2019).

As ZFNs sado compostas por aproximadamente 30 modulos de aminoacidos
que interagem com trincas de nucleotideos e séo projetadas para reconhecer todas
as 64 combinagdes de trincas de nucleotideos possiveis. Como as endonucleases
funcionam apenas como dimeros, sao necessarios pares de proteinas para se
ligarem ao l6cus especifico, um se liga a sequéncia a montante e a outra a
sequéncia a jusante. ApoOs ligacdo, a Fok1 cliva o DNA, geralmente em um
comprimento de 6 pares de bases, e gera dano de dupla fita, recrutando a
maquinaria das vias de NHEJ ou HDR para corrigi-las. E possivel que as proteinas
reconhegam sequéncias de DNA de 9 a 18 pares de bases de comprimento (Figura
1a) (GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013; YEADON, 2014; XIONG; DING; LI, 2015).

Por conta do requisito de interagir com trincas de nucleotideos e pela
peculiaridade dos sitios alvo ricos em guanina parecerem produzir uma edi¢do mais
eficiente do que os sitios alvo n&o ricos, ficou desafiador projetar as ZFNs. Além
disso, as proteinas sdo modulares, ou seja, interagem com o DNA de forma

independente, comprometendo a eficiéncia da edigcdo também (MAH, 2019).
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2.1.3 Transcription activator-like effector nucleases

Em 2011, surgiu uma nova técnica de edicdo de genes, que basicamente é
uma melhoria das ZFNs. As TALENs sao proteinas quiméricas estruturalmente
semelhantes as ZFNs, ambas sdo projetadas pelo homem e utilizam uma
endonuclease Fok1. O que as diferem sao as proteinas, ao invés de proteinas com
formato de dedo que contém zinco, utiliza-se as proteinas naturais de bactérias
patogénicas exclusivas de plantas. Essas proteinas contém de 33 a 35 dominios de
repeticdo de aminoacidos que interagem com o DNA, no qual cada dominio interage
com um par de bases, tornando a ferramenta mais especifica e com menos efeitos
fora do alvo (Figura 1b) (GAJ; GERSBACH; BARBAS, 2013; KHAN, 2019; MAH,
2019).

Figura 1 - llustragdo da estrutura de ZFN e da TALEN
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Apesar de precisar de apenas um unico nucleotideo, a utilizacdo das TALENs
para editar genes ainda € demorada e custosa, pois desenvolver o design da
ferramenta possui restricdes. A estrutura das TALENs exige que o lécus alvo tenha
uma timina na extremidade 5 e uma adenina na extremidade 3’, limitando a
personalizagao do alvo. Outra problematica é a eficiéncia de edicdo reduzida em
regides muito metiladas. As entregas também sao um desafio por conta do tamanho
das TALENs de aproximadamente 6 kb, aumentando a quantidade de tempo e custo
para uma edicado eficiente e sucedida. Embora tenham facilitado a tecnologia de
edicdo de genoma, o alto custo de méo de obra e financeiro dificulta a adogao em
laboratérios. Contudo, antes mesmo que as TALENs pudessem melhorar e se
consolidar como uma alternativa viavel para as ZFNs, a descoberta da ferramenta
CRISPR/Cas9 ja estava iminente (CHANDRASEGARAN; CARROLL, 2016; MAH,
2019).

2.1.4 CRISPR/Cas9

Apds um ano do surgimento das TALENS, foi revelado um novo método de
edicao de genoma, a ferramenta CRISPR/Cas9, que mostrou ser o que os cientistas
queriam ha muito tempo, pois ela é especifica, rapida, facil de ser utilizada e menos
custosa que as técnicas anteriores. Basicamente, o CRISPR/Cas permite que
procariotos se protejam contra a reinfeccdo de bacteri6fagos e plasmideos
indesejados, e esse mecanismo de defesa ocorre em trés etapas: na primeira etapa
ocorre a aquisicado de uma novo espacador no loco CRISPR oriundo de um invasor
que infecta a bactéria pela primeira vez; na segunda etapa ocorre a transcrigéo
incessante do loco CRISPR para pré-crRNA que, apds processado pela RNase I,
resulta em diversos RNAs menores, os crRNAs e os tracrRNAs, no qual cada crRNA
corresponde a um espacador especifico; e na terceira etapa ocorre na reinfecgao
pelo invasor, o crRNA se associa a um tracrRNA, resultando em uma estrutura
secundaria crRNA-tracrRNA que ativa e conduz a proteina Cas a clivar o DNA
exdgeno através do reconhecimento do dominio PAM (Figura 2) (MAH, 2019;
PEREIRA, 2016; TENG et al., 2021).
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Figura 2 - llustracdo do mecanismo de defesa de uma bactéria contra bacteriéfagos
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Existe mais de um sistema CRISPR/Cas que esta presente na maioria das
archeas e em aproximadamente 50% das bactérias, estando ausente em eucariotos
e em virus. Esses sistemas apresentam grande diversidade e sdo classificados em
duas classes diferentes, a Classe 1 e a Classe 2. A Classe 1 contém complexos
proteicos Cas com multiplas subunidades, enquanto a Classe 2 é caracterizada por
possuir uma unica proteina efetora grande (Cas9, Cas12 ou Cas13). Os sistemas da
Classe 1 podem ser divididos em trés tipos (Tipo |, Tipo Ill e Tipo IV) e quinze
subtipos, e estao presentes em 90% dos loci CRISPR das archeas e das bactérias.
Ja os sistemas da Classe 2 sao divididos em trés tipos (Tipo Il, Tipo V, Tipo VI) e
dezoito subtipos, e representam 10% dos loci CRISPR, sendo encontrados apenas
em bactérias (MOTA et al., 2020; SYNTHEGO, 2019).

Os tipos mais comuns da Classe 1 s&o os Tipos | e Ill. Os subtipos e as

proteinas envolvidas no Tipo IV sdo desconhecidos ainda. O Tipo | e o Tipo Ill sdo
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semelhantes, mas se distinguem pelos subtipos. Em todos os nove subtipos do Tipo
| contém uma componente chave, a Cas3, que tem dominios com capacidade para
desenrolar o DNA e DNA-RNA para facilitar a clivagem do DNA-alvo, no entanto, as
proteinas efetoras nos diferentes subtipos sdo compostas por elementos diferentes.
O Tipo Ill é parecido com o Tipo | em questdo de todos os seis subtipos
compartilharem a mesma Cas, que, no caso do Tipo Ill, € a Cas10. A Cas10 é
responsavel pelo processamento do crRNA e pela clivagem do alvo, que pode ser
tanto o DNA quanto o RNA. Embora tenha menos subtipos que o Tipo |, cada
subtipo do Tipo Il apresenta muita diversidade entre eles (FURTADO et al., 2021;
SYNTHEGO, 2019).

Na Classe 2, o Tipo Il, que foi ilustrado na Figura 2, € o mais comum e mais
conhecido. Os trés subtipos do Tipo Il s&o caracterizados pela presenca da
endonuclease Cas9, pelas proteinas auxiliares cas1 e cas2, por uma RNase Ill que
faz o processamento do pré-crRNA, e um tracrRNA necessario para o sistema
funcionar. O Tipo V é mais diversificado com dez subtipos e inclui a Cas12, ja o Tipo
VI possui cinco subtipos e a Cas13. A Cas12 tem como alvo o DNA, enquanto a
Cas13 tem como alvo o RNA. Os trés Tipos se diferem quanto aos mecanismos de
processamento do crRNA (FURTADO et al., 2021; SYNTHEGO, 2019).

A endonuclease Cas9 do Tipo IlI, descoberta através de estudos com a
bactéria Streptococcus pyogenes, foi a primeira endonuclease associada ao
CRISPR a ser utilizada de forma ampla na engenharia genética. Ela consiste em
dois lébulos, um de reconhecimento (REC) e um com atividade nucleasica (NUV). O
l6bulo NUV possui dois dominios cataliticos, o RuvC e HNH, além de um dominio de
interagdo com o PAM (PI) no terminal C. O HNH cliva a fita complementar ao crRNA,
enquanto o RuvC cliva a fita de DNA n&o complementar, onde a sequéncia PAM
esta adjacente. O sitio PAM que a Cas9 reconhece é rico em guanina, geralmente
5-NGG-3 (N pode ser qualquer base de nucleotideo), e é um sitio facil de ser
encontrado no genoma se comparado com os sitios das outras Cas (FURTADO et
al., 2021; MOTA et al., 2020; PEREIRA, 2016).

Os estudos com a bactéria Streptococcus pyogenes foram conduzidos por
Emmanuelle Charpentier que, a principio, descobriu uma molécula antes
desconhecida, o tracrRNA, e publicou um artigo demonstrando que a molécula fazia
parte do sistema imune adaptativo da bactéria. Pouco tempo depois, iniciou uma

parceria com a Jennifer Doudna que, juntas, recriaram o sistema CRISPR/Cas9 e
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simplificaram os componentes dele para facilitar seu uso na engenharia genética,
além de provar que o sistema pode ser programado para cortar qualquer DNA em
um local predeterminado (NOBELPRIZE, 2020).

Programar o sistema CRISPR/Cas9 €& muito simples e facil, pois precisa
apenas do desenho do gRNA, de uma unica endonuclease Cas9 constante e ainda
possui a capacidade de abordar varios alvos ao mesmo tempo utilizando diferentes
gRNAs, ao contrario das ZFNs e TALENS que requerem o design e a engenharia de
duas proteinas, uma a montante e outra a jusante de uma sequéncia alvo, onde
cada uma reconhece um meio-sitio (CHANDRASEGARAN; CARROLL, 2016).

