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RESUMO

Considerado um organismo modelo para o estudo das interagoes
patdgeno-hospedeiro, Metarhizium anisopliae é um fungo filamentoso
entomopatogénico amplamente utilizado no controle biolégico de pragas. A
caracterizacao de fungdes génicas com a construgdo de mutantes nulos € uma das
abordagens mais utilizadas para descrever os mecanismos de infeccdo de
microrganismos. Entretanto, a geragdo de mutantes funcionais utilizando os métodos
moleculares de geragdo de mutantes nulos por recombinagdo homadloga apresenta
baixa eficiéncia em fungos filamentosos. Com o advento da era genémica, novas
metodologias de edicdo de DNA vém sendo testadas, dentre elas ganha notoriedade
o sistema CRISPR, desenvolvido a partir de mecanismos moleculares do sistema
imunoldgico bacteriano, no qual um RNA guia ligado a uma endonuclease direciona
a clivagem do DNA alvo. Portanto, o presente estudo propde avaliar a participagao
do gene ChiMaD4 da familia das quitinases, subgrupo D, na viruléncia de M.
anisopliae a partir da construgdo de mutantes nulos do fungo utilizando do sistema
CRISPR/Cas9. Para isso, foram construidos cassetes de inativacdo do locus do
gene ChiMaD4, que foi clonado no vetor binario pPZP201BK, gerando os vetores
pPZP201BK::AChiMaD4Bar e pPZP201BK::AChiMaD4Sur. Utilizando
polietilenoglicol, foi realizada a transfeccdo dos protoplastos de M. anisopliae pelo
sistema CRISPR. A utilizagdo desse sistema para a geracdo de mutantes nulos se
mostra como uma potencial solugdo para o aumento das taxas de recombinacéo.
Contudo, observamos em nossos experimentos que a regeneragao dos protoplastos
transformados n&o ocorreu provavelmente devido a adaptagdes nos protocolos de
transfeccdo entre diferentes microrganismos, o que evidencia a dificuldade de
implementagdo de novas metodologias em organismos mais complexos. Avaliando
os resultados obtidos a partir desse trabalho novas tentativas de geragao de
mutantes funcionais serdo realizadas, utilizando diferentes protocolos a fim de
estabelecer uma metodologia eficaz para o uso de CRISPR/Cas em fungos

filamentosos.

Palavras-chave: Metarhizium; Mutantes nulos; ENGase; CRISPR; Cas9
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ABSTRACT

Considered a model organism for the study of pathogen-host interactions,
Metarhizium anisopliae is a species of entomopathogenic filamentous fungus widely
used in the biological control of pests. The characterization of gene functions by the
construction of null mutants is one of the most used approaches to describe the
infection mechanisms of microorganisms. However, the generation of functional
mutants using classical molecular methods of cloning, such as homologous
recombination, presents low efficiency in filamentous fungi since non-homologous
recombination is the main repair pathway of the DNA. With the advent of the genomic
era, new DNA editing methodologies have been tested, such as the CRISPR system,
developed from molecular mechanisms of the bacterial immune system, in which a
guide RNA linked to an endonuclease directs the cleavage of the target DNA.
Therefore, the present study proposes to evaluate the participation of the ChiMaD4
gene, prospected from the D subgroup of the chitinase family, in the virulence of M.
anisopliae from the construction of null mutants of the fungus using the
CRISPR/Cas9 system as a transformation method. For this, deletion cassettes were
constructed to interrupt the ChiMaD4 gene locus, which was cloned into the
pPZP201BK binary vector, generating the pPZP201BK::AChiMaD4Bar and
pPZP201BK::AChiMaD4Sur vectors. Using polyethylene glycol, the transfection of M.
anisopliae protoplasts by the CRISPR system was carried out. The use of this
system for the generation of null mutants is shown as a potential solution to increase
recombination rates. However, we observed in our experiments that the regeneration
of transformed protoplasts probably did not occur due to adaptations in the
transfection protocols between different microorganisms, which highlights the
difficulty of implementing new methodologies in more complex organisms. Evaluating
the results obtained from this work, new attempts to generate functional mutants will
be performed, using different protocols in order to establish an effective methodology

for the use of CRISPR/Cas in filamentous fungi.

Keywords: Metarhizium; Null mutants; ENGase; CRISPR; Cas9
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1 INTRODUGAO

1.1 CoNTROLE BioLoaico

O termo "controle biolégico" foi usado pela primeira vez por Harry Scott Smith
em 1919. Foi levado a um uso mais difundido pelo entomologista Paul H. DeBach,
que trabalhou em pragas de culturas citricas ao longo de sua vida. No entanto, a
pratica ja era usada ha séculos (DEBACH, 1964). O controle biolégico é um
fendmeno natural onde uma populagao de individuos de interesse tem seu numero
controlado pela agcdo de um inimigo natural. Tais adversarios mantém relagdes
ecoldgicas desarmoénicas, podendo ser empregados pelo homem, no intuito de
controlar a populagdo de uma praga alvo (FLINT et al., 1998). O controle biolégico
classico consiste na introdugdo, controlada e proposital, de uma nova espécie em
um ambiente ndo ocupado, para o controle de organismos nao desejaveis,
reestruturando assim este ambiente. Para ser mais eficaz no controle de uma praga,
um agente de controle biolégico requer uma habilidade colonizadora que lhe permita
acompanhar as mudancas no habitat no espago e no tempo. O controle € maior se o
agente tiver persisténcia temporal para que possa manter sua populagdo mesmo na
auséncia temporaria da espécie-alvo, e se for um forrageiro oportunista, permitindo
que ele explore rapidamente uma populagao da praga (FOLLET & DUAN, 2000).

