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RESUMO

Trichoderma harzianum é um fungo filamentoso de controle biolégico de pragas
agricolas. Os genes desse microrganismo tém sido mundialmente estudados e suas aplicacdes
sdo patenteadas para uso em biofungicidas e em estratégias de melhoramento genético de
plantas. Entretanto, a tecnologia de edi¢do gendmica ainda néo foi reportada nessa espécie. Este
trabalho registra a obtencdo de mutantes com marcas de selecao nessa espécie através da técnica
CRISPR/Cas9. Para isso, foi realizada a insercdo do RNA-guia e Cas9 via biobalistica, e 0
sequenciamento de pyr4 nesses mutantes comprovou mutacdes (delegdes e insergdes) na regido
alvo do gene pyrd. A caracterizacdo fenotipica demonstrou um atraso no crescimento dos
mutantes na auséncia de uridina, bem como, resisténcia ao &cido 5-fluorético; aléem do nocaute
génico ndo interferir na atividade de micoparasitismo dos fitopatdgenos Sclerotina sclerotiorum
e Fusarium oxysporum. Dessa forma, foi possivel demonstrar mutacdo do gene pyrd em T.
harzianum com o uso da técnica CRISPR/Cas9 sem a necessidade de recombinacdo homologa,
e gque a expressdo endogena do sistema nao interfere no controle bioldgico deste fungo. Este
trabalho apresenta o primeiro relato para esta tecnica nessa espécie de biocontrole e, 0s
mutantes expressando Cas9, representam potencial biotecnolégico para validacdo e
patenteamento de genes em biotecnologia agricola.

Palavras-chave: controle bioldgico, fitopatdgeno, pyr4, edicdo génica,

micoparasitismo.
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ABSTRACT

Trichoderma harzianum is a filamentous fungus used as a biological control agent for
agricultural pests. Genes of this microorganism have been studied and their applications are
patented for use in biofungicides and plant breeding strategies. Gene editing technologies would
be of great importance for genetic characterization of this species and has not yet been reported.
This work registers obtaining of mutants with selection marks in this species using the
CRISPR/Cas9 system. For this, sequences for a guide RNA and Cas9 overexpression were
inserted via biobalistics, and the sequencing approach proved mutants deletions and insertions
at pyr4 gene. Phenotypic characterization demonstrated a reduction in the growth of mutants in
the absence of uridine, as well as resistance to 5-fluorotic acid; besides the gene disruption did
not reduce mycoparasitc activity against phytopathogens. Thus, it was possible to demonstrate
target disruption of pyr4 gene in T. harzianum using the CRISPR/Cas9 system and also that
endogenous expression of the system did not interfere with the biological control activity of
pathogens. This work is the first report for this technique in this species of biocontrol and, the
mutants expressing Cas9, represent biotechnological potential for generation of useful
technologies in agricultural biotechnology.

Key-words: biocontrol; phytopathogen; pyr4; gene editing; mycoparasitism.



INTRODUCAO

O mercado agricola busca complementar o uso de produtos quimicos com produtos que
possuam melhores mecanismos de agdo, sejam mais especificos para o controle de pragas, além
de induzirem menos resisténcia ao produto na planta. Nesse sentido, bioformulag¢des produzidas
com microrganismos, como bactérias e fungos, sdo uma alternativa para associar aos produtos
quimicos para realizar o manejo de pragas agricolas de forma mais eficiente, a fim de minimizar
possiveis danos a outros organismos, a saude humana e ao meio ambiente, além de
possibilitarem uma alternativa para a agricultura sustentavel (RODRIGUEZ-GONZALEZ et
al., 2016; HAJJI-HEDFI et al., 2017; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2018).