Logo essa ferramenta teve o impacto revolucionario merecido na engenharia
genética, ja que com ela € possivel alterar o DNA de animais, plantas e
microrganismos com enorme precisdo e com maior rapidez, podendo realizar um
trabalho em poucas semanas. Cientistas de todo o mundo ndo tardaram em utilizar a
ferramenta em suas pesquisas, no qual ela contribuiu para descobertas importantes
na ciéncia basica, na agricultura e na medicina, inclusive para o melhoramento de

plantas e para novas terapias contra o cancer (NOBELPRIZE, 2020).

2.1.5 CRISPRa e CRISPRI

Recentemente, dois sistemas derivados do CRISPR/Cas9 foram
desenvolvidos para modular a expressao génica, sem que seja necessario realizar a
edicdo, o CRISPRa e o CRISPRi. Em ambos sistemas consiste em uma dCas9
fundida ou interagindo com um ou mais dominios de efetores transcricionais, € um
unico sgRNA que complementa a regido promotora de um gene. A dCas9 do
complexo dCas9/sgRNA mantém a sua capacidade de se ligar especificamente ao
alvo, mas se torna incapaz de cliva-lo, devido a mutacdo H840A no dominio
catalitico HNH e a mutagdao D10A no dominio catalitico RuvC. Em vez de clivar o
alvo, o efetor, que esta ligado a dCas9, ativa ou reprime a expressao génica a
jusante. No CRISPRI, a ligacdo do complexo resulta em interferéncia da expressao
génica, ja no CRISPRa, resulta na ativagao dela (DING et al., 2022; KARLSON et
al., 2021).

Os efetores de transcricdo sao proteinas quimeéricas que contém dominios de
ligacdo ao DNA, um exemplo de efetor transcricional sintético para represséo € o

Kruppel-associated Box (KRAB) que é comumente utilizado em estudos de
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repressao com a dCas9. Ja os dominios ativadores mais comuns incluem VP64
(tetréamero da proteina viral VP16 da herpes simplex), o dominio p65 de NF-kB, o
transativador R do virus Epstein Barr (Rta) e o dominio heat shock factor 1 (HSF1)
(KARLSON et al., 2021).

Os sistemas de CRISPRa que recrutam varios ativadores de transcricao para
uma regiao promotora superam aqueles que possuem um unico dominio ativador ou
copias redundantes do mesmo efetor (BITESIZEBIO, 2020). Ha pelo menos oito
sistemas de CRISPR/dCas9, onde dois sdo de repressao e sete de ativagao, os de
repressao sdo: via obstrugdo da RNA polimerase pelo complexo dCas9-sgRNA e o
de fusao in tandem de efetores transcricionais a dCas9, que também pode ser de
ativacdo (MORGANTE et al., 2020).

Os sistemas de ativacdo, além do de fusdo in tandem de efetores
transcricionais a dCas9, temos o dCas9:VT, que consiste na combinagao de VP64 e
um dominio de ativagao de transcrigao autbnomo (TAD), o dCas9-VPR, que consiste
na combinacado do VP64:p65:Rta, o scRNA, que € um sistema de RNA scaffold, no
qual o sgRNA contém um aptamero MS2 em sua extremidade 3’ que recruta o VP64
via fusdo a MCP (MS2 Coat Protein), o CRISPR-Act2.0, em que a dCas9:VP64 é
utilizada em combinagcdo a um sgRNA modificado com dois aptdmeros MS2 que
recrutam VP64 via MCP, o sistema CRISPR Synergistic Activation Mediator (SAM),
que é um melhoramento do CRISPR-Act2.0, mudando apenas que os dois
aptameros MS2 recrutam uma combinacéo de ativadores via MCP, o p65 e o HSF1,
e o sistema SunTag, no qual a dCas9 é fusionada a repeticdes in tandem do
peptideo GCN4 ligado ao anticorpo scFv que recruta o VP64 (MORGANTE et al.,
2020). Um dos sistemas CRISPRa mais eficazes e populares € o SAM, pois ele
mostra niveis de ativacdo de genes mais altos em comparagdo com 0s outros
sistemas, como o SunTag e o VPR (CLOUSE, 2020).

O design de gRNAs do CRISPRa ou CRISPRI é diferente do CRISPR/Cas9,
ao invés de desenhar gRNAs para direcionar a regido codificadora do gene, o
desenho deve ser feito para direcionar a regido promotora do gene (Figura 3), mas
para isso € necessario ter um conhecimento minimo dessa regido, o que pode ser
um agente limitante quando se trabalha com espécies sem informacdo gendmica
detalhada (BITESIZEBIO, 2020; MORGANTE et al., 2020). Foi realizada uma
triagem de todos os gRNAs possiveis ao redor do sitio de inicio da transcri¢do, do

inglés transcriptional start site (TSS), de 49 genes possibilitando identificar as
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janelas de direcionamento ideais para o CRISPRi e para o CRISPRa. Utilizando o
sistema repressor dCas9-KRAB, os gRNAs demonstraram ser eficientes em uma
janela de -50 a +300 nucleotideos de cada TSS. Para o CRISPRa, os gRNAs
demonstraram ser eficientes em uma janela de -400 a -50 nucleotideos a montante
do TSS e essa janela pode ser aplicada a todos os sistemas CRISPRa
(BITESIZEBIO, 2020).

Figura 3 - llustracdo que retrata a diferenga entre CRISPR/Cas9, CRISPRi e
CRISPRa
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Grandes potenciais e beneficios sdo oferecidos ao utilizar esses sistemas,
como alcancgar regides inacessiveis a outras técnicas (regides nao-codificantes),
permitir investigar a fungcdo de um gene em varias vias biolégicas e em doengas, e
contribuir em estudos de farmacoterapia, pois derrubar um gene parcialmente pode
imitar a agdo de um farmaco melhor do que um nocaute, entretanto, desafios e
limitacbes existem e devem ser ponderados, estes incluem efeitos fora do alvo,
requisitos de PAM, métodos de entrega eficientes, design de sRNAs (ainda mais
limitante quando a espécie da pesquisa nédo possui informagédo gendmica detalhada)
e culturas geradas sendo rotuladas como organismos geneticamente modificados e
transgénicos em varios paises, além do processo longo e incbmodo para liberagéao
comercial (KARLSON et al., 2021; MORGANTE et al., 2020; SYNTHEGO, c2023).

2.2 Theobroma cacao

A T. cacao é uma arvore neotropical nativa da floresta Amazoénica, pertence a
classe Magnoliopsida, ordem Malvales e familia Malvaceae. Seu genoma é
relativamente pequeno, de 411 Mb a 494 Mb, no qual se organiza em 10
cromossomos, 20 alelos, sendo uma espécie diploide (ENSEMBLPLANTS, [s.d.]).
Mais de 20 espécies fazem parte do género Theobroma, mas apenas a T. cacao é
cultivada extensivamente. Essa espécie é uma dicotiledbnea e possui trés
variedades genéticas, o Criollo, o Forastero e o Trinitario (CROPLIFE, 2020).

Cada uma dessas variedades tem suas singularidades quanto ao aroma,
sabor, produgao e sensibilidades a fatores bibticos e abidticos. Por exemplo, o
Criollo apresenta sabor mais refinado e superior, mas por conta do aumento da
suscetibilidade a pragas e doengas, baixo vigor e rendimento, este representa
apenas 5%-10% da produg¢do mundial de chocolate. Ja o Forastero, apesar do sabor
inferior, representa aproximadamente 80% da produ¢cdo mundial de chocolate, isso
ocorre devido a sua natureza mais resistente a doengas e alto rendimento, e aos
graos de cacau dessa variedade serem mais baratos em comparagdo com a
variedade Criollo. A terceira variedade, Trinitario, € um hibrido produzido através de
cruzamentos entre as variedades Criollo e Forastero, por conta do seu aroma,
produtividade e natureza resistente a doencas € cultivada em muitas partes da
América do Sul e Central, Africa, Sudeste Asiatico e Oceania (CROPLIFE, 2020;
WICKRAMASURIYA; DUNWELL, 2017).
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Os graos de cacau produzidos pelo cacaueiro (nome nao cientifico) sao
economicamente importantes para a industria do chocolate e sao o sustento de mais
de 40 milhdes de pessoas que dependem deles. Seu cultivo é realizado por cerca de
6 milhdes de agricultores, sendo que a maior produgdo mundial, aproximadamente
80-90% da produgado, vem de pequenos agricultores. Além disso, é fundamental
para exportacdo em muitos paises em desenvolvimento (WICKRAMASURIYA,;
DUNWELL, 2017). Desses graos também sdo produzidos a manteiga de cacau,
utilizada em cosméticos e medicamentos, e cacau em po, utilizado na confeitaria. A
polpa do fruto é utilizada na produgdo de suco, licor, vinho, geléia e vinagre
(ALMEIDA, 2016).

Os graos também apresentam fitoquimicos benéficos para a saude humana.
Por exemplo, os flavondides sao muito uteis para reduzir o nivel de pressao arterial.
Ja o acido estearico pode reduzir a hipercolesterolemia. A teofilina e a xantina sao
eficazes para relaxar os espasmos brdénquicos com dilatacido rapida dos tubos
brénquicos contraidos, aliviando reagdes alérgicas, falta de ar e outras condicdes
asmaticas. Enquanto a teobromina e a cafeina, presentes em quantidades minimas,
sdo benéficas para melhorar o humor e para reduzir a fadiga. O consumo frequente
pode ser positivo para reduzir o risco de amnésia e Alzheimer e melhorar o
metabolismo da glicose, sendo bom para a diabetes tipo 2 (WICKRAMASURIYA,;
DUNWELL, 2017).

