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RESUMO

Metarhizium anisopliae € um fungo entomopatogénico usado como agente de controle
biolégico devido a sua capacidade de infectar mais de 300 espécies de artrépodes. E
um organismo muito utilizado como modelo de estudo de interacdo patégeno-
hospedeiro sendo um dos focos de estudo a descricdo de genes envolvidos no
processo de infeccdo pela construcdo de mutantes funcionais. Esse processo pode
ser facilitado pelo uso da metodologia do sistema CRISPR/Cas9 para manipulacéo
gendmica, que foi derivada do sistema imune adaptativo de procariotos que vem
demonstrando potencial tecnolégico em edicdo genética de eucariotos pela
incorporacdo de protoespacadores (sequencias oriundas de bacteriofagos ou
plasmideos invasores) em seus loci. CRISPR e a proteina associada a CRISPR (Cas)
formam uma endonuclease guiada (Cas9) a qual tem como alvo o sitio especifico do
DNA invasor, provocando a clivagem da dupla fita do DNA alvo em uma sequéncia
especifica. Muitos estudos realizados pela edicdo génica tém sido desenvolvidos em
diferentes organismos por meio da sua adaptacdo em eucariotos. Com o objetivo de
melhorar a eficiéncia na geracdo de mutantes em em M. anisopliae, o sistema
CRISPR/Cas9 e um sistema de RNAIi foram usados a fim de desenvolver novas
ferramentas. As metodologias CRISPR/Cas9 e RNAI foram desenvolvidas para ter
como alvo o gene reporter gfp da linhagem M. anisopliae E6 GFP+. Para realizar a
edicdo genémica em M. anisopliae, foram gerados, por transformacdo mediada por
Agrobacterium tumefaciens, fungos transgénicos estaveis que expressam a
endonuclease Cas9 cédon-otimizada para fungos filamentosos. Oligonucleotideos
foram projetados para ter como alvo quatro regides diferentes na sequencia do gene
gfp com o auxilio da ferramenta CRISPR RGEN tool com o objetivo de evitar o
pareamento aleatério. O vetor binario utilizado foi o plasmideo pPZP com o promotor
U6-1 para a expressdao do RNA guia. Para a metodologia de RNA interferente foi
reproduzido o knockdown do gene reporter gfp por meio de agrotransformacéo do
vetor pPZP::SUR::DP que contém um sistema de dois promotores em diregcdes
opostas (dual promoter Pdgp e Ptrpc) e um cassette de expressdo com o0 gene

marcador sur (resisténcia a sulfoniluréia) para a selecado dos transformantes. Foram
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clonados 420 pares de bases do gene gfp entre os promotores gerando o plasmideo
pPZP::SUR::DP::GFP. O desenvolvimento dessas duas metodologias se mostra
viavel para analise funcional de genes de M. anisopliae.
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ABSTRACT

Metarhizium anisopliae is an entomopathogenic fungus used as a biological control
agent due to its capacity to infect more than three hundred species of arthropods. It is
broadly used as a model to the development of host-pathogen interaction studies,
including the study of the description of the involved genes in the infection process by
the construction of functional mutants. This process may be facilitated by the use of the
CRISPR/Cas9 methodology to genomic manipulation, which was derived from the
immune adaptive system in prokaryotes and has demonstrated technological potential
in genetic of eukaryotes edition through the activity of incorporation of protospacers
(sequences arising from bacteriophages or plasmids invaders) in their loci. CRISPR
and CRISPR associated protein (Cas) code a guided nuclease (Cas9) that targets a
specific site of the invading DNA leading to breakage of double-stranded target DNA in
a specific sequence. Multiple gene editing studies have been developed in different
organisms including its adaptation to eukaryotes. In order to improve the efficiency of
the generation of mutants in M. anisopliae, CRISPR/Cas9 system and a RNAI system
were used in order to develop new tools. Both CRISPR/Cas9 and RNAI methodologies
were developed having as a target the gfp gene from M. anisopliae E6 GFP+ strain. To
perform genome editing in M. anisopliae, stable transgenic fungi that express fungal
codon-optimized Cas9 were generated by Agrobacterium tumefaciens-mediated
transformation. Oligonucleotides were designed to target four different regions along
the gfp gene by using the CRISPR RGEN tool in order to avoid off-targets. The binary
vector was the pPZP plasmid with the U6-1 to RNAI expression. For RNAI analysis,
gene knockdown were developed by agrotransformation with a suitable plasmid
(pPZP::SUR::DP) containing dual promoters with opposite directions (Pdgp and Ptrpc)
and a cassette for the expression of the selective marker (gene sur, conferring
sulfonylurea resistance) for the selection of transformants. The 420 bp gfp sequence
was cloned between promoters, obtaining thus the plasmid pPZP::SUR::DP::GFP. The
development of these two techniques proves itself viable for functional analysis of M.

anisopliae genes.
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1. INTRODUCAO

1.1. Metarhizium anisopliae e biocontrole

O controle de pragas na agricultura e na pecuéaria atualmente depende
principalmente da aplicacdo de compostos quimicos. Tais compostos representam
riscos a saude humana e causam impacto ambiental indesejavel, além de induzirem
0 surgimento de pragas resistentes. Recentemente, esfor¢os tém sido realizados no
sentido de apresentar alternativas ao controle quimico dessas pragas, sendo a
principal a utilizacdo do controle biolégico baseado no uso de microrganismos
controladores. Os fungos apresentam um grande potencial e eficacia comprovados na
sua aplicagdo como um dos principais microrganismos para uso em controle biolégico
(Quesada-Moraga et al., 2004).

Metarhizium é um fungo ascomiceto que foi isolado de insetos mortos
(Anisopliae austriaca) na Ucrania em 1879 por Metschnikoff e foi o primeiro fungo
produzido em larga escala e utilizado no combate de insetos pragas (controle
biolégico) (Steinhaus, 1975). E um fungo filamentoso entomopatogénico cosmopolita
utilizado como agente de controle biolégico devido a sua capacidade de infectar mais
de trezentas de espécies de artropodes. Por esta razdo, M. anisopliae tem importancia
econbmica como uma alternativa de biopesticida ambientalmente favoravel e se
assemelha a outros fungos entomopatogénicos por invadir seu hospedeiro

diretamente através do exoesqueleto ou cuticula de artrépodes (Clarkson et al., 1996).

Morfologicamente, apresenta-se na forma filamentosa com micélio hialino e
septado, possuindo conidioforos caracteristicos, dos quais emergem conidios
cilindricos organizados em colunas. S&o conhecidas duas formas de reproducéo: a
reproducdo assexuada, responsavel pelo crescimento vegetativo do fungo e a
reproducdo parassexual, que envolve os fendbmenos de heterocariose e de

recombinacdo mitotica (Driver et al., 2000; Arruda, 2005). O desenvolvimento
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vegetativo de Metarhizium ocorre normalmente na faixa de temperatura entre 15 e
32°C, sendo a temperatura ideal entre 24 e 30°C e pH 6timo de 6,9 (Driver et al., 2000;
Arruda, 2005). No entanto, existe tolerancia a um intervalo de pH relativamente amplo
(2,0 a 8,5). Os requisitos nutricionais do fungo sdo poucos, podendo utilizar como
fonte de carbono o amido, a glicose, o glicerol, a maltose, a sacarose e a quitina
(Alves, 1998).

Os principais programas de controle de pragas envolvendo M. anisopliae no
Brasil sdo o controle das cigarrinhas da cana-de-acucar (Mahanarva posticata e
Mahanarva frimbriolata); das cigarrinhas das pastagens (Deois flavopicta, Zulia
entreriana), do cupim das pastagens (Cornitermes cumulans), do cupim da cana-de-
acucar (Heterotermes sp.), da broca da bananeira (Cosmopolites sordidus) e da broca
dos citros (Diploschema rotundicolle). Sua patogenicidade tem sido ainda
demonstrada para alguns vetores de doengas humanas, como os vetores da doenca
de Chagas (Triatoma infestans), da maléria (Anopheles gambiae) e da filariose (Culex
quinquefasciatus) (Juaréz et al., 2000; Scholte et al., 2003; Blaford et al., 2005).

Diversos autores tém relatado a eficacia da utilizacdo de M. anisopliae no
controle de &caros, principalmente para carrapatos dos géneros Rhipicephalus
(Samish & Rehacek, 1999; Frazzon et al., 2000; Onofre et al., 2001; Da Costa et al.,
2001;; Webster et al.,, 2015) e Ixodes (Benjamin et al., 2002), e para acaros
causadores de sarnas dos géneros Psoroptes (Smith et al., 2000; Brooks & Wall,
2001) e Varroa (Kanga et al., 2002; Kanga et al., 2003).

M. anisopliae é mundialmente utilizado como micoinseticida, principalmente
como agente de controle inundativo (Zimmermann, 2007) e sua capacidade de infectar
uma ampla diversidade de hospedeiros artropodes da-se por um mecanismo de
infeccdo complexo e eficiente (Clarkson & Charnley, 1996; Arruda et al., 2005:
Schrank & Vainstein, 2010).

Uma estratégia comum utilizada por M. anisopliae para a infeccdo de seus

hospedeiros € a transposicéo da cuticula, que é direta e iniciada pela deposicao de
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particulas infectivas na cuticula dos hospedeiros. Um dos pontos cruciais no sucesso
da infeccdo é a secrecao de uma série de enzimas para a hidrélise dos componentes
majoritarios da cuticula dos artropodes, como ceras, proteinas e quitina (Santi et al.,
2010).

A cuticula dos artropodes € a principal barreira contra infec¢éo dos artropodes
por apresenta um conteudo quimico heterogénio, sendo formada por duas camadas:
a procuticula que compreende a maior parte da cuticula tendo sua composicao
basicamente formada por proteinas e quitina, ou seja, parte onde estao localizados os
sitios especificos onde operam as proteases e as quitinases dos fungos
entomopatogénicos (Clarkson & Chanrley, 1996) e a camada externa denominada
epicuticula, que formam os substratos proprios para acéo das lipases por ter como
composi¢cdo principal os lipidios. Esta camada €& composta por duas camadas
diferentes: a camada mais externa, orientada de ceras formada exclusivamente por
lipidios e a camada denominada cuticulina que é composta por polifendis, lipidios

polimerizados e lipoproteinas (Hutchinson, 2005; Meyer, 2005).

1.2. Ciclo de infeccao de Metarhizium anisopliae

Devido a presenca de conidios que possuem coloracdo verde sobre o cadaver
dos insetos, o nome dado pela infeccdo fangica em artropodes induzida por
Metarhizium é “Green Muscardine” (Roberts & St. Leger, 2004). Esse fungo infecta
seu hospedeiro via penetracdo direta através da cuticula, e durante o processo
infeccioso tem a capacidade de se diferenciar em diversos tipos celulares durante seu
ciclo de vida, e por isso € um organismo que apresenta polimorfismo o que
provavelmente denota grande importancia para superar o mecanismo de defesa do

hospedeiro durante a fase de colonizacao (Bechara et al., 2011).

O processo de infecgdo (Figura 1) pode ser didaticamente dividido nas

seguintes fases: aderéncia de conidios na cuticula do hospedeiro por interacdes
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hidrofobicas; germinagdo e desenvolvimento do conidio; diferenciagdo do tubo
germinativo em apressorio (estrutura de penetracdo que utiliza forca mecéanica gerada
a partir da pressdo de turgor e também a secrecdo de enzimas hidroliticas para
permitir a dissolugcdo da carapaca do hospedeiro); penetracdo da cuticula;
diferenciacdo das hifas em blastosporos (células unicelulares leveduriformes) na
hemolinfa, colonizacéo e disseminacéo (Callejas-Negrete et al., 2014); Apds exaurir
as fontes de carbono disponiveis, ocorre a extrusao para a superficie do cadaver do
hospedeiro e finalmente a formacao de conidiéforos e producédo de conidios (Schrank
& Vainstein, 2010).
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Figura 1. Estagios de infeccdo de Metarhizium anisopliae. O evento do processo de infec¢éo foi
realizado utilizando carrapato como hospedeiro. (1) Conidio adere a cuticula do hospedeiro; (2)
Germinacao do conidio; (3) Tubo germinativo e a diferenciacdo em apressorio; (4) Penetragdo da
cuticula; (5) Diferenciagédo hifas em blastosporos (Microscopia 6ptica); (6) A colonizacéo no hospedeiro;
(7) Extrusao de hifas (8) Foto de conidiéforos e producao de conidios no cadaver de carrapato. CO
(conidio); GT (germ tube ou tubo germinativo); AP (apressoério); H (hifas); h (horas); d (dias); (SEM)

scanning electron microscopy. (Adaptado de Schrank A, Vainstein MH, 2010)
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1.3. Aimportancia das quitinases no processo de infec¢cdo de M. anisopliae

O principal constituinte do exoesqueleto dos invertebrados e da parede celular
dos fungos séo as quitinas que sdo constituidas de um homodimero linear insolavel
composto de subunidades do amino acgucar acetilado N-acetilglicosamina (GIcNAc)
unidos por ligacdes B-1,4. (Adams, 2004; Duo-Chuan, 2006).

A quitina esta dividida em trés tipos: a-quitina, B —quitina e y-quitina que sao
definidas pelo arranjo das cadeias de N-acetilglicosamina a qual a-quitina apresenta
configuracédo antiparalela, B—quitina contém um arranjo paralelo e a y-quitina que
organiza-se como duas cadeias paralelas sendo intercaladas por uma cadeia em
direcdo oposta (Dahiya et al., 2006; Yen et al., 2009). Este polimero constitui uma
barreira primordial frente a patégenos e a fatores de estresse incluindo dessecacéo e

alta presséo osmdética (Bowman & Free, 2006).