Fungos entomopatogénicos sido espécies cosmopolitas que podem ser
encontradas associadas a plantas, mas também tem capacidade de infectar
hospedeiros artropodes. Estes organismos apresentam grande potencial econédmico
como agentes de controle bioldgico, sendo aplicados em formulagbes para controle
de infestagbes importantes em diversas partes do mundo (SCHRANK et al., 2010,
BEHIE et al., 2012, FARIA et al., 2007). Devido sua importancia econémica, um dos
focos de pesquisa em fungos entomopatogénicos tém sido a ilustracdo dos
mecanismos que envolvem os fatores de viruléncia importantes para a interacao
com artréopodes. Espécies fungicas como Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae infectam com sucesso populacbes de hospedeiros suscetiveis,
principalmente por meio da deposi¢ao de conidios na superficie dos mesmos. Ha
pesquisas continuas para determinar as vias de sinalizagao entre esses fungos e
seus alvos hospedeiros (MSEDDI et al., 2022; QUIROGA-CUBIDES et al., 2022; WU et
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al., 2022). Afinal, a capacidade de detectar esses parasitas pode aumentar a aptidao
para os alvos do hospedeiro. Ha evidéncias de que o reconhecimento do sinal
ocorre em alguns hospedeiros, mas nao em outros. Por exemplo, o ectoparasitdide
Cephalonomia tarsalis € suscetivel a B. bassiana, mas nao consegue detectar a
presenca de conidios livres ou hospedeiros vivos que foram infectados pelo fungo.
Como eles ndo podem detectar esses parasitas, o hospedeiro ou a prole do
hospedeiro sao infectados e/ou morrem (LORD, 2001). Em contraste, os cupins séo
capazes de detectar e evitar algumas cepas letais de conidios de distintos fungos
por meio de isolamento de individuos infectados, esse reconhecimento ocorre
quando ha estimulo quimico ndo usual em partes das antenas de cupins operarios,
levando os individuos proximos a entrarem em uma espécie de frenesi de
movimentos longitudinais oscilatérios, cercando e impedindo que o organismo
infectado adentre a colénia (MYLES, 2002).

1.2 O Funco ENTOMOPATOGENICO METARHIZIUM ANISOPLIAE

M. anisopliae foi primeiramente isolado e descrito por Metschnikoff, em 1879,
a partir de larvas do besouro Anisopliae austriaca, como Entomophtora anisopliae. O
género Metarhizium foi descrito em 1883 por Sorokin. Cosmopolita, variedades
deste fungo podem ser encontradas mundialmente, sendo isolado principalmente de
insetos infectados e do solo. Sao considerados fungos deuteromicetos pertencentes
a classe Hiphomycete. Apresenta micélio hialino e septados, com conidiéforos
caracteristicos, sobre o0s quais surgem conidios (normalmente uninucleados,
cilindricos de cor esverdeada e de dimensdes variadas) em colunas compactas
(Figura 1) (ZIMMERMANN, 2007; BISCHOFF et al, 2009).

A primeira revisdo taxonémica de M. anisopliae foi baseada em caracteristicas
morfologicas e revisada por Tulloch (1976) que aceitou apenas M. flavoviridae e M.
anisopliae, sendo a segunda espécie subdividida em var. anisopliae ou var. majus,
dependendo do tamanho dos conidios (ZIMMERMANN, 2007; DRIVER et al., 2000).
Em 1994, outra tentativa de classificacdo baseada em caracteristicas morfologicas e

coloracao dos conidios, propbs trés espécies: M. anisopliae, M. flavoviride e M.
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album, com duas variedades: M. anisopliae var. majus e M. flavoviride var.
flavoviride (CURRAN et al., 1994).

Nos anos 2000, utilizando de abordagens moleculares, mais uma tentativa de
descricdo do género foi feita, agora utilizando sequéncias de ITS (internal
transcribed spacers). Tal analise levou a manutengdo das espécies ja descritas,
porém acrescentou mais duas variedades a M. anisopliae e cinco a M. flavoviride
(DRIVER, MILNER e TRUEMAN, 2000). Trabalhos mais recentes utilizando um
numero maior de marcadores moleculares discriminaram que o género é composto
por 12 espécies (M. anisopliae; M. acridum; M. brunneum; M. globosum; M.
guizhouense; M. lepidiotae; M. majus; M. pinghaense; M. robertsii; M. album; M.
flavoviride; M. frigidum) (BISCHOFF, REHNER e HUMBER, 2006; 2009).

(A)

Figura 1. Aspectos morfolédgicos de M. anisopliae linhagem E6. Coldnia apds 21 dias de cultivo em
meio de Cove completo (MCc) a 28°C. A) Micélio hialino de coloragdo branca na extremidade da
colénia de onde emergem os conidiéforos. B) Conidiéforos. C) Esporos cilindricos. As micrografias de
varredura (MEV) sao de autoria de Arruda et al., 2005.

M. anisopliae é considerado um organismo modelo para o estudo das
interagbes entre entomopatégenos e o organismo infectado. Além disso, apresenta
um amplo espectro de hospedeiros (mais de trezentas espécies somente nos

artrépodes) e € muito utilizado como agente de controle bioldgico, pois muitos de
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seus hospedeiros abrangem espécies-praga da agricultura e da pecuaria e também
vetores de doengas (SCHRANK & VAINSTEIN, 2010).