O chocolate oriundo dos grados apresenta parte ou todas as classes de
fitoquimicos e também aqueles que sao acrescentados durante a produg¢dao, como
aditivos alimentares, fortificantes e outros ingredientes. No entanto, para que o
chocolate tenha a qualidade e quantidade de fitoquimicos dos gréos, varios fatores
devem ser levados em consideracéao, entre eles deve ser considerado a variedade e
a qualidade dos graos, as técnicas de processamento (periodo de fermentagao, tipo
de processo e duragcdo de secagem etc), as condigdes de armazenamento e a
natureza quimica dos aditivos e outros ingredientes que s&o adicionados na
producado (WICKRAMASURIYA; DUNWELL, 2017).

Como visto, o cacau traz grandes beneficios para a economia e para a saude,
porém a cacauicultura € acometida por diversas doengas que prejudicam o
crescimento econdmico. Uma dessas doencas assolou as plantacdes de cacau na
Bahia em 1989, fazendo com que ela deixasse de ser uma das principais

exportadoras de cacau do mundo, devido a doenga diminuir significativamente a sua
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producdo. A partir desse acontecimento, muitas fazendas declararam faléncia e o
indice de desemprego aumentou na regido. Essa doenca é a vassoura-de-bruxa,
que é causada pelo fitopatégeno M. perniciosa. Até hoje, ela acomete cacaueiros e
prejudica agricultores de varios paises, principalmente situados na América do Sul e
na ilha do Caribe. O fungo M. perniciosa € hemibiotréfico, ou seja, possui duas
fases, uma fase biotrofica ou parasitica, que dura, em média, de 45 a 60 dias, e uma
fase necrotrofica ou saprotréfica, que € mais intenso aos 90 dias apds infecgcao do
hospedeiro (ALMEIDA, 2016; DIAZ-VALDERRAMA; LEIVA-ESPINOZA; AIME,
2020).

Assim que o hospedeiro é infectado ocorrem desequilibrios hormonais,
acarretando mudancgas fisioldgicas, histolégicas e morfolégicas no tecido. Os
sintomas iniciam quando o fungo libera basididsporos (esporos) pelo basidiocarpo,
sob condi¢gdes de clima quente e umido, que atingem a superficie da planta,
ultrapassando a defesa e instalando-se no hospedeiro. O primeiro sintoma é a
hipertrofia apical dos tecidos observado entre 15 e 30 dias e com o avango da
doencga, é observado o crescimento de ramos anormais chamados vassoura-verde.
Apds 60 dias de avango, o crescimento do micélio dentro das células e a necrose de
tecidos ja estdo numa fase avangada e com 90 dias tem o aparecimento da
vassoura-seca, depois o fungo libera novamente basididsporos pelo basidiocarpo e
esta pronto para reiniciar o ciclo em outro hospedeiro. O fruto pode ser infectado
durante todo seu crescimento e as vagens jovens, se infectadas durante as
primeiras semanas, perderdo completamente as sementes com a podriddo, assim
que amadurecerem. Ja as vagens maduras quando infectadas perdem parcialmente
as sementes (ALMEIDA, 2016; MEINHARDT et al., 2008).

As vias de sinalizacdo de horménios de plantas sdo bem conhecidas por
atuarem na resposta de defesa a patdégenos e estresses abibticos, como as vias de
Acido Salicilico (AS), Acido Jasménico (AJ) e Etileno (ET) (ALMEIDA, 2016). A via
de sinalizagdo AJ desempenha um papel central nas defesas de plantas contra
patdgenos necrotréficos e insetos herbivoros. Apds exposigao a estresses abidticos
e bidticos, incluindo infeccdo por patdégenos necrotréficos, ferimentos e ataque de
insetos, € desencadeado uma cascata de fosforilagdo que leva a biossintese de AJ,
que por sua vez, € detectado por receptores que ativam a via de transducgao de sinal
envolvida na expresséo de genes que respondem ao AJ, resultando na formacao de

barreiras quimicas e fisicas contra esses estresses (CARVALHAIS et al., 2013).
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O gene AOS codifica uma enzima chave na biossintese de AJ. Essa enzima
oxida um &cido graxo monohidroperoxi poliinsaturado chamado 13(S)-hidroperoxi-
(9Z,11E,15Z)-octadecatrienoico (13S-HPOT) em uma forma epodxido instavel.
Primeiramente, a biossintese de AJ comeca com os fosfolipidios acido linolénico
(18:2) e acido a-linolénico (18:3) liberados das membranas dos cloroplastos devido a
acgao de fosfolipases. Apos serem liberados, lipoxigenases catalisam a dioxigenagao
dos acidos transformado-os em 13S-HPOT, que, entdo é oxidado pela AOS e depois
é ciclizado por uma aleno oxido ciclase para acido 12-oxo-fitodienoico (12-OPDA).
Por ultimo, o OPDA é reduzido em AJ pela OPDA redutase 3 (OPR3) (LYONS;
MANNERS; KAZAN, 2013; ZENG et al., 2021).

Visto a importancia deste gene e da via de sinalizagdo AJ na defesa de

plantas, foi buscado no Ensembl Plants (https://plants.ensembl.org/index.html) o

gene AOS na espécie Theobroma cacao Matina 1-6, no qual foi encontrado apenas
um gene AOS. Buscando o melhoramento da resisténcia da T. cacao, o método
CRISPRa sera utilizado para aumentar a expressao do gene AOS na folha de cacau
do gendtipo Scavina-6 (Sca6) no estagio C, o que pode ser promissor para combater

o fitopatdogeno M. perniciosa na fase necrotrofica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

33

Identificar um gene promissor para aumentar a resisténcia do Theobroma

cacao contra o patdégeno Moniliophthora perniciosa.

3.2 Especificos

a) ldentificar a melhor forma de utilizar
CRISPR/Cas9;

b) Desenhar guides RNA (gRNAs);

c) Escolher vetores de expresséo;

d) Delinear ensaios de clonagem.

a técnica de edicdo génica
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4 METODOLOGIA

Para o desenvolvimento deste trabalho foi realizada uma revisao bibliografica
por meio de artigos cientificos, revistas e jornais publicados na literatura nacional e
internacional, publicados em bancos de dados pertinentes, incluindo NCBI, SCIELO
e PUBMED. Teve-se como critério de inclusdo artigos cientificos, jornais e revistas
publicados recentemente, de exclusao, nao foram utilizados dados desatualizados.

A coleta de dados foi realizada através da utilizagdo de termos como:
“‘CRISPR/Cas9”, “CRISPR activation” e “Theobroma cacao”. Para garantir que todas
as publicagdes relevantes fossem incluidas, os seguintes termos foram utilizados
combinados com CRISPR/Cas9 e CRISPR activation: enzimas de restricdo, ZFNs,
TALENs, CRISPR interference. Os termos seguintes foram combinados com
Theobroma cacao: CRISPR activation, Moniliophthora perniciosa, melhoramento
genético, genes de defesa.

A metodologia proposta € baseada na literatura e a descricdo dos resultados
condiz com as atividades praticas que eu desenvolvi no Laboratorio de
Desenvolvimento e Inovacdo do Instituto Butantan, dentro da linha de pesquisa de

edicao génica por CRISPR/Cas9.

4.1 Linhagens celulares

Como modelo de estudo, utilizaremos a folha de cacau do gendétipo Sca6 no
estagio C para transformacéao genética transiente com Agrobacterium tumefaciens, a

partir da adaptagéo de um protocolo publicado por FISTER et al. (2016).

4.2 Plasmideos

Os plasmideos que iremos utilizar para esta proposta de estudo serdo o
pHSNG6AO1 (Addgene 50586), que contém a dCas9-V64 e o plasmideo para controle
de qualidade pCAMBIA1391z fornecido junto com a linhagem de bactéria

Agrobacterium eletrocompetente adquirida comercialmente.



35

4.3 Desenho in silico dos RNA guias

Os sgRNAs serao desenhados in silico no site CRISPOR
(http://crispor.tefor.net/). A partir de uma sequéncia gendbmica de interesse, o site

fornece as sequéncias de todos os oligos e primers necessarios para preparar 0s
sgRNAs, testar a eficiéncia da modificagdo no alvo e acessar clivagem em
potenciais sitios fora do alvo (off-target sites). Desenharemos mais de um sgRNA a
fim de complementar a regido promotora do gene, entre -425 a -50 nucleotideos a
montante do TSS, para que recrute fatores de transcricdo e aumente a expressao

génica.

4.4 Desenho do cassete de transformacao para ativagao transcricional via
dCas9

Utilizaremos o sistema SAM (Synergistic Activation Mediator) para
transformacdo e este devera ser inserido no plasmideo a partir de digestdo
enzimatica. Para expressao da dCas9, o promotor que sera utilizado é o CaMV35S,
os sitios de localizagao nuclear (NLS) do virus do macaco SV40 serao posicionados
in tandem devidamente espagados por aminoacidos neutros (linkers) para ligar a
regido carboxiterminal da dCas9 a regido aminoterminal da combinagdo de
ativadores transcricionais p64 e HSF1. Dois terminadores serdo posicionados in
tandem, o terminador 35S e o NOS. Para expressao do sgRNA, utilizaremos o
promotor da propria Theobroma cacao ou o promotor AtU6-26 de Arabidopsis para
espécies dicotiledéneas. Depois do sgRNA, sera posicionado o RNA scaffold, uma
por¢cdo constante importante na ancoragem e interagcdo com a dCas9, dentro do
RNA scaffold serdo inseridos aptadmeros MS2, depois sera posicionado um
terminador U6 no final. Para expressao da proteina de fusao adaptador: ativadores
de transcricdo, sera utilizado o promotor CaMV35S. A proteina adaptadora sera a
MC2 (MS2 Coat Protein). Com relagédo aos ativadores transcricionais, eles vao estar
fusionados in tandem com a carboxiterminal da MC2, devidamente separados por
linkers. Sera inserido NLS, entre a MC2 e o primeiro ativador transcricional, no qual
ele funcionara como linker também, além da funcdo de transportar a proteina de
fusdo para o nucleo. Por fim, serdo inseridos dois terminadores in tandem, 35S e

NOS. Para expressao do marcador de selegcao, sera posicionado um promotor da
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Theobroma cacao, em seguida, sera posicionado um gene reporter, como GFP ou
um gene que confere resisténcia a um antibiético ou herbicida, e no final, sera
posicionado um terminador correspondente ao promotor. Se o plasmideo obtido
comercialmente tiver um gene que confere resisténcia ja introduzido nele, sera
mantido ele. Este desenho de cassete foi delineado através da leitura do livro
Tecnologia CRISPR na edicdo gendmica de plantas: biotecnologia aplicada a
agricultura por MOLINARI et al. (2020).