Para a liberacdo de oligbmeros e monémeros de N-acetilglicosamina €
necessaria a hidrélise desse polimero que ocorre através da acao sinérgica e
consecutiva do sistema quitinolitico (Patil et al., 2000).As enzimas responsaveis por
hidrolisar as ligacdes 8 -1,4 presentes nos polimeros de quitina sdo as quitinases que
atuam promovendo a formacéao de oligdbmeros e monémeros de (GIcNAc) os quais sédo
utilizados como fonte de nutricdo ou para o remodelamento de parede e sintese de

quitina.

As quitinases podem ser classificadas como exoquitinases as quais clivam os
polimeros partir de sua extremidade néo redutora, tendo como produto dimeros de N-
acetiglicosamina (GIcNAc):z e as endoquitinases que por sua vez, clivam os polimeros
em sitios aleatdrios no interior da cadeia liberando dessa maneira os quito-oligomeros
(Duo-Chuan, 2006; Van Aalten et al., 2001).

Junges et al. (2014) identificaram 23 quitinases putativas no genoma de M.

anisopliae linhagem E6. Posteriormente, Gao et al. (2011) demonstraram a
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identificacdo de 30 quitinases de M. anisopliae linhagem ASERF23 e 21 quitinases

putativas no genoma de M. acridum.

Antes do sequenciamento do genoma de M. anisopliae, a atividade de quitinase
de M. anisopliae em sobrenadantes de cultura que mimetizam infeccao ja tinha sido
descrita pelo grupo por ST Leger et al. (1986). O mesmo grupo, em 1991 purificou
duas quitinases que continham quitina como Unico substrato: uma com massa
molecular de 33 kDa que possui atividade de endoquitinase e outra de 110 kDa que

por sua vez apresentava atividade de quitobiase (ST Leger et al., 1991).

Dando seguimento aos trabalhos sobre as quitinases, foram identificadas
isoformas em M. anisopliae. Uma dessas proteinas apresenta massa molecular de
43,5 kDa que, além de ser imunolocalizada em estagio tardio de penetracao, ou seja,
posterior a secrecdo de protease, demonstrou também alta identidade com a proteina
de 42kDa de Trichoderma harzianum (ST Leger et al., 1996). Este gene referente a
uma quitinase de 42 kDa foi clonado e caracterizado por Bogo et al. (1998) sendo
nomeado como chitl por de analises de proteinas recombinantes. A CHIT1

apresentou atividade de endoquitinase (Baratto et al., 2003)

Nosso grupo purificou uma proteina de 30 kDa que possui capacidade de atuar
como endo e exoquitinase. Essa proteina codificada pelo gene chi3 foi denominada
de CHIT30 (Pinto et al., 1997; da Silva et al., 2004).

Posteriormente, foi realizada a caracterizacdo do gene chi2 (chimaBl), que
codifica uma endoquitinase de 42kDa. Neste trabalho, foi proposto que a quitinase
CHI2 esta envolvida no processo de infeccao de artropodes. Também foi avaliada a
expressao de CHI2 em diferentes meios de cultivo e identificou-se a ocorréncia de um
processo diferencial de splicing deste gene, o gene produziria duas espécies de
MRNA. Para comprovar o processamento diferencial de chi2, foi demonstrado a
sintese de duas proteinas a partir deste transcrito. Ambas possuiam dominio de
ligagdo a quitina. A CHI2(1) apresenta regido altamente hidrofébica, podendo estar

relacionada com GPI e, portanto, interagir com a membrana ou parede celular e a
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1.4.

CHI2(2) apresenta dominio de ligacdo a celulose, comum a hidrolases da familia 18
(Boldo et al., 2009).

A caracterizacdo de genes de quitinases bem como genes de outras enzimas
hidroliticas € um importante passo para o entendimento global do sistema quitinolitico
dos fungos entomopatogénicos.

Avancos nos estudos dos genomas de Metarhizium

Com o rapido avanco da tecnologia genémica, houve uma grande evolucao na
compreensao da biologia de Metarhizium spp. com base no sequenciamento de varias
espécies (Gao et al, 2011; Hu et al., 2014; Pattemore et al., 2014; Staats et al., 2014,
Shang et al., 2016), bem como de outros fungos como Beauveria bassiana (Xiao et
al., 2012), Cordyceps militaris (Zheng et al., 2011) e Ophiocordyceps sinensis (Li et
al., 2016; Wang et al., 2016). Analises filogenéticas a partir da disponibilizacdo desses
genomas sugerem que 0s ancestrais de muitos desses fungos eram organismos
endofiticos (Spatafora et al., 2007) ou patégenos de plantas (Gao et al, 2011), sendo
gue a entomopatogenicidade foi uma caracteristica adquirida (Wang et al., 2016).
Esses fungos ocupam uma ampla gama de habitats e hospedeiros e seus genomas
tém fornecido informacdes importantes sobre a evolucdo das caracteristicas
relacionadas com a viruléncia. Por exemplo, foram identificados genes especificos
gue codificam lipases que apresentam homologia com fatores de viruléncia envolvidos
na aquisicdo de nutrientes e no rompimento da membrana do hospedeiro em fungos

fitopatogénicos (Malagocka et al., 2015).

As analises gendGmicas também contribuiram para o estudo de familias de
proteinas e estruturas genbmicas associadas a heterogeneidade ecoldgica e
nutricional, para a evolucdo do genoma e para a diversificacdo da gama de
hospedeiros (Wang et al, 2016). Recentemente, estudos genéticos vém elucidando os

mecanismos e a importancia de uma por¢cao destes metabolitos para a viruléncia, por
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exemplo o peptideo nédo ribossomal M-NPL12 de Metarhizium que € ortélogo do
peptideo ChNPS12 de C. heterostrophus e também do peptideo tmpL de A. fumigatus
(Kim et al., 2009; Bushley & Turgeon, 2010) os quais sao caracterizados pela presenca
de dominios A e T seguidos de dominio transmembrana da enzima ferredoxina
redutase. Essa proteina foi caracterizada em A. fumigatus e Alternaria brassicicola
pela delecdo génica dessa regidao, a qual apresentou conidiogenese anormal,
envelhecimento acelerado, hipersensibilidade ao estresse oxidativo e viruléncia
reduzida (Kim et al., 2009). Além disso, estudos sobre o metabolismo secundario em
Metarhizum tem sugerido a participacdo de metabdlitos menos estudados (Sbaraini et
al., 2016)

Recursos genémicos vém auxiliando também na investigacéo sobre a transi¢cao
evolutiva, por exemplo, a transicdo de patdgenos de plantas ou endofiticos a
patbgenos de insetos. Considera-se que a proximidade fisica do ancestral de
Metarhizium majus para com insetos hemipteros sugadores provavelmente facilitou a
transicéo deste hospedeiro particular para a entomopatogenicidade (Hu et al., 2014).
No entanto, estudos gendmicos sobre a especializacdo e a generalizacdo de
hospedeiros, demonstraram que a generalizacdo esta associada com a expansao das
familias proteicas, a perda de mecanismo de defesa, reestruturacdo do genoma,
transferéncia horizontal e perda de sexualidade (Hu et al., 2014). O aumento da
plasticidade fenotipica de fungos mais generalistas como M. robertsii e M. anisopliae
estdo relacionadas com mudancas climéaticas que também foram fundamentais para
a diversificacdo macica de plantas com flores, arvores e insetos associados ao longo
da evolucao (Hay, Soeding, Deconto, & Wold, 2002; Hu et al., 2014; Wang et al., 2016)
(Figura 2).

Portanto, o sequenciamento de espécies de fungos entomopatogénicos
favoreceu a compreensdo sobre evolugdo e patogenicidade por meio da analise
comparativa de espécies identificando mecanismos de viruléncia especializados

permitindo a identificacdo mais rapida de genes que codificam moléculas
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biologicamente ativas e genes responsaveis pela interacdo entre fungos, plantas e
insetos (Wang et al., 2016).

Pela analise comparativa do genoma de M. anisopliae E6 realizada por Staats
et al. (2014) foi observado que M. anisopliae apresenta 10.817 genes que codificam
proteinas sendo que 3.820 dessas sdo proteinas hipotéticas (35,3%), 690 genes
codificam proteinas exclusivas (6,4%) e 2.396 (22,1%) apresentaram correspondéncia
com proteinas do banco de dados PHI. Dentre as proteinas extracelulares previstas,
foram identificadas 80 proteinas glicosilfosfatidilinositol-ancoradas (GPI-Ps) que
apresentam um papel potencial no processo infeccioso. Foi observado também que
M. anisopliae e M. robertsii apresentam nimero similar de proteinas exclusivas e como
esperado, M. anisopliae compartilha mais genes com M. robertsii (1.878) que com M.
acridum (352). Nesse mesmo trabalho, ensaios que reproduzem condi¢cbes de
infeccdo mostraram por meio de transcriptoma que M. anisopliae apresenta um
padrdo de expressao diferente em relacdo ao seu padrdo de expressao durante o
crescimento em condicBes laboratoriais. Assim sendo, estas pesquisas Vvém
direcionando o desenvolvimento de futuros estudos funcionais de genes especificos

para futuras elucidacdes de seus papeis precisos.
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Figura 2. Relacdo entre diferentes espécies de Metarhizium e a sua amplitude de hospedeiros.
A esquerda esta representada arvore filogenética de diferentes espécies Metarhizium, sendo.
MAA — M. album, MAN- M. anisopliae, MBR- M. brunneum, MGU — M. guizhouense , MAJ- M. majus ,
MAC — M. acridum, MAM — M. album , SAC — Saccharomyces cerevisiae . A direita estdo
representadas as diferentes familias de hospedeiros artropodes.Trajetéria gendmica de

especializacéo fungo-patégena (Modificada a partir de Wang et al., 2016).
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1.5.

Sistema CRISPR/Cas9

1.5.1 CRISPR

O sistema CRISPR/Cas9, originalmente identificado como um sistema imune
adaptativo em bactérias (~40%) e archaea (~90%) contra fagos e plasmideos
(Barrangou et al., 2007), é utilizado para a realizacdo de edicdo genética em
procariotos e eucariotos (Jinek et al., 2012; Cong et al., 2013; Jiang et al., 2013;
Doudna e Charpentier, 2014; Nissim et al., 2014; Sander e Joung, 2014).

O acrénimo CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) ou seja, Repeticdes Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespacadas mostrou-se como uma eficiente ferramenta para edi¢cdes génicas
especificas no genoma. Um RNA guia ligado a uma endonuclease Cas9 direciona a
clivagem do DNA alvo por meio do pareamento de 20 nucleotideos que comp&em o
RNA guia (Barrangou, 2012; Jinek et al., 2012; Cong et al., 2013). Este sistema de
edicdo génica € uma ferramenta especifica e simples de desenhar e construir, bem
como sua aplicacao em diferentes organismos e tipos celulares (Tabela 1). (Chang et
al. 2013; Cong et al. 2013; Gratz et al. 2013; Hwang et al. 2013; Jao et al. 2013; Mali
et al. 2013; Wang et al. 2013; Yang et al. 2013)

Os loci CRISPR consistem tipicamente em varias repeticdes diretas separadas
por extensdes de sequéncias variaveis chamadas espacadores, que correspondem
principalmente a segmentos de sequéncias virais e plasmidicas capturadas e sdo
frequentemente adjacentes a genes cas (CRISPR-associated) (Horvath et al., 2010)
0s quais codificam uma familia de proteinas que apresentam dominios funcionais
tipicos de nucleases, helicases, polimerases e proteinas de ligacéo a polinucleotideos
(Hara et al.,, 2015). A maioria das sequéncias repetidas sdo parcialmente
palindrébmicas, podendo formar estruturas secundarias estaveis e altamente

conservadas (Kunin et al., 2007).
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Os espacadores sao sequéncias de DNA exdégeno (Bolotan et al., 2005) as
quais sédo inseridas no genoma do hospedeiro pela acdo das proteinas Cas 1 e 2
(Nufiez et al., 2014). A aquisicdo dessas sequéncias atribui a atividade de imunidade
contra DNA exdgeno (Hsu et al., 2014).

Embora a descoberta inicial da estrutura CRISPR tenha sido feita em
Escherichia coliin 1987 como um locus distinto que apresentava sequéncias repetidas
intercaladas por sequéncias espacadoras diferentes (Ishino et al., 1987) o acrénimo
CRISPR foi utilizado pela primeira vez em 2002, quando essa estrutura foi observada
no genoma de outras bactérias, como por exemplo Salmonella typhimurium e

Streptococcus pyogenes (Jansen et al., 2002).

Apds o0 sequenciamento de Streptococcus thermophilus, foi revelada a
presenca de um locus de CRISPR distinto, no entanto este segmento era similar ao
sistema observado anteriormente em outros organismos. Foram identificados também
quatro genes adjacentes aos loci CRISPR em diferentes bactérias, sugerindo uma
relacdo funcional desta sequéncia. Estes genes foram designados de casl a cas4
(Bolotan et al., 2005)

A primeira demonstragdo experimental do sistema CRISPR foi publicada em
2007 pelo grupo de Philippe Horvath, quando foi demonstrado que de fato o Sistema
CRISPR esta envolvido com o sistema adaptativo bacteriano. Durante uma pesquisa
desenvolvida na empresa DuPont Nutrition and Health, onde é amplamente utilizada
a bactéria S. thermophilus para a producdo de iogurtes e queijos, foram integradas
novas sequéncias de DNA de fagos especificos na sequéncia de CRISPR com o
objetivo de criar uma barreira contra o ataque de fagos. Este trabalho definiu a
organizacdo do sistema CRISPR/Cas9, pois foi observada a interacdo das proteinas
Cas no sistema, sendo identificadas como responsaveis pela aquisicdo dos

espacadores, bem como a atividade de nuclease (Barrangou et al., 2007).