O fungo filamentoso da espécie Trichoderma harzianum € largamente utilizado em
biofungicidas para o controle bioldgico de pragas agricolas que afetam culturas de importancia
econdmica, tais como: feijao, tomate, milho, tabaco, pepino (QUALHATO et al., 2013). Este
microrganismo é cosmopolita, pois possui uma capacidade de sobreviver em diversos meios e
condi¢cdes, bem como realiza o biocontrole por varios mecanismos de acgdo, incluindo:
antibiose, competicdo por nutrientes e micoparasitismo; além de promover o crescimento das
plantas, induzir & maior tolerancia a estresses abidticos e aumentar as taxas de germinacéao de
sementes (HARMAN et al., 2004; CHEPSERGON et al,. 2014; CARVALHO et al., 2015;
SILVA et al., 2019). Esses efeitos benéficos promovidos por Trichoderma as plantas sédo
possiveis devido a habilidade que estes possuem de colonizar e penetrar nas raizes das plantas
e realizar relagBes simbidticas (MENDONZA-MENDONZA et al., 2017; RAMIREZ-
VALDESPINO et al., 2019). A acdo micoparasita de Trichoderma deve-se a sua capacidade de
envolver suas hifas nas células hospedeiras e secrecdo de enzimas hidroliticas tais como:
quitinases, glucanases e proteases, e consequente causar a morte do fitopatdgeno (LIU &
YANG, 2005; SILVA et al., 2019).

As bioformulagdes contendo Trichoderma ja registradas no Brasil sdo para o controle
de fitopatdgenos, tais como: Sclerotina sclerotiorum, Rhizoctonia soliani, Sclerotium roifsii,
Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, entre outras pragas de grande importancia
econdmica (GHISALBERTI & SIVASITHAMPARAM, 1991; ROCO E PEREZ, 2001;
HARMAN et al., 2004; ARENAS et al., 2018; MAPA, 2019). Além disso, existem relatos de
aplicacbes biotecnoldgicas de enzimas deste microrganismo para a producdo de biodiesel
(MUKHERJEE et al., 2012; PATHAK et al., 2014), plantas transgénicas resistentes a estresses



bidticos e abidticos (SHORESH et al., 2010; HERMOSA et al., 2012; NICOLAS et al., 2014),
bioformulacdes, estudos e aplicacGes de cepas recombinantes (DRUZHININA & KUBICEK,
2017; NOVY et al., 2019; DARIO RAFAEL et al., 2019). Com isso, estudos morfolégicos e
moleculares em espécies de Trichoderma sdo realizados com inUmeras perspectivas e
aplicacOes biotecnoldgicas. Nesse contexto, hd uma demanda crescente por diferentes técnicas
moleculares em Trichoderma spp. para estudo de genomas; vias metabdlicas; validacdo de
genes envolvidos no biocontrole e no micoparasitismo (LORITO et al., 2010; SILVA et al.,
2019). Por isso, ferramentas moleculares utilizadas em transcriptomas e proteomas sao
essenciais para revelar as estratégias de micoparasitismo em espécies de Trichoderma
(ATANASOVA et al., 2013; RAMADA et al. 2016).

As ferramentas moleculares de edicdo genética surgiram como proposta recente e
altamente eficazes para analise funcional de genes em procariotos e eucariotos. Estas tornaram
possivel deletar sequéncias em genes e/ou suas regides regulatorias, bem como, direcionar a
insercdo de sequéncias para superexpressdo em regides alvo (SCHUSTER & KAHMANN,
2019). Dentre essas ferramentas, sistema CRISPR/Cas, técnicas de ZFN (zinc-finger nucleases)
e TALEN (transcription activator-like effector nucleases). CRISPR (repeticdes palindrémicas
curtas, intercaladas e regularmente espacadas) é um sistema baseado no mecanismo de defesa
bacteriano descoberto em Streptococcus thermophilus contra DNA exdgeno, sendo constituido
pela enzima Cas9 e por gRNAs (RNAs guias). A Cas9 é uma endonuclease, responsavel pelo
corte na dupla fita de DNA e 0 gRNA é uma sequéncia de RNA composta por dois RNAs que
podem ser expressos separadamente ou fusionados, o crisprRNA (crRNA), regido
complementar ao DNA alvo, e 0 RNA transativador (tracrRNA), que forma um duplex de RNA
com uma porcdo do crRNA. Além disso, 0 gRNA possui uma regido de interacdo com a Cas9,
denominada PAM (protospacer adjacente motif). Apds a interacdo da Cas9 com o duplex
DNA-RNA, esta cliva o DNA e o reparo se da por HR (recombinacdo homologa) ou NHEJ
(recombinacdo ndo-homologa). A vantagem deste sistema em relacdo ao TALEN é que a
nuclease é a mesma para a delegdo de qualquer gene, o que muda sdo os gRNAs; além disso, 0
sistema CRISPR/Cas9 é mais especifico, porque a interacdo ocorre com 0 nucleotideo,
enquanto que ZFN e TALEN a interacdo ocorre entra a proteina e o DNA. Por essas razoes, a
biotecnologia tem como perspectiva utilizar o sistema CRISPR/Cas9 como ferramenta para