1.3 MECANISMOS DE INFECGAO

O ciclo de infecgao de M. anisopliae consiste em um processo multifatorial
que envolve diversas etapas, resultando em uma infecgcao bastante eficiente (Figura
2). Embora existam descri¢des na literatura de infecgdo pds-ingestdo, a penetragao
deste fungo independe da ingestdo do mesmo pelo hospedeiro, ocorrendo uma
penetracdo ativa na superficie do mesmo, sendo a carapaga a via de entrada
preferencial do fungo (LEEMON & JONSSON, 2012).

A adesao do conidio a superficie do hospedeiro, sua germinagao e posterior
penetracao sao etapas chave no processo de infeccéo. Interagdes hidrofdbicas entre
proteinas que recobrem o conidio e a camada lipidica dos artropodes, e proteinas
como hidrofobinas e adesinas desempenham um papel essencial no processo de
adesdo (WANG & ST LEGER, 2007; SEVIM et al., 2012).

A patogenicidade de M. anisopliae esta, inicialmente, relacionada com a
estratégia sinérgica de secretar uma combinagcdo de enzimas hidroliticas,
responsaveis por degradar a cuticula do hospedeiro, associadas com a pressao
mecanica exercida pelo apressorio (hifa modificada) (STONE & BIDOCHKA, 2020).
Assim, o processo de infeccdo de M. anisopliae comega com a adeséo do conidio na
superficie do hospedeiro seguido pela penetragdo ativa da cuticula. Todo este
processo € dependente de caracteristicas ambientais, da interagao
patdgeno-hospedeiro e da estrutura, topologia e composi¢do quimica da cuticula,
interferindo na adeséo dos conidios e consequentemente na patogenicidade (WANG
& ST LEGER, 2020; STONE et al., 2020). Além disso, acredita-se que componentes
especificos da cuticula dos artropodes poderiam determinar a patogenicidade em
diferentes hospedeiros (SANTI et al., 2010-b; BEYS-DA-SILVA et al., 2014).
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Figura 2. Ciclo de infeccdo de Metarhizium anisopliae. (1) Adesdao do conidio na superficie do
hospedeiro; (2) Germinagao do conidio; (3) Diferenciacao da extremidade apical do tubo germinativo
em apressorio; (4) Penetragdo; (5) Blastosporos na hemolinfa do artrépode; (6) Colonizagao; (7)
Extrusdo das hifas a partir do cadaver do inseto; (8) Conidios e conidiéforos sobre a superficie do
cadaver. CO- conidio, GT- tubo germinativo, AP- apressério, H- hifa, PP- penetragdo (Schrank &
Vainstein, 2010).

1.4 IMPORTANCIA DE ENZIMAS NA INFECCAO

A infeccdo de M. anisopliae em seu hospedeiro € mediada por enzimas
fundamentais neste processo. Desde o contato inicial com o seu hospedeiro essa
espécie de fungo produz e secreta um complexo enzimatico constituido
principalmente por proteases, quitinases e lipases, que facilita a inser¢gdo do fungo
na cuticula do inseto, que é a maior barreira fisica para a infeccéo
(GONZALEZ-HERNANDEZ et al., 2020).

As proteases estdo ativamente envolvidas na hidrélise da fragao proteica da
cuticula e sdo consideradas fundamentais no processo de infecgdo do M. anisopliae.
A protease Pr1, por exemplo, faz parte de uma série de proteases responsaveis pela
degradacao de proteinas complexadas com a quitina, que compdem a cuticula do
hospedeiro, e sua atividade é regulada durante a formacdo do apressério e
conidiogénese. A atividade extracelular de Pr1 necessaria para a degradagédo da
cuticula do hospedeiro é frequentemente usada como um marcador bioquimico de

viruléncia fungica contra espécies de pragas alvo (GAO et al., 2020).
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As quitinases s&o uma classe de hidrolases que em fungos contribuem para a
obtencdo de nutrientes, na liberagdo dos esporos, na modificacdo da quitina da
parede celular, na diferenciacdo e na morfogénese de hifas. Elas sdo produzidas nas
etapas iniciais de penetragdo do fungo atuando sobre a quitina na cuticula dos
insetos para facilitar a penetragcado do fungo. A produgdo destas enzimas é regulada
por um sistema de inducao e repressao, sendo indispensaveis quantidades minimas
da enzima para que a degradacgao do substrato inicie. Portanto, além das proteases,
as quitinases apresentam importancia para transposi¢cdo da cuticula dos artropodes
pelo fungo, sendo fundamentais para o sucesso da patogénese (BOLDO et al.,
2009).

Outro grupo de enzimas envolvidas na fase inicial de infeccéo sao as lipases
(BEYS DA SILVA et al., 2010-a; BEYS-DA-SILVA et al., 2014). Estas enzimas foram
detectadas durante as primeiras seis horas de infeccdo na superficie de hospedeiros
(SANTI et al., 2010-a), levando a crer que sua atividade seja imprescindivel no
desencadeamento de todo o processo de infeccdo (BEYS DA SILVA et al., 2010-a).
As lipases sao importantes, pois a cuticula e o invélucro dos insetos contém
gorduras, lipoproteinas e ceras e estas substancias dificultam a adesdo do conidio
(LORD & HOWARD, 2004).

Coletivamente, estas enzimas, e potencialmente muitas outras, podem atuar
em conjunto para solubilizar a cuticula do hospedeiro e favorecer a penetragdo do
fungo, além de converter o tecido do inseto em nutrientes para seu crescimento
(GEBREMARIAM et al., 2022).