4.5 Bactéria

Sera utilizada a bactéria Agrobacterium eletrocompetente da linhagem
EHA105 adquirida comercialmente (Gold Biotechnology®, EUA). Essa cepa contém
um gene de resisténcia a rifampicina (rif) e um plasmideo Ti basico pEHA105

(pTiBo542DT-DNA) sem fungao de autotransporte e contendo o gene vir.

4.6 Ensaios de Clonagem

A fosforilagdo, anelamento e insercdo de sgRNA em vetor pHSNGAO1
(Addgene 50586) serao realizados de acordo com o protocolo descrito por RAN et
al. (2013) com as modificagdes propostas por BORREGO et al. (2022).
Resumidamente, a etapa de fosforilacdo e anelamento comegca com o mix de
componentes a seguir: 1 uL de oligo gDNA TOP [100 pM], 1 uL de oligo gDNA
BOTTOM [100 uM], 1 pyL de T4 Ligation Buffer 10X com ATP, 1 uL de T4 PNK
(Polinucleotideo Kinase) e dH20 (agua destilada) g.s.p. 10 pyL. Apds realizar o mix, é
realizado o anelamento no termociclador PCR, cujo programa é: 37°C por 30 min.,
95°C por 5 min e um Rampdown para 25°C com taxa de 5°C por minuto. Terminando
o anelamento, deve-se diluir o mix em 100x a temperatura ambiente (1 uL do oligo e
99 uL de dH20) e armazena-lo a -20°C.

O protocolo para a inser¢ao de sgRNA em plasmideo € descrito a seguir: 2 yL
do vetor [50 ng], 2 pL de oligo anelado e diluido, 2 uL de Tango Buffer 10x, 1 uL de
DTT [10 mM], 1 yL de ATP [10 mM], 0,5 yL de enzima de restricao, 0,5 uL de T4
Ligase e dH20 q.s.p. 20 yL. O mix deve ser colocado no termociclador PCR, cujo
programa é: 37°C por 5 min. e 21°C por 5 min. em 24 ciclos. 37°C por 15 min. e 4°C

forever.
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O plasmideo bacteriano de expressdo em plantas contém a dCas9, os genes
de resisténcia aos antibidticos canamicina e espectinomicina e o cassete de
transformacao adicional descrito anteriormente.

A introducdo do plasmideo em linhagem competente de bactéria
Agrobacterium, linhagem EHA105, sera realizada por eletroporagdo num
equipamento Eporator® (Eppendorf, Alemanha). Apds a eletroporagao, as bactérias
serao recuperadas em meio SOC por 1h a 37 °C, sob agitacdo. Em seguida, as
bactérias serdo semeadas em placas de petri contendo meio LB agar com
canamicina ou espectinomicina. As coldnias que crescerem serao coletadas para a
extragao e purificacdo do plasmideo com o ChargeSwitch - Pro Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Fisher Scientific, EUA).

4.7 Confirmagao da clonagem com PCR de coldnia

A confirmacgao da clonagem sera realizada escolhendo algumas col6nias da
placa e inserindo-as em um mix de PCR contendo Tamp&o (10X), dNTP (2,5 uM),
MgCl, (25 mM), primer forward da regido promotora AtU6-26 do plasmideo (20 uM),
5-GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC-3’), Ran et al; 2013, primer reverse sgRNA
(20 uM), Taq DNA polimerase (5U) e H,O RNase-free q.s.p. 23 pL. O estagio de
desnaturacao (Stage 1) do programa do PCR de colbnia sera em 95°C-10 min. O
estagio de anelamento (Stage 2) sera programado para 35 ciclos, com as
temperaturas alternando em: 95°C por 30 seg., 49°C por 30 seg., 60°C por 30 seg.,
72°C por 30 seg. Finalizando com o estagio de extensao (Stage 3) em 72°C por 8
min e depois com a temperatura (~) em 4°C. O produto do PCR sera preparado para
ser aplicado em gel de agarose e se houver a presenga da banda, sera confirmada a

transformacao da bactéria.

4.8 Transfecgao por Agrobacterium nas folhas Sca6

Para uma maior probabilidade de as folhas serem transformadas com
sucesso, é essencial que estejam no estagio C, que € quando possuem uma
coloracédo que varia entre bronze e verde-claro. Antes da infiltragdo nas folhas, sera
adicionado Silwet L-77 as culturas de Agrobacterium para atuar como surfactante

(para uma cultura de 30 mL, sdo adicionados 6 uL de Silwet para ter uma
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concentragdo final de 0,02%). Sera despejado a suspensao induzida da
Agrobacterium em placas de petri rotuladas com o nome do vetor na parte inferior da
placa. Com as tampas removidas, as placas serao colocadas no dessecador. As
folhas serdo cortadas com bisturi para produzir duas partes, mas primeiro serao
removidas as pontas e a base das folhas e depois serao divididas em duas partes de
tamanho igual (é importante que o tamanho de cada parte seja grande suficiente
para inoculagao com fitopatdgenos). As bordas cortadas serao seladas com parafina
derretida para limitar a dessecagao das veias expostas. As partes serdo guardadas
em saco plastico lacrado com gazes molhadas para manter a umidade. Sera
selecionada uma parte de folha para ser colocada em cada placa com
Agrobacterium, com o lado abaxial para baixo. A outra parte da mesma folha deve
receber o outro tratamento com o vetor controle. Fechar o dessecador com tampa.
Apods as folhas serem infiltradas com Agrobacterium, elas serdo mantidas em

um ambiente controlado a 25°C com 50% de umidade relativa e um ciclo de 12h/12h
claro-escuro. Os niveis de luz sdo mantidos em 55 ymol m_2 s_1 , usando lampadas

fluorescentes de 4100K Kelvin.

Apos esterilizar uma capela de fluxo laminar com luz UV por, no minimo, 2
minutos e limpar a area com etanol 70%, as folhas serdo inoculadas em placas
maduras contendo o fitopatdégeno M. perniciosa, mas primeiro, serdo feitos furos nas
bordas das culturas para inoculacido das folhas. As folhas serdo incubadas a 28°C,
com ciclo claro/escuro (12h/12h) até observar desenvolvimento de lesbes e se ha
diferencas no tamanho das lesdes nas folhas controle e nao-controle. Essa

metodologia foi retirada do protocolo publicado por FISTER et al. (2016).
4.9 Testes funcionais

Serdo realizados ensaios de extracio de DNA e RNA das folhas
transformadas e expostas ao fitopatbgeno M perniciosa, para ensaios de
sequenciamento génico e experimentos de Real Time Quantitative PCR (qPCR)

para quantificar e confirmar o aumento da expresséo do gene AOS.
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5 RESULTADOS E ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

5.1 Resultados iniciais para o melhoramento do cacau com CRISPR

Através do site Ensembl Plants, buscamos o gene AOS na espécie

Theobroma cacao Matina 1-6, no qual o ID de transcricdo do gene se chama

EOY14651 e no UniProt (https://www.uniprot.org/) €& identificado como

AOAO61FCC5. Esse gene possui 2221 pb, 531 aminoacidos e apenas 1 éxon,
entretanto, considerando que precisamos da regido promotora do gene e por falta de
dados sobre ela, buscamos manualmente uma sequéncia entre -425 a -50
nucleotideos a montante do TSS. Desconsideramos a sequéncia da extremidade 5’
de 50 nucleotideos a montante do éxon e comegamos a coletar uma sequéncia de
425 nucleotideos (Figura 4). Devido ao zoom e de modo a facilitar a coleta de
nucleotideos apds a sequéncia de 50 nucleotideos, marcamos uma regidao de 125
nucleotideos e continuamos a coleta a partir dela (Figura 5). Marcamos e coletamos
mais uma regido de 162 nucleotideos (Figura 6). Por fim, ap6s a sequéncia de 162
nucleotideos, marcamos e coletamos uma ultima regido de 138 nucleotideos,

totalizando 425 nucleotideos (Figura 7).

Figura 4 - Sequéncia de nucleotideos a montante do éxon

102 bp -

876,540 876,560 876,380 876,600 876,620
Sequance GCAAGTGGAGGAGAGAGTCGAGTCTTTATTTATAGGAGTGGGCAACAACAT GGG TGGCAATGAAAGGTAAAAGGTTGCCGGTGACAGCTGACTTGTCCACAG
Contigs.

Saquence CGTTCACCTCCTCTCTCAGCTCAGAAATAAATATCCTCACCCGTTGTTGTACCCACCOTTACTTITCCATTTTCCAACGGCCACTGICGACTGAACAGGTGTC

——
<EOY14851 protsin coding

Variants from PRUE... Variants from PRJEB28591

76,540 876,560 876,580 876,600 876,620
=t~ Reverse stra nd 102bp

Gene Lagend Protein Coding
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Variant Legend
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‘There are currently 29 tracks turned off.
Ensembl Plants Theobroma cacao version 108.1 (Theobroma_cacao_20110822) Chromosome 8: 876,526 - 876,627

Fonte: ENSEMBL PLANTS, 2022.
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Figura 5 - Regido de 125 nucleotideos marcada

~a— Reverse strand 142bp

upstream gene variant

here are currently 29 tracks turned off.
Ensembl Plants Theobroma cacao version 108.1 (Theobroma_cacao_20110822) Chromosome 8: 876,574 - 876,715

Fonte: ENSEMBL PLANTS, 2022.