melhorar a edi¢do génica, pois este sistema permite introduzir varios gRNAs e clivar diferentes



regides do genoma simultaneamente (DOUDNA & CHARPENTIER, 2014; BOETTCHER &
MCMANUS, 2015; ARAZOE et al., 2015; KRAPPMANN, 2016; ZHANG et al., 2019).

Sabe-se que Trichoderma harzianum possui uma maquinaria de recombinacao
homologa ineficiente e por se reproduzirem assexuadamente, preferem realizar recombinagéo
ndo homologa, o que acarreta em baixa frequéncia correta de integracdo gendmica (LIU &
CHEN,2015). Estes desafios podem ser superados pela edicdo génica, técnica na qual o DNA
pode ser inserido, substituido ou removido do genoma através de endonucleases. Dentre estas,
o sistema CRISPR/Cas9 representa uma ferramenta valiosa na elucidac&o funcional de um gene
e/ou proteina, aumenta a eficiéncia da mutacdo génica por recombina¢do homdloga, como foi
relatado em Trichoderma reesei, espécie de uso industrial, importante na producdo de enzima
lignocelulosica para producéo de biocombustiveis, como o biodiesel (LIU et al., 2015; NOVY
et al., 2019). Esta tecnologia gerou linhagem de T.reesei com alta producdo dessas enzimas
hidroliticas que degradam a biomassa lignocelulésica vegetal por direcionar a integracdo
correta do gene em promotor especifico (RANTASALO et al., 2019).

Dessa forma, avancos nessas ferramentas moleculares possibilitam direcionar mutacdes,
como também, gerar marcas de selecdo com eficacia (N@DVIG et al.2015; DERNTL et al.
2015; NIHEI & KISHI, 2017). As marcas de selecdo auxotréficas incluem alteracGes em
enzimas-chave, importantes para as vias metabdlicas de biossintese de nucleotideos para
distincdo dos organismos mutados. Os nucleotideos sdo biomoléculas essenciais para 0s
organismos porque integram as vias de informacéao genética, além de participarem de processos
celulares e metabolicos. Por essas razfes, alteraces na biossintese de nucleotideos podem
causar importantes alteragdes fisioldgicas e até a morte celular (SEREAHT et al. 2012;
KOKINA et al. 2019). Inclusive, existe uma linhagem de T. reseei contendo marca auxotrofica
utilizada para aplicacédo industrial e biotecnoldgica (HARTL & SEIBOTH, 2005; SCHUSTER
& SCHMOL, 2010). Apesar de linhagens de Trichoderma contendo marcas seletivas serem
indispensaveis dispositivos para trabalhos de selecdo e desenvolvimento de linhagens com
aplicabilidade biotecnoldgica, inexiste linhagem do fungo de biocontrole T. harzianum
contendo marca auxotrofica. Tampouco, ha relatos sobre os efeitos da delecao génica em marca
auxotrofica na atividade de micoparasitismo em fungos de controle biologico. O gene pyr4 é
um representante de genes com marcas auxotroficas, € um gene necessario para a biossintese
de uridina, pois codifica a enzima oritidina-5’-fosfato descarboxilase (DRUZHININA &
KUCICEK, 2017). A tecnologia CRISPR/Cas9 pode ser utilizada para criar mutantes por



delecdo do gene pyr4 (marca auxotrofica), os quais necessitam de meio de cultura acrescido de
uridina para reestabelecer o crescimento, além do mais, mutantes crescem na presenca de acido
5-fluorotico (5°-FOA), molécula toxica para Trichoderma selvagem, porque a conversao de 5°-
FOA em 5-fluoracil causa morte dos selvagens (WENDEROTH et al., 2017).