Brouns et al, (2008) descreveram detalhadamente o0s mecanismos

moleculares envolvidos na interacdo do sistema CRISPR/Cas como, por exemplo, a
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incorporacdo do DNA exdgeno. Por meio dessa pesquisa desenvolvida em E. coli
descobriu-se que esses pequenos espacadores derivados de fagos séao transcritos
em pequenos RNAs, os quais foram denominados como CRISPR RNAs (crRNAS),

que posicionam a proteina Cas na sequéncia de DNA alvo (Brouns et al., 2008).

Marraffini & Sontheimer, (2008), demonstraram que a funcdo de CRISPR néo
estaria relacionada somente ao sistema imune de bactérias, mas também teria como
funcdo a prevencao de “transferéncia horizontal” de material genético, bem como a
manutencdo da identidade genética de alguns procariotos como um sistema de
restricdo de modificac&o. A vista desse fato, iniciou-se uma pesquisa da utilizagdo do
sistema como uma ferramenta para bloqueio da disseminacao de genes de resisténcia
a antibioticos e fatores de viruléncia de agentes patogénicos bacterianos (Marraffini &
Sontheimer, 2008).

Em 2010 verificou-se que o sistema CRISPR/Cas9 apresenta um mecanismo
molecular que atua provocando uma dupla clivagem no DNA em uma posi¢ao precisa,
ou seja, quatro nucleotideos a montante da sequéncia PAM e confirmou-se que a
proteina Cas9 seria a Unica proteina responsavel pela clivagem do complexo quando
ligada & sequéncia crRNAs (Garneau et al., 2010).

Por meio do sequenciamento dos RNAs de S. pyogenes foi descoberta uma
segunda sequéncia de RNA envolvida no complexo além de crRNA. Esta sequéncia
foi designada trans-activating CRISPR RNA (tracrRNA). Foi evidenciado que tracrRNA
forma um duplex com crRNA e este duplex quando complexado com Cas9, tem como
atividade guiar a nucleasse ao DNA-alvo (Deltcheva et al., 2011)

A caracterizacdo bioquimica da clivagem do sistema deu-se em 2012. A
sequéncia PAM e o local de clivagem foram investigados e, usando mutacdes
pontuais, foi constatado que o dominio RuvC da nucleasse Cas9 cliva a sequéncia
nao-complementar e o dominio HNH seria responsavel pela clivagem da sequéncia
complementar, foi observado também que a sequéncia de 20 nucleotideos de crRNA
era suficiente para uma clivagem eficiente. Nesta pesquisa foi apurado que o sistema

poderia ser direcionado a um alvo de escolha através de alteracdes na sequéncia
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crRNA (Gasiunas et al., 2012). Simultaneamente, na Universidade da California,
Charpentier e Jennifer Doudna reportaram que tracrRNA poderia estar ligada a
crRNA, as quais seriam responsdaveis por guiar a endonuclease (Jinek et al., 2012).

Em 2013 (Cong et al., 2013) foi demonstrada pela primeira vez a adaptacao do
sistema CRISPR/Cas9 em eucariotos, quando a endonuclease Cas9 foi cddon-
otimizada para utilizagdo em células de mamiferos. Foram desenvolvidos dois
ortélogos da proteina Cas9 de S. thermophiles e S. pyogenes, pelos quais foi
demonstrada a clivagem guiada pelo sistema tanto em células humanas quanto em
células de camundongos.

A metodologia de silénciamento pos-transcricional por meio de RNAi é
comumente utilizada para a realizacdo de estudos funcionais de genes especificos
(Kassner et al., 2014; Mohr et al., 2014). Esta metodologia é utilizada em muitos
eucariotos, como por exemplo humanos (Dykxhoorn et al., 2005), plantas e insetos
(Merkling et al., 2013).

A via de silenciamento mediada por RNAI é desencadeada pela presenca de
dsRNA ou pré-microRNA, que é clivado por Dicer (uma enzima RNAse II) formando
os MicroRNAs (miRNA) ou pequeno RNAs interferente (SiRNA). A cadeia anti-senso
do miRNA ou siRNA duplex é carregada no complexo de silenciamento induzido por
RNA (RISC) que é utilizada como um guia para identificar os RNAs mensageiros alvo
complementares (Rao et al., 2009).

Uma das alternativas para empregar a metodologia de silenciamento pos
transcricional mediada por RNAi é a metodologia baseada em dual promoter. Um
sistema de promotor duplo oposto, neste sistema a fita senso e anti-senso séo
transcritas independentemente formando uma dupla fita de RNA (DsRNA) (Rappleye
et al., 2004).
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Tabela 1. Exemplos de aplicacBes da metodologia de edicdo gendmica CRISPR.

Organismo Mutagédo Publicagao
. . Schw ank, G., Koo, B. K., Sasselli, V., Dekkers, J. F., Heo, .,
Knockin events and correction of the ) ) . . .
. Demircan, T., ... & Nieuw enhuis, E. E. (2013). Functional repair of

F508 del allele (Intestinal stem cells o } . :
of Cystic Fibrosis patients) CFTR by CRISPR/Cas9 in intestinal stem cell organoids of cystic

fibrosis patients. Cell stemcell, 13(6), 653-658.

Tremblay, J. P., & Fortier, M. A. (2014). Generation of human

Hurman AKR1B 1 knockout (endometrial cells) endometrial knockout cell lines w ith the CRISPR/Cas9 system

confirms the prostaglandin F2a synthase activity of aldo-
ketoreductase 1B1.

NF1, MED12,NF2, CUL3, TADA2B,
and TADA1 knockout (melanoma
cells)

Shalem, O., Sanjana, N. E.,, Hartenian, E., Shi, X., Scott, D. A.,
Mikkelsen, T. S., ... & Zhang, F. (2014). Genome-scale CRISPR-Cas9
knockout screening in human cells. Science, 343(6166), 84-87.

Mus musculus

Simultaneous disruption of five
genes (Tetl, 2, 3,Sry, Uty - 8 alleles)

Gasiunas, G., & Siksnys, V. (2013). RNA-dependent DNA
endonuclease Cas9 of the CRISPR system: Holy Grail of genome
editing?. Trends in microbiology, 21(11), 562-567.

Mutations of the Crygc gene

Wau, Y., Liang, D., Wang, Y., Bai, M., Tang, W., Bao, S., ... & Li, J.
(2013). Correction of a genetic disease in mouse via use of CRISPR-
Cas9. Cell stem cell, 13(6), 659-662.

Prkdc,Foxnl knockout

Sung, Y. H., Kim, J. M., Kim, H. T., Lee, J., Jeon, J.,Jin, Y., ... & Lee,
H. W. (2014). Highly efficient gene knockout in mice and zebrafish
w ith RNA-guided endonucleases. Genome research, 24(1), 125-
131.

Rattus Rattus

Disruption of four genes (ApoE,B2m,
Prfl,and Prkdc)

Ma, Y., Shen, B., Zhang, X., Lu, Y., Chen, W., Ma, J., ... & Zhang, L.
(2014). Heritable multiplex genetic engineering in rats using
CRISPR/Cas9. PLoS One, 9(3), e89413.

Saccharomyces
cerevisiae

LYP1, CAN1 knockout

DiCarlo, J. E,, Norville, J. E, Mali, P., Rios, X., Aach, J., & Church, G.
M. (2013). Genome engineering in Saccharomyces cerevisiae using
CRISPR-Cas systems. Nucleic acids research, gkt135.

Oryza sativa and
Triticum aestivu
(Plants)

Indels in the targeted OsPDS,
OsBADH2, 0s02g23823 and
OsMPK2 rice genes and one w heat
gene (TaMLO)

Shan, Q., Wang, Y., Li, J., Zhang, Y., Chen, K,, Liang, Z., ... & Gao,
C. (2013). Targeted genome modification of crop plants using a
CRISPR-Cas system. Nature biotechnology, 31(8), 686-688.

Drosophila

Disruption of yellow gene

Gratz, S. J., Cummings, A. M., Nguyen, J. N., Hamm, D. C., Donohue,
L. K., Harrison, M. M, ... & O’'Connor-Giles, K. M. (2013). Genome
engineering of Drosophila w ith the CRISPR RNA-guided Cas9
nuclease. Genetics, 194(4), 1029-1035.

Toxoplasma gondii

rop18 knockout

Shen, B, Brown, K. M, Lee, T. D., & Sibley, L. D. (2014). Efficient
gene disruption in diverse strains of Toxoplasma gondii using
CRISPR/CAS9. MBio, 5(3), e01114-14,

Caenorhabditis
elegans

Loss-of-function mutations in ben-1

Chen, C,, Fenk, L. A., & de Bono, M. (2013). Efficient genome editing
in Caenorhabditis elegans by CRISPR-targeted homologous
recombination. Nucleic acids research, 41(20), e193-e193.

Danio rerio (Zebrafish)

tyr, gol, mitf, ddx19 knockout
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1.5.2 A enzima Endonuclease Cas9

A enzima endonuclease Cas9 contém um dominio denominado HNH o qual
tem como funcéo clivar a fita complementar a sequéncia do RNA guia (sequéncia
alvo), e o dominio RuvC que é necessério para a clivagem da fita ndo complementar,
ou seja, a sequéncia nao-alvo (Figura 3). Esses dois dominios resultam na clivagem
na cadeia dupla do DNA alvo. Adicionalmente, a enzima Cas9 contém uma regiao rica
em arginina que é altamente conservada que teria como funcdo mediar a ligacdo de
acidos nucleicos (Taylor et al., 2014).

O dominio RuvC configura o nucleo estrutural do lobo da nuclease composto
de uma folha B de seis cadeias e quatro a-hélices. Os dominios HNH e RuvC sé&o
justapostos na estrutura do Cas9, com seus sitios ativos localizados ~ 25 A de
distancia (Jinek et al., 2013). O dominio do sitio ativo de HNH é pouco ordenado,
sugerindo que pode ser submetido a ordenacdo conformacional apos a ligacao de
acido nucleico (Jinek et al., 2013).

A clivagem direcionada de um determinado DNA definido pela construgao do
RNA guia, levou o sistema a ser adotado como uma plataforma versatil para a
engenharia genémica (Mali et al., 2014). A clivagem sitio-especifica gerada por Cas9
€ recuperada pelo sistema de reparo tanto de Recombina¢cdo Homéloga quanto
Recombinacdo Ndo Homdloga, o que acarreta na modificacdo das sequéncias
vizinhas ao local de clivagem (Jinek et al., 2013; Mali et al., 2014).

Cas9 apresenta uma arquitetura bilobada, por apresentar duas aberturas
proeminentes sobre uma das faces da molécula, um sulco profundo e estreito
localizado dentro do lobo da nuclease e uma ranhura um pouco mais larga entre o
lobo a helicoidal (onde o RNA guia se abrigaria) (Figura 4). A superficie cbncava do
lobo helicoidal cria uma ranhura mais larga e mais rasa, que se estende ao longo de
quase todo o seu comprimento. Essa fissura teria em média, mais de 25 A de largura
no seu ponto mais largo, o que seria suficiente para acomodar um duplex de RNA-
RNA ou DNA-RNA. Sua superficie é altamente carregada positivamente (Jinek et al.,
2013).
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Figura 3. Representacdo esquemética das sequéncias polipeptidicas e da organizacdo dos
dominios da endonuclease Cas9 de S. pyogenes. E observado a presenca de um dominio HNH e
um dominio RuvC. O dominio RuvC apresenta trés segmentos descontinuos (RuvC-l a RuvC-IIl) onde
a sequéncia do lobulo a-helicoidal esté localizada entre o primeiro e o segundo segmento. O dominio
HNH esta contido entre o segundo e terceiro segmento. Podemos observar a regido rica em arginina
seguida da sequéncia de RuvC-Il. As regides TOPO (dominio de Topoisomerase) seguida de CTC

(dominio C-terminal) estdo apos a sequéncia RuvC-Ill. Figura modificada a partir de Jinek et al. (2014).
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Figura 4. Estrutura Cristalina de Cas9. (A) Representagdo esquematica da estrutura global de Cas9
representada em fitas. Os dominios individuais Cas9 séo coloridos de acordo com a ilustra¢do da Figura
3. (B) Representacgédo da superficie de Cas9 que apresenta as duas fendas de ligacao de acido nucleico
na superficie molecular. A endonuclease Cas9 consiste de um dominio da nuclease em lobo e um outro

dominio em lobo a-helicoidal. Figura modificada a partir de Jinek et al. (2014).
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1.6.

Formacgédo complexo ternario Cas9-sgRNA-DNA

Para que o sistema CRISPR/Cas9 seja funcional e especifico para um
determinado gene alvo, a endonuclease requer a complementacdo de um RNA guia
(gRNA), o qual possui especificidade de sequéncia ao alvo (Arakawa, 2016). O gRNA
pode ser projetado como uma sequéncia de vinte pares de bases (pb) adjacente a
uma sequéncia NGG, a qual é denominada como sequéncia PAM (Protospacer
Adjacent Motif) (Cong et al., 2013; Mali et al., 2013). Estas sequéncias podem ser
desenhadas utilizando como base a sequéncia codificadora do gene de interesse.
Porém, deve-se ter atencdo a informacédo genética mal anotada que pode alterar a
especificidade (Arakawa, 2016).