Figura 6 - Regido de 162 nucleotideos marcada
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Ensembl Plants Theobroma cacao version 108.1 (Theobroma_cacao_20110822) Chromosome B: 876,639 - 876,870

Fonte: ENSEMBL PLANTS, 2022.

Figura 7 - Regido de 138 nucleotideos marcada
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‘There are currently 29 tracks turned off.
Ensembl Plants Theobroma cacao version 108.1 (Theobroma_cacao_20110822) Chromosome 8: 876,868 - 877,009
Fonte: ENSEMBL PLANTS, 2022.
A partir da sequéncia coletada (3’

GTTACTTTCCATTTTCCAACGGCCACTGTCGACTGAACAGGTGTCGCGCGTTAT
TTAGATGAAAAGGAAGCTCAAAGGTGAGAGTTGTGCGTGCACAAGTAGGTGAC
GAAATAAATATGGTCCGTACGTCGTTTAATAACCAAAGGGTTGAAGATAAATAAT
TATATTTCTCATATGTTTATCATAATTTTATTTAAATTTAAAAGTAATTATACTCAAA
AAGTATTCTCTATAGTATCACTATTAAGACTTAGTTTCCATACTTACTAGAAAGAG
GTGAATTGTATGTGGTACCTGGTACTGAATAAAAAACCCGTTGTGGGTCACCAG
GGTTACACGAGTTGATATCTCGAGATCGTTTCACAGGATAAGAAACTTCATTGTA
ACCTTTTTGAAAAACACGGGAAACAAAAAAGGTAAATGCC-5") desenhamos dois

sgRNAs no site CRISPOR afim de complementar a regido promotora do gene com

mais especificidade. Escolhemos o segundo gRNA e o quarto gRNA (Figura 8).
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Figura 8 - Sequéncias de gRNAs e PAMs provaveis

Guide Sequence + PAM Predicted Efficiency Genome Browser links to matches sorted by CFD off-target score £
! |+ Restriction Enzymes ¢ (7] No exons. N -

Olonly 6 Conly 66- Conly A- &
+ next to PAM

GTTCAGTCGACAGTGGLCGT TGG 100 100 - — — |- |0-0-0-1-2 |&
Enzymes: BshFl, Acol 4

3 off-targets

GACACCTGTTCAGTCGACAS TG 100 100 - — — |- |0-0-0-0-2 |*
Enzymes: BshF, Sall, Hpy 1661, &
HpyCHAIL Hincll, Acol TspRY BesiMud. || | T
Fbil

2 off-targets

ACGGCCACTGTCGACTGAAC AGG 100 100 — — — |- l0-0-0-2-0 |

2 off-targets

GTAACCCTGGTGACCCACAA (GG 100 100 63 66 0-0-0-0-2 |%
Enzymes: Bsil 0

2 off-targets

GATATCAACTCGTGTAACCC TGG 100 100 61 15 0-0-0-0-3 4
Enzymes: AsubPl, Tspd5. BseDl, Maell,
LpnPl. BSINI, BStEIN, StyD4 S 4

3 off-targets

ARAACCCOTTGTGEGTCACE AGE 100 100 49 40 0-0-0-1-1 |*
Enzymes: Tspd51. BseDL Maelll. LpnPl, |
BstNI, BStEl, StyD4l ¢ )

2 off-targets

CGCGCGTTATTTAGATGARL AGG 99 99 35 37 0-0-0-0-3 4
Enzymes: AluBi, TspDT "

Legenda: A segunda sequéncia reverse GACACCTGTTCAGTCGACAG (PAM: TGG) e a
quarta sequéncia reverse GTAACCCTGGTGACCCACAA (PAM: CGG) foram escolhidas.

Fonte: ENSEMBL PLANTS, 2022.

5.2 Atividades Desenvolvidas

Os resultados obtidos e descritos neste trabalho sdo de outros projetos
executados pelos pesquisadores Dra. Andrea Borrego e Dr. José Ricardo Jensen
realizados no Laboratério de Desenvolvimento e Inovagéo (LDI) e em parceria com o
Centre of Excellence in New Target Discovery (CENTD), ambos do Instituto
Butantan. Realizei experimentos como PCR, eletroforese em gel de agarose,
purificacdo de produto de PCR e preparo de amostras para o sequenciamento de
Sanger, além de experimentos de expressédo génica. As atividades desenvolvidas
bem como a metodologia utilizada serdao abaixo descritas.

Um projeto realizado no LDI e coordenado pelo Dr. José Ricardo Jensen, foi o
de expressao de genes da via de ativagdo do AhR (receptor de aril hidrocarbonetos)
e suscetibilidade a artrite em camundongos. O objetivo visava investigar a hipotese
de que a expressao dos genes Amnt (translocador nuclear do AhR) e Ahrr (repressor
do AhR) da via de ativagao do AhR e mediadores inflamatorios, em tecidos e células
com potencial relevancia na artrite induzida por pristane (PIA), é divergente em
camundongos suscetiveis (LIIl) e resistentes (HIll) a PIA. Uma série de primers

foram desenhados para serem especificos a sequéncias menores dos genes Arnt e
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Ahrr, com sobreposicdes entre elas e que quando combinadas reconstituem as
sequéncias codificantes de cada gene. O resultado foi parcialmente positivo,
mostrando que ha uma ligagdo entre a microbiota intestinal e o desenvolvimento da
artrite reumatoide em camundongos suscetiveis e resistentes, entretanto, é
necessario realizar mais testes para que se confirme esta hipétese. Neste trabalho
fiz ensaios de PCR e géis de agarose para a confirmagao dos resultados. Abaixo a

fotografia de um dos géis de agarose que realizei (Figura 9).

Figura 9 - Amplificagdo dos genes Ahrr e Arnt

Arnt
Ahrr
E2 E3 - -
——
- -
R (e s
- w— -— =S " He  HY

Legenda: Gel de Agarose 1,5%, corado com BET, visualizado ap6s 1:30hs de corrida a 100V.

As amostras L sdo dos camundongos LIl e H sdo dos camundongos HIll. Na parte esquerda da
figura estdo as bandas amplificadas com os primers E2 (540bp) e E3 (550bp) do gene Ahrr e na parte
direita a amplificacao do primer E1(600 bp) do gene Arnt, pode-se observar que nesta reagdo nao
houve amplificagcdo do primer E5. O marcador de peso molecular (PM) utilizado foi o X174
DNA/BsuRI (Haelll), ThermoScientific.

Fonte: Proprio autor, 2022.

O CENTD, cujo o objetivo é combinar a expertise dos pesquisadores do
Instituto Butantan (bioquimica, farmacologia, bioinformatica/OMICS, biologia
molecular e celular, imunologia e ensaios in vitro e in vivo) a experiéncia da
farmacéutica GSK, tem como missado pesquisar e validar novos alvos moleculares
envolvidos em doengas inflamatérias e céancer, visando o desenvolvimento de
farmacos, utilizando venenos, secrecdes de animais e moléculas derivadas como
ferramentas de estudo. Atualmente, um dos focos principais do CENTD envolve a
validagao dos alvos por diversas técnicas, sendo uma das principais a tecnologia de

CRISPR/Cas9. Devido a questbes de confidencialidade dos projetos da GSK, os
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nomes dos genes alvos definidos para estudo serdo omitidos, sendo denominados
neste trabalho como gene 1, gene 2 e gene 3.

No primeiro projeto, ja em andamento, o objetivo foi o0 de nocautear o gene 1,
assim, toda a parte experimental que envolvia a fosforilagdo dos 6ligos, insergdo nos
plasmideos, clonagem, transducdo, obtencdo de clones unicos, expansdo dos
clones e sequenciamento ja havia sido feita. O resultado obtido foi de 10 clones
editados. Todos os clones apresentaram um perfil muito semelhante no
sequenciamento génico (Figura 10), sugerindo que a edicdo génica tenha sido
monoalélica, ou seja em apenas um dos cromossomos da célula. Realizei ensaios
de PCR para confirmar a heteroduplex dos clones obtidos apds o nocaute do gene 1

e eletroforese em gel de agarose 4% para a confirmagao dos resultados.

Figura 10 - Sequéncias de 2 clones da regido editada com CRISPR/Cas9 no gene 1
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Legenda: Eletroferograma do clone 9 - clone n&o editado (sequéncia wild type / selvagem); Clone 7:
clone com delegéo de 33pb; Contig 1: banda inferior (Clone 7) purificada de gel de agarose 4% para
deteccdo de heteroduplexes (notar no retangulo a sequéncia com delegdao de 33pb); Bandas 1-2:
Bandas superiores (Clone 7) purificadas de gel de agarose 4% para detecgdo de heteroduplexes
(Notar no circulo a presenca de picos duplos sugerindo presenca de sequéncias editadas e nao
editadas).

Fonte: Proprio autor, 2022.
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Figura 11 - Gel para confirmagao do heteroduplex nos clones do gene 1
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Legenda: Produto da PCR do heteroduplex, visualizado em gel de agarose 4%, corado com BET,
apos 4 horas de corrida a 120V. Fragmento amplificado de 204 bp. Os numeros representam os
clones que sofreram alguma edicéo, exceto os numeros 9 e 11 que séo respectivamente, clone nao
editado e célula controle. O marcador de peso molecular (PM) utilizado foi o X174 DNA/BsuRI
(Haelll), ThermoScientific.

