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RESUMO

As tecnologias de edi¢cdo génica baseadas no uso das nucleases associadas com
repeticbes palindrOmicas curtas agrupadas e regularmente interespacadas (CRISPR-Cas)
vem ganhando destaque por serem consideradas eficientes, simples e de baixo custo para
aplicagdes em diferentes campos de pesquisas, incluindo biotecnologia de microrganismos,
especialmente para leveduras de uso industrial. Neste sentido, o uso da Biologia Sintética
(BioSin) facilita a criagdo de ferramentas moleculares que modularizam, padronizam e
ortogonalizam a CRISPR-Cas, possibilitando adequar a ferramenta para quaisquer
contextos bioldgicos, aumentando a taxa de eficiéncia de protocolos de edicdo génica.
Sendo assim, a técnica de Golden Gate, que faz uso de enzimas de restricdo do tipo IIS
para a concatenacao de partes de DNA, permite que vetores para a edigao génica sejam
gerados de forma rapida e em um Unico passo reacional, acelerando consideravelmente a
geracao de protétipos de vetores e de chassis de leveduras industriais editadas. Sendo
assim, o propésito deste projeto foi gerar um vetor hipermodularizado para a insergao de
diferentes sequencias codificantes para Cas9/Cas12a, marcas de selecdo de
transformantes de leveduras e origens de replicacdo de DNA de leveduras. O vetor base
hipermodularizado pModCas2C foi aplicado para a criagdo de dois vetores bi-funcionais em
uma unica reagao do tipo Golden Gate, um contendo a sequéncia codificante para Cas9 e
outro a sequencia para Cas12a, além de uma marca de prototrofia para uracila e a origem
de replicagdo epissomal 2 micra de Saccharomyces cerevisiae (vetores pCas9U2micra e
pCas12U2micra, respectivamente). Para acelerar a prototipagem e a selegcdo do
pCas9U2micra, foi desenvolvido um pipeline de transformacgao de S. cerevisiae seguido do
uso de Escherichia coli associado a técnica de PCR de colbnias do tipo multiplex. A
aplicacao deste pipeline possibilitou obter o vetor pCas9U2micra de forma rapida. Porém,
tanto a técnica de Golden Gate quanto o pipeline de prototipagem vetorial usados neste
projeto se mostraram de baixa eficiéncia, abrindo espago para otimizagbes futuras destas
técnicas visando a obtencao de vetores de edicdo génica de forma rapida e em grande
escala.
Palavras chaves: biologia sintética; vetores modularizados; CRISPR-Cas; Golden

Gate; leveduras industriais.



ABSTRACT

Gene editing technologies based on the use of nucleases associated with clustered
and regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR-Cas) have been gaining
attention because they are considered efficient, simple, and inexpensive for applications in
different fields of research, including industrial yeasts. Synthetic Biology (SynBio) facilitates
the creation of molecular tools that modularize, standardize, and orthogonalize
CRISPR-Cas, making it possible to adapt the tool to any biological context, increasing the
efficiency rate of gene editing protocols. For example, the Golden Gate technique uses type
IIS restriction enzymes to concatenate parts of the DNA, allowing the generation of vectors
quickly and in a single reaction step, considerably accelerating the generation of industrial
yeast vectors and edited yeast chassis prototypes. Therefore, this project aimed to generate
a hypermodularized vector for inserting different coding sequences for Cas9/Cas12a, yeast
transformant selection marks, and yeast DNA replication origins based on the Golden Gate
technique. The hypermodularized vector pModCas2C was used to create two shuttle vectors
in a single Golden Gate reaction, one containing the coding sequence for Cas9 and the
other the sequence for Cas12a, in addition to a prototrophy marker for uracil and the 2 micra
DNA replication origin of Saccharomyces cerevisiae (pCas9U2micra and pCas12U2micra
vectors, respectively). To accelerate the prototyping and selection of pCas9U2micra, an S.
cerevisiae transformation pipeline was developed, followed by multiplex-type Escherichia
coli colony PCR. The application of this pipeline made it possible to obtain the
pCas9U2micra vector quickly. However, the Golden Gate technique and the vector
prototyping pipeline used in this project proved inefficient, opening space for future
optimization of these techniques to obtain gene-editing vectors quickly and on a large scale.
Keywords: synthetic biology; modular vector; CRISPR-Cas; Golden Gate; industrial

yeasts.
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1. INTRODUGAO
1.1. A edicdo de genomas utilizando a ferramenta CRISPR-Cas

A partir dos primeiros sequenciamentos de genomas inteiros de diferentes
organismos e com o0 avango constante da biotecnologia, novas metodologias para edigcéo
génica surgiram. Com o uso de nucleases para geracdo de quebras em locais
pré-determinados na fita dupla de DNA (DSB), ponto crucial para a correta edigdo de um
genoma, houve o aumento da precisédo da técnica, assim como da previsibilidade da mesma
(CARROLL, 2017).

Inicialmente, a edicdo de genomas era baseada principalmente no uso de nucleases
do tipo dedo de zinco, constituida de fatores transcricionais do tipo dedos de zinco
fusionados ao sitio catalitico de endonucleases de restricdo do tipo IIS, bem como efetores
do tipo ativador transcricional (TALEN’s), que é uma fusdo entre a proteina TALE de
Xanthomonas sp. e o sitio catalitico da endonuclease de restrigcdo do tipo 1IS Fokl (VIEGAS,
2017). Entretanto, em 2013, a descoberta da ferramenta CRISPR-Cas (Repeticoes
Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespagadas associadas a proteina
Cas), baseada no sistema imune adaptativo de procariontes, revolucionou este campo de
pesquisas (PAUL; MONTOYA, 2020).

O sistema CRISPR-Cas encontra-se naturalmente no "sistema imune" de alguns
procariotos, agindo na prevencao de infecgbes por fagos e transferéncias plasmidiais
(Figura 1). Logo apdés um episédio de transferéncia genética horizontal, seja por fagos ou
plasmideos, pequenos fragmentos de DNA de reconhecimento exdgeno sio integrados
neste conjunto de sequéncias denominado CRISPR, o que possibilita o hospedeiro a se
proteger de futuras novas transferéncias causadas pelo mesmo invasor (JIANG; DOUDNA,
2017). Em um segundo episddio, 0 organismo ja estara equipado com a maquinaria
genética adequada para recrutar RNAs complementares a sequéncia CRISPR (crRNA) que,
junto de nucleases do tipo Cas, agirdo combatendo o material genético externo, clivando-o
e inativando-o (Figura 1).

Atualmente, o sistema CRISPR-Cas é classificado em duas classes, sendo estas
subdivididas em seis tipos (HILLE et al., 2018). Enquanto os de classe | (tipos I, Ill e IV)
envolvem um complexo que utiliza mais de uma proteina Cas em seu mecanismo, os de
classe Il (ll, V e VI) necessitam apenas de uma proteina do mesmo tipo (LIU et al., 2022).
Dentre elas, duas sao alvos recorrentes de estudos e aplicagdes praticas: a proteina Cas9
de Streptococcus pyogenes, sendo a primeira a ser desenvolvida para edicdo génica e a
mais utilizada para o mesmo fim, e a proteina Cas12a (também citada como Cpf1) de

Francisella novicida que requer apenas um tipo de RNA como guia para a clivagem ocorrer
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(PAUL; MONTOYA, 2020). Isso acontece pelo fato de que a Cas12a ndo necessita da
maturagao do intermediario traRNA para formacado do crRNA, o RNA guia, como a Cas9,
tendo um sistema dito simplificado e podendo ter melhor aplicagdo, em alguns casos, em

comparagao a outras proteinas (CHEN et al., 2018).