No processo natural de resposta imune a um material exégeno, a selecao do
proto-espacgador muito provavelmente esta relacionada com a sequéncia PAM, mas o
modo como o PAM ou o &cido nucléico sédo reconhecidos ainda € incerto (Marraffini et
al., 2008; Mojica et al., 2009; Marraffini et al., 2010). No entanto, existem evidéncias
que corroboram a teoria de que a deteccao do motivo PAM esta envolvida ha mudanca
conformacional de Cas9 entre sua estrutura durante a varredura do gene ou durante
a clivagem (Sternberg et al., 2014; Jinek et al., 2014; Nishimasu et al., 2014).

Apés o reconhecimento inicial da sequéncia exdégena, Casl e Cas2 incorporam
0s proto-espacadores dentro do locus de CRISPR formando assim os espacadores.
Durante a fase de expressédo, o CRISPR contendo os espacadores produz um longo
transcrito primario (o pré-crRNA). ApdOs a transcricdo de pré-crRNA, uma pequena
sequéncia de RNA denominada transativadora (tracrRNA) emparelha-se com o
fragmento pré-crRNA. Dando continuidade ao processo, ocorre uma clivagem do
hiibrido pré-crRNA ligado ao tracrRNA através do auxilio de uma RNase Il liberando
a sequéncia hibrida ligada a endonuclease Cas9 (Makarova et al., 2011). Em seguida,
Cas9 carregado com o hibrido crRNA:tracrRNA envolve o DNA, e assim, a varredura

do DNA é realizada por este complexo até o reconhecimento do dominio PAM.
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Como apresentado na Figura 5, o complexo Cas9-crRNA-tracrRNA primeiro se
associa a sequéncia PAM permitindo que desta maneira o Cas9 inicie a clivagem da
cadeia de DNA. A formacdo do heteroduplex RNA-DNA ¢é iniciada no local por
pareamento e complementaridade (Sternberg et al., 2014). A partir da ligacéo desse
complexo ao PAM e a sequéncia alvo correspondente é desencadeada a atividade de
nuclease de Cas9 pela ativacdo dos dominios HNH e RuvC dentro do complexo
ternario Cas9-sgRNA-DNA (Nishimasu et al., 2014).
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Figura 5. Fases que compdem o sistema CRISPR/Cas9. (Adaptacdo, expressdo e interferéncia)
Adaptacéo: incorporacéo dos proto-espacadores a partir do DNA exdgeno; Expresséao: sintese do pre-
crRNA,; Interferéncia, o complexo ternario Cas9-crRNA-tracrRNA leva a clivagem do DNA. (Figura
modificada a partir de Makarova et al., 2011)
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1.7.

Mecanismos de Reparo do DNA

Uma consequéncia da acdo de Cas9 é o desencadeamento de uma dupla
clivagem na fita de DNA. A quebra da cadeia dupla do DNA é considerada a lesao
mais deletéria que pode haver no material genético. Os caminhos de reparo desta
lesdo podem ser restaurados por dois tipos de recombinacdo: Recombinacdo Nao
Homoéloga (RNH) (Figura 6) e Recombinacdo Homoéloga (RH) (Figura 7) (Hefferin et
al., 2005). Esses dois mecanismos de reparo foram conservados através da evolucao,
bem como atuam numa grande variedade de organismos, tanto em procariotos quanto

em eucariotos (Hefferin et al., 2005).

Na recombinacdo homdloga a informacéo genética pode ser recuperada pela
homologia de sequéncia entre as cromatides irmas ou cromossomos homaologos e é
dividida em etapas distintas. Durante a iniciacdo uma das fitas simples com
extremidade 3" envolve a cadeia homdloga dupla possibilitando a formacdo de uma
estrutura denominada D-loop. A segunda cadeia de fita simples 3" também executa a
invasdo da cadeia homodloga ou simplesmente anela com a fita deslocada, desta
maneira a sintese da fita complementar ocorre a partir das duas fitas simples utilizando

a fita duplex intacta como molde.

Esse processo leva a formacgédo de duas juncbes de Holliday que sdo quatro
estruturas de fitas de DNA em cadeia ramificadas. Tal estrutura pode se movimentar
ao longo do DNA através de um processo de migracdo de ramos, estendendo ou
diminuindo a regido heteroduplex do DNA. Na ultima etapa da Recombinacdo
Homologa, as Juncbes de Holliday séo clivadas por uma resolvase (Hefferin et al.,
2005).

Por sua vez, a Recombinacdo ndo Homologa teria um conceito mais simples
que é a ligagdo das duas extremidades que primeiramente sdo unidas e em seguida
ligadas. Inicialmente, da-se a ligacao de fatores proteicos especificos nas terminacdes

clivadas, que tém como finalidade limitar a degradacdo nucleotidica, o que resultaria
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na perda da informac&o genética. A partir desta proteina e a ligagédo de outros fatores
de ligagao ocorre a justaposicéo e ligagao das extremidades clivadas (Figura 6) (Van
den Bosch et al., 2002)
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Figura 6. Esquema da via "classica" de Recombinac¢&o ndo Homéloga. A partir da clivagem da dupla
fita do DNA (DSB-double strand break) (i) € possibilitada a ligagdo do heterodimero Ku a extremidade
do DNA (ii), em seguida, DNA-PKcs se liga ao complexo Ku (iii), dando inicio ao complexo NHEJ (Non-
homolog end joing) que é formado por Ku, a XRCC4, e ligd XLF os quais sé@o estabilizados por meio
de fosforilacdo de DNA-PKcs o qual em seguida dissocia-se do complexo(iv). Mais fatores sao
recrutados ao processo pela interagdo com Ku (v) onde ocorre a preparacdo da ligacdo do DNA(vi), em

seguida o complexo é removido por protedlise(vii). Modificada a partir de Grundy et al., (2014)
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Figura 7. Recombinacdo Homdloga. Nesta representacdo esquematica dsDNA em vermelho e azul
representam sequéncias homélogas. No sitio da dupla clivagem ocorre um intercambio de fitas que
gera uma interagdo entre as moléculas clivadas e o duplex de DNA intacto. A sequéncia de codigo
genético que foi perdida na dupla clivagem é restaurada através da sintese de DNA (verde). Essas
moléculas interligadas sdo entdo processadas através da migragcdo de seus ramos (indicada pelas
flechas direita e esquerda) onde ocorre a resolugdo da Juncdo de Holliday e a ligagdo do DNA.
Modificada a partir de Hefferin et al., (2005)

Desenvolvimento da metodologia CRISPR/Cas9 em fungos

O primeiro fungo o qual o sistema CRISPR foi aplicado foi Saccharomyces
cerevisiae (DiCarlo et al., 2013). Neste caso, a nuclease Cas9 cddon-otimizada para
expressdo em células humanas foi expressa em S. cerevisiae. O RNA guia foi

desenhado com o objetivo de ter como alvo o marcador negativo CAN1, uma arginina-
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permease de membrana plasmatica. A inativagdo dessa enzima pode ser observada
experimentalmente pela adicdo de canavanina (um analogo toxico da arginina) que so

€ importado para dentro das células quando o gene de CANL1 é funcional.

O desenvolvimento da metodologia CRISPR/Cas9 em fungos filamentosos
apresentam dificuldades adicionais em comparacdo a leveduras tais como a
morfologia multicelular, a diferenciacdo celular, a espessura das paredes celulares
contendo quitina e a falta de plasmideos adequados (Jiang et al., 2013). Entretanto,
em 2015 (Liu et al., 2015) foi publicado o primeiro trabalho em Trichoderma reesei o
qual foi desenvolvido utilizando a endunuclease Cas9 cddon-otimizada para fungos
filamentosos a partir de Streptococcus pyogenes. O gene utilizado como validacéo do
experimento foi urab, sua inativagdo pode ser observada em placas com meio
contendo 5-FOA (5-Fluoroorotic acid). Células que contém o gene ura5 funcional
convertem 5-FOA na substéncia toxica 5 fluorouridina monofosfato, que compromete

de maneira severa o crescimento da célula.

Em 2015 foi publicado em um mesmo trabalho a edicdo génica de seis
espécies do género Aspergillus: Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus
aculeatus, Aspergillus luchuensis, Aspergillus brasiliensis e Aspergillus carbonarius
(Ngdvig et al., 2015). Em agosto de 2015 foi publicado um trabalho de CRISPR em
Neurospora crassa, (Matsu-ura et al., 2015) e na sequéncia, em setembro, foi
publicado um trabalho de edicdo de Ustilago maydis, agente parasita do milho,
causador da doenca denominada “carvao-do-milho”, mostrando mais eficiéncia de
~70% (Schuster et al., 2015).

Em dezembro do mesmo ano, foi realizado no fungo Pyricularia oryzae, a
edicdo génica por meio de CRISPR , o qual foi demonstrado o estudo da utilizacdo de
diferentes promotores para a expressao do segmento que originaria o RNA guia.
Foram utilizados dois promotores enddgenos U6 especificos de RNA polimerase Il e
um promotor Trpc, amplamente utilizado em fungos filamentosos, sendo especificos
para RNA polimerase Il. Os resultados confirmaram o0 evento de nocaute nas

construcdes com os trés promotores, porém as constru¢cdes com os promotores U6

41



resultaram em maior taxa de nocaute génico (Arazoe et al., 2015) (Tabela 2). Neste
estudo, o gene alvo foi o que codifica a enzima SDH, responséavel pela biossintese de
melanina. Uma mutacdo neste gene acarreta perda de deposicdo de melanina
resultando em coldnias com fendtipo branco. Dessa maneira, foi observada uma taxa

de nocaute de até 80% nas constru¢cdes com os promotores U6-1 e U6-2.

Em 2016, a tecnologia CRISPR foi desenvolvida em Candida albicans (Min et
al., 2016) e em Cryptococcus neoformans, onde foi desenvolvida a expresséo da
endonuclease Cas9 no organismo, a qual ndo alterou a viruléncia do fungo. Em
seguida foi feita a edigcdo no gene ADE2, onde a perda da expressao resultou em
fendtipos facilmente observaveis, pois apresentam coloracdo rosa devido a

acumulacao do intermediério biossintético de purina (Arras et al., 2016).
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Tabela 2 Eficiéncia das construcdes com diferentes promotores desenvolvidos no fungo
Pyricularia oryzae. U6-1, U6-2 e TrpC. Numero total de colénias e nimero de colbnias desmelanizadas

(Colbnias brancas). Porcentagem total de eficiéncia (Arazoe et al., 2015 modificado).

Transgene Total Colénias brancas Eficiéncia
Apenas TV 36 0 0,0%
TV+CRISPR/Cas-U6-1 sitiol 39 21 53,8%
TV+CRISPR/Cas-U6-1 sitio2 43 33 76,7%
TV+CRISPR/Cas-U6-1 sitio3 41 33 80,5%
TV+CRISPR/Cas-U6-1 sitio4 39 28 71,8%

Transgene Total Coldnias brancas Eficiéncia
Apenas TV 25 0 0,0%
TV+CRISPR/Cas-U6-2 sitiol 36 13 36,1%
TV+CRISPR/Cas-U6-2 sitio2 61 51 83,6%
TV+CRISPR/Cas-U6-2 sitio3 41 16 39,0%
TV+CRISPR/Cas-U6-2 sitio4 55 40 72,2%

Transgene Total Coldnias brancas Eficiéncia
Apenas TV 36 0 0,0%
TV+CRISPR/Cas-TrpC sitiol 52 6 9,8%
TV+CRISPR/Cas-TrpC sitio2 62 7 11,5%
TV+CRISPR/Cas-TrpC sitio3 41 4 11,3%
TV+CRISPR/Cas-TrpC sitio4 48 13 27,1%
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1.9. Construcao de organismos eucariotos transgénicos estaveis que
expressam a endonuclease Cas9

Com a finalidade de avaliar de uma maneira mais ampla o comportamento dos
organismos, como por exemplo mudancas fenotipicas no organismo eucarioto frente
a expressao constitutiva da endonuclease Cas9, foram desenvolvidos organismos
eucariotos transgénicos estaveis que expressam a endonuclease Cas9 (Kondo &
Ueda et al., 2013; Fuller et al., 2015). O desenvolvimento de organismos que
expressam a endonuclease Cas9 também foi realizada com o objetivo de reduzir a
guantidade de pares de bases nas construcdes de vetores (Yin et al., 2015) como por
exemplo o Geminivirus que ndo comporta mais do que 800 pb (Muangsan et al., 2004).

Em 2013 foi desenvolvido o primeiro organismo transgénico que expressou de
forma estdvel a proteina Cas9: Drosophila melanogaster. Neste estudo foi
demonstrado que a mosca-das-frutas que expressava a proteina era viavel e fértil,
mostrando que Cas9, bem como o RNA guia, ndo tinham efeitos deletérios a célula
(Kondo & Ueda et al., 2013).

Um estudo expandiu as possibilidades de elaborar novos trabalhos com
Caenorhabditis elegans. A partir dos protocolos de RNAI utilizados em C. elegans,
foram desenvolvidos os protocolos de CRISPR/Cas9. C. elegans se alimenta de
bactérias, e partindo desta caracteristica, foi desenvolvido o protocolo de RNAI
(Timmons & Fire, 1998) e posteriormente o protocolo de Cas9 (Liu et al., 2014). O
trabalho em questdo apresentou C. elegans que expressa Cas9 sob controle de

promotores de expressao ubiqua, tecido especifica ou induzivel.