Fonte: Proprio autor, 2022.

A partir deste resultado, escolhemos o clone 7 (cuja edigdo resultou em uma
delecdo de 33pb) para realizar um novo PCR heteroduplex. Apds, foi feito
novamente um gel de agarose 4% para purificar as bandas do produto de PCR e
sequenciar em seguida (Figuras 12 e 13). Utiliza-se essa concentragcao de agarose
de 4% para que o gene 1, que tem uma delegao de 33 pb em apenas um dos alelos
percorra o gel, separando do alelo que ndo sofreu alteragdo e do alelo oriundo do
heteroduplex. Apos a PCR foi feita uma purificagcdo das bandas do gel de agarose,

seguindo o protocolo do kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System - Promega.
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Figura 12 - Gel heteroduplex do clone 7 - 2 horas

Clone 7

Legenda: Produto da PCR do heteroduplex do clone 7, visualizado em gel de agarose 4%, corado
com BET, apds 2 horas de corrida a 80V. Fragmento amplificado de 204 bp. Observa-se a presenca
de 3 bandas. O marcador de peso molecular (PM) utilizado foi o X174 DNA/BsuRI (Haelll),
ThermoScientific.

Fonte: Proéprio autor, 2022.

Figura 13 - Gel heteroduplex do clone 7 - 4 horas

Legenda: Produto da PCR do heteroduplex do clone 7, visualizado em gel de agarose 4%, corado
com BET, apds 4 horas de corrida a 80V. Fragmento amplificado de 204 bp. Observa-se mais
claramente a presenca de trés bandas, sendo a nimero 3 o heteroduplex do clone 7. Estas bandas
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foram retiradas do gel e purificadas conforme ja descrito. O marcador de peso molecular (PM)
utilizado foi o0 X174 DNA/BsuRI (Haelll), ThermoScientific.
Fonte: Proprio autor, 2022.

Participei de outros projetos do CENTD, que também visavam o nocaute com
CRISPR/Cas9, um do gene 2 por meio de transfeccdo com vetor bacteriano e outro
do gene 3 por meio de transdugdo com vetor lentiviral em células neuronais
sensitivas humanas. Para estes experimentos utilizamos os plasmideos lentiCRISPR
v2 (Addgene 52961), pSCas9(BB)-2A-GFP PX458 (Addgene 48138) e
pSpCas9(BB)-2A-Puro PX459 (Addgene 62988), os quais foram identificados pelos
numeros 6, 4 e 10, respectivamente. Assim, para a obtencdo do DNA plasmidial,
utilizamos os kits Mini e Midiprep, (ChargeSwitch-Pro Plasmid Midprep, Invitrogen e
PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit, Thermo Fisher Scientific, respectivamente).

A bactéria utilizada foi a E. coli da linhagem Stbl3, que pode ser adquirida
comercialmente (Thermofisher Scientific, EUA), porém, nesses experimentos, as
bactérias foram preparadas (em nosso laboratério) para se tornarem
eletrocompetentes. Cujo preparo esta descrito abaixo.

A etapa de pré-inéculo é dividida em duas partes. A primeira parte foi
realizada a semeadura da bactéria E. coli, em duas placas de petri, uma placa
contendo meio LB agar com 0,1% de ampicilina para controle negativo e outra placa
contendo apenas meio LB agar. As placas foram incubadas na estufa a 37°C
overnight.

No dia seguinte, foi observado o crescimento de coldnias bacterianas nas
placas sem o antibiético, o controle negativo (placa com antibiético) ndo houve
crescimento de bactérias, assim, a segunda parte do pré-indculo foi realizada. Da
placa com coldnias, foi retirada uma colénia com uma ponteira estéril, transferindo-a
para um tubo de 50 mL contendo 3 mL de meio LB liquido. Foi feito um controle
negativo nas mesmas condigdes, porém, com 3 pyL de ampicilina [100mg/mL] no
meio. Ambos os tubos foram incubados no shaker a 37°C sob agitacdo de 220 rpm
com a tampa semi-aberta overnight.

A etapa de inéculo foi iniciada apos observar a auséncia de turbidez no
controle negativo. Utilizando o pré-inéculo sem ampicilina, o inéculo foi feito em 500
mL de LB liquido, dividido em dois erlenmeyers de 1 litro (250 mL em cada) estéreis,
com tampa de algoddo e gaze. Estes foram incubados no shaker a 37°C sob
agitacéo de 220 rpm até atingir a densidade optica (D.O.) de 600. Ao atingir a D.O.
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confirmada por espectrofotometria, o conteudo do erlenmeyer foi separado em tubos
de 50 mL, devido a centrifuga disponivel, e, em seguida, os tubos foram incubados
em gelo por 30 minutos.

Nas etapas seguintes, de centrifugacdo e lavagem, os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 4°C por 3220g. Na primeira lavagem, foi desprezado
0 sobrenadante e o precipitado foi ressuspendido em 100 mL de glicerol 10%
(estéril) gelado. A ressuspenséo foi feita com o auxilio da pipeta em up down sem
encostar no pellet. Na segunda lavagem, os tubos foram centrifugados novamente
nas mesmas condicbes, desprezando o sobrenadante e ressuspendendo o
precipitado em 50 mL de glicerol 10% gelado. Na terceira lavagem, foi repetido o
mesmo processo da segunda lavagem. Os tubos foram centrifugados novamente
nas mesmas condigbes e ressuspendidos em 2-3 mL de glicerol 10% gelado. O
conteudo final foi aliquotado em porcbées de 50 pL em tubos de 600 pL e
imediatamente acondicionados em gelo seco. As aliquotas foram armazenadas em
freezer -80°C.

O protocolo para a preparagao do meio de cultura LB liquido ou agar e a
preparacao de placas com e sem o antibiético ampicilina estdo descritos abaixo.

A composicao de meio de cultura LB agar para 1 litro € 10g de triptona, 5g de
extrato de levedura, 10g de cloreto de sddio, 20g de agar e 1000 mL de H,O. Para o
meio liquido ndo € necessario adicionar agar. A esterilizagdo do meio de cultura é
feita na autoclave a 120°C por 20 minutos.

Para a preparacao das placas de petri com ampicilina foi feita uma diluicao de
20 mL de LB agar e 20 pL de ampicilina [100mg/mL]. Na placa sem ampicilina, é
adicionado somente LB agar. Para adicionar a ampicilina € importante que o meio
LB agar esteja em uma temperatura entre 50°C a 55°C. Antes das placas serem
utilizadas, elas devem ser submetidas a uma prova de contaminagéo, ficando 48h
dentro da estufa em vez de ficarem dentro do refrigerador (40C). Provando que n&o
ha crescimento bacteriano (contaminagdo), as placas podem ser guardadas e
utilizadas posteriormente.

Posteriormente, ja com o DNA dos plasmideos 4, 6 e 10 extraidos e as
bactérias eletrocompetentes prontas, iniciamos os experimentos que consistem na
fosforilagdo, anelamento e insercdao de sgRNAs nos plasmideos e clonagem em
bactéria eletrocompetente por eletroporacao (estes procedimentos estao descritos

na secéo de material e métodos).
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Apds o processo de eletroporagdo as bactérias foram semeadas em placas
de petri e deixadas overnight em estufa a temperatura de 37°C.

As figuras 14 e 15 mostram o crescimento de colénias transformadas com os
vetores 4 e 10. Nao obtivemos crescimento de col6nias transformadas com o vetor
6.

Para o experimento do gene 2, utilizamos uma estratégia de co-transfecgéo,
ou seja, 4 pares de sgRNA guides para 2 plasmideos (pSCas9(BB)-2A-GFP PX458 -
denominado vetor 4 e o pSpCas9(BB)-2A-Puro PX459 - denominado vetor 10).
Assim, a combinagdo para os ensaios de clonagem foi: Primers: 1F e 1R e 2F e 2R
clonados individualmente no plasmideo 4 e as sequéncias 3F e 3R e 4F e 4R
clonadas individualmente no plasmideo 10. As figuras abaixo contemplam apenas 1
placa de cada um dos plasmideos. Porém, todas as demais clonagens funcionaram.

Figura 14 - Crescimento de colbnias bacterianas transformadas com o plasmideo 4
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Legenda: Placa de petri com 20 mL de LB agar contendo 20 yL de ampicilina [100mg/mL], semeada
com a bactéria E. coli, da linhagem Stb/3, apos clonagem com o plasmideo 4. A placa permaneceu
overnight (16hs) a 37°C na estufa. Observa-se o crescimento de algumas colbnias bacterianas, o que
indica que a clonagem funcionou.

Fonte: Proéprio autor, 2022.
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Figura 15 - Crescimento de col6nias bacterianas transformadas com o plasmideo 10
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Legenda: Placa de petri com 20 mL de LB agar contendo 20 uL de ampicilina [100mg/mL], semeada
com a bactéria E. coli, da linhagem Stbl3, apds clonagem com o plasmideo 10. A placa permaneceu
overnight (16hs) a 37°C na estufa. Observa-se o crescimento de muitas colénias bacterianas, o que
indica que a clonagem funcionou.

Fonte: Proéprio autor, 2022.

ApOs esta etapa, retiramos 10 colénias de cada uma das placas e passamos
as mesmas para novas placas de petri com LB agar e ampicilina [100 mg/mL], nosso
objetivo foi de isolar as col6nias para a realizagdo do PCR. O procedimento foi feito
raspando gentimente a ponta de uma ponteira (estéril) em uma coldnia e
transferindo-a para uma outra placa (devidamente marcada para melhor
visualizacao) (Figura 16). Nesse mesmo procedimento realizamos as placas controle

com os plasmideos 4 e 10 sem sgRNA (Figura 17).
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Figura 16 - Col6nias isoladas dos plasmideos 4 (A) e 10 (B)

Legenda: 11 Placas de petri com 20 mL de LB agar contendo 20 pyL de ampicilina [100mg/mL], apés
ficarem overnight a 37°C na estufa. As coldnias foram individualmente transferidas das placas obtidas
anteriormente. A placa A identifica o plasmideo 4 e a placa B o plasmideo 10. Os numeros de 1 a 10
sdo referentes as combinagdes feitas.