I.- ey
'-»g,- Bacteriophage

AN
DMNAinjection j
 fii T T T £ *@iﬁiﬁﬂ?ﬁaﬂmﬁﬂ@
Spacer acquisition Invasive viral or plasmid DNA _‘I' I Frotospacer
Integraticn
: cas operon ; ; CRISPR array
Locus el e - OO~
U .J- .J- Spacers Repeats

l Transcription

e N S - /| |
pra-crRMA 5“’}:% %3'
i A ‘ [ ] ]

1 critMA matuwration

crRNA biogenesis {RMase li processing 4 and crRNA 5 trimming A )

3 3'

3 _ 5! 3 5 3 5 :
crRNA Sl ——— ... ————— S
E . REE
: S'AS' Phage
e T
_‘- B Complementary foreign DNA desses i Hﬂ
Site-specific cleavage
Cas9

Figura 1. Esquema do funcionamento do sistema CRISPR-Cas do sistema imune
adaptativo de procariotos. O armazenamento de sequéncias repetitivas diminui as chances
de novas infecgdes pelo mesmo agente, podendo ser utilizadas como guia para a clivagem
por nuclease do material genético do agente infeccioso (adaptado de JIANG; DOUDNA,
2017).

A edicao realizada pela nuclease Cas9, como exemplo, no sistema CRISPR, é
mediada por uma molécula de RNA guia e, uma vez que esse complexo é formado,
inicia-se uma varredura no DNA molde por sitios de complementaridade com os 20
nucleotideos guia (Figura 1). Além disso, é necessdria a presenga de uma sequéncia de
trés nucleotideos denominada de motivo adjacente do protoespacador (PAM), que é
essencial para a distingcao entre o material genético do proprio complexo e do alvo, para que
nao ocorra autoclivagem (HILLE et al., 2018). Apds a ligagdo do gRNA ou crRNA no alvo

correto, a nuclease é acionada provocando uma quebra dupla na fita de DNA, que sera

16



reparada por recombinacdo homéloga, com a reparagéo precisa da clivagem por meio da
presenca de um DNA molde, ou por recombinacdo ndao homodloga, com a possivel
introducdo de mutagdes do tipo inser¢des-delegbdes (indels) na sequéncia alvo (JIANG;
DOUDNA, 2017).

Nos ultimos anos, outras técnicas baseadas em CRISPR-Cas vem surgindo. As
aplicacbes das técnicas podem ser divididas conforme a intengcdo do pesquisador em
relacdo a edicdo génica: conversado de par(es) de base, pela utilizacdo de técnicas como
base editors; delegdo ou inser¢cao de par(es) de base, utilizando técnicas como prime
editing; e/ou um combinado destas alternativas, com o potencial uso de recombinases
associadas a Cas (Figura 2) (ANZALONE; KOBLAN; LIU, 2020). Além disso, as nickases,
como sao chamados os resultados de pequenas modificagdes na proteina Cas9 para a
geracao de quebras simples da fita de DNA, tém sido estudadas pela menor incidéncia de
off-targets na edicdo génica (TREVINO; ZHANG, 2014), pelo fato da nao utilizagdo da
maquinaria de recombinacdo ndo homodloga na reparagao das fitas de DNA (GAO et al.,
2017). Todas essas ferramentas sado alvos de estudo da Biologia Sintética para seus
aprimoramentos, pela criacdo de aparatos minimos com partes de DNA sintéticos, além
padronizagdo destas partes utilizadas e ortogonalidade, aumentando a eficiéncia e

previsibilidade da edi¢cao genética.
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Figura 2. Esquema das classificacbes de edicdo genética baseada em CRISPR-Cas. As

estratégias como nucleases, base editors,

transposases/recombinases (ANZALONE; KOBLAN; LIU, 2020).

incluem agentes prime editors e

1.2. A Biologia Sintética como fundamento para a geragdo de novas tecnologias

A Biologia Sintética (BioSin) € uma area interdisciplinar que surge como uma
consequéncia dos avangos de diferentes campos de pesquisas, incluindo a genémica e a
bioinformatica, onde se caracteriza pela construgcdo e/ou reformulacéo de rotas metabdlicas,
aparatos bioldgicos e até organismos, com diferentes propdsitos (LI et al., 2021). A area traz
um grande potencial na geragdo de novos produtos, tanto para aplicagéo cientifica, quanto
industrial, e ja é explorado para geragdo de novas fontes de energia (TSAI et al., 2015), na
industria alimenticia (ALEXANDER et al., 2016), na medicina (GURBATRI; ARPAIA;
DANINO, 2022), entre outros.
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Dois aspectos fundamentais diferem a Biologia Sintética da Engenharia Genética
classica: (i) a padronizagéo das partes de DNA, onde se busca conhecer a funcionalidade e
aplicabilidade de cada parte de DNA, seja este promotor, terminador e/ou sequéncias
codificantes (entre outros) em diferentes contextos bioldgicos e (ii) a ortogonalidade, onde
cada parte, dispositivo ou sistema de DNA atua de forma independente dos componentes
celulares nativos do organismo, de forma que ha pouca interferéncia dos componentes
sintéticos na homeostasia celular (COSTELLO; BADRAN, 2021). Nesse sentido, a
padronizagcdo e a ortogonalidade possibilitam que diferentes partes de DNA sejam
combinadas seguindo um propésito biolégico em mente que, por sua vez, da origem a
dispositivos de DNA (Figura 3). Por fim, a combinacao de varios dispositivos da origem a
sistemas de DNA (ALDULIJAN et al., 2023), caracterizando a chamada abstracdo em
BioSin (Figura 3). A abstracdo possibilita a criacdo de genes até circuitos génicos
complexos baseados em logica Booleana, com entradas e saidas bioldgicas determinadas
(FEDERICI et al., 2013), passando por genomas minimos e/ou genoma sintéticos (MOL;
KABRA; SINGH, 2018) (Figura 3).
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Figura 3. A abstracdo em biologia sintética. As sequéncias de DNA, de menor
complexidade, definem as partes de DNA com fungdes definidas que, quando combinadas,
dao origem a aparatos (devices) como, por exemplo, genes, que respondem a estimulos do
ambiente gerando uma resposta. Esses aparatos, por sua vez, podem ser combinados em
circuitos génicos onde a combinagdo desses circuitos origina sistemas e, por fim, um

organismo auto-organizado (adaptado de FEDERICI et al., 2013).

Dessa forma, a aplicagdo da abstragdo, padronizacao e ortogonalidade na edigao

génica por CRISPR-Cas proporciona a criagao de caixas de ferramentas moleculares que
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modularizam o uso de CRISPR-Cas, (XU; Ql, 2019), facilitando experimentos, diminuindo o
numero de reacdes necessarias e otimizando protocolos nos diversos campos de estudo
(HANCZYC, 2020). A modularizacdo é, na esséncia, outro conceito importante de BioSin
que difere da Engenharia Genética onde o intercambio de partes de DNA que compdem um
dispositivo de DNA, tal como um plasmideo, pode gerar de forma rapida e pratica diferentes
variantes do mesmo (ELLIS; ADIE; BALDWIN, 2011). Esse intercambio de partes promovido
por diferentes tecnologias de concatenacédo de partes de DNA, aumenta as possibilidades
de aplicagdo biolégica do mesmo vetor, com a sua utilizacdo em diferentes condicdes,
permitindo o aumento da taxa de eficiéncia do mesmo. Ademais, a simplicidade de
montagem desses vetores, com a utilizacdo de técnicas de concatenacao de fragmentos
como a de Gibson (GIBSON et al.,, 2009) e a de Golden Gate (LEE et al.,, 2015)mais
enzimas de restricdo do tipo IIS, reafirma a vantagem do uso desse tipo de tecnologia

dentro da biotecnologia.