Neste trabalho, o uso da técnica de engenharia genética CRISR/Cas9 em Trichoderma
harzianum para nocaute da expressao do gene pyr4, configura uma estratégia inovadora para
analise funcional deste gene durante o controle bioldgico de fungos fitopatogénicos, alem da

validacdo da técnica e producgdo de marcas de selecao nesta espécie.



OBJETIVOS

Objetivo Geral

Obter linhagens de T. harzianum mutantes para marcas de selecdo pyr4, utilizando
engenharia genética de precisdo (CRISPR/Cas9), sem perder a capacidade micoparasita das
linhagens a fitopatdgenos.

Objetivos Especificos

- Desenvolver sistema de edicdo CRISPR/Cas9 para o gene pyr4 de T. harzianum.

- Avaliar alteracGes na regido alvo do gene nos transformantes de T. harzianum através
de sequenciamento.

- Avaliar o crescimento de transformantes de T. harzianum em meio de cultura com
marcas auxotrofica e prototrofica.

- Avaliar nos transformantes a atividade de micoparasitismo dos fitopatdgenos

Fusarium oxysporum e Sclerotinia sclerotiorum.



MATERIAL E METODOS

Manutencéo dos fungos

Trichoderma harzianum (ALL42) da colecdo do Laboratério de Enzimologia
(UFG/ICBII), foi utilizado em estudos anteriores para estudo dos fitopatdgenos Fusarium
oxysporum e Sclerotinia sclerotiorum (GOMES et al., 2015; RAMADA et al., 2016; VIEIRA
et al., 2018; SILVA et al.,, 2019). Os fitopatdogenos Fusarium oxysporum e Sclerotinia
sclerotiorum da cole¢do da Embrapa/CENARGEN e Trichoderma harzianum foram mantidos
em meio MEX (3% de extrato de malte e 2% de agar) e estocados a 28°C no Laboratério de
Engenharia Genética Aplicada a Agricultura (LEG) da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia / CENARGEN - Brasilia/DF.

Construcdo do vetor de edi¢cdo génica CRISPR/Cas9 e transformacéo de genética
de T. harzianum

Para possibilitar a edicdo génica e andlise funcional da marca auxotrofica (pyrd) em T.
harzianum desenvolvemos um sistema baseado em CRISPR/Cas9 e adaptado para uso neste
fungo de biocontrole. A endonuclease Cas9 e a sequéncia de gRNA para pyr4 foram
introduzidos em cepas de T. harzianum e os mutantes produzidos foram selecionados em meio
contendo acido 5-fluoroorético (5°-FOA).

Para a sintese do plasmideo, o gene da Cas9 de S.pyogenes foi otimizado para a
expressdo em T. harzianum e sintetizado pela empresa de biotecnologia Epoch Life Science,
Inc. (Sugar Land, TX, USA). A sequéncia da Cas9 foi inserida entre o promotor constitutivo de
A.nidulans gpdA e o terminador trpC. A sequéncia de gRNA para a edi¢do do gene pyr4 (JGI
ID: 480432) foi construida utilizando o servidor online E-CRISPR (http://www.e-crisp.org/E-
CRISP/) e inserida a jusante do promotor constitutivo de T.reesei tefl no plasmideo pLHhph1-
tefl. Para a construcdo do sistema de edicdo CRISPR/Cas9, a proteina Cas9 e 0 gRNA foram
inseridos no plasmideo previamente linearizado. O vetor final (CRISPR/pyr4) foi usado para
transformar T.harzianum (ALL42) usando particula de tungsténio M5 de com Vieira et al.
(2018). Apbs 0 bombardeio, conidios de T.harzianum foram banhados em placas com extrato
de levedura/agar (meio MEX) contendo 5’-FOA (1.5 g/L; Fermentas, St. Leon-Rot, Germany)
e uridina (10mM).


http://www.e-crisp.org/E-CRISP/
http://www.e-crisp.org/E-CRISP/

Triagem de mutantes de T. harzianum e sequenciamento

Os mutantes obtidos por andlise fenotipica (resisténcia ao 5’FOA) foram verificados
usando iniciadores alinhados na sequéncia vetorial Cas9_RNAgCheC
(CTGCAAGGCGATTAAGTTGG) e Cas9 3897F (ACAGCATAAGCACTACCTCG).
Conidios alternados em meio BDA / higromicina, seguido pelo isolamento de esporos Unicos
em meio BDA com uridina foram realizados em trés etapas para purificar os mutantes. Col6nias
resistentes a 5’-FOA foram obtidas apos 3-4 dias e transferidas para o0 meio BDA contendo
uridina para esporulacdo. O DNA gendmico das cepas foi isolado e o gene pyr4 foi sequenciado
usando o iniciador universal SP6. O DNA da cepa do tipo selvagem (WT) foi incluido como

controle.