1.4.1 ENGasEs

As endo-B-N-acetilglucosaminidases ou ENGases também chamadas de
endohexosaminidases, sdo uma classe de enzimas (EC 3.2.1.96) identificadas pela
primeira vez no inicio da década de 1970, e sao produzidas por um variedade de
organismos, desde bactérias, fungos, e até mesmo por humanos (FAIRBANKS,
2017). As ENGases sao membros das familias GH18, GH73 e GH85 das glicosil
hidrolases, e sao classificadas dessa forma conforme a similaridade das suas
estruturas terciarias, residuos cataliticos e mecanismos de acido conservados
(LOMBARD et al, 2014). Em relagdo a sua funcado celular, as ENGases sao

conhecidas por estarem envolvidas no catabolismo citosolico de oligossacarideos
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livres derivados do lumen do reticulo endoplasmatico de eucariotos, provavelmente
para maximizar a reutilizagdo de acucares nas células (SUZUKI, 1998).

Em bactérias, ENGases tém sido relatadas como envolvidas na aquisicdo de
nutrientes para o crescimento bacteriano e nas respostas de defesa. Em fungos
filamentosos, as ENGases foram consideradas importantes para o crescimento de
hifas, esporulagdo e outros fins fisioldégicos, contudo apenas a familia GH18 é
descrita para os mesmos. Em mixobactérias, ENGases sado produzidas em maior
concentracdo durante a fase de esporulacdo, podendo assim ter um papel
importante no processo de esporulacdo em bactérias. No entanto, os papéis
fisiologicos das ENGases ainda sdo pouco compreendidos (SUZUKI, 1998;
ABBOTT, 2009; TAKEGAWA, 1989).

O interesse na familia das ENGases vem crescendo devido sua capacidade
em hidrolisar N-glicanos aderidos em glicoproteinas. Estas enzimas catalisam uma
reacao de hidrolise semelhante a das quitinases, porém diferem em relacéo ao tipo
de substrato utilizado. Enquanto as quitinases hidrolisam homopolimeros de GIcNAc,
as ENGases GH18 de fungos atuam sobre oligossacarideos de proteinas
N-glicosiladas, em um processo de deglicosilagdo (STALS et al., 2012). Trabalhos
prévios do grupo (Junges et al., 2012) mostram a existéncia de um subgrupo D,
presente na familia GH18, de ENGases nomeadas de chimaD, das quais o gene
estudado neste trabalho, chimaD4, faz parte.

Sabe-se que a familia GH85 das ENGases integram a rota de degradagao de
proteinas mal formadas, em animais e plantas (ERAD: Endoplasmic-reticulum
associated protein degradation), além de exibir atividade hidrolitica no nucleo de
diacetilquitobiose de N-glicanos e apresentar acao de transglicosilagao (SUZUKI,
2002; KIMURA, 2011). Ja as ENGases da familia GH73 sdo as menos descritas,
entretanto estudos demonstram sua atuagcdo na hidrdlise de peptideoglicana,
constituinte da parede celular bacteriana, a qual contém GIcNAc (INAGAKI et al.,
2009; RONHOLM et al., 2012).

1.5 O sistTemA CRISPR/CAs9
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O sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) é uma ferramenta para edicdo génica especifica no genoma que foi
desenvolvida a partir de mecanismos moleculares do sistema imunoldgico
bacteriano. A estrutura genética do CRISPR ¢é constituida de repeticoes
palindrébmicas curtas, agrupadas e regularmente espagadas. Um RNA guia ligado a
uma endonuclease Cas9 direciona a clivagem do DNA (Figura 3) alvo por meio do
pareamento de 20 nucleotideos (BARRANGOU, 2012; JINEK et al., 2012; CONG et
al., 2013).

Cas9

f - RNA guia

> |
i = — dsDNA
NN

CLIVAGEM

Figura 3 - Figura representativa do mecanismo de funcionamento do sistema CRISPR/Cas9.

Fonte: Genetics Home Reference.

Nesse sistema, o RNA guia contendo a sequéncia alvo se hibridiza a
sequéncia complementar junto ao /locus do DNA gendmico a ser editado. Esta
interacao recruta a endonuclease Cas9. Assim, tanto a proteina Cas9 quanto o RNA
guia, podem ser introduzidos in vitro em outras células com o auxilio de vetores ou
agentes quimicos, e direcionados a locais especificos do genoma, para que
promovam quebras na fita dupla (PALERMO et al., 2017; RICHTER et al., 2013), as
quais podem ser reparadas por vias como non-homologous end joining (NHEJ) ou
recombina¢cdo homologa, ocasionado mutagdes (RODGERS, 2016).

Entre as multiplas aplicagcbes do sistema CRISPR-Cas9, destacam-se as
possibilidades de insercdo ou delecdo de bases no DNA de qualquer organismo

alvo; insercdo ou mesmo a troca de sequéncias especificas no genoma; produgao
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de grandes deleg¢des ou rearranjos gendmicos (inversdes, translocagdes); ativagao e
repressao génica; modificacdo de histonas; metilacdo de DNA; produgédo de
proteinas fluorescentes e localizagao de genes no genoma (HSU et al., 2014; LI, D.
et al.,, 2013; LI, W. et al.,, 2013; WANG et al., 2013). O complexo Cas9-gRNA
montado in vitro ou Cas9 e gRNA expressos in vivo tém sido empregados para
desativar genes, seguido de analises comparativas de metabdlitos, morfologia
celular, toxicidade e outras propriedades entre as cepas de tipo selvagem e de
delegdo para verificar as fun¢des dos genes (LIAO et al., 2021).