1.3. As técnicas de concatenacéo de partes de DNA

A geracao de novos vetores, ou o aprimoramento de um ja existente, se da pela
concatenacdo das diversas partes de DNA conhecidas havendo, para isso, diversas
técnicas como a de Gibson e a de Golden Gate (CASINI et al., 2015). A primeira (Figura 4,
A) se baseia na sobreposicdo de extremidades de fragmentos, fazendo uso de
exonucleases (para gerar longas sequéncias sobreponiveis), DNA polimerase (para
reconstituir as lacunas geradas na clivagem) e DNA ligase (para unir os fragmentos
envolvidos) (GIBSON et al., 2009). Ja a segunda (Figura 4, B) se baseia no uso de enzimas
de restricdo do tipo IIS, onde apenas uma destas moléculas pode realizar inimeras
clivagens, gerando sobreposi¢des curtas, sem deixar cicatrizes no vetor, e possibilitando a
modularizagdo das partes de DNA (HAMEDIRAD et al., 2019).

Ambas as técnicas sdo amplamente utilizadas para clonagem atualmente,
entretanto, ainda existe uma divergéncia entre os inumeros protocolos da técnica de Golden
Gate ja publicados. Os contrastes se d&o principalmente nas razbes de volume
vetor:insertos e na ciclagem de temperaturas as quais a reagédo sera submetida. Mesmo
com uma necessaria padronizacdo do método, a técnica ainda € uma das mais utilizadas e,
apos otimizagao, traz bons resultados as suas aplicagdes (CASINI et al., 2015).

Outras técnicas DNA-ligase free podem ser utilizadas para o mesmo fim. A
clonagem por polimerase de extensao circular (CPEC) faz uso de DNA polimerase, enzima
comumente utilizada em técnicas de biologia molecular, para gerar regides de homologia
pela extensao da fita de DNA, gerando uma molécula circular de modo nao custoso, facil e
preciso (QUAN; TIAN, 2009). A técnica de In Vivo Assembly (IVA) tem como base a

utilizacdo da via de recombinagdo homodloga independente da proteina recA para clonagem,
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0 que elimina a utilizacdo de inumeras enzimas e diminui o numero de reagdes a uma
(GARCIA-NAFRIA; WATSON; GREGER, 2016).
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Figura 4. Esquema de duas das principais técnicas de concatenacdo de partes de DNA. Em
(A) esquema da técnica de concatenacdo de Gibson, salientando as sobreposi¢cbes de
extremidades dos fragmentos (GIBSON et al., 2009) e em (B) esquema da técnica de
concatenacdo de multiplos fragmentos de Golden Gate, com o uso da enzima de restrigcdo
do tipo IIS Bsal (adaptado de CASINI et al., 2015).

1.4. A aplicabilidade da edigao génica de microrganismos

Com a popularizagdo da técnica de CRISPR-Cas, muitos avangos puderam ser
obtidos na geragdo de produtos biotecnolégicos com base microbiolégica, tendo eles
aplicabilidade cientifica ou industrial (MORIO; LOMBARDI; BUTLER, 2020). Em conjunto da
padronizagdo das partes de DNA, ortogonalidade e modularidade proporcionada pela
Biologia Sintética, ha uma maior exatidao e precisdo na obtencao do resultado esperado,
visando tratamentos de patégenos humano e animais (LOMBARDI; BUTLER, 2022),
geracado de biocombustiveis (TSAI et al., 2015), biofarmacéuticos e produtos naturais de
interesse industrial (SUNTAR et al., 2021), entre outros.

Para que a edicdo génica de leveduras seja realizada € comum que se utilize
vetores bi-funcionais que possam ser replicados tanto em bactérias, especialmente

Escherichia coli, quanto em leveduras. O uso de vetores bi-funcionais traz uma série de
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vantagens, pois é possivel replicar o vetor em quantidades suficientes em E. coli para
posterior uso em leveduras (GNUGGE; RUDOLF, 2017). Porém, a maioria dos vetores
bi-funcionais usados para edicdo génica sdo gerados pela concatenagdo de diferentes
partes de DNA naturais, tais como como promotores e terminadores, deixando-os com um
tamanho em pares de bases considerado grande (acima de 10 kb), encarecendo sua
sintese, e/ou espécie-especificos, o que dificulta sua aplicagdo (WAGNER; ALPER, 2016).
Contudo, os avancos em técnicas de desenho e obtencdo de partes de DNA sintéticas
possibilita a geracdo de dispositivos de expressdo e, consequentemente, de vetores
menores, 0 que diminui a complexidade de montagem de vetores, além de reduzir a
inducédo de recombinacdo entre as partes de DNA empregadas com componentes do
genoma do organismo (STAAL et al., 2019).

Na area da saude humana, a edicdo génica de fungos colonizadores da microbiota
humana, tanto para tratamento, quanto para prevencao de doencas, ja é fonte de estudo.
Foi retratado no trabalho de LI et al, 2022 que ha um enriquecimento de uma cepa
oportunista de Candida albicans na microbiota intestinal de pacientes com Doenca
Inflamatdria Intestinal, apresentando alta capacidade de lesar células do célon. Com a
indugao de mutagdes no gene EFG1, ligado a produgao de filamentos por C. albicans, pela
técnica de CRISPR-Cas9, observou-se, em modelo murino, uma reducédo da colonizacao
desta cepa no intestino, e pode-se estudar as influéncias exercidas entre fatores fungicos
envolvidos no agravamento da doenca.

O melhoramento de microrganismos de interesse industrial também é uma éarea de
forte aplicacdo de tecnologias de edicdo génica. No trabalho de LIU et al. foi demonstrado
que a indugado de mutagdes pela técnica de CRISPR-Cas em alvos especificos do genoma
de Saccharomyces cerevisiae, como o fator de transcricao Spt15p, leva a uma diversidade
de tolerdncia aumentada a condigbes de estresse celular, como alta pressao osmébtica,
temperatura e quantidade de etanol no meio, sendo esse ultimo de interesse das industrias
de base fermentativa, como vitivinicola e cervejeira. O melhoramento da tolerancia celular a
diversos ambientes é importante para se que possa otimizar processos fabris, aumentando
a producéao e diminuindo os custos. Outros trabalhos mostram a delegao de genes inteiros
de S. cerevisiae para o aumento da formacdo de compostos organossensoriais em maior
escala, como ésteres (DANK; SMID; NOTEBAART, 2018). O melhoramento do metabolismo
de levedura, como a maquinaria de recombinacao, também foi implementado em Pichia
pastoris, outra levedura modelo, por plataformas de edigdo genética, visando a melhoria da
produgao de proteinas heterdlogas (CAl et al., 2021).