Andlise de crescimento e confronto direto

Para analisar as cepas de T. harzianum para a auxotrofia da uridina, foram colocados
plugs de micélio medindo 1 cm no centro de placas frescas de BDA ou MEX suplementadas
com 10 mM de uridina e incubadas a 28° C por 7 dias. A atividade antagonista de T. harzianum
selvagem (WT) e mutantes contra patogenos foi realizada com ensaio de confronto de placas,
como descrito anteriormente (GOMES et al., 2015), bem como medi¢do do didmetro das
colbnias por um periodo de 7 dias. Dois patdgenos (Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium
oxysporum) foram avaliados independentemente durante o confronto com cepas de T.
harzianum na auséncia e presenca de uridina. Todas as experiéncias foram conduzidas em

triplicatas bioldgicas independentes.

Anélise Estatistica

Os dados foram analisados quanto a normalidade (testes de Shapiro-Wilk) e quanto a
homogeneidade (testes de Bartlett). Os dados que ndo eram normais foram transformados
usando (x + 0,5) 1/2. Posteriormente, os dados foram submetidos a ANOVA e as médias foram
separadas pelo teste de Dunnett com 5% de probabilidade sempre que a ANOVA fosse
significativa. A andlise estatistica foi realizada no software R, versdo 3.2.2 (R Core Team, 2016)

e o trabalho grafico foi realizado no software GraphPad Prism versédo 7.0 (La Jolla, CA, EUA).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Trichoderma harzianum é um fungo filamentoso que exibe uma variedade de aplicacfes
em biotecnologia (ADNAN et al.,2019a; HARMAN & UPHOFF, 2019). Devido a sua
capacidade de antagonizar patdgenos vegetais, bem como estimular o crescimento das plantas
e respostas de defesa, cepas de T. harzianum sdo utilizadas na agricultura para controle
bioldgico, e algumas de suas linhagens séo utilizadas em bioformulagdes (VIEIRA et al.,2013;
ADNAN et al.,2019b; MUKHERJEE, 2019; SILVA et al., 2019).

Ferramentas genéticas sao pouco desenvolvidas para a maioria dos fungos filamentosos,
o que dificulta empregar engenharia genética para entender a biologia de espécies de
Trichoderma, além de poder explora-las industrialmente e cientificamente (SCHUSTER &
SCHMOLL,2010; LORITO et al., 2010). Por esses motivos, existe uma demanda para
desenvolver métodos versateis que possam ser utilizados para manipular geneticamente T.
harzianum. Portanto, as tecnologias de edi¢do de genes representam uma alternativa promissora
na engenharia genética, 0 que ocasionou a estabelecer novas linhagens mutantes para
manipulag¢des genéticas.

O bloqueio do gene pyr4 (OMP-descarboxilase) em T. harzianum produz cepas
prototréficas resistentes ao 5°-FOA, um intermediario téxico que é convertido pela orotidina-
5'-monofosfato (OMP)-decarboxilase em 5-fluoro-UMP (HU et al.,2008). Neste trabalho,
quatro mutantes de T. harzianum (4P3, AP4, AP7 e AP13) selecionados em meio 5’-FOA
(Figura 1A) apresentaram a expressao do gene Cas9 (Figura 1B). Correspondentemente, para
realizar uma comparacgéo de mutantes de pyr4 com T. harzianum selvagem (WT) foi realizada
analise do sequenciamento, a qual apresentou indels (insercdo: AP3 e delecdes: AP4, AP7 e
AP13) na regido alvo do gRNA para todos os mutantes (Figura 1C); o que evidenciou a
ocorréncia da recombinacdo ndo-homologa nos microrganismos, dado que a interrupcao de
genes tem sido uma importante alternativa para a melhoria de cepas de T. harzianum e estudos
gendmicos funcionais. No entanto, a frequéncia de recombina¢do homologa em espécies de T.
harzianum é tradicionalmente muito baixa e demorada (DERNTL et al.,2015; LIU et al.,2015;
LIU et al.,2017; VIEIRA et al.,2018; WANG & COLEMAN,2019). Assim, a técnica
CRISPR/Cas9 possibilitou a producdo de linhagem de T. harzianum com marca auxotréfica
que também expressa o0 gene Cas9. Do ponto de vista pratico, este trabalho introduz uma