Diversas duvidas ainda existem sobre como o sistema CRISPR/Cas9 interage
com os mecanismos naturais de reparo do DNA, qual a frequéncia e a amplitude dos
efeitos fora do alvo (off-target), e qual o impacto da exposi¢cdo das células ao
sistema CRISPR durante longos periodos de tempo (LINO et al., 2018).

Em fungos filamentosos a utilizacdo do sistema CRISPR/Cas9 apresenta
dificuldade, quando comparado a seu uso em leveduras, por exemplo, devido a
maior complexidade evolutiva do género. A diferenciacdo celular, morfologia
multicelular, espessura das paredes celulares contendo quitina, além da falta de
plasmideos apropriados sao obstaculos das pesquisas de aplicacdo do modelo
CRISPR/Cas em fungos filamentosos (JIANG et al., 2013).

O sistema CRISPR/Cas9 foi aplicado com sucesso a fungos filamentosos pela
primeira vez em 2015, quando Liu et al. editaram genes de Trichoderma reesei
otimizando a transcricdo da proteina Cas9 e a transcrigdo de gRNA in vitro. Em 2017
Nielsen et al. descobrem um novo gene em Talaromyces atroroseus responsavel
pela produgao de produtos hibridos policetideo-peptideo n&o ribossomal usando a
tecnologia CRISPR/Cas9. Recentemente, Steen et al. (2021) produziram um
mutante nulo de Metarhizium brunneum com a abordagem CRISPR eliminando a
sintese de a-hidroxietilamida de &cido lisérgico. Desde entdo, a tecnologia
CRISPR/Cas9 tem sido usada para edicdo de genoma em varios fungos
filamentosos, como Trichoderma reesei, Neurospora crassa, Aspergillus oryzae,
Aspergillus niger, Magnaporthe oryzae, Myceliophthora thermophila, Aspergillus
nidulans, Ustilago maydis, Mucor circulalloides, Phytophthora sojae, Aspergillus

fumigatus e Penicillium chrysogenum (LIAO et al., 2021).
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2 JUSTIFICATIVA

O sistema CRISPR se apresenta como uma importante ferramenta para
modificacdes especificas do genoma em inumeras espécies (AKRAM et al, 2022).
Composta por uma enzima endonuclease chamada Cas9 (que cliva o DNA) e uma
fita de RNA guia (gRNA), a ferramenta forma um complexo ribonucleoproteico que
funciona como guia, direcionando a enzima ao local de homologia no genoma.

A determinacdo do perfil transcricional e o estudo funcional de genes
empregando a constru¢do de mutantes nulos € um dos métodos mais utilizados em
estudos realizados com M. anisopliae. Considerando o perfil de expressédo de genes
envolvidos na infecgédo, especula-se que o produto do gene ChiMaD4 pode estar
envolvido no processo de infecgdo. Portanto, a interrupgcao do locus de interesse via
recombinagcdo homodloga pode trazer indicios sobre a funcionalidade deste produto

génico no processo de infecgéo e interagdo do fungo com o hospedeiro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBUETIVO GERAL
Avaliar a participacdo de ChiMaD4 na viruléncia de M. anisopliae.
3.2 OBUJETIVOS ESPECIFICOS

Construir cassetes para inativagdo do gene ChiMaD4 .

Gerar mutantes nulos para o gene ChiMaD4 em Metarhizium anisopliae
utilizando o sistema CRISPR/Cas9.
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4 METODOLOGIA

4.1 LINHAGENS, REAGENTES E MEIOS DE CULTURA.

A linhagem E6 de M. anisopliae foi escolhida para a constru¢gao dos mutantes
funcionais. Tal linhagem foi obtida da colegcdo da ESALQ (Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz, USP, Brasil) e mantida em Meio de Cove completo
(MCc) [nitrato de sddio 0,6%, glicose 1%, peptona 0,2%, extrato de levedura 0,05%,
caseina hidrolisada 0,15%, pH 6,0]. Sdo ainda acrescidos: 2% de Solug¢ao de Sais
[KCI 2,6%, MgS0O,.7H,0 2,6%, KH,PO, 7,6% (m/v) ] e 0,04% de Elementos Tragos
[Na,B,0;,.7H,0O 0,004%, CuSO,.5H,0 0,04%, FeSO, 0,0001%, MnSO, 0,08%,
Na,Mo,.2H,0 0,08%, ZnSO,.7H,0 0,08% (m/v)] e, quando realizado cultivo em meio
sélido, foi adicionado 1,5 % de agar (DUTRA et al., 2004). A linhagem TOP10 de
Escherichia coli foi utilizada para as clonagens, obtidas da colegado propria do
laboratorio e propagadas no meio de cultura de Luria-Bertani (LB) com os
antibidticos adequados (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). Meios de cultura e
reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Enzimas de
restricdo, e utilizadas para foram adquiridas da Promega (Fitchburg, WI, USA),
Thermo Scientific (Waltham, MA, USA), Life Technologies (Grand Island, NY, USA)
ou GE Healthcare (Little Chalfont, UK).