A partir disso, o numero de trabalhos envolvendo edicdo genética tende a crescer
exponencialmente (MATHONY; HOFFMANN; NIOPEK, 2020), principalmente os que se

utilizam da técnica de CRISPR-Cas. A BioSin se mostra como grande aliada na otimizagao
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de cepas de microrganismos de interesse industrial, trazendo conceitos como
ortogonalidade e padronizacdo e a possibilidade da geracdo de vetores modularizados.
Estes ultimos flexibilizam a aplicagdo da edicdo génica pela intercambialidade de suas

partes de DNA, principalmente pelas técnicas de concatenagao de Gibson e Golden Gate.
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2. JUSTIFICATIVA

Uma vez que a tecnologia CRISPR-Cas se mostra eficiente para a edicao genética
de diversos organismos, inclusive de leveduras, o interesse e fomento para sua utilizagéo
na geracdo de novos fendtipos cresce na area cientifica e industrial. Para isso, é
imprescindivel que se utilize ferramentas moleculares compativeis com o genétipo a ser
manipulado, sendo essas, de preferéncia, obtidas de maneira simples, no menor tempo
possivel. Sendo assim, o trabalho aqui descrito objetiva gerar um vetor base
hipermodularizado que servira de plataforma para a construgdo destas ferramentas
moleculares, sendo possivel combinar diversas partes de DNA, necessitando de apenas

uma reagao de concatenacéo.

3. OBJETIVOS
3.1.  Objetivo Geral

Gerar, por técnicas de biologia molecular, um vetor hipermodularizado para
utilizagdo da tecnologia CRISPR-Cas9/12a, possibilitando a edicao genética de leveduras

de interesse industrial.

3.2. Objetivos Especificos

e Desenvolver, in vitro, um plasmideo hipermodularizado para a clonagem do tipo "one
pot - one reaction" de uma origem de replicagdo para leveduras, de uma marca de
selecao de transformantes de leveduras e uma sequéncia codificante para Cas9 ou
Cas12a.

e Gerar, por diferentes técnicas de concatenacdo de partes de DNA, plasmideos
completos para edigdo génica em leveduras.

e Estabelecer uma técnica de PCR multiplex capaz de detectar, simultaneamente, as
trés partes de DNA inseridas no vetor hipermodularizado pelas diferentes técnicas

de concatenacido empregadas.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Procedimentos de bioinformatica

4.11. Desenho in silico dos plasmideos pModCas2C e pCas9U2Z2micra

As partes de DNA que constituem o plasmideo pModCas2C (Figura 5, A e Tabela
S$1) sao provenientes do vetor pUDP004 (Figura 5, B e Tabela $S1) (GORTER DE VRIES et
al., 2017). Para tanto, o desenho do plasmideo pModCas2C foi realizado in silico usando o
procedimento de concatenagdo de fragmentos de DNA baseado na técnica Gibson
(GIBSON et al, 2009), que estda implementada no programa SnapGene
(https://www.snapgene.com). As sequéncias originais do vetor pUDP004 correspondentes a
origem de replicacdo panARS_OPT, a sequéncia codificante para resisténcia a acetamida e
a sequéncia codificante para Cas9 foram substituidas por trés sequéncias sintéticas do tipo
nuldmeros (GEORGAKOPOULOS-SOARES et al., 2021) ndo téxicas e ndo codificantes de
24 pares de bases (pb) e que servem de ponto de sobreposi¢céo para a concatenagao de
fragmentos de DNA pela técnica de Gibson (Figura 6). Além disso, cada nulémero foi
flanqueado por dois sitios de ligagdo para a enzima de restrigdo do tipo IS BspQl, cada
qual contendo uma sequéncia de corte diferente e que possibilita a ligacao de fragmentos
de DNA em uma ordem pré-determinada pela técnica de Golden Gate (LEE et al., 2015).
Desta forma, foram geradas trés regides habilitadas a receberem uma origem de replicacao
de leveduras, uma marca de selecado de transformantes para leveduras e uma sequéncia
codificante para Cas9/Cas12 pela técnica de Golden Gate. Os oligonucleotideos, contendo
as respectivas regides nuloméricas de sobreposi¢cao (Tabela S2) foram gerados in silico no

programa SnapGene e posteriormente sintetizados em escala de 100 uM.

25



Cas cloninng module

pModCas2C
4452 bp

AmpR promoter

(AmpR promoter.

<> (FLAG
pUDP004
10.664 bp

SV40 NLS|

Figura 5. Mapas de restricdo dos vetores bases do trabalho. Em (A) pModCas2C e em (B)
pUDPO004, o qual o vetor modularizado gerado neste trabalho tem suas partes de DNA

baseadas.
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Figura 6. Diagrama esquematico resultante da geracao do plasmideo pModCas2C. Cada

parte de DNA que deu origem ao vetor modularizado pModCas2C foi amplificado por PCR

de regides diferentes do vetor pUDP004 e concatenadas pela técnica de Gibson.
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4.2. Procedimentos de microbiologia e de biologia molecular

4.21. Microrganismos e condi¢des de cultivo

As cepas de Saccharomyces cerevisiae usadas neste projeto foram a BY4741 ou
BY4742 (Tabela 1) (EUROpean Saccharomyces Cerevisiae ARchive for Functional analysis
- EUROSCAREF; http://www.euroscarf.de). As cepas de leveduras foram cultivadas em meio
completo YEPD (10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de bacto-peptona e 20 g/L de
glicose) para manutencao de rotina. Para o meio YEPD sélido foram adicionados 20 g/L de
bacto-agar. A selecdo dos transformantes foi realizada em meio sintético sem uracila
(Synco-ura) (100 g/L de YNB sem sulfato de amdnio e aminoacidos, 100 g/L de glicose, 100
g/L de sulfato de amdnia e 8,3 g/L dos aminoacidos histidina, leucina e metionina). A cepa
de Escherichia coli usada nesse projeto foi a NEB Stable Competent (Tabela 1) e foi
cultivada em meio liquido LB (10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de
NaCl). Ao meio sdlido e liquido, para selegcéo de transformantes, foi adicionada uma solugao
etandlica de ampicilina (100 mg/mL em etanol 70%) na concentragao final de 100 ug/mL
(meio LBA 1x).

Tabela 1.

empregadas neste trabalho.

Linhagens de Escherichia coli e de Saccharomyces cerevisiae

Linhagem Espécie Genétipo Referéncia
F' proA*B* lacl® A(lacZ)M15 zzf::Tn10
(TetR)/A(ara-leu) 7697 araD139 fhuA g_e‘;" bE”Q'a”d
NEB Stable | Escherichia coli | MlacX74 galk16 galE15 e 14 - (Cl(a)tgloso
Competent ®80dlacZAM15 recAl relA1 endA1 n,merg
nupG rpsL  (StR)  rph  spoT1 Cu30 A0H)
A(mrr-hsdRMS-mcrBC
Sacch EUROSCARF
accharomyces | maTa  his3A1, fleu200, met15A0, | (catalogo
BY4741 - i
cerevisiae ura3A0 namero
Y00000)
Sacch EUROSCARF
accnaromyces | maTa, his3A1, leu2A0, lys2A0, | (catalogo
BY4742 - .
cerevisiae ura3A0 namero
Y10000)
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4.2.2. Solugdes e procedimentos basicos de biologia molecular

Os procedimentos basicos para a manipulagao de acidos nucléicos (digestdo com
enzimas de restricdo, analise e isolamento de fragmentos de DNA em géis de agarose,
formulagdo de tampdes, entre outros) foram realizados de acordo com os protocolos
descritos no Current Protocols in Molecular Biology

(https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/journal/19343647).