O primeiro fungo o qual foi desenvolvida uma linhagem transgénica que
expressou de maneira constitutiva a endonuclease Cas9 foi A. fumigatus. Neste
trabalho foi validado que a expresséao constitutiva da nuclease Cas9 nao era deletéria
ao fungo, tanto em crescimento vegetativo quanto em viruléncia, realcando desta
maneira a potencial utilizacdo da tecnologia CRISPR em futuros estudos (Fuller et al.,
2015).
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Em vegetais, foi desenvolvida uma linhagem transgénica de Nicotiana
benthamiana, onde foram criados plantas estaveis transgénicos que expressavam a
nuclease Cas9. Neste trabalho, foi sintetizada uma nuclease a partir de S. pyogenes
codon-otimizada baseando-se em Arabidopsis. Onde foi desenvolvido primeiramente
0 vegetal que expressa Cas9, pois o trabalho foi realizado com geminivirus como vetor
dos genes para edicdo. Todavia, 0s geminivirus comportam até 800 nucleotideos,
desta maneira, obter uma linhagem que primeiramente expressa Cas9 foi uma grande

vantagem (Yin et al., 2015).

Em 2015 (Yin et al., 2015) realizou-se a primeira edicdo de CRISPR multiplex
e um estudo demonstrou que Zebrafish (Dario rerio) pode expressar Cas9 de maneira
ubiqua em diferentes células, sendo desta maneira possibilitada a edicdo génica de

mais de um gene no mesmo organismo.
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2.1.

2.2.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolver uma metodologia de CRISPR/Cas9 bem como RNA. e verificar a sua

aplicagao na construgao de mutantes funcionais no fungo Metarhizium anisopliae.

Objetivos Especificos

- Construir um sistema de vetores para realizar edicdes génicas com a finalidade de

gerar mutantes do fungo entomopatogénico M. anisopliae.

- Clonar Cas9 em M. anisopliae linhagem E6 e linhagem que expressa GFP para

possibilitar que essa linhagem expresse a endonuclease Cas9.

- Construir vetores que expressam RNA guia, 0s quais contém as sequéncias

derivadas do gene alvo.

- Verificar a funcionalidade dos vetores construidos em M. anisopliae utilizando uma
linhagem que possui um gene repdrter que expressa de maneira constitutiva a

proteina GFP.

- Construir um sistema de silénciamento pos-transcricional baseado no sistema de

RNA de interferéncia.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material Bioldgico

A linhagem M. anisopliae var. anisopliae E6 utilizada neste trabalho foi
originalmente isolada de Deois flavopicta (Homoptera:Cercopidea) no estado do
Espirito Santo, Brasil cedida pelo professor Jodo Lucio de Azevedo da colecdo da
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ-USP). A linhagem M.
anisopliae GFP+ foi construida por Nakazato et al. (2005) apresentando como regiéo
regulatéria o promotor homélogo do gene do fator de alongamento de tradugéo 1a
(tef-1a) e como marca de selecdo dominante o gene bar que confere resisténcia ao
glifosinato de amonio. A linhagem de A. tumefaciens e o vetor binario utilizados em
nosso protocolo de agrotransformacéo sdao EHA105 e pPZP201BK, respectivamente.

As células EHA105 foram preparadas para quimiocompeténcia.

3.2. Meios de Cultivo e Manutencao dos organismos

3.2.1. Meios de cultivo e manipulacédo para M. anisopliae

Meio de Cove Completo (MCc):

Glicose -1%
Nitrato de sédio -0,6%
Casaminoacidos -0,15%
Extrato de levedura -0,05%
Peptona -0,2%

Séo ainda acrescidos: 2% de Solucéo de Sais [KCI 2,6%, MgSO4+7H20 2,6%
e KH2PO4 7,6% (p/v)] e 0,04% de Solugdo de Elementos Tragos [Naz2BasO77H20
4mg%, CuSO4+5H20 40 mg%, FeSO4 1 mg%, Na2MNO4+7H20 80 mg%, MnSO4+7H20
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80 mg% e ZnSO4+7H20 80 mg% (p/v)]. Para meio soélidos foi acrescido 1,5% de &gar.
Linhagens fungicas foram mantidas a 28°C.

3.2.2. Meios de Cultivo e Manipulacéo para E.coli

Inéculos de células de E.coli foram efetuados em meio Luria-Bertani (LB) e em
Meio SOC.

Meio Luria-Bertani:

Triptona -1%
Extrato de levedura -5%
NaCl -1% (p/v)
Meio SOC:

Triptona -1%
Extrato de levedura -5%
NacCl -1%
Glicose -20mM

Apos transformacao, foram adicionados 1,5% de agar aos meios solidos. Todos

os cultivos foram mantidos a 37°C.

3.3. Manipulacéo de Acidos Nucléicos

A extracdo do DNA fungico a partir do micélio foi realizada conforme protocolo
estabelecido por Nakato et al. (2005). Para realizar a extracdo de DNA de esporos em
forno de micro-ondas, uma alca de esporos foi retirada de placas esporuladas de M.
anisopliae e adicionadas em tubos Eppendorf contendo 100 ul de agua Milli-Q. Apos
permanecer por 10 minutos no forno de micro-ondas em poténcia maxima, o material

foi centrifugado e uma aliquota de 20 ul de sobrenadante foi transferida para tubos
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novos em diluicdo de 10x. 5 pl do material contido no sobrenadante diluido foram
utilizados como molde para reagdo de PCR. Esta metodologia é baseada na descrita
por Ferreira & Glass (1996). A extragcdo de DNA plasmidial a partir de E. coli foi

realizada conforme Green & Sambrook (2014).

3.4. Solucdes e Enzimas Utilizadas

As solucbes e tampdes utilizados foram preparados de acordo com Green &
Sambrook (2014) utilizando agua Milli-Q autoclavada. As enzimas de restricdo e de
modificacdo utilizadas foram obtidas a partir de Fermentas, Invitrogen, New England
Biolabs e Promega. A linhagem XL1-Blue (Stratagene) de E.coli foi utilizada para as
manipulacdes de DNA de acordo com procedimento padrdo de Green & Sambrook
(2014).

3.5. Suspenséo de Conidios

A suspensdo de conidios foi preparada a partir de culturas esporuladas. Em
placas de Petri contendo esporos foram vertidos 3 ml de uma solugéo de 0,01% de
Tween 80. Com alca de Drigalsky, o fundo da placa foi friccionado com o objetivo de
remover os conidios presentes e dispersa-los na solucdo adicionada. Os conidios
foram coletados com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e transferidos para tubos
estéreis do tipo Falcon. Na sequéncia, o material foi centrifugado por 10 min. O
sobrenadante foi descartado e em seguida foi adicionada agua Milli-Q estéril com o
intuito de ressuspender os conidios para a retirada do Tween-80 ainda presente. A
suspensao foi centrifugada por 10 min novamente. Descartou-se 0 sobrenadante,
foram adicionados 2 ml de agua Milli-Q estéril com o objetivo de ressuspender os

conidios com o auxilio de um agitador. A contagem dos conidios foi realizada em
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camara de Neubauer e a suspenséo foi ajustada para uma concentracao final de 1x108
conidios.mlt com agua destilada esterilizada.

3.6. Preparacédo e transformacao de células quimiocompetentes

3.6.1. Agrobacterium tumefaciens

Uma coldnia da cepa EHA105 de Agrobacterium tumefaciens foi inoculada em
meio LB liquido a 28°C até obter ODsoo na faixa de 0,4 e 0,5. O cultivo foi resfriado no
gelo por 15 min e centrifugados a 4.000 g por 15 min. As células foram ressuspensas
em 0,5 ml de glicerol 10% e CaCl. 20 mM. Aliquotas (0,1 ml) foram rapidamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C. Para transformar as
células, foram adicionados entre 200 e 1.000 ng do plasmideo desejado. O material
foi homogeneizado por branda agitagdo e mantido no gelo por 30 min. Apds, a amostra
foi rapidamente congelada em nitrogénio liquido e incubada a 37°C por 5 min.
Adicionou-se 1 ml de LB liquido. O conteudo foi incubado 2 h a 28°C. Cerca de 100 ul
de LB contendo as células foram, entdo, plaqueados em LB sélido contendo 50 ug.ml-

L de canamicina. As placas foram mantidas por 48 h a 28°C

3.6.2. E. coli

Uma coldnia da cepa XL1-Blue de E. coli foi inoculada em meio LB liquido a a
28°C até obter ODsoo na faixa de 0,4 e 0,5. O cultivo obtido foi resfriado no gelo por 15
min e centrifugados a 4.000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
foi ressuspendido em uma solucao de 20 mM de CaClz/ 80 mM de MgClz.. As células
entdo foram centrifugadas por 10 min, 4°C a 4.000 g. Na sequéncia, as células foram
ressuspendidas em 20 ml de 100 mM de CaClz / 10% de glicerol. Foram feitas
aliquotas de 100 pl em tubos Eppendorfs estéreis e gelados. Em seguida, o material
foi congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C por aproximadamente dois
meses. Para transformar as células, foram adicionados entre 200 e 1.000 ng do

plasmideo desejado. O material foi homogeneizado por branda agitagdo e mantido no
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gelo por 30 min. Apds, a amostra foi rapidamente congelada em nitrogénio liquido e
incubada a 42°C por 2 min, em seguida a amostra é colocada imediatamente no gelo
novamente e € adicionado cerca de 1 ml de SOC ou LB. As células séo incubadas por
1 h a 37°C. Apos este periodo as células foram plaqueadas em diferentes volumes
em placas de Petri contendo LB e o antibittico de sele¢do cujo, no experimento, foi
utilizado canamicina na concentragéo de 50ug/mL.

3.7 Meios de cultivo e solugdes utilizados para Agrotransformacgéo

Os meios de cultivo foram preparados com agua destilada e imediatamente
autoclavados a 120°C por 10 min. Foi adicionado agar para uma concentracao final
de 1,5% (ou 0,7% no Top &gar) para meios de cultivo sélidos. Os meios foram
preparados seguindo as recomendacdes de Green & Sambrook (2014). O Meio de
Inducéo (Covert, 2000) contém Sais MM 1x, glicose 10 mM, glicerol 0,5% (v/v), sulfato
de amonio ((NH4)2S04) 5mg mL™:.

3.7.1 Meio de Inducéo - IM (Covert, 2000)

Sais MM -1x
Glicose -10 mM
Glicerol -0,5 % (v/v)
Sulfato de amodnio ((NH4)2S0a4) -5 mg.mL*

O meio foi dissolvido em agua destilada e autoclavado. No momento do uso,
foi adicionado assepticamente MES 40 mM. A solucdo de Sais MM 2,5x contém:
fosfato de potassio monobésico (KH2PO4) 0,36% (m/V), fosfato de potassio dibasico
(K2HPO4) 0,51% (m/V), cloreto de sddio (NaCl) 0,37%(m/V), sulfato de magnésio
heptahidratado (MgS0a4.7H20) 0,12%(m/V), cloreto de calcio diidratado (CaCl2.H20)
0,016%(m/V), sulfato de ferro heptaidratado (FeSO4.7H20) 0,00062%(m/V).
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3.7.2 Sais MM 2,5 x

Fosfato de Potassio Monobasico (KH2PO4) —-0,36% (m/V)
Fosfato de Potassio Dibasico (K2HPOa4) —0,51% (m/V)
Cloreto de Sédio (NaCl) - 0,37%(m/V)
Sulfato de Magnésio Heptahidratado (MgS0Oa4.7H20) - 0,12%(m/V)
Cloreto de Calcio Diidratado (CaCl2.H20) —0,016%(m/V)
Sulfato de Ferro Heptaidratado (FeSO4.7H20) —0,00062%(m/V)

Os sais foram adicionados em agua destilada e HCI até a completa dissolugéo.

Apos, a solucao foi autoclavada.

3.7.3 Solucdo MES 1 M

Foi dissolvido 19,52 g de MES em 80 mL de 4gua destilada. O pH foi ajustado
para 5,3 utilizando KOH 5 M. O volume foi completado para 100 mL e esterilizado por

filtracdo em filtros contendo poros de 45 ym. Armazenamento a -20°C.
3.7.4 Solucao de Acetoseringona 10mM — AS

Foi adicionado 0,0196 g de Acetoseringona em 100 mL de DMSO. Foi
armazenado a -20°C.

3.7.5 Meio top MM

Glicose — 1% (m/V)
Nitrato de Sédio (NaNO3) -0,6% (m/V)
Agar -1,5% (m/V)

O meio foi esterilizado por autoclavagem. Apds, foi adicionado assepticamente

solucéo de sais 2 %, elementos tracos 0.04 %, cefotaxima 200 ug .mL™.
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3.7.6 Solucéo de Glifosinato de Amonio 40 mg. mL™?

A partir da formulagéo comercial Finale (Bayer) foi feito um tratamento com n-
butanol para remocdo de compostos ndo desejados, como corantes e detergentes.
Misturou-se o0 composto numa propor¢cdo 1:1. ApoOs decantacdo em funil de
separacao, a fase inferior foi recuperada e a superior descartada. Repetiu-se o
processo de tratamento com n-butanol, recuperou-se a fase inferior e armazena-se a
4°C.