Fonte: Préprio autor, 2022.
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Figura 17 - Colbnias isoladas dos plasmideos controle 4 e 10

Legenda: Placa de petri com 20 mL de LB agar contendo 20 uL de ampicilina [100ug/mL] apés ficar
overnight a 37°C na estufa. Os nimeros 4C e 10C representam os plasmideos controle, ou seja, sem
0 sgRNA.

Fonte: Proprio autor, 2022.

Para confirmar a clonagem dos plasmideos 4 e 10, foi realizado o PCR de
colénia, como descrito nos materiais e métodos, utilizando sempre o primer F
(forward) da U6 e o primer R (reverse) do gene de interesse. Os resultados obtidos
nos géis de agarose sao das combinagdes 1 e 2 (plasmideo 4), 3 e 4 (plasmideo 10)
da Figura 16 (Figuras 18 e 19). Pode-se observar a presenca de uma banda de
aproximadamente 310 bp, o que confirma que o sgRNA esta inserido no plasmideo.
Os proximos passos serdo a purificacdo do produto da PCR de colénia para o

sequenciamento e posteriormente a transfecgédo nas células.
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Figura 18 - Gel de agarose do PCR de colénia do gene 2

Legenda: Produto do PCR de colbnia, visualizado em gel de agarose 4%, corado com BET, apos
1:30 horas de corrida a 120V. Nessa figura, todas as 10 colbnias de cada combinagao apresentaram
bandas no tamanho de 310 pb, demonstrando resultados positivos.

Fonte: Proprio autor, 2022.

Figura 19 - Clones identificados no gel de agarose

Legenda: Produto do PCR de colbnia, visualizado em gel de agarose 4%, corado com BET, apos
1,30 horas de corrida a 120V. O poco identificado como C foi uma suspeita de colbnia transformada
com o plasmideo 6 na placa, mas ndo indicou nenhuma banda. Os outros clones da figura
demonstraram resultados positivos.

Fonte: Proprio autor, 2022.
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6 DISCUSSAO

Embora eu ndo tenha executado os experimentos para o melhoramento do
cacau, executei experimentos em outros projetos que utilizam a técnica de edigéo
génica por CRISPR/Cas9, assim, realizei experimentos de desenho de guides,
fosforilagdo de oligonucleotideos, inser¢ao dos oligonucleotideos em plasmideos,
clonagem, PCR de colbnia, eletroforese em gel de agarose, entre outros. O
CRISPR/Cas9 € uma ferramenta de grande potencial, de fato, que pode ser utilizada
tanto na medicina, quanto na agricultura, mas, aparentemente, ao realizar minhas
pesquisas, percebi que ha poucos estudos utilizando o CRISPR/Cas9 e,
principalmente, os derivados do CRISPR, como CRISPRa e CRISPRIi, em plantas,
acredito que esses sistemas devam ser mais utilizados, inclusive para aquelas
espécies que correm o risco de extingdo, como o cacau. Além do mais, 0s novos
sistemas tém a vantagem de nao precisar causar dano ao DNA e de atingir o gene
inteiro, ativando ou inativando a expressao dele. O CRISPRI, por exemplo, pode
contribuir bastante em estudos de farmacoterapia, pois apenas silenciando o gene
parcialmente pode imitar a agdo de um medicamento promissor.

Ha uma dificuldade de encontrar comercialmente os plasmideos com o
sistema desejado para plantas, portanto, temos que obter conhecimento mais
aprofundado para construir o plasmideo ideal no proprio laboratério. No protocolo do
Fister et al. (2016), eles utilizaram um plasmideo com EGFP, uma proteina de
fluorescéncia verde aprimorada, que quando expressa pode ser observada em um
microscopio de fluorescéncia, sendo viavel para controlar as transformagdes em
Agrobacterium e em folhas, entdo € uma alternativa construir um plasmideo com
esse marcador também.

Outro obstaculo encontrado é a falta de dados para utilizar o sistema
CRISPRa em Theobroma cacao. Sites que fornecem o desenho de gRNA para
utilizar o sistema CRISPRa, como o CHOPCHOP (https://chopchop.cbu.uib.no/), ndo

tem a espécie, entdo € importante que sites como esse sejam atualizados. O

CRISPOR foi uma boa alternativa, mas foi necessario coletar manualmente uma
sequéncia de nucleotideos do site Ensembl Plants para desenhar o gRNA para a

regido promotora do gene.


about:blank
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E importante que tenhamos mais pesquisas nesse campo, devido ao
processo longo e trabalhoso para liberagdo de cultivares superiores e pelas

problematicas ambientais cada vez mais urgentes.
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7 CONCLUSAO

A ferramenta de engenharia genética CRISPR/Cas9 tornou possivel alterar a
informagéo genética de forma precisa e com maior rapidez, reduzindo o tempo de
trabalho em poucas semanas. Com ela, sao promovidos o reparo, o silenciamento e
a repressao de genes. Agora com os sistemas CRISPRa e CRISPRi é possivel
acessar regides nao-codificantes e modular a expressao de um gene inteiro. Essas
ferramentas sdo bastante acessiveis e tem um enorme potencial de reverter
problemas, principalmente doengas e, além do organismo humano, pode acelerar o
melhoramento genético de plantas e de animais.

Ndo ha certeza de que o melhoramento da T. cacao com o aumento da
expressado do gene AOS funcionaria, pois ndo tive a oportunidade de executar os
experimentos, o que apresentei neste trabalho foi uma hipotese e que pode ser

respondida futuramente.



56

REFERENCIAS'

ADDGENE. CRISPR History and Development for Genome Engineering. c2023.
Disponivel em: <https://www.addgene.org/crispr/history/#>.

ALMEIDA, D. S. M. ESTUDOS FUNCIONAIS DE FATORES DE TRANSCRICAO
ENVOLVIDOS NA INTERACAO Theobroma cacao - Moniliophthora perniciosa.
Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus — BA, Jul, 2016. Disponivel em: <
http://nbcgib.uesc.br/genetica/admin/images/files/dayanne_monteiro_.pdf>.

BITESIZEBIO. Why You Should Consider Adding CRISPRa and CRISPRIi to Your
Toolbox. 27 mai. 2020. Disponivel em: <https://bitesizebio.com/47575/crispra-and-
crispri/#:~:text=CRISPRi%20and%20CRISPRa%20can%?20be,regulatory%20networ
ks%20underlying%?20discrete%20phenotypes.>.

CARVALHAIS, L. C. et al. Activation of the Jasmonic Acid Plant Defence Pathway
Alters the Composition of Rhizosphere Bacterial Communities. PLoS ONE, v. 8, n. 2,
p. €56457, 12 fev. 2013. Disponivel em:
<https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0056457>.

CHANDRASEGARAN, S.; CARROLL, D. Origins of Programmable Nucleases for
Genome Engineering. Journal of Molecular Biology, v. 428, n. 5, p. 963-989, 27
fev. 2016.

CHIAL, H. Restriction Enzymes. Scitable by Nature Education, 2010. Disponivel
em: <https://www.nature.com/scitable/spotlight/restriction-enzymes-18458113/>.

CLOUSE, G. CRISPR Activators: A Comparison Between dCas9-VP64, SAM,
SunTag, VPR, and More. Addgene Blog, 6 out. 2020. Disponivel em: <
https://blog.addgene.org/crispr-activators-dcas9-vp64-sam-suntag-vpr>.

CROPLIFE. Cacau é melhorado geneticamente pela biotecnologia. CropLife Brasil.
11 mai. 2020. Disponivel em: <https://croplifebrasil.org/noticias/cacau-
biotecnologia/>.

DI FELICE, F.; MICHELI, G.; CAMILLONI, G. Restriction enzymes and their use in
molecular biology: An overview. Journal of Biosciences, v. 44, n. 2, 8 abr. 2019.

DIAZ-VALDERRAMA, J. R.; LEIVA-ESPINOZA, S. T.; AIME, M. C. The History of
Cacao and Its Diseases in the Americas. Phytopathology®, v. 110, n. 10, p. 1604—
1619, out. 2020. Disponivel em: <https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PHYTO-
05-20-0178-RVW>.

DING, X. et al. Recent Progress and Future Prospect of CRISPR/Cas-Derived
Transcription Activation (CRISPRa) System in Plants. Cells, v. 11, n. 19, p. 3045, 28
set. 2022. Disponivel em: < https://www.mdpi.com/2073-4409/11/19/3045>.

T ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 6023: Informacgéo e documentagéo -
referéncias - elaboracdo. Rio de Janeiro: ABNT, 2018.



57

ENSEMBLPLANTS. Theobroma cacao Matina 1-6 Assembly and Gene Annotation.
Disponivel em: <https://plants.ensembl.org/Theobroma_cacao/Info/Annotation/>.

ETAWARE, P. M. The effects of the phytochemistry of cocoa on the food chemistry
of chocolate(s) and how disease resistance in cocoa can be improved using
CRISPR/Cas9 technology. Food Chemistry: Molecular Sciences, v. 3, p. 100043,
dez. 2021. Disponivel em:
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8991945/>.

FISTER, A. S. et al. Protocol: transient expression system for functional genomics in
the tropical tree Theobroma cacao L. Plant Methods, v. 12, n. 1, 11 mar. 2016.
Disponivel em: <https://plantmethods.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13007-
016-0119-5>.