4.2 CasseTes DE DELEGAO PARA A CONSTRUGAO DE MUTANTES FUNCIONAIS.

Foi construido um cassete de inativagao para interromper o locus do gene
ChiMaD4 da linhagem E6 de M. anisopliae. Para isso, as regides de
aproximadamente 1.000 pb a montante e a jusante da regido codificadora do gene,
bem como os cassetes para expressdo dos genes bar e sur, os quais conferem
resisténcia a Glifosinato de amdnio e Chlorimuron-ethyl, respectivamente, foram
amplificadas utilizando primers especificos da familia dos genes ChiMa, devido a
similaridade nas sequéncias flanqueadoras dos genes do grupo (Tabela 1). Os
amplicons obtidos foram utilizados para confecgcdo de um fragmento de fusado
empregando o método double-joint PCR (YU et al., 2004)(Figura 4), sendo o cassete
de delegao amplificado com os primers Nested presentes na colec¢ao do laboratdrio,
gerando, entéo, os cassetes AChiMaD4Bar e AChiMaD4Sur.
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para as construgdes do vetor

OLIGONUCLEOTIDEO SEQUENCIA (5° — 3’)

BAR_1880_FOR CTGTACAGTGACCGGTGACT

BAR_1880_REV GAGTAAAGAAGAGGAGCATG

SUR_FOR TCGACGTGCCAACGCCACAG

SUR_REV TCGACGTGGAGAGCATGCAATTC

D3_3FOR TGTACTTTGACATGCTCCTCTTCTTTACTCTCGGAGTCGGGCTTCCCATC
D3_5REV TGCCAGAAAGAGTCACCGGTCACTGTACAGGCTTCCAGCCTGTGGTCTGC
chiD3gPCR_F1 TGGTGGCTGGACAGCTTTCTTC

chiD3gPCR_R1 ACCTCCAAGGTTCATCCATGCC

D3_5FOR GAGAGCCAGGATTCTGGCTT

D3_3REV GTGAGTGGCTTTGTTATGTC

D4_NESTED_Hindlll_F AGAGGCCTAGGCGCGCCATGGATGCCGACACTAGTCAC
D4_NESTED_HindIll_R AAACGACGGCCAGTGCCAATGAACAATGTTCCAAGCCC

Amplificacio dos fragmentos, regido 5, 3' e gene bar

SFOR BAR_1880_F
JREV I ba‘r g 28
sar_e0_ R O
PCR de fusdo
NESTED_F Amplificagio do cassefe
5 ] bar [ 3 ]

_
MESTED R

Figura 4 - Esquema representativo da clonagem de fusdo dos amplicons. O mesmo método foi

utilizado para gerar o cassete contendo o gene de resisténcia sur.

4.3 CLONAGEM DO cASSETE ACHIMAD4 Em VETOR BINARIO

Os cassetes gerados foram clonados no vetor binario pPZP201BK, obtido da
colegdo do laboratério, gerando os vetores pPZP201BK::AChiMaD4Bar e
pPZP201BK::AChiMaD4Sur. Estes plasmideos foram entdo utilizados para
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realizacdo de uma clivagem confirmativa com a enzima de restricdo EcoRI para
verificar a insercdo do cassete por clivagem de sitios internos. Para isso, foi
realizado o cultivo das células competentes que passaram por reacao de PCR; 15
colbénias do vetor AD4Bar e 32 colbnias do vetor AD4Sur foram selecionadas e apds

extracdo de DNA via miniprep, realizou-se a eletroforese para confirmacao.

4.4 OBTENGAO DE PROTOPLASTOS DE M. ANISOPLIAE E TRANSFORMAGAO VIA CRISPR/CaAs9

Para a obtencdo dos protoplastos a serem utilizados na transformacao,
esporos de M. anisopliae foram cultivados em meio MCc sélido até que houvesse
formagao de conidios (aproximadamente 10 dias). Os mesmos foram coletados em
solugao de Tween 80 0,1% com auxilio de alga de Drigalski. Os conidios foram
entdo inoculados em meio MCc por 16 h, sendo entdo o micélio coletado e
protoplastos preparados conforme metodologia descrita por Bogo e colaboradores
(1996). Uma suspensao contendo 1 x 10° conidios.mL™ foi incubada em MCc por 18
horas a 37 °C, sendo entdo 1,2 x 10® células.mL™" protoplastos gerados, essa
quantidade é condizente com outros estudos que apresentam crescimento de
aproximadamente 10’ células.mL'. A transformagédo de protoplastos utilizando
polietilenoglicol (PEG), o qual promove a aglomeracgéao celular facilitando a captagao
do DNA, foi realizada conforme Bogo e colaboradores (1996). A integragao de
oligonucleotideos (Tabela 2) e o gene de interesse, a fim de avaliar sua capacidade
de atuacdo em M. anisopliae pelo sistema CRISPR foi realizada conforme o manual

do fabricante (EnGen® sgRNA Synthesis Kit, S. pyogenes).

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados no protocolo CRISPR

OLIGONUCLEOTIDEO SEQUENCIA (5' — 37)

MANI_030302_Cas9 TTCTAATACGACTCACTATAGAATGGGTTTAAGGCCTCTCGTTTTAGAGCTAGA
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos funcionais para determinar as proteinas produzidas por M. anisopliae
durante a infecgdo, suas ferramentas de regulacdo e respectivas fungdes sao
necessarias para definir os mecanismos de infeccdo e compreender as interacdes
entre entomopatodgenos e seus hospedeiros (JIANG et al., 2013; BARRETO et al.,
2004). A manipulagdo génica em estudos funcionais € talvez a abordagem mais
relevante a ser utilizada. Apos o isolamento e a caracterizagao de genes alvo, uma
das estratégias € a construgdo de mutantes nulos (mutantes funcionais) e a
verificagdo da perda de sua fungdo. Estes mutantes tém a expressdo de um gene
alvo especifico interrompido pela insercédo de fragmento de DNA, qual da-se por
meio de recombinagcdo homologa (KRAPPMANN, 2007). Nestes mutantes funcionais
sdo realizadas anadlises das alteragdes fenotipicas que ocorrem, dessa forma é
possivel identificar em quais processos um determinado gene esta envolvido e qual
a sua funcéo neste organismo (WELD et al., 2006).