3.8 Agrotransformagéo

Uma colbnia com o vetor binario de interesse foi inoculada em 10 ml de LB
liquido contendo canamicina (50 mg/ml). A solucdo permaneceu a 28°C por
aproximadamente 48 h. Apos este periodo, foi retirada uma aliquota e adicionada em
10 ml de MI para que o volume final fique na concentragédo de ODsoo de 0,15. Retirou-
se uma aliquota de aproximadamente 1 ml de Ml antes de fazer o novo in6culo com o
objetivo utiliza-la como branco nas proximas medidas de OD. O cultivo permaneceu a
28°C a 200 RPM por aproximadamente 2h até obtencdo de uma densidade 6ptica
(ODe0o) entre 0,4 e 0,5. Durante esse periodo foram realizadas suspensfes de
esporos das linhagens fungicas a serem transformadas (tipo selvagem e linhagem
GFP+). Apds contagem do numero de esporos e células, foi efetuada uma mistura (na
proporcao 1:1) da suspensao de esporos e da suspensao de A. tumefaciens. Apos um
periodo de aproximadamente 30 min de interacdo dos tipos celulares, a mistura foi
espalhada (volume de aproximadamente 200 ul) em diferentes placas de Petri
contendo meio agar suplementado com acetoceringona (AS) 200 uM e MES 40mM
que foram previamente cobertas com uma membrana de celofane por cada placa. O
co-cultivo de células fungicas e células bacterianas foi incubado por tempo
indeterminado até o aparecimento das primeiras colbnias fungicas resistentes

clorimuron etil (10 x/ml) (Protocolo conforme Staats et al., 2007)
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3.9 Construcao do vetor binario pPZP::NAT

O vetor binario pPZP (6.794 pb) foi clivado pelas enzimas de restricdo Sacl e
Pstl (Promega) e posteriormente purificado utilizando o kit de purificacdo de acidos
nucléicos PureLink Quick Gel Extration & PCR Purification Combo (Invitrogen). O
plasmideo pUC18::NAT contém o cassette para expressdo do gene nat como marca
de selecdo, o qual confere resisténcia a norseotricina. Esse cassette foi construido
contendo como promotor Pgpd (promotor do gene da gliceraldeido 3 fosfato
desidrogenase) e como terminador TtrpC (terminador do gene trpC). Apoés clivagem
de pUC18::NAT com as mesmas enzimas de restricao utilizadas anteriormente, (Sacl
e Pstl) e posterior purificacdo com o kit PureLink Quick Gel Extration & PCR
Purification Combo (Invitrogen), o cassette NAT (Pgpd::NAT::trpC) foi clonado em
pPZP utilizando o protocolo Sticky-end Ligation (Thermo Scientific) e gerando, desta

maneira, o plasmideo pPZP::NAT.

3.10 Construcdes de vetores para realizacdo do sistema CRISPR/Cas9

Para realizar as construcdes para o desenvolvimento da técnica CRISPR/Cas9,
a sequéncia codificadora de Cas9 cddon otimizada para fungos filamentosos, assim
como o promotor e terminador foram retirados do plasmideo pCRISPR/Cas doado por
Arazoe et al. (2015). Neste plasmideo a expressao de Cas9 € regulada pelo promotor

constitutivo tef e pelo terminador gla, respectivamente.

3.11 Construcéo de M. anisopliae expressando Cas9

Para gerar as constru¢des de expressao constitutiva de Cas9 no fungo

foi desenvolvido o plasmideo pPZP::SUR::Cas9.

54



Para expressao constitutiva de Cas9, foi escolhido como promotor do gene tef
(Translation factor promoter), o gene Cas9 cédon otimizado para fungos filamentosos
e Tgla (glicoamilase) como terminador.

Para a construcdo, primeiramente o plasmideo pPZP (6794 pb) foi linearizado
com Sacl e EcoRI. As mesmas enzimas foram utilizadas para retirar a sequéncia
completa responsavel por expressar Cas9 do plasmideo pCRISPR/Cas9, em seguida,
foi feita uma reacéo de ligacdo formando dessa maneira o plasmideo pPZP::Cas9.
Esse plasmideo foi clivado com EcoRlI, dessa maneira, o plasmideo ficou linearizado.

Foi retirado a sequéncia SUR do plasmideo TOPO::SUR por meio da clivagem
com a enzima EcoRI. Dessa maneira, foi feita uma reagéo de ligacdo com o plasmideo
pPZP::Cas9 linearizado com a sequéncia responsavel por expressar SUR. Assim, foi
obtido o plasmideo pPZP::SUR::Cas9.

3.12 Construcédo do vetor binario pPZP::NAT::GFP

Para conduzir a expressédo do RNA guia em fungos filamentosos, foi utilizado o
promotor U6-1 de P. oryzae e como terminador da construcdo foi utilizada uma
repeticdo de cinco timinas, ambos gentiimente doada por Arazoe et al. (2015). Foram
escolhidos quatro sitios alvos do gene gfp (GFP1, GFP2, GFP3 e GFP4). Esses sitios
de escolha foram projetados através da utilizacdo da ferramenta CRISPR RGEN Tool

(www.rgenome.net) com o objetivo de prevenir a formacéo de off-targets.

Os oligonucleotideos foram anexados aos plasmideos pela técnica Golden
Gate cloning (Sakuma et al., 2014) com algumas modificacées (Arazoe et al., 2015).
Apés a insercdo dos oligonucleotideos no RNA guia, a sequéncia completa do RNA
guia foi retirada de pCRISPR/Cas9 para ser clonada posteriormente no vetor binario
pPZP::NAT. O vetor binario pPZP::NAT foi clivado pelas enzimas de restricdo Pstl
(Promega) e Xbal (Promega) e posteriormente purificada através do kit PureLink

Quick Gel Extration & PCR Purification Combo (Invitrogen).

Posteriormente, os plasmideos pCRISPR/Cas9 que continham as sequéncias

do RNA guia prontas, foram clivadas com as mesmas enzimas que o pPZP::NAT foi
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clivado (Pstl (Promega) e Xbal (Promega)) a fim de obter a sequéncia de RNA guia
completa pronta para ser unida ao vetor binario em questdo. Essas sequéncias de
RNA guia foram também purificadas através do kit PureLink Quick Gel Extration &
PCR Purification Combo (Invitrogen). As sequéncias gRNA-GFP1, gRNA-GFP2,
gRNA-GFP3 e gRNA-GFP4 foram ligadas ao vetor binario pPZP::NAT j& linearizado
e purificado através do protocolo de ligacdo da Thermo Scientific. Desta maneira foram
formados quatro plasmideos: pPZP::NAT:.GFP1, pPZP::NAT:.GFP2,
pPZP::NAT:.GFP3, and pPZP::NAT:.GFPA4.

As quatro construcbes geradas foram transformadas em A. tumefaciens e
posteriormente, as bactérias contendo os plasmideos construidos foram usadas para
agrotransformar M. anisopliae (MaE6::GFP+ que expressa Cas9) conforme Staats et
al. (2007).

3.13 Construcédo do vetor binario pPZP::BAR::chiB1

Foram escolhidos 4 sitios alvos do gene chimaB1 (chiB1-1, chiB1-2, chiB1-3 e
chiB1-4). Esses sitios de escolha foram projetados através da utilizacdo da ferramenta
CRISPR RGEN Tool (www.rgenome.net) com o objetivo de prevenir a formacgéo de
off-targets. Os oligonucleotideos foram anexados aos plasmideos pela técnica Golden

Gate cloning (Sakuma et al., 2014) com algumas modificac6es (Arazoe et al., 2015).

Apos a insercdo dos oligonucleotideos no RNA guia, a sequéncia completa do
RNA guia foi retirada do pCRISPR/Cas para ser clonada posteriormente no vetor
binario pPZP::BAR. O vetor binario pPZP::BAR foi clivado pelas enzimas de restricao
Pstl (Promega) e Xbal (Promega) e posteriormente purificada através do kit PureLink

Quick Gel Extration & PCR Purification Combo (Invitrogen).

Posteriormente, os plasmideos pCRISPR/Cas9 que continham as sequéncias
do RNA guia prontas, foram clivados com as mesmas enzimas que o pPZP::BAR foi
clivado (EcoRlI e Xbal) a fim de obter a sequéncia de RNA guia completa pronta para
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ser unida ao vetor binario em questédo. Essas sequéncias de RNA guia foram também
purificadas através do kit PureLink Quick Gel Extration & PCR Purification Combo

(Invitrogen).

As sequéncias gRNA-chiB1-1, gRNA-chiB1-2, gRNA-chiB1-3 e gRNA-chiB1-
4 foram ligadas ao vetor binario pPZP::BAR ja linearizado e purificado através do
protocolo de ligacdo da Thermo Scientific. Desta maneira foram formados quatro
plasmideos: pPZP::BAR:.chiB1-1, pPZP:BAR:.chiB1-2, pPZP:BAR:.chiB1-3, e
pPZP:BAR::chiB1-4. As quatro constru¢cdes geradas foram transformadas em A.
tumefaciens e posteriormente o fungo MaE6::GFP+::Cas9.+ foi agrotransformado

seguindo o protocolo de Staats et al. (2007).

3.14 Preparacao dos oligonucleotideos

Foi preparada a solucéo para fosforilacdo e anelamento dos oligonucleotideos

de RNA guia, tanto a sequéncia REV e FOR (Tabela 3) desejada da seguinte maneira:

sgRNA REV (100 uM) -1l
sgRNA FOR (100 pM) -1l
10x T4 tampéo de ligacao -1l
T4 PNK -1yl
H20 Milli-Q autoclavada - 6 ul

Total 10 pl

3.15 Método de clonagem Golden Gate

A fosforilacdo e o anelamento dos oligonucleotideos foram realizados em
termociclador e seguiram os seguintes parametros: 37 °C por 30 min; 95 °C por 5 min;
diminuicdo da temperatura para 25 °C a 5 °C min~. Apés fosforilacdo e anelamento,

foi feita a diluicdo da solugcdo com o objetivo de obter uma concentracdo de 1:50

57



adicionando 1 ul de oligonucleotideo para 49 pl de 4gua Milli-Q autoclavada em
temperatura ambiente, em seguida, foi feita a etapa de clonagem dos
oligonucleotideos no plasmideo pCRISPR/Cas da seguinte maneira:

Foi configurada uma reacéo de ligacao para cada sgRNA, como descrito abaixo:

Oligonucleotideos fosforilados e anelados - 0.8 pl
50 ng/ul pCRISPR/Cas -0.3 ul
10xT4 DNA tampéao de ligase -0.4 ul
Esp 3l -0.2 yl
Quick ligase -0.2 yl

Total 4 pl

A reagéo de ligagao foi realizada em termociclador e seguiram os seguintes
parametros: 37°C por 5 min seguido de 16°C por 10 min por 6 vezes. Foi feita uma
digestao adicional com adi¢éo de 0.5 pl de tampéao Tango 10 x, 0.5 yl de DTT e 0.2 pl
de Esp3l a qual seguiu 0s seguintes parametros: premix de 1,2 ul a 37°C por 1h, 5 min
a 80°C, 4°C ~ 6 vezes.

Em seguida foi feita a transformacgéo em E.coli TOP 10 quimiocompetentes. Foi
retirado 1 pl do produto da reacédo de ligacdo e inoculado em 10 ul de células
competes.

A reacao foi plaqueada em placas de Petri com meio LB contendo 100 pg/ml
ampicilina, Xgal (2 pl/ml) e IPTG (1 mM).
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3.16 Construcdes de vetores para realizacédo da técnica de RNAI (Dual
Promoter)

3.16.1 Construcéo do dual-promoter

Foram projetados dois primers (PrimerGFP anti-senso PrimerGFP senso,
Tabela 4) a partir do vetor binario pPZP::GFP que contém o gene que expressa a
proteina GFP previamente construido por NAKAZATO et al. (2006). Com a finalidade
de obter 420 pb do gene gfp que possui 784 pb foi realizado uma reacéo de PCR
utilizando a polimerase Platinum - Tag DNA polimerase High Fidelity. Dessa maneira,
foi obtida a sequéncia de 420 pb do gene gfp. Apés a reacédo de PCR, a solucéo foi
submetida a purificacdo através da utilizacdo do kit PureLink Quick Gel Extration &
PCR Purification Combo (Invitrogen) para posteriormente clonar a sequéncia em
pPCR2.1-TOPO, obtendo o plasmideo pTOPO::GFP420pb.

O dual promoter (Pgpd e PtrpC de A. nidulans em dire¢cdes opostas) clonado
em pPUC18 foi removido e subclonado no vetor binario pPZP::SUR (9.257 pb) que
possui marca de resisténcia a sulfoniluréia. Desta maneira, foi obtido o plasmideo
pPZP::SUR::DP. A sequéncia de 420 pb foi clonada entre o dual promoter utilizando
a enzima de restricdo EcoRV (Promega). Dessa maneira foi obtido o plasmideo
pPZP::SUR::DP::GFP.