FURTADO, L. L.; REGO-MACHADO, C. M.; MARIN-RAMIREZ, G.; FREITAS, N. C,;
MOLINARI, H. B. C., SANTIAGO, T. R. CRISPR/Cas: do sistema imune de
procariotos ao controle de doencgas de plantas. Revisao Anual de Patologia de
Plantas — RAPP. Vol. 27, 2021. Disponivel em: <
https://sbfitopatologia.org.br/admin/files/papers/file_ DgFqOhSgDKv9.pdf>.

GAJ, T.; GERSBACH, C. A.; BARBAS, C. F. ZFN, TALEN, and CRISPR/Cas-based
methods for genome engineering. Trends in Biotechnology, v. 31, n. 7, p. 397-405,
jul. 2013.

GAKPO, J. O. Gene editing could save Ghana’s cocoa from extinction, scientists say.
Alliance for science. Ithaca - NY, 13 jun. 2019. Disponivel em:
<https://allianceforscience.cornell.edu/blog/2019/06/gene-editing-save-ghanas-
cocoa-extinction-scientists-say/>.

GENOME. Genetic Timeline. 3 mar. 2015. Disponivel em:
<https://www.genome.gov/Pages/Education/GeneticTimeline.pdf>.

GUPTA, R. M.; MUSUNURU, K. Expanding the genetic editing tool kit: ZFNs,
TALENSs, and CRISPR-Cas9. Journal of Clinical Investigation, v. 124, n. 10, p.
4154-4161, 1 out. 2014.

JINEK, M. et al. A Programmable Dual-RNA-Guided DNA Endonuclease in Adaptive
Bacterial Immunity. Science, v. 337, n. 6096, p. 816-821, 28 jun. 2012. Disponivel: <
https://www.science.org/doi/10.1126/science.1225829>.

KARLSON, C. K. S. et al. CRISPR/dCas9-Based Systems: Mechanisms and
Applications in Plant Sciences. Plants, v. 10, n. 10, p. 2055, 29 set. 2021. Disponivel
em: < https://www.mdpi.com/2223-7747/10/10/2055>.

KHAN, S. H. Genome editing technologies: Concept, pros and cons of various
genome editing techniques and bioethical concerns for clinical application. Molecular
Therapy - Nucleic Acids, v. 16, 3 abr. 2019.



58

LEDFORD, H.; CALLAWAY, E. Pioneers of revolutionary CRISPR gene editing win
chemistry Nobel. Nature, v. 586, 7 out. 2020.

LYONS, R.; MANNERS, J. M.; KAZAN, K. Jasmonate biosynthesis and signaling in
monocots: a comparative overview. Plant Cell Reports, v. 32, n. 6, p. 815-827, 2
mar. 2013. Disponivel em: <https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-013-
1400-y>.

MAH, A. Genome Editing Techniques: The Tools That Enable Scientists to Alter the
Genetic Code. Synthego, 2019. Disponivel em:
<https://www.synthego.com/blog/genome-editing-techniques>.

MEINHARDT, L. W. et al. Moniliophthora perniciosa, the causal agent of witches’
broom disease of cacao: what’'s new from this old foe? Molecular Plant Pathology,
v.9,n. 5, p. 577-588, set. 2008. Disponivel em:
<https://bsppjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1364-
3703.2008.00496.x>.

MOTA, D. S. et al. CRISPR/Cas Class 2 systems and their applications in
biotechnological processes. Genetics and Molecular Research - GMR, 19 (1):
gmr18478, 31 mar. 2020. Disponivel em: <
http://www.funpecrp.com.br/gmr/articles/year2020/vol19-1/pdf/gmr18478 -
_crisprcas-class-2-systems-and-their-applications-biotechnological-processes.pdf>.

MOLINARI, H. B. C., et al. Tecnologia CRISPR na edi¢do genémica de plantas:
biotecnologia aplicada a agricultura. Brasilia — DF: Embrapa, 2020.

MORGANTE, C. V. et al. Modulagao da expressao génica em plantas via tecnologia
CRISPR/dCas9. Embrapa, 2020. Disponivel em: < https://www.embrapa.br/busca-
de-publicacoes/-/publicacao/1126520/modulacao-da-expressao-genica-em-plantas-
via-tecnologia-crisprdcas9>.

NOBELPRIZE. Press release: The Nobel Prize in Chemistry 2020, 2020.
Disponivel em: <https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/2020/press-release/>.

NOBELPRIZE. The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1978, 2018. Disponivel
em: <https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1978/press-release/>.

OXFAM. Desperdicio de alimentos: entenda suas consequéncias. OXFAM
Brasil. Sdo Paulo - SP, 11 mai. 2021. Disponivel em:
<https://www.oxfam.org.br/blog/desperdicio-de-alimentos-entenda-suas-
consequencias/>.

PEREIRA, T. C. Introdugao a técnica de CRISPR. Ribeirdo Preto - SP: Editora Cubo,
2016.

PREWITT, S. F. et al. Inter-species functional compatibility of the Theobroma cacao
and Arabidopsis FT orthologs: 90 million years of functional conservation of meristem
identity genes. BMC Plant Biology, v. 21, p. 218, 14 maio 2021. Disponivel em: <
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666566221000344?via%3Dihub>



59

RAN, F. A. et al. Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system. Nature
Protocols, v. 8, n. 11, p. 2281-2308, 24 out. 2013.

REDMAN, M. et al. What is CRISPR/Cas9? Archives of disease in childhood -
Education & practice edition, v. 101, n. 4, p. 213-215, 8 abr. 2016.

SCHNEIDER, T. et al. Biologia molecular aplicada a ciéncia das plantas daninhas.
Revista Brasileira de Herbicidas, v. 17, n. 1, p. 12-24, 10 mar. 2018.

SHI, Z. et al. TcNPR3 from Theobroma cacao functions as a repressor of the
pathogen defense response. BMC Plant Biology, v. 13, p. 204, 6 dez. 2013.
Disponivel em: <https://bmcplantbiol.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2229-
13-204>.

SYNTHEGO. Classy CRISPR: Differences between Class 1 and Class 2
Systems, 21 ago. 2019. Disponivel em: <https://www.synthego.com/blog/crispr-
systems>.

SYNTHEGO. CRISPRa and CRISPRi. c2023. Disponivel em: <
https://www.synthego.com/guide/crispr-methods/crispri-crispra>.

TENG, M. et al. Latest Advances of Virology Research Using CRISPR/Cas9-Based
Gene-Editing Technology and Its Application to Vaccine Development. Viruses, v.
13, n. 5, p. 779, 28 abr. 2021. Disponivel em: <https://www.mdpi.com/1999-
4915/13/5/779/htm>.

UNITED NATIONS. Food Loss and Waste Reduction, 29 set. 2021. Disponivel em:
<https://www.un.org/en/observances/end-food-waste-day>.

U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION. Science and History of GMOs and
Other Food Modification Processes, 22 abr. 2020. Disponivel em:
<https://www.fda.gov/food/agricultural-biotechnology/science-and-history-gmos-and-
other-food-modification-processes>.

VEDOVELI, N. C. P. S.; CASTRO, V. P. Manual de construcao de vetores de
expressao. Ribeirdo Preto - SP: FUNDHERP, 2016.

WICKRAMASURIYA, A. M.; DUNWELL, J. M. Cacao biotechnology: current status
and future prospects. Plant Biotechnology Journal, v. 16, n. 1, p. 4-17, 19 nov.
2017. Disponivel em: <https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/pbi.12848>.

XIONG, J-S.; DING, J.; LI, Y. Genome-editing Technologies and their potential
application in horticultural crop breeding. Horticulture Research, Volume 2, 2015.
Disponivel em:
<https://academic.oup.com/hr/article/doi/10.1038/hortres.2015.19/6453524?login=tru
e>.



60

YEADON, J. Pros and cons of ZNFs, TALENs, and CRISPR/Cas. Disponivel em:

<https://www.jax.org/news-and-insights/jax-blog/2014/march/pros-and-cons-of-znfs-
talens-and-crispr-cas>.

ZENG, J. et al. Both Allene Oxide Synthases Genes Are Involved in the Biosynthesis
of Herbivore-Induced Jasmonic Acid and Herbivore Resistance in Rice. Plants, v. 10,
n. 3, p. 442, 26 fev. 2021. Disponivel em: <
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7996763/>.


about:blank

	AGRADECIMENTOS
	RESUMO
	LISTA DE ILUSTRAÇÕES
	SUMÁRIO
	1 INTRODUÇÃO
	2 DESENVOLVIMENTO
	2.1 Breve história sobre a engenharia genética
	2.1.1 Enzimas de restrição
	2.1.2 Zinc Finger Nucleases
	2.1.3 Transcription activator-like effector nucleases
	2.1.4 CRISPR/Cas9
	2.1.5 CRISPRa e CRISPRi

	2.2 Theobroma cacao

	3 OBJETIVOS
	3.1 Geral
	3.2 Específicos

	4 METODOLOGIA
	4.1 Linhagens celulares
	4.2 Plasmídeos
	4.3 Desenho in silico dos RNA guias
	4.4 Desenho do cassete de transformação para ativação transcricional via dCas9
	4.5 Bactéria
	4.6 Ensaios de Clonagem
	4.7 Confirmação da clonagem com PCR de colônia
	4.8 Transfecção por Agrobacterium nas folhas Sca6
	4.9 Testes funcionais

	5 RESULTADOS E ATIVIDADES DESENVOLVIDAS
	5.1 Resultados iniciais para o melhoramento do cacau com CRISPR
	5.2 Atividades Desenvolvidas

	6 DISCUSSÃO
	7 CONCLUSÃO
	Referências0F