poderosa abordagem de edi¢do de genoma em mutantes mitoticamente estaveis, apresentando



mutacgdo enddgena do gene pyr4 realizada pelo promotor constitutivo de Cas9. Esta linhagem
de T. harzianum produzida pode ser versatil e simples para alcancar uma nova mutagénese,
uma vez que € possivel transforma-la novamente com um Unico gene da Cas9 guiado por RNA.

A mutacdo do pyrd também gera cepas auxotroficas defeituosas para sintese de uridina
(uracil). Este trabalho apresenta o estabelecimento dessa marca de selecéo para a transformacéo
genética do fungo de biocontrole T. harzianum. De fato, os resultados de ensaios em meio BDA
sem uridina demonstraram que os mutantes (4P3, AP4, AP7 e AP13) apresentaram taxas de
crescimento mais baixas em comparagao com a cepa do tipo selvagem (Figura 2A). Além disso,
0s ensaios em BDA com uridina revelaram que todos os mutantes apresentaram taxas de
crescimento maior em comparacdao com o WT (Figura 2A). Em relacdo aos ensaios realizados
no meio MEX, foi demonstrado que a mutacdo da expressdo de pyr4 também reduziu a taxa de
crescimento de mutantes na auséncia de uridina. No entanto, a adigdo de uridina ao meio MEX
apenas restabeleceu a taxa de crescimento de mutantes de maneira semelhante 8 WT (Figura
2B). Desta forma, o sistema CRISPR/Cas9 causou insercdes e delecdes (indels) nas regides
alvo do gene pyr4, fator que ocasionou um atraso no crescimento dos mutantes em meio sem
uridina. Além disso, andlises fenotipicas confirmaram que esses mutantes precisam de
complemento de uridina no meio para apresentarem crescimento semelhante ao do tipo
selvagem, atestando a presenca dessa marca de selecéo auxotrofica.

Microrganismos com marca de selecdo pyr-negativo sdo amplamente utilizados em
processos biotecnoldgicos, industrias e pesquisas (RUIZ-DIEZ, 2002; STEIGER et al.,2011;
RANTASALDO et al., 2019). De fato, a pesquisa genémica com a espécie industrial T. reesei
entrou em uma nova era apos a disponibilidade de cepas pyr-negativas. Mesmo assim, linhagens
de T.reesei possuindo essa marca auxotrofica foram produzidas utilizando abordagens
tradicionais de engenharia genetica (GRUBER et al., 1990; STEIGER et al.,2011) ou,
recentemente, utilizando a tecnologia CRISPR/Cas9 (L1U et al., 2015). Além disso, pesquisas
aplicando o sistema CRISPR/Cas9 em Trichoderma spp. relatam uso exclusivo desse sistema
em T. reesei (LIU et al., 2015; LIU et al., 2017; HAO & SU, 2019; SONG et al., 2019). Esses
trabalhos aplicaram métodos de transformacéo de protoplastos ou agrobactérias e descreveram
apenas a transcricdo in vitro do RNAm (LIU et al., 2015; LIU et al., 2017; HAO & SU, 2019;
SONG et al., 2019). Outros métodos de transformacdo, como transformacéo via biobalistica,
podem ser utilizados em Trichoderma spp. Biobalistica € um método de entrada direta de DNA