Visando construir mutantes fungicos nulos para o gene ChiMaD4,
construimos um cassete de delecao via vetor de clonagem para isso, foi realizada a
amplificagcdo de regides flanqueadoras do gene ChiMaD4 e dos cassetes de
expressao dos genes de resisténcia sur/bar. O método de clonagem convencional,
embora funcione muito bem para diversas aplicagdes, € particularmente dificil de
aplicar a tarefas complexas de clonagem envolvendo varios fragmentos, que sao
cada vez mais a norma, por exemplo, em biologia sintética. Além disso, sdo métodos
laboriosos e muitas vezes restritos pelos relativamente poucos locais de restricao
disponiveis para manipulagado. Pensando nisso novas abordagens de clonagem vém
sendo descritas, com o objetivo de diminuir o tempo necessario das metodologias
classicas. Algumas dessas técnicas foram testadas sem sucesso por nosso grupo,
como a sequence and ligation independent cloning (SLIC) (JEONG et al., 2012). A
recombinagao in vivo utilizando E. coli, encontrou barreiras técnicas para sua
utilizacao (PARRISH et al., 2004) em nossos estudos anteriores. Ja a recombinagao
comercial in vitro utilizando In-Fusion™ (Clontech, Japao) apresentou resultados
satisfatérios, além de ser mais barata que outras metodologias comerciais como o0s
vetores Gateway® (ThermoFisher, EUA) e Gibson® Assembly (NEB, EUA).

No presente estudo utilizamos a tecnologia de double-joint PCR (YU et al.,

2004) para fusionar os produtos amplificados separadamente, a qual se mostrou
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satisfatéria. O resultado foi a obtencao do cassete de delecdo que foi amplificado
com os primers Nested que flanqueiam toda a regido de dele¢cdo do gene. Os
cassetes gerados a partir do PCR de fusao foram entdo clonados no vetor binario
pPZP201BK, o qual ja foi utilizado em outros trabalhos do grupo (SBARAINI, 2021).
Com a obtengao dos vetores pPZP201BK::AChiMaD4Bar e
pPZP201BK::AChiMaD4Sur, foi realizado o cultivo das células competentes que
passaram por reacdo de PCR; 15 colénias do vetor AD4Bar e 32 colénias do vetor
AD4Sur foram selecionadas. Utilizamos genes de resisténcia a antibioticos
diferentes devido a uma possivel toxicidade durante a clonagem em E. coli,
felizmente obtivemos sucesso em ambas as fusdes. Apds extracdo de DNA via
miniprep, para confirmacdo da clonagem, foi realizada reacdo de digestdo do
material obtido com a enzima de restricdo EcoRI. A reacdo foi observada por

eletroforese em gel de agarose (Figura 5).

M pPZP D4B D451 D452

On pBR322

pPZP201BK::AChiMaD4Bar
10,5Kb

7000 bp
4000 bp

3500 bp
2000 bp

pPZP201BK::AChiMaD4Sur
13Kb

EcoRl

Figura 5 - Mapas da construgdo dos vetores de clonagem e confirmag¢ao da clonagem dos
cassetes de delecdo no vetor pPZP201BK. Clivagem dos sitios internos dos insertos com a enzima
de restricdo EcoRIl. M = 1 kb plus DNA /ladder; pPZP = DNA plasmidial utilizado como controle da
reacgdo; D4B = DNA plasmidial da coldénia AD4Bar#12 selecionada previamente; D4S1 = DNA
plasmidial da colénia AD4Sur#13; D4S2 = DNA plasmidial da colénia AD4Sur#25. Imagem fora de
escala.



26

Tendo sido confirmada a construgdo dos plasmideos, foram iniciados os
experimentos para transformacao de M. anisopliae para obtencdo de mutantes
nulos. Uma das técnicas mais consolidadas para a transformagdo genética de
fungos filamentosos e leveduriformes é por meio da obtengdo de protoplastos.
Protoplastos sdo células artificialmente livres de parede celular, o que as torna
receptoras e permeaveis a entrada do DNA exdgeno frente a tratamentos
especificos, como a presenga de PEG e calcio (BOGO, 1996). A utilizagdo de
polietilenoglicol como sistema de transformacdo € um método bem estabelecido e
amplamente utilizado, empregando protoplastos e conidios germinados como
células competentes (OLMEDO-MONFIL, 2004). A obtencdo de protoplastos de
células fungicas, utilizando varias enzimas que degradam a parede celular, tem sido
o método mais comum para se preparar células competentes para estudos
genéticos (ZANETTE, 2007). Particularmente em fungos filamentosos, devido a sua
parede celular, o preparo de protoplastos € uma etapa indispensavel para uma
transformacdo de sucesso (POSSIEDE, 2004). Contudo, varios fatores podem
interferir na obtencdo de protoplastos, como o estabilizador osmético, a idade
micelial, a preparagdo enzimatica, e até mesmo o microrganismo usado (PEBERDY,
1976).

Devido ao grande numero de espécies de fungos e suas complexas estruturas
de parede celular, diferentes métodos de transformacdo sdo necessarios para
diferentes espécies de fungos. Assim, os protocolos de transformacéo especificos
da espécie devem ser otimizados para cada cepa. Além disso, tempo e custo de
cada metodologia deve ser levada em consideragao. Existem alguns métodos gerais
de transformagdo genética para fungos, incluindo transformacdo mediada por
protoplastos, transformacdo mediada por Agrobacterium, eletroporagdo, método
biolistico e transformagdo mediada por ondas de choque. A tecnologia de
transformacao € uma premissa para modificar o genoma de fungos filamentosos. Em
comparagao com a transformacdo por eletroporagao, os protocolos que utilizam
protoplastos ou Agrobacterium sao mais bem desenvolvidos e usados rotineiramente
(LI, 2017).