4.2.3. Reacdes em cadeia da polimerase (PCR) e técnica de clonagem por

concatenacao de fragmentos de DNA para obtengéo do vetor pModCas2C

As reacbes de PCR para a montagem do vetor pModCas2C a partir do pUDP004
(Figura 5, B e Tabela S1) foram realizadas utilizando o kit Q5® High-Fidelity 2x Master Mix
(New England Biolabs, catalogo numero M0492S), como segue: 12,5 yL de Q5 High-Fidelity
2x Master Mix (New England Biolabs), 1,25 pyL de cada oligonucleotideo na concentracédo
de 10 pM (Synbio Technologies) e 1 yL de DNA. As reacdes finais foram de 25 pL
completadas com agua livre de nucleases (New England Biolabs). As condi¢gdes de PCR
incluiram um passo inicial de desnaturacdo do DNA a 98 °C por 30 s, seguido de 35 ciclos
com um passo de desnaturacido a 98 °C por 30 s, um passo de anelamento a 60 °C por 10
s, um passo de extensao a 72 °C por 1 min e 5 s, seguido por um passo de extensao final a
72 °C por 2 min. Todas as partes de DNA geradas tiveram como molde o plasmideo
pUDPO004 (Tabela S1).

Os fragmentos amplificados foram tratados com a enzima de restricao Dpnl e
purificados utilizando o kit DNA Clean & Concentrator®-25 (Zymo Research, catalogo
numero D4006). As amplificagdes purificadas foram concatenadas pela técnica de Gibson
(GIBSON et al., 2009), utilizando NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix (New England
BioLabs, catalogo numero E2621L), para geragdo do plasmideo pModCas2C. Para a
reacao foram adicionados 10 pL de NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix, 2 pL de
agua livre de nucleases (New England Biolabs) e volumes variados de cada um dos quatro
fragmentos purificados a serem concatenados, levando em consideragao as concentragoes,

aferidas em espectrofotdmetro. A reacao foi incubada a 50 °C por 1 h.

424, Procedimentos para ftransformacdo e isolamento de plasmideos de

Escherichia coli

A cepa E. coli NEB Stable (Tabela 1) foi transformada com o vetor pModCas2C pelo
método de choque térmico conforme especificagbes do fabricante. Foi aplicado 1 uL do
vetor nas células competentes, que foram expostas a 42 °C por 30 s e, imediatamente,

acondicionadas em gelo por 5 min. Apos este periodo, foram adicionados 950 uL do meio
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de recuperagdo NEB 10-beta/Stable Outgrowth Medium, e as células foram incubadas a 30
°C por 1 h, com leve agitacdo esporadica. Os potenciais transformantes foram semeados
em meio LB com ampicilina 1x e foram incubados de 16 a 18 h em estufa a 37 °C.

As colbnias transformadas crescidas na placa de petri foram inoculadas em tubos de
ensaio estéreis com meio LBA 1x liquido, e incubados de 16 a 18 h a 37 °C, a 180 RPM em
shaker. O vetor foi, entdo, isolado de dez inéculos de 5 mL com o uso do kit Monarch
Plasmid Miniprep (New England Biolabs, catalogo numero T1010S). As extracbes tiveram,
por fim, suas qualidades medidas por espectrofotometria usando absorbancia a 260 nm
(A260) e 280 nm (A280).

Além de medigdes biofisicas, o vetor isolado foi analisado por métodos de biologia
molecular. As reac¢des de PCR foram realizadas utilizando o kit Q5® High-Fidelity 2x Master
Mix (New England Biolabs, catalogo nimero M0492S), seguindo indicagbes do fabricante,
como segue: 12,5 yL de Q5 High-Fidelity 2x Master Mix (New England Biolabs), 1,25 pL de
cada oligonucleotideo na concentracdo de 10 uM (Synbio Technologies) e 1 uL de DNA. As
reacdes finais foram de 25 yL completadas com agua livre de nucleases (New England
Biolabs). As condi¢gdes de PCR incluiram um passo inicial de desnaturagédo do DNA a 98 °C
por 30 s, seguido de 35 ciclos com um passo de desnaturagéo a 98 °C por 30 s, um passo
de anelamento a 60 °C por 10 s, um passo de extensdo a 72 °C por 1 min e 5 s, seguido por
um passo de extensao final a 72 °C por 2 min. As reacdes foram analisadas por eletroforese

em gel de agarose 1% em tampao TAE 1x por 60 min a 60 V.

4.2.5. Reacdes em cadeia da polimerase (PCR) e técnica de concatenagdo de

fragmentos de DNA por Golden Gate para obtengéo do vetor pCas9U2micra

As partes de DNA a serem concatenadas no vetor pModCas2C para geragéo do
vetor pCas9U2micra foram amplificadas pela técnica de PCR, tendo como molde trés
vetores distintos. O fragmento da proteina Cas9 é proveniente do vetor pUDP004 (Tabela
S$1), com a utilizacdo dos oligonucleotideos PCAS9-FOR e PCAS9-REV (Tabela S2), o
fragmento de marca de selecdo em levedura KIURA3 é proveniente do vetor pUG72
(Tabela S1), com a utilizagdo dos oligonucleotideos PKIURA3B-FOR e PKIURA3B-REV
(Tabela S2), e o fragmento de origem de replicacédo em levedura 2 micra é proveniente do
vetor pRS42N (Tabela S1), com a utilizagdo dos oligonucleotideos P2MICRAB-FOR e
P2MICRA-REV (Tabela S2).

As reacgbes de PCR foram realizadas utilizando o kit Q5® High-Fidelity 2x Master
Mix (New England Biolabs, catalogo niumero M0492S), seguindo indicagdes do fabricante,
como segue: 12,5 yL de Q5 High-Fidelity 2x Master Mix (New England Biolabs), 1,25 pL de

cada oligonucleotideo na concentracao de 10 uM (Synbio Technologies) e 1 uL de DNA. As
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reacdes finais foram de 25 pL completadas com agua livre de nucleases (New England
Biolabs). As condi¢des de PCR incluiram um passo inicial de desnaturacdo do DNA & 98 °C
por 30 s, seguido de 35 ciclos com um passo de desnaturacao a 98 °C por 30 s, um passo
de anelamento a 60 °C por 10 s, um passo de extensdo a 72 °C por 1 min e 5 s, seguido por
um passo de extensao final a 72 °C por 2 min. As reacbes foram analisadas por eletroforese
em gel de agarose 1% em tampao TAE 1x por 60 min a 60 V.

A reacao de Golden Gate utilizada foi adaptada de LEE et al. conforme descrito a
seguir: 1 uL do vetor (20 fmol), 1 uL de cada inserto (20 fmol), 2 uL de T4 DNA ligase buffer
(New England Biolabs), 1 uL T4 DNA ligase (New England Biolabs) e 1 uL da enzima de
restricdo BspQl (New England Biolabs). As reacgoes finais foram de 20 pyL completadas com
agua livre de nucleases (New England Biolabs). As condi¢des do programa de ciclagem
incluiram 25 ciclos de um passo de digestdo do DNA a 42 °C por 2 min seguido de um
passo de ligacdo a 16 °C por 5 min, finalizado por um passo de digestao a 60 °C por 10 min

e um passo de inativagao a 80 °C por 10 min.

4.2.6. Procedimentos para ftransformacdo e isolamento de plasmideos de

Saccharomyces cerevisiae

A cepa BY4741 de Saccharomyces cerevisiae (Tabela 1) foi transformada seguindo
o protocolo descrito em GIETZ; SCHIESTL, 2007. Os potenciais transformantes foram
semeados em placas de petri com meio sintético SynCo-ura sélido e foram incubados de 3
a 4 dias a 30 °C. As colbnias crescidas foram inoculadas individualmente em tubos de
ensaio estéreis com 5 mL de meio SynCo-ura liquido cada, e incubados por 2 dias a 28 °C,
a 180 RPM em shaker. O isolamento dos plasmideos a partir dos indculos foi feito com a

utilizagao do kit Yeast Plasmid Miniprep Il (Zymo Research, catalogo numero D2004).