no microrganismo e um método rapido de transformacdo; além disso ndo requer a preparacao
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da célula para retirada da parede celular, fator que contribui para que ndo ocorram danos na
propriedades fisiologicas da parede celular; também permite obter um ndmero maior de
mutantes e nuacleos transformados com vetores, o que facilita a selecdo em meio seletivo
(LORITO et al.,1993; HAZELL et al., 2000; MOOKKAN, 2018). Neste trabalho foi realizado
com sucesso a transformacdo direta via biobalistica de T. harzianum com o complexo
Cas9/gRNA e pode ser uma alternativa para a rapida mutacdo de genes nesta espécie, bem
como, para realizar a expressdo da Cas9, fato que permite acelerar a edi¢cdo do genoma nesse
fungo de biocontrole. Com essas vantagens, ndo ha relatos de uso desse método de
transformacéo para inserir Cas9 e gRNA em outras espécies de biocontrole de Trichoderma.
Para avaliar os efeitos da mutacdo de pyr4 e expressdo de Cas9 na interacdo
micoparasitaria entre T. harzianum e fungos fitopatdgenos, foram realizados ensaios de
confronto em placas de cultura na auséncia e presenca de uridina. Em relacéo aos ensaios de S.
sclerotiorum, foi observado que a auséncia de uridina ndo afetou a capacidade dos mutantes de
micoparasitar esse patdgeno em comparacdo com a cepa WT (Figura 3A). No entanto, ensaios
de confronto realizados na presenca de uridina demonstraram que os mutantes diminuiram o
crescimento excessivo de S. sclerotiorum em comparagdo com o tipo selvagem (Figura 3A).
Também foram realizados ensaios de confronto para comparar as habilidades
micoparasitarias de cepas de T. harzianum contra F. oxysporum (Figura 3B). Ndo foram
observadas diferencas entre as cepas testadas quanto a inibicdo de F. oxysporum em todos 0s
meios analisados (Figura 3B). Dessa forma, bioensaios com patdégenos demonstraram que a
expressao de Cas9 e o bloqueio da expressdo do gene pyr4 (OMP-descarboxilase), importante
para a via de sintese da pirimidina, ndo reduziram a atividade micoparasita dos mutantes.
Assim, 0 uso do sistema CRISPR/Cas9 em T. harzianum possui muitas perspectivas
para analise funcional de genes de biocontrole, modificagfes metabdlicas, bem como selecéo
ou producdo de novas linhagens para uso biotecnolégico. Além de permitir a producdo de
linhagens que sejam mais aceitas no mercado, devido a dele¢cdo por CRISPR/Cas9 nédo produzir

microrganismos transgénicos.



11

Ayl

>

AP3 AP4 AP7 AP13

Growth (cm)

O=NQAIAQONDPODO

5-FOA

C
Target Site PAM
wT TGGACCTCAAAGCCTCTAACCTGTGCCTGAGCGCCGATGTACCGACAGCT CGGGAGCTCCTCTACCTTGCTGACAAAA
AP3 (+1) TGGACCTCAAAGCCTCTAACCTGTGCCTGAGCGCCGATGTACCGACAAGCT CGGGAGCTCCTCTACCTTGCTGACAAAA
AP4 (-1) TGGACCTCAAAGCCTCTAACCTGTGCCTGAGCGCCGATGTACCGAC—GCT CGGGAGCTCCTCTACCTTGCTGACAAAA
AP7 (-1) TGGACCTCAAAGCCTCTAACCTGTGCCTGGGCGCCGATGTGCCGAC—GCC CGGGAGCTCCTCTACCTTGCTGACAAAA
AP13 (-1) TGGACCTCAAAGCCTCTAACCTGTGCCTGAGCGCCGATGTACCGAC—GCT CGGGAGCTCCTCTACCTTGCTGACAAAA