Recentemente, a tecnologia de edicdo de genoma tem evoluido rapidamente.
As tecnologias surgidas incluem principalmente Zinc-finger nucleases (ZFNs)
(URNOQV, 2005), transcription activator-like effector nucleases (TALENs) (TESSON,
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2011) e clustered regularly interspersed short palindromic repeats (CRISPR)
(ZHANG, 2015). As ZFNs tém sido amplamente utilizadas, mas podem resultar em
uma alta taxa de desvio do alvo e alto nivel de citotoxicidade. TALENs s&o
semelhantes as ZFNs, porém apresentam protocolos mais complexos e caros (YU,
2015). Para este trabalho utilizamos o método de transformagdo mediada por
protoplastos, pois outros trabalhos do grupo demonstraram eficiéncia da técnica.

Uma suspens3o contendo 1 x 10° conidios.mL"" foi incubada em MCc por 18
horas a 37 °C, sendo entdo 1,2 x 10® células.mL™" protoplastos gerados, essa
quantidade é condizente com outros estudos que apresentam crescimento de
aproximadamente 107 células.mL" (GOETTEL, 1989).

Utilizando a transformagdo com o emprego de PEG, prosseguimos com a
transformacao do cassete para inativagdo do gene chimaD4 utilizando a ferramenta
CRISPR, a qual vem se mostrando bastante eficiente na geragéo de transformantes
de fungos filamentosos (ROZHKOVA, 2021; SONG et al, 2019). Apos a transformacéo
de 100 pL da solugdo de protoplastos empregando 25 uyL PEG e 5 ug dos
plasmideos independentes, assim como o sgRNA e a enzimas Cas9, foi realizada a
regeneracao dos mesmos em meio MCc acrescido de sorbitol na concentragao de 1
M. Apds um periodo de 1 hora, os protoplastos regenerados foram transferidos para
meio MCc acrescido do agente seletivo conforme o plasmideo empregado na
transformacao: glufosinato de aménio para o plasmideo pPZP201BK::AChiMaD4Bar
e chlorimuron-ethyl para o plasmideo pPZP201BK::AChiMaD4Sur. Apés um periodo
de incubacgéo de até 15 dias, ndo pudemos observar transformantes emergindo das
placas. Atribuimos essa recuperacédo nula a alta sensibilidade do material utilizado,
assim é possivel que a estabilidade dos protoplastos diminuiu durante os passos do
protocolo utilizado.

Abordagens de genética reversa em fungos filamentosos tém baixo numero
de mutantes com a recombinagdo homéloga desejada correta quando comparados
com mutantes com recombinagao ectdpica. A maioria dos eventos de transformagao
em fungos filamentosos mostra taxas extremamente baixas de recombinacao
homologa, variando de 1-2%, dependendo do locus, do gene a ser interrompido e do
género do fungo (FRANDSEN, 2011). A integragdo de DNA exdgeno em fungos €&
impulsionada principalmente pela via de recombinagdo ndo homdloga (NHEJ:
non-homologous end join), o que pode estar associado a baixa baixa taxa de
sucesso observada (TADASHI, MASUDA & KOYAMA, 2006). Abordagens iniciais
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utilizando a integragdo de cassetes para expressdo de sgRNAs e de Cas9 no
genoma de M. anisopliae nao tiveram sucesso na edigao génica (OLIVEIRA, 2016).
A abordagem para geracdo de mutantes nulos em M. anisopliae empregando o
sistema CRISPR/Cas9 pela cotransformacédo de gRNAs, cassetes de inativagéo e da
proteina Cas9 tem sido empregada com sucesso. Por exemplo, Davis e
colaboradores (2020) mostram que, taxas de recombinagao de clonagem heteréloga
de &cido lisérgico em Metarhizium brunneum passaram de 2% quando clonadas por
técnicas tradicionais para 86,9% utilizando do método CRISPR/Cas (DAVIS, 2020).
Adicionalmente, o0 mesmo grupo desenvolveu mutantes nulos empregando esta
estratégia para genes envolvidos em vias de biossintese de metabdlitos secundarios
(STEEN et al., 2021; BRITTON et al., 2022). Hipotetizamos que a n&do obtencao de
mutantes nao se deve a funcionalidade do sistema CRISPR/Cas9 em M. anisopliae,
ja que trabalhos anteriores do grupo apresentaram eficiéncia adequada (50%). O
potencial problema de nossa abordagem reside no preparo e regeneragao de
protoplastos. Trata-se de um conjunto de tratamentos que gera células de extrema
sensibilidade, e que qualquer variagdo no lote de enzimas utilizada para obtengao
dos protoplastos pode ter papel fundamental na eficacia do processo (LI, 2017).
Futuramente, devido a relevancia de estudos de mutantes nulos, novas tentativas de
transformacao de protoplastos deverao ser realizadas pelo grupo a fim de otimizar o
protocolo de manipulacido de protoplastos de M. anisopliae. Além disso, outras
técnicas de transformacdo, como a eletroporagdo, poderao ser utilizadas para

comparar a eficacia entre novas metodologias de transformagao nessa espécie.
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6 CONCLUSAO

e Foi possivel construir cassetes para inativagdo do gene ChiMaD4 em M.
anisopliae;
e A falta de obtencao de transformantes deve ter ocorrido pela baixa qualidade

dos protoplastos obtidos.
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