4.2.7. Reacdes em cadeia da polimerase (PCR) multiplex para confirmacéo do vetor

pCas9U2micra

Para a identificagao dos insertos de interesse no vetor pCas9U2micra foram gerados
oligonucleotideos para utilizacdo em PCR multiplex. As reagdes de PCR multiplex foram
realizadas utilizando o kit Q5® High-Fidelity 2x Master Mix (New England Biolabs, catélogo
namero MO0492S), seguindo indicagbes do fabricante, como segue: 12,5 yL de Q5
High-Fidelity 2x Master Mix (New England Biolabs), 1,25 yL de cada oligonucleotideo na
concentracao de 10 uM (Synbio Technologies) e 1 yL de DNA. As reagdes finais foram de
25 pL completadas com agua livre de nucleases (New England Biolabs). As condi¢des de
PCR incluiram um passo inicial de desnaturacdo do DNA a 98 °C por 30 s, seguido de 35

ciclos com um passo de desnaturacado a 98 °C por 10 s, um passo de anelamento a 60 °C
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por 30 s, um passo de extensdo a 72 °C por 8 s, seguido por um passo de extensao final a
72 °C por 2 min. As reac¢des foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1% em
tampao TAE 1x por 60 min a 60 V. Também foram realizadas rea¢des de PCR de colbnia
multiplex, seguindo o mesmo protocolo citado acima, porém utilizando uma raspagem de

colonia de E. coli ou S. cerevisiae como amostra de DNA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Obtencgao do vetor hipermodular pModCas2C

O vetor pModCas2C (Figura 7) tem como base o vetor pUDP004 (Tabela S1).
Deste, foram amplificadas pela técnica de PCR as regides que flanqueiam as partes
correspondentes a origem de replicagcdo panARS_OPT, a sequéncia codificante para
resisténcia a acetamida e a sequéncia codificante para Cas9, sendo substituidas por
nuldmeros, cada qual com sitios para a enzima BspQl em suas extremidades (Tabela S2).
As amplificacdes foram realizadas dessa maneira para que restasse, apos a concatenacao
das partes pela técnica de Gibson, somente o backbone do vetor originario, sem a presenca
desses fragmentos, em tempo diminuido. Essa praticidade se da pela menor quantidade de
reacdes de clonagens necessarias para a montagem do vetor seguindo esse protocolo,
sendo apenas uma reagao necessaria para a obtengao final do mesmo.
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Figura 7. Mapa de restricado do vetor pModCas2C. O plasmideo foi gerado neste trabalho
pela técnica de Gibson, com sitios para enzima de restricao BspQl e Bsal para insercao de

partes de DNA e de sequéncias de gRNA, respectivamente, pela técnica de Golden Gate.

A geracdo de um vetor menor € modular proporciona maior rapidez e eficiéncia na
geracao de novos vetores conforme a aplicagcdo do mesmo. Pelo fato de uma unica enzima
de restricao flanquear os sitios de inser¢cdo de partes de DNA, a inser¢cdo de novos

fragmentos pode ser realizada em apenas uma reacgdo, diferente de outros trabalhos
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publicados que se utilizam de vetores com enzimas diferentes por sitio (MADIKA et al.,
2022), necessitando, muitas vezes, de varias reacoes.

Apds a concatenacgao das partes de DNA, foi realizada a transformacao de E. coli
conforme descrito no item 4.2.4 do tépico “Materiais e Métodos”. Foram feitos inéculos
liquidos de cinco colbnias de possiveis transformantes para a extragcdo dos potenciais
vetores. A analise da eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 8, B) das reacdes de PCR
utiizando os oligonucleotideos PYMCS2-FOR e PYORI-REV confirmaram todas as
extracdes, exibindo o padrao de banda similar ao simulado no software SnapGene (Figura
8,A).

O vetor pModCas2C pode gerar diferentes plasmideos bifuncionais, uma vez que
este confere resisténcia a ampicilina para selegdo de bactérias e possui uma origem de
replicagcao bacteriana derivada do vetor pUC18 (NORRANDER; KEMPE; MESSING, 1983).
Além disso, a presenca de sequéncias nuloméricas e sitios da enzima BspQl traz a
possibilidade de insercao, pela técnica de Golden Gate (LEE et al., 2015), de partes de DNA
diversas correspondentes a origens de replicacdo em levedura, a sequéncias codificantes
para marcas de resisténcia e a sequéncias codificantes para Cas9/Cas12. Pela mesma
técnica, pode-se inserir gRNAs ou crRNAs no vetor com a utilizagdo da enzima de restrigdo
Bsal, para edi¢ao génica pela técnica de CRISPR-Cas.

O potencial de gerar vetores bifuncionais é importante tanto pela flexibilidade de uso
em diferentes organismos distantes filogeneticamente, quanto pela possibilidade de gerar
bibliotecas de sequéncias a serem filtradas pela maquinaria de expressao de outros
organismos. Essas bibliotecas aumentam a probabilidade de se conseguir o vetor
concatenado corretamente. O vetor modular gerado pelo trabalho de GEDDES et al. traz a
construcao de plasmideos pela técnica de concatenacdo de Golden Gate exclusivamente
para uso em bactérias. Os vetores criados pelo grupo de pesquisa sao resultantes da
concatenacdo de partes de DNA existentes em uma biblioteca de partes. Origens de
replicacdo, marcas de selegdo, sitios de clonagem e outros fragmentos podem ser
acoplados entre si, sem a necessidade de concatenagdo em um vetor prévio.
Diferentemente, os vetores aqui gerados sao provenientes de insergdes de partes de DNA
em um vetor base, pModCas2C, pela existéncia de outras partes de DNA de expressao
tanto para bactérias, quanto para leveduras, o que aumenta o numero de partes

necessarias na sua montagem.
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1.0 % agarose

Figura 8. Validacdo dos potenciais vetores pModCas2C. Em (A) simulacdo, em gel de
agarose 1%, do padrdo de bandas da reagdo de PCR confirmatéria da geragao do vetor
pModCas2C (canaleta 1). Em (B), analise da eletroforese em gel de agarose 1%
confirmando o vetor pModCas2C (canaletas 1-5). Para as reacdes de PCR foram utilizados
os oligonucleotideos PYMCS2-FOR e PYORI-REV (Tabela S2). As amplificacbes tém
tamanho de banda esperado de 1,083 kb. Legenda: marcador de peso molecular (MW), em
kilobases (kb).

5.2.  Obtencao e confirmacgao do vetor pCas9U2micra

Apods a geragao do vetor pModCas2C, e usufruindo da capacidade de modularizagao
de partes do mesmo, foi iniciada a montagem de plasmideos bifuncionais para edigdo
génica em leveduras. Para isso, foi escolhida a origem de replicagdo epissomal em levedura
2 micra, de S. cerevisiae, e as sequéncias codificantes da marca de selegcdo KIURA3, de
Kluyveromyces lactis, que confere prototrofia para uracila em cepas de S. cerevisiae, e da
proteina Cas9, de Streptococcus pyogenes. As partes de DNA foram concatenadas pela

técnica de Golden Gate com a utilizacao da enzima de restricao do tipo IS BspQl.
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Figura 9. Mapa de restricdo do vetor pCas9U2micra. O plasmideo foi gerado neste trabalho
pela técnica de Golden Gate, com a insercdo das partes de DNA de Cas9, da marca de

selecao KIURAS3 e da origem de replicagao em levedura 2 micra.