Figura 1. Linhagens de Trichoderma harzianum resistentes a 5°-FOA e sequenciamento.
A — Analise fenotipica de crescimento de T. harzianum selvagem (WT) e mutantes (4P3, AP4,
AP7, AP13) com dele¢do do gene pyrd em meio MEX contendo uridina e 5°-FOA ap0s 4 dias.
Gréfico de crescimento do selvagem (WT) e mutantes (4P3, AP4, AP7, AP13) na presenca de
5°-FOA. *Barras marcadas com asterisco diferem significativamente (P< 0.05). B — Gel de
agarose com marcador de 1Kb para confirmagdo da presenca do vetor contendo Cas9 nos
mutantes de T.harzianum com amplificacdo especifica de 1242 pb. C — Sequenciamento e
caracterizagdo indel nos mutantes de T.harzianum (4P3, 4P4, AP7, AP13).Inser¢éo: AP3/
Delecéo: 4P4, AP7, AP13. As insercdes e delecOes estdo destacadas em vermelho. A sequéncia
alvo do gRNA esta destacada em negrito. A sequéncia PAM esta destacada em verde.
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Figura 2. Andlise fenotipica de crescimento dos mutantes de Trichoderma harzianum para
auxotrofia de uridina. T. harzianum selvagem (WT) e mutantes (4P3, AP4, AP7, AP13) foram
cultivados a 28° C na auséncia ou na presenca de uridina. Imagens apés 2 dias de bioensaios
conduzidos em meios BDA (A) e MEX (B). *Barras marcadas com asterisco diferem
significativamente (P< 0.05).
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Figura 3. Atividades micoparasitarias de mutantes de Trichoderma harzianum. A atividade
antagonica dos mutantes (4P3, AP4, AP7, AP13) em comparacdo ao tipo selvagem de
T.harzianum foi avaliada com ensaios de confronto em placas utilizando Sclerotinia
sclerotiorum (A) e Fusarium oxysporum (B) com fungos hospedeiros (continua).
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Os bioensaios foram realizados na auséncia e presenga de uridina. *Barras marcadas com
asterisco diferem significativamente (P< 0.05).
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CONCLUSAO

Foi desenvolvido um sistema de edicdo CRISPR/Cas9 para mutacéo do gene pyr4 em
Trichoderma harzianum. Além disso, foram avaliadas e confirmadas: as alteragdes na regido
alvo do gene nos mutantes de T. harzianum através de analises fenotipicas, moleculares e
sequenciamento; as alteracdes de crescimento dos mutantes em meios de cultura com marcas
auxotrofica (selecdo negativa) e prototréfica (selecdo positiva); bem como a manutencéo da
atividade micoparasita dos mutantes nos fungos fitopatogénicos Fusarium oxysporum e
Sclerotinia sclerotiorum.

Este trabalho apresenta pela primeira vez uma abordagem promissora de edicdo de
genoma no fungo de biocontrole T. harzianum. Mutantes produzidos com marcas de selecéo e
expressdo da Cas9 permitem uma ferramenta para analise funcional de genes de biocontrole,
selecdo de linhagens para bioformulagcbes e geracdo de novas linhagens para uso

biotecnoldgico.
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Abstract

Trichoderma harzianum is a filamentous fungus used as a biological control agent for
agricultural pests. Genes of this microorganism have been studied and their applications are
patented for use in biofungicides and plant breeding strategies. Gene editing technologies would
be of great importance for genetic characterization of this species and has not yet been reported.
This work registers obtaining of mutants with auxotrophic mark in this species using the
CRISPR/Cas9 system. For this, sequences for a guide RNA and Cas9 overexpression wer
inserted via biobalistics, and the sequencing approach proved mutants deletions and insertions
at pyr4 gene. Phenotypic characterization demonstrated a reduction in the growth of mutants in
the absence of uridine, as well as resistance to 5-fluorotic acid; besides the gene disruption did
not reduce mycoparasitc activity against phytopathogens. Thus, it was possible to demonstrate
target disruption of pyr4 gene in T. harzianum using the CRISPR/Cas9 system and also that
endogenous expression of the system did not interfere with the biological control activity of
pathogens. This work is the first report for this technique in this species of biocontrol and, the
mutants expressing Cas9, represent biotechnological potential for generation of useful
technologies in agricultural biotechnology.

Key-words: biocontrol, phytopathogen, gene editing, mycoparasitism.
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Introduction

Species of the fungal genus Trichoderma are important biocontrol agents (BCAs) used
in agriculture, but also industrial producers of enzymes 1. Several bioformulations already
registered have been reported as both mycoparasites and nematode parasites >°. Additionally,
there are already a number of researches on biotechnological applications of enzymes from
these organisms for the production of biodiesel #>’8 and transgenic plants resistant to biotic
and abiotic