O vetor gerado pPZP::SUR::DP::GFP foi transformado em A. tumefaciens e em
seguida foi realizada a agrotransformacdo de M. anisopliae::GFP+ segundo o

protocolo de Staats et al. (2007).
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Tabela 3. Primers para construcao do RNA guia para nocaute do gene gfp e ChiMaB1

Nome do oligo - Sequéncia 5’-3’

gfpcrisp4REV - AAACGCAGGACCATGTGATCGCGC
gfpcrisp4FOR - TTCGGCGCGATCACATGGTCCTGC
gfpcrisp3REV - AAACCGATGTTGTGGCGGATCTTG
gfpcrisp3FOR - TTCGCAAGATCCGCCACAACATCG
gfpcrisp2REV - AAACTGAAGAAGATGGTGCGCTCC
gfpcrisp2FOR —  TTCGGGAGCGCACCATCTTCTTCA
gfpcrisplREV — AAACGGATGGGCACCACCCCGGTG
gfpcrisplFOR — TTCGCACCGGGGTGGTGCCCATCC
chiBlcrisplREV - AAACGAATTGGGCTGGCAATACGC
chiBlcrisplFOR — TTCGGCGTATTGCCAGCCCAATTC
chiBlcrisp2REV - AAACTACGAGTCCCATAGGTACTG
chiBlcrisp2FOR - TTCGCAGTACCTATGGGACTCGTA
chiBlcrisp3REV - AAACTTGACGAGGATACTCTTTGC
chiBlcrisp3FOR - TTCGGCAAAGAGTATCCTCGTCAA
chiBlcrisp4AREV — AAACTGCTTGACACATTGGTAAGG

chiBlcrisp4FOR - TTCGCCTTACCAATGTGTCAAGCA




Tabela 4. Primers para amplificar gene sur, cassete de nat, Cas9 e GFP

Nome do primer

Sequéncia 5’-3’

SUR_REV
SUR_FOR
NAT_REV
NAT_FOR
Cas9 _FOR
Cas9_REV
RNAI-gfpFOR

RNAi-gfpREV

TCGACGTGAGAGCATGCAATTC

TCGACGTGCCAACGCCACAG

GAGTAAAGAAGAGGAGCATG

CTGTACAGTGACCGGTGACT

ACGAGAAGGTCCTTCCCAAA

TCGTCGTGGATGAGTTGCAT

CACAAGTTCAGCGTGTCC

GTTCACCTTGATGCCGTT
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4.1.

4. RESULTADOS

Construcao dos RNAs guias (sgRNAS)

A fim de avaliar a eficiéncia da nuclease guiada pelo RNA guia em diferentes
loci génicos, quatro sgRNAs foram construidos, tendo como alvos quatro sitios
diferentes no locus do gene gfp, que foi usado como gene reporter no desenvolvimento
do trabalho. Para a construcdo dos RNAs guias, foi utilizada a ferramenta CRISPR

rgen a fim de evitar off-targets (Figura 8).

aagtaccatggtgagcaagggcgaggagctgt_tgg‘tcgagctggacgg cgacgtaaacggccacaagtic
agcgtgtccggcgagegceaggecgatgocacctacggeaagetgacoctgaagttcatectgeaccaccggeaagetgocegtgooctgge
ccaccctegtgaccaccttcacctacggegtgeagtgcticagocgetaccocgaccacatgaageageacgacttcticaagtcegecatge
ccgaaggctacgtccaggagegeaccateticttcaaggacgacggeaactacaagacccgegccgaggtgaagttcgaggecgacacce

tggtgaaccgcatcgagctgaag_ggcaacatcctggggcacaagctggagtacaacta caacagccaca

acgtctatatcatggccgacaageagaagaacggcatca aggtgaact_a ggacgegcagcgtecageteg
CCgaccactaccagcagaacacccccalcggegacggeccegtgetgetgeccgacaaccactacctgageacccagtecgecctgageaa

agaccccaacgaga a_ggagttcg‘tgaccgccgccggg atcactctcggcatggacgagetgtacaagtaa
ccatggega

Figura 8. Sequéncias alvo do gene gfp. Representagdo Esquematica da sequéncia do gene gfp e as
sequéncias-alvo (em verde) selecionadas para construcdo do RNA guia derivado do gene alvo a fim de
direcionar a endonuclease Cas9 a esses determinados loci. A sequéncia PAM esta representada em

amarelo.

Os nucleotideos foram anelados e inseridos pela técnica Golden Gate cloning
(Arazoe et al., 2015) e a partir do plasmideo pCRISPR/Cas — U6 (Figura 10). Dessa
maneira, foi possivel obter quatro plasmideos que possuem o gene nat que conferem
resisténcia a nourseotricina: pPZP::NAT::RNAQ::GFP1, pPZP::NAT::RNAg::GFP2,
pPZP::NAT::RNAQ::GFP3 e pPZP::NAT::RNAQg:.GFP4.
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O promotor U6 — 1 contido na construgdo do RNA guia é originario do fungo
Pyricularia oryzae (Arazoe et al., 2015), um promotor especifico para RNAP Il para
conduzir a expressao dos RNA guias e como terminador da sequéncia temos uma

repeticdo de 5 timinas.

A TtrpC Pst B Pstl

NAT

Pstl

Pgpdh Pgpdh

pCR2.1TOPO:Pgpdh:NAT: TtrpC pPZP::NAT

5827 by 10245 bp
P Sacl

BE

~ NAT_FOR
-

Sacl

Figura 9. Representacao esquemaética da construcdo do plasmideo pPZP::NAT. (A) A sequéncia
do gene nat a qual possui marca de resisténcia a aminoglicosideo nourseotricina, juntamente com o
promotor Pgpdh e o terminador TtrpC de A. nidulans, foram removidos do plasmideo TOPO por meio
de clivagem dos sitios de restricdo Sacl e Pstl. (B) Subclonagem da sequéncia Pgpdh::NAT::Ttrpc no

plasmideo pPZP, que foi previamente linearizado com Sacl e Pstl.
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Esp3l  promotor
U6-1

A cassette LacZ pro_rnégtor

Esp3l
gRNA scaffold

pCRISPR/Cas9 U6-1

9134 bp

Cas9

terminador gla

B
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1,000
scaffold - ' )
cassette LacZ promotor U6 |
Esp3l Esp3l
C TTCGGGCATCGACTTCAAGGAGGA

CCGTAGCTGAAGTTCCTCCTCAAA

Figura 10. Representacdo esquematica da construcao do RNA guia derivado do gene alvo a fim
de direcionar a endonuclease Cas9 ao gene gfp (A) Plasmideo pCRISPR/Cas9 U6. (B) Sequéncia
removida de pCRISPR/Cas-U6 apo6s a insercao pela técnica Golden Gate cloning (Arazoe et al., 2015)
das sequéncias de oligonucleotideos aneladas, que substituem a regido que contém a sequéncia lacZ
a qual possui em suas extremidades dois sitios da enzima Esp3l, onde as sequéncias de 20
nucleotideos sé@o adicionadas. C) Representacao dos oligonucleotideos que foram anelados no RNA

guia.
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A construcdo do plasmideo foi confirmada através da clivagem com enzimas
de restricdo Pstl e Xbal (liberando uma banda de 600 pb), onde foi possivel visualizar
a insercao correta do RNA guia no vetor pPZP::NAT, conforme pode ser observado

na Figura 11.

pPZP::NAT:.GFP1 pPZP::NAT:GFP2

mepms 1 2 3 4 5 6 7 8 r 2 3 4 5 6 T 8

600 bp

Figura 11 . Eletroforese em gel de agarose indicando a confirmacgdo da obtenc&o de RNA guia:
Através da clivagem pelas enzimas Pstl e Xbal h4 a liberacdo do RNA guia (600 bp) e a linearizagdo
do plasmideo pPZP::NAT (10245 pb). Com a retirada do lacZ (438 pb), através do método "Golden

Gate" foram inseridos os oligonucleotideos no RNA guia formando uma sequéncia de 600 pb.

Foram construidos, posteriormente, vetores que expressam RNA guia 0s quais
tém como alvo o gene chimaB1 Para a construgcdo dos RNAs guias, foi utilizada a
ferramenta CRISPR rgen a fim de evitar off-targets (Figura 12).
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ggcaagacatcagatcctcgtgeccgacaaggccaatgaaaccactcaagccaacgcaggaacattcaactctcaggcacgceatcagcetag
tccctgcaaaaccceccccacgaatggecgatagcettacacggcaaaagcegactacgggttcteggeacgecegtgtgecteatgttgtcacteg
acgctcctcgagctcgtcacggggaggcaattgaagatggatgacacagcttcattectgtccatgecaacgtctectectaaacgtggtgetgt
ctcgegtgectctcagetegeaatgecgttccacgtgtcgacttgggagettggtatgtagecgggcetectegtgegetggatggatgagtgttg
tgaaaatgatatataacaggcccgaattaactgcggatggacggecatgtattgcacatcaagttggtagtttgagettgtgtatattctcttcea
cttctctgtacatgttacatcttttaccgtctttattttgtgtatatcatcgatatgcatcatctacgegcetctegteggegteggecttgetggtcetg
gcggeeggggtgececttgactgacaagatatcagtcaagecacgacaagcacccggagegcaaaatgtegtctactgggggcagaacggeg
gcggtacgatcgaaaataacgacctcgeggegtattgccageeccaaticcggaatcgacgttttggttcttgeatttetgtatcaatttggaaat
ggceggcaacataccttcaggcactataggtcagttttttttttatttttattttctattttacgttttaaatttattactctcatggaagecgagagce
gtatggagaggctacgtatctatctatacatgtatagaaatacgccgcatctcgtagcagcaggctactccectgaccagcettttctatteatttt
ccctteecttgttttcgaatgtccgagttctaacctcatacaggccaatcatgcetacatcagcacgtccggecagggtcaaaactgegaagecc
tcaccgcagccatacacacctgecagtcecgecggtgtcaagatcegtectgteecteggeggegegacgagctcectactcectccagacgeagg
cgcaagccgagcaaataggccagtacctatgggactcgtacggcaactctggaaacaagacggtgcageggecgtttggcageaactttgtc
aacgggttcgacttcgacattgaagtcaacggeggeagceagecagtactaccagtacatgattgeccaagetgegegecaactttgegtegga
caagtccaacacgtacctgattaccggcgegecgcagtgecccatccccgageccaacatgggegtcatcatcagcaactecgtctttgacca
tctctacgtccagttctacaataataacaactacacggtcecectgegegetgggeatcaacggcaacgeccccttcaactacaacaactggac
ctcctttatcgecgacacgecgtcggecggtgecaagatctteattggegtgecggectegecgetcgegtcgacggggacgeccageggegc
gcagtactacgccgegecggagcaactggecgecattgtcggegagtacaggagegacgeccatttcggeggeatcatgatgtggagegeg
ggattttcggatgccaatgtcaacgacgggtgcacgtatgcgcagcaggcaaagagtatectegtcaacggggegecttgeccategteggg
gcctecgagttctacgecggecaacageccecggecccgaccgegaccacgatgecatcttegactteggtgtectcteccgacagegtegectac
cggcggcactgttccccagtggggtcaggtgattttatccatgtgcetctttgaagaaaaaaaaaagaatctcgegeggtagetcacacagtag
cgacgtctagtgcggcggcegagggctattccggtectacccagtgegttcccecttaccaatgtgtcaagcaaggegattggtggtegteatge
cggtgaagtcggtcgecgggegeataccatctacaagactggttgcategtgatggagtctggtatgetgeag

Figura 12. Sequéncias alvo do gene chimaB1. Representacdo Esquematica da sequéncia do gene
chimaB1 e as sequéncias-alvo (em verde) selecionadas para constru¢cido do RNA guia derivado do gene
alvo a fim de direcionar a endonuclease Cas9 a esses determinados loci. A sequéncia PAM esta

representada em amarelo.

Os nucleotideos foram anelados e inseridos pela técnica Golden Gate cloning
(Arazoe et al., 2015) e a partir do plasmideo pCRISPR/Cas — U6 (Figura 10-A). Dessa
maneira, foi possivel obter quatro plasmideos que possuem o gene nat que conferem
resisténcia a glifosinato de amonio: pPZP::BAR::.chiB1-1, pPZP:BAR::.chiB1-2,
pPZP:BAR::chiB1-3, e pPZP:BAR::chiB1-4
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4.2.

Construcao de transformantes em M. anisopliae que expressam
constitutivamente a endonuclease Cas9

Para avaliar o comportamento fenotipico frente a expressao constitutiva da
endonuclease Cas9, foram construidos mutantes que expressam de maneira
constitutiva a endonuclease Cas9 por meio de agrotransformacédo. Os fungos
empregados foram M. anisopliae que expressa a proteina GFP (Nakazato et al., 2005)
a fim de que o gene gfp seja nocauteado primeiramente para padronizacéo do sistema
CRISPR/Cas9 e também em M. anisopliae linhagem E6 a fim de desenvolver futuros
estudos funcionais de genes especificos, como por exemplo genes de quitinases. O
gene da endonuclease Cas9 foi previamente codon-otimizado para a expressao em

fungos filamentosos por Arazoe et al., (2015).

Para avaliar conduzir a expressao constitutiva, foi construido um plasmideo a
fim de expressar constitutivamente a endonuclease Cas9 via promotor constitutivo
Ptef de P. oryzae (Promotor do gene tef-1a) e com o terminador foi utilizado Tgla
(Terminator of glucoamylase) (Arazoe et al., 2013). O gene sur foi utilizado como
selecdo o qual confere resisténcia a sulfoniluréia. Dessa construcdo, obtemos o
plasmideo pPZP::SUR::Cas9.

O plasmideo pCRISPR/Cas-U6 foi elaborado com a finalidade de ser
empregado no método de transformacdo por protoplastos de fungos filamentosos
(Arazoe et al., 2013), entretanto, o propoésito desse trabalho é trazer pela primeira vez
a tecnologia CRISPR/Cas9 mediada por agrotransformacdo, dessa forma esta
construcdo foi feita com a retirada da sequéncia inteira de Cas9 junto com seu
promotor e terminador e subclona-lo em um vetor binario pPZP proprio para
agrotransformacao onde foi possivel desenvolver o vetor pPZP::SUR::Cas9 (Figura
13).
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Cas9
pPZP::SUR::Cas9

14845 bp

promotor TEF SUR

Figura 13. Representacéo esquematica do plasmideo pPZP::SUR::Cas9 o qual foi inserido no

genoma de M. anisopliae por agrotransformacao.