O DNA que da origem a origem de replicacdo 2 micra é extracromossémico de
cépias multiplas em que cada molécula se replica em cada ciclo celular (ZAKIAN;
BREWER; FANGMAN, 1979). Essa caracteristica € importante para que o gene de
interesse tenha alta expressao, potencialmente produzindo grande quantidade da proteina
associada (LI et al., 2020). J& a expressdo do gene URAS3, pela introdugédo da sequéncia
codificante do mesmo no vetor pCas9U2micra, em cepas que apresentam auxotrofia a base
nitrogenada uracila, € amplamente utilizado como forma de sele¢cdo de transformantes em
leveduras, Aspergillus, C. orbiculare, entre outros (YONEHARA et al., 2023). A utilizagao de
meios seletivos por auxotrofia € uma boa alternativa ao uso de antibiéticos e/ou fungicida
pelo fato de que estes potencialmente interferem nas rotas metabdlicas do gene alvo, além
de serem mais caros (CALCANEO-HERNANDEZ et al., 2020).

Para maior probabilidade de se obter o vetor correto em maior quantidade, a reagao
foi utilizada para a transformacgao de E. coli. Ap6s crescimento de colbnias na placa de petri,
as mesmas foram ressuspendidas em agua destilada estéril e do volume resultante foi
extraida uma biblioteca de vetores potenciais (Figura 10). Essa biblioteca foi utilizada para
transformar a cepa BY4741 de S. cerevisiae, que funciona como uma espécie de filtro para

o vetor pCas9U2micra (Figura 9) pelo fato de que duas das trés partes DNA concatenadas

36



neste novo vetor (2 micra e KIURA3) sdo necessarias para o desenvolvimento da levedura

no meio seletivo utilizado.

Placas com col6nias de E. coli potencialmente
contendo o vetor pCas9U2micra

Adicdo de 1 mL de dgua
destilada estéril na superficie

Ressuspensao das coldnias e transferéncia da

suspensao para tubo

v

Extracdo da biblioteca de plasmideos

v

Transformacao de levedura com a biblioteca
plasmideal extraida

l

Placas com col6nias de levedura contendo o
vetor pCas9U2micra para extracdo ou PCR de
coldnia
Figura 10. Esquema do procedimento de obtengdo do vetor pCas9U2micra pela extracao
de biblioteca plasmideal. Esse sistema aumenta a probabilidade de se obter o vetor correto,
em maior quantidade, principalmente quando a eficacia do método de concatenacio é

baixa.

Em quatro dias, quatro colénias de BY4741 com os possiveis vetores podiam ser
observadas na placa de petri (Figura 11, A). As andlises realizadas pela técnica de PCR de
colénia multiplex mostraram que duas das quatro colénias continham o vetor pCas9U2micra
correto (figura 11, B), com a concatenacido dos trés fragmentos; entretanto, nas outras
duas colbnias a concatenacéao foi incompleta, havendo somente a inser¢ao dos fragmentos
2 micra e KIURAS3 (figura 11, B). Isso pode ser atribuido a baixa eficiéncia do protocolo de
Golden Gate utilizado, ainda sob otimizacado no laboratério, e do protocolo de transformacéao

de leveduras adotado.
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Figura 11. Obtengéo do vetor pCas9U2micra por biblioteca plasmideal. Em (A) imagem da
placa de petri com colénias da levedura BY4741 com o potencial vetor pCas9U2micra,
provenientes de transformagédo com biblioteca plasmideal. Em (B) analise de eletroforese
em gel de agarose 1,5% (p/v) do produto de PCR de coldnia multiplex para os fragmentos
Cas9, KIURA3 e 2 micra das colbnias presentes na placa de petri da transformacao de
levedura com biblioteca plasmideal (canaletas 5-8). Controle positivo (C+) é referente a
amplificacdo do fragmento Cas9 do vetor pUDPO004. Legenda: marcador de tamanho

molecular (MW), em kilobases (kb).

Os vetores foram extraidos das quatro cold6nias e a presencga ou auséncia de cada
parte de DNA nos mesmos foi analisada separadamente pela técnica de PCR (Figura 12,
B). Novamente, pode-se identificar os trés insertos, com padrdao de bandas similar ao
simulado no software Snapgene (Figura 12, A), somente nos vetores extraidos das
mesmas duas colbnias ja identificadas posteriormente por PCR de colénia multiplex. A
extracdo dos vetores foi realizada em todas as colénias, mesmo apds a nao obtencao das
amplificagdes confirmatérias em duas delas no PCR de colénia multiplex, pois essa ultima

técnica ainda apresenta imprecisdes e deve ser otimizada.
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Figura 12. Validagdo experimental do vetor pCas9U2micra. Em (A) simulacdo em gel de
agarose 1% (p/v) do padrao de amplificagdo de Cas9, com fragmento esperado de 0,417 kb
(canaleta 1), KIURAS3, com fragmento esperado de 0,301 kb (canaleta 2) e 2micra, com
fragmento esperado de 0,206 kb (canaleta 3). Em (B) analise de eletroforese em gel de
agarose 1% (p/v) do produto de PCR dos fragmentos Cas9 (canaleta 1), KIURA3 (canaleta
2) e 2 micra (canaleta 3). Legenda: marcador de tamanho molecular (MW), em kilobases
(kb).

5.3. Obtencao e confirmacgao do vetor pCas12U2micra

O processo de montagem do vetor pCas12U2micra (Figura 13) foi realizado em
colaboragdo com a graduanda do Curso de Biotecnologia da UFRGS Isabelli Seiler, e foi
realizado do mesmo modo que a de pCas9U2micra com a diferengca na escolha da
sequéncia codificante para a Cas12 de Lachnospiraceae bacterium (LbCas12a). Esta, pode
ser uma melhor escolha para edigdo genética em organismos com genomas ricos em
adenina e/ou timina, pelo fato de que o sitio PAM de reconhecimento da enzima LbCas12a
€ rico em timinas (5’ TTTV) (BAO; DE DIOS MATEOS; SCHELLER, 2022). A modularizacao
do vetor permite que se obtenham modificacbes das partes de DNA para gerar plasmideos
personalizados a realidade do pesquisador, tanto em questido de disponibilidade de insumos

do laboratorio, quanto a aplicagao biolégica do vetor.
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Figura 13. Mapa de restricdo do vetor pCas12U2micra. O plasmideo foi gerado neste
trabalho pela técnica de Golden Gate, com a insercdo das partes de DNA de Cas12, da

marca de selecdo KIURA3 e da origem de replicagdo em levedura 2 micra.
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Figura 14. Validacido experimental do vetor pCas12U2micra. Em (A) simulacdo em gel de

agarose 1% (p/v) do padrao de amplificagédo de Cas12, com fragmento esperado de 3,717
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kb (canaleta 1), KIURA3, com fragmento esperado de 0,301 kb (canaleta 2) e 2 micra, com
fragmento esperado de 0,206 kb (canaleta 3). Em (B) andlise de eletroforese em gel de
agarose 1% (p/v) do produto de PCR dos fragmentos Cas12 (canaleta 1), KIURA3 (canaleta
2) e 2 micra (canaleta 3). Legenda: marcador de tamanho molecular (MW), em kilobases
(kb).

Cinco colbnias resultantes da transformagao de E. coli com a reagcdo de Golden
Gate foram escolhidas aleatoriamente para serem testadas, por PCR de colbnia, para a
presenca do inserto de Cas12a. A escolha deste fragmento se deu pela maior dificuldade de
concatenacdo do mesmo, pelo maior tamanho em comparagdo aos demais. Dentre as
amostras, uma apresentava o fragmento analisado.

A analise da amostra positiva foi, entdo, ampliada para os outros dois fragmentos,
que foram confirmados por PCR apés extracdo do possivel vetor da colbnia alvo (figura 14,
B).
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os resultados gerados através deste trabalho possibilitaram a geragao de um vetor
hipermodularizado, com sitios para insercdo de partes de DNA que compreendam
diferentes origens de replicacdo de levedura, sequéncias codificantes de proteinas do tipo
Cas e de marcas de selecéo pela técnica de Golden Gate. Os vetores bifuncionais gerados
a partir deste poderao ser utilizados na técnica de CRISPR-Cas, pela insercdo de uma
sequéncia de gRNA, para edicao génica.

Subsequentemente, como teste visual da eficacia da edigdo génica pela técnica de
CRISPR-Cas pelo uso dos vetores gerados neste trabalho, pretende-se utilizar um gRNA
para clivagem do gene ADE2 de Saccharomyces cerevisiae. A proteina codificada por este
gene esta envolvida na via da biossintese de adenina (GEDVILAITE; SASNAUSKAS, 1994)
que, uma vez interrompida pela edigao, gerara um intermediario metabdlico de cor vermelha
que se acumula no vacuolo da levedura. Essa coloragdo € visualmente perceptivel nas
colénias de levedura editadas, sendo um método rapido e preciso de confirmacido da
técnica.

Além disso, pretende-se realizar a otimizacdo da técnica de Golden Gate, para
aumento da eficacia da geracdo de novos vetores provenientes do pModCas2C, assim
como a otimizacdo da técnica de PCR multiplex, principalmente para partes de DNA
maiores, como a de proteinas Cas. Este ultimo trard maior agilidade na confirmagao
molecular da concatenacgao correta das partes.

Por fim, os promotores e terminadores naturais presentes no vetor pModCas2C
usados para a expressao da marca de selecao de transformante e de Cas9/Cas12a serao
trocados por versdes sintéticas, possibilitando reduzir consideravelmente o tamanho do
vetor e aumentando a eficiéncia de clonagem de partes de DNA por diferentes técnicas de

concatenacéo.
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ANEXOS

Tabela S1. Vetores utilizados neste trabalho.

Nome

pUDP004

pCSNO067

pCSNO068

pUG72

pRS42N

pRS42H

pModCas2C

pCas9U2micra

pCas12U2micra

Descrigao Fonte

Vetor bifuncional E.
coli-S.cerevisiae contendo a

sequéncia codificante para Cas9 GORTER DE VRIES et

e um aparato de expresséao de
gRNAs em leveduras, além de
sequéncia de replicacao
auténoma (ARS).

al., 2017

Vetor de cépia Unica contendo a
sequéncia de Cpf1 de

Lachnospiraceae bacterium VERWAAL et al., 2018

ND2006, otimizado para
expressdo em S. cerevisiae.

Vetor de cépia unica contendo a
sequéncia de Cpf1 de Francisella
novicida U112, otimizado para
expressao em S. cerevisiae.

Vetor contendo sequéncia do
gene KIURAS3, de Kluyveromyces
lactis, que confere prototrofia
para uracila em cepas de S.
cerevisiae.

GUELDENER et al.,
2002

Vetor contendo sequéncia para a
origem de replicagdo em TAXIS; KNOP, 2006
levedura 2 micra.

Vetor contendo sequéncia para a
marca de selegdo para TAXIS; KNOP, 2006
higromicina.

Vetor base hipermodularizado
para a construgao de
ferramentas moleculares
baseadas em
CRISPR-Cas9/Cas12a para
leveduras.

Este estudo

Vetor com base em pModCas2C
contendo a sequéncia codificante Este estudo
para KIURA3, 2 micra e Cas9.

Vetor com base em pModCas2C
contendo a sequéncia codificante Este estudo
para KIURA3, 2 micra e Cas12a.

VERWAAL et al., 2018

ID

101165

101748

101749

P30117

P30638

P30636

Repositério

Addgene

Addgene

Addgene

EUROSCARF

EUROSCARF

EUROSCARF
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Tabela S2. Oligonucleotideos usados neste trabalho.

Nome

PMODCAS-FOR

PMODCAS-REV

PYORI-FOR

PYORI-REV

PYMCS2-FOR

PYMCS2-REV

PAMDS2-FOR

PAMDS2-REV

PCAS9B-FOR

PCAS9B-REV

PFNCPF1B-FOR

PFNCPF1B-REV

PKIURA3B-FOR

PKIURA3B-REV

P2MICRAB-FOR

P2MICRAB-REV

Sequéncia

GCAAGAGAGAGTTCCACCAGAACAGCT
CTTCCCTCCAAAAAAGAAGAGAAAGGT
CTGAGCGG

TGTTCTGGTGGAACTCTCTCTTGCTGCT
CTTCGACCTTTCTCTTCTTTTTTGGAGG
TTTGTC

GGGCCCGAGGATATCCTCGGATCCGCT
CTTCCAGAACGTCTCACGGATCGTATAT
GCCGTAGC

GGATCCGAGGATATCCTCGGGCCCGCT
CTTCTGTGTGCCGAACTTTCCCTGTATG
AAGCGAT

CTCGAGGAGGATATCCTCGTCGACGCT
CTTCACTAGCTCGAGGACAATAAAAAGA
TTCTTGTTTTCAAGAA

GTCGACGAGGATATCCTCCTCGAGGCT
CTTCGCAACGGATCCTTGTTTATGTTCG
GATGTGATGTGAGAA

GCTTGAGAAGGTTTTGGGACCGATTATC
AAAAAGGATCTTCACCTAGATCCT

AAGATCCTTTTTGATAATCGGTCCCCAA
AACCTTCTCAAGCAAG

GACTTGGCTCTTCAGGTCGATAAGAAAT
ACTCAATAGGCTTAGATATCGGCAC

GATCCAGCTCTTCGGAGGGTCACCTCC
TAGCTGACTCAAATCAA

GACTTGGCTCTTCAGGTCAGTATCTACC
AAGAGTTTGTCAACAAATACTCTTTGT

GATCCAGCTCTTCGGAGGAGCTCTGGA
GTTGTTTCTGTTTTGAAC

GACTTGGCTCTTCGTTGCATGTCCACAA
AATCATATACCAGTAGAGCT

GATCCAGCTCTTCGTAGTTTAATGGGGA
GCGCTGATTCT

GACTTGGCTCTTCGCACAAACGAAGCA
TCTGTGCTTCATTTTG

GATCCAGCTCTTCCTCTTGTATGATCCA
ATATCAAAGGAAATGATAGCATTGAAGG

Propésito

Geracgao do vetor pModCas2C

Geracao do vetor pModCas2C

Geracao do vetor pModCas2C

Geracgao do vetor pModCas2C

Geragao do vetor pModCas2C

Geracgao do vetor pModCas2C

Geracgao do vetor pModCas2C

Geracgao do vetor pModCas2C

Amplificacdo de Cas9

Amplificacdo de Cas9

Amplificagdo de Cas12a

Amplificagcdo de Cas12a

Amplificagcdo de KIURA3

Amplificagcdo de KIURA3

Amplificacao de 2 micra

Amplificagao de 2 micra
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