A insercdo do plasmideo foi confirmada por meio de amplificacdo por PCR
utilizando os primers SUR_REV e SUR FOR (Figura 14). Conforme pode ser
observado na Figura 14, é possivel visualizar a banda de 2.850 pb correspondente ao

cassette de expressao de Cas9.

A pPZP::SUR:Cas9

wops CN CP 1 2 3 4 5 b 7 8 9 10

m— 2850 pb
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4.3.

pPZPLSURICas9
3 5 b f 8 Yy 10 11 12 13 14 B

S} 2850 pb

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose indicando a confirmacdo da insercdo de
pPZP::SUR::Cas9 no genoma de M. anisopliae (A) Confirmac¢do PCR da inser¢do do plasmideo
pPZP::SUR::Cas9 em A. tumefaciens. (B) Apos a agrotransformacao foi feito PCR de confirmacao da

presenca da sequéncia do gene sur no DNA gendmico das coldnias selecionadas de M. anisopliae.

RNAI (dual promoter) mediado por ATMT

Para realizar uma comparacdo entre nocaute e silenciamento pos-
transcricional a metodologia de RNAI (dual promoter) foi realizada paralelamente para
avaliar o silenciamento pés-transcricional do gene gfp como gene repoérter da
linhagem M. anisopliae GFP+. Em relagdo a técnica RNAI, foi viabilizada a técnica de
dual promoter que consiste na transcricao independente de RNA a partir de dois
promotores em direcdo oposta especificos para RNA pol Il. Foram utilizados os
promotores (Ptrpc e Pgpd). Foi selecionada uma regido do gene gfp contendo 420 pb,
a qual foi clonada entre os dois promotores previamente citados. O gene gfp possui
784 pb. A partir dessa construcéao foi possivel obter o plasmideo pPZP::SUR::DP::GFP
(Figura 15), apresentando como marca de resisténcia o gene sur o qual confere
resisténcia a sulfoniluréia. O knockdown génico foi viabilizado por meio de

agrotransformacéo.
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BD

cassette SUR

pPZP::SUR::DP::GFP
11102 bp

P2

Figura 15. Representagao esquematica do plasmideo pPZP::SUR::DP::GFP. Para gerar duas fitas
de mRNA a partir do gene gfp (em verde) foram utilizados dois promotores (P1 e P2). Os promotores
P1 (rosa) e P2 (marrom) correspondem aos promotores Pgpd e PtrpC de A. nidulans. A marca de
resisténcia escolhida para selecionar os fungos transformantes corresponde ao gene de resisténcia a

clorimuron etil (cassette para expressao do gene sur, em roxo).
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A partir da realizacdo da agrotransformacao, foi possivel observar o silenciamento
de GFP das primeiras linhagens de M. anisopliae que possuem gfp como gene
repoérter. As linhagens obtidas foram verificadas quanto a sua capacidade de emitir

fluorescéncia em GFP, como pode ser observado na Figura 16.

A construcdo do plasmideo com dois promotores opostos possibilitou a
geracédo de interferéncia da expressao de GFP. A linhagem M. anisopliae (controle)
que expressa GFP apresentou fluorescéncia normal quando exposta a luz UV por
meio de microscopia. No entanto, as linhagens as quais a metodologia de RNAI foi
empregada ndo apresentaram fluorescéncia quando exposta a luz UV por meio de

microscopia.

Figura 16. Silenciamento de gfp em M. anisopliae utilizando RNAi. Microscopia UV apods
agrotransformacao do plasmideo em M. anisopliae GFP+. (a) MaGFP+ campo claro (b) MaGFP+
(exposicéo UV) (c) MaGFP::RNAi+ campo claro (d) MaGFP::RNAi+ (exposicdo UV)
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5. DISCUSSAO

O sequenciamento do genoma de espécies de Metarhizium, as quais
desenvolveram estilo de vida especialista ou generalista, esta ampliando a
compreensao da evolucdo da patogenicidade bem como ampliando a aplicacéo
desses fungos como modelo de estudos. A partir da analise comparativa genémica
das espécies de Metarhizium estdo sendo identificado mecanismos novos e
especializados de viruléncia, genes que codificam moléculas biologicamente ativas e
genes responsaveis pela interacao entre fungos, plantas e insetos (Wang et al., 2016).
O aumento dos estudos da relacdo entre os genomas de diferentes espécies vem
proporcionando o aumento da informacédo sobre a funcéo biolégica de determinados
genes. Suas funcdes podem ser investigadas mais detalhadamente pelo estudo

funcional de um determinado gene por meio de sua inativagéo (Fuller et al., 2015)

A construcdo de linhagens de fungos mutantes utilizando a técnica de
recombinacdo homéloga para gerar nocautes génicos € normalmente limitada e de
baixa eficiéncia e essa baixa taxa de recombinacdo homologa, a qual pode ser inferior
a 5%, é um passo limitante para futuros progressos nas pesquisas (Ferreira et al.,
2006; Fuller et al., 2015). Todavia, foram demonstradas taxas de disrup¢cdo génica
superiores a 50% por meio da metodologia CRISPR/Cas9 em fungos filamentosos,
como por exemplo em Aspergillus spp. (Katayama et al.; 2015; Nodvig et al., 2015;
Zhang et al., 2016), Trichoderma reesei (Liu et al., 2015), Neurospora crassa (Matsu-

ura et al., 2015) e Pyricularia oryzae (Arazoe et al., 2015).

No presente trabalho, foi construido um sistema de vetores para realizar
edicbes génicas com a finalidade de desenvolver estudos funcionais em fungos
filamentosos entomopatogénicos M. anisopliae. As constru¢bes foram feitas em
vetores binarios especificos (pPZP) para que o emprego da metodologia
CRISPR/Cas9 seja por meio de agrotransformacdo. Esta é a primeira vez que a
metodologia CRISPR/Cas9 é elaborada a partir de agrotransformacdo a qual foi
adotada dado que o emprego do método ATMT resulta em transformantes integrativos

72



estaveis e produz os mais altos niveis de transformac¢éo em comparacdo com outras
técnicas de transformacédo. Por exemplo, o niveis de transformacao chega a ser até
140 vezes superior a frequéncia de transformacdo mediada por protoplastos (Meyer
et al., 2013).

Para a elaboracdo da metodologia CRISPR/Cas9, primeiramente foi realizada
a construcao de fungos os quais expressam a endonuclease Cas9 codon-otimizada
para fungos filamentosos utilizando uma linhagem de M. anisopliae que possui o gene
repoérter gfp o qual expressa de maneira constitutiva a proteina GFP (Nakazato et al.,
2005) e também em M. anisopliae linhagem E6 a fim de disponibilizar linhagens de
fungos que expressam constitutivamente a proteina Cas9 com o objetivo de realizar

futuros estudos de fungdes génicas em novas pesquisas.

A fim de otimizar a metodologia CRISPR/Cas9, alguns trabalhos buscaram
como alternativa gerar linhagens transgénicas que expressam a endonuclease Cas9
com o objetivo de obter organismos modelos préprios e preparados para a introducao
do cassette de expressdo de diferentes gRNAs, como por exemplo, Drosophila
melanogaster (Kondo & Ueda et al., 2013), Caenorhabditis elegans (Liu et al., 2014),
Nicotiana benthamiana (Yin et al., 2015), Dario rerio (Yin et al., 2015). Em fungos, foi
construida uma linhagem de Aspergillus fumigatus que expressa via promotor
constitutivo tefl, Cas9 cédon-otimizada para humanos e a transformacéao foi mediada
por protoplastos. Como resultado, foi demonstrado que A. fumigatus que expressam
Cas9 podem ser utilizados como modelo dentro de uma plataforma de varredura, dado
gue estes transformantes exibiram taxa de crescimento e desenvolvimento normal,
homeostase da parede celular, sensibilidade a antifingicos e viruléncia padrdo em

modelos murinos (Fuller et al., 2015).

Com o objetivo de promover nocaute génico do gene gfp na linhagem de M.
anisopliae que possui o gene reporter gfp, foram selecionadas quatro regides distintas
ao longo dos loci para a elaboracdo do RNA guia a fim de avaliar a ocorréncia da
variacao de eficiéncia do sistema CRISPR/Cas9 em relacdo a taxa de nocaute génico

em diferentes loci do gene alvo (Figura 8). Um trabalho realizado em P. oryzae exibiu
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diferenca na eficiéncia de nocaute do sistema CRISPR/Cas9 quando comparadas as
construcdes de RNA guias em diferentes loci, por exemplo, a diferentes construcées
apresentaram alteracdo de ~30% na taxa de transformantes (Arazoe et al., 2015).
Dessa maneira, é importante considerar a realizacdo do nocaute pela metodologia

CRISPR/Cas9 em diferentes loci génicos ao elaborar as constru¢cdes de RNA guia.

Para a sele¢do do locus na elaboracéo da construgdo do RNA guia é importante
realizar uma anélise computacional dos loci a fim de evitar a ocorréncia de nocaute
em regides off-targets durante a aplicacédo do sistema CRISPR/Cas9. Para esses fins,
foram desenvolvidas algumas ferramentas computacionais como por exemplo,
Benchling CRISPR gRNA Design (Chia et al., 2016), Cas-OFFinder (Bae et al., 2014),
CRISPR Design (Hsu et al., 2013), DESKGEN (Hough et al., 2016), Off-Spotter
(Pliatsika et al., 2015), sgRNA Designer (Liu et al., 2015) entre outros.

O presente trabalho foi elaborado por meio da utilizacdo de Benchling CRISPR
gRNA Design (Chia et al., 2016) o qual foi utilizado para realizar as constru¢des de
sistema de vetores a fim de executar a metodologia CRISPR/Cas9 para obtencédo de
transformantes em M. anisopliae, como por exemplo pPZP::SUR::.Cas9,
pPpPZP::NAT:.GFP1, pPZP::NAT::GFP2, pPZP::NAT::GFP3 e pPZP::NAT::GFPA4.

A construcdo do RNA guia foi realizada pela selecdo de loci especificos do
gene gfp bem como chimaB1 por meio do auxilio do aplicativo computacional Cas-
OFFinder (Bae et al., 2014) o qual exibiu a selecao das regides dos genes as quais
teriam baixa probabilidade de se ligar a um locus de um gene que néo foi selecionado
para o desenvolvimento da metodologia. Para a selecdo das sequencias alvos, 0

aplicativo foi programado a partir do genoma de M. anisopliae linhagem EG6.

Foi desenvolvida, paralelamente a metodologia de RNAi, uma técnica de
silenciamento poés-transcricional mediada por sequéncias de RNAs o0s quais
necessitam da proteina Argonauta/Piwi como componente central do complexo de
silenciamento (RISC) (Carmell et al., 2002; Cerutti et al., 2006)
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Dentre as metodologias empregadas do sistema RNAI, dois tipos de construcao
sdo os mais comumente utilizados para desenvolvimento de silenciamento: RNAI
mediada por Hairpin e RNAiI mediada por Dual Promoter. Embora o silenciamento
mediado por RNA hairpin seja eficiente, o sistema de constru¢ao pode ser longo o que

pode limitar sua aplicacéo de analise em larga escala (Dang et al., 2011).

No presente trabalho, foi feita a constru¢cao baseada em promotor duplo. Nesse
sistema, uma sequéncia do gene gfp (420 pb) foi clonada entre os dois promotores
em direcbes opostas onde a transcricdo ocorre nas duas dire¢cdes opostas, dessa
maneira tanto a fita senso como a anti-senso sao transcritas simultaneamente
ocorrendo a formacdo de um RNA dupla fita (Ziv et al., 2010). Este método é
apropriado para analises em larga escala e sua construcao foi relativamente simples
e configurou-se como uma possibilidade para desenvolvimento de estudos funcionais

em fungos filamentosos (Dang et al., 2011).

Uma desvantagem do sistema, comparado com o sistema de RNAI induzido
por Dual Promoter € que ele pode apresentar baixa eficiéncia comparada com a
técnica de hairpin, pois a formacdo da dupla fita de RNA pode apresentar baixa
eficiéncia (Rappleye et al., 2004; Nguyen et al., 2008). No entanto, foi demonstrado
no presente trabalho por meio de microscopia, resultados prévios satisfatérios o qual
apresentou uma taxa de silenciamento de 20% das colbnias totais. A qual se mostra
inicialmente com taxa de sucesso 4 vezes superior a técnica de Recombinacéo
Homologa. Ainda € necessaria a confirmacdo dos resultados por meio de Western
Blot.
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CONCLUSOES

A endonuclease Cas9 foi clonada em M. anisopliae linhagem E6 bem como em M.
anisopliae que expressa a proteina GFP.

Foram construidos vetores que expressam RNA guia 0s quais contém as sequéncias
derivadas dos genes gfp e chimaB1.

Foi construido um sistema de silénciamento pds-transcricional baseado no sistema de

RNA de interferéncia que foi testado usando GFP como reporter.
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7. PERSPECTIVAS

o Confirmar por meio de Western Blot a expressao da endonuclease Cas9 nos
transformantes de M. anisopliae linhagem EG6 e na linhagem que expressa GFP.

o Confirmar por meio de Western Blot a diminuicdo da expresséo de GFP por meio

da metodologia de RNAI nos transformantes de M. anisopliae que expressam GFP.

o Realizar agrotransformacao das quatro constru¢oes dirigidas para o nocaute do
genes gfp e chimaB1 na linhagem de M. anisopliae que expressa Cas9, bem como

realizar a comparacéao da eficacia do nocaute dos diferentes sitios.

o Realizar estudos funcionais em genes especificos que dao origem a quitinases,

lipases e proteases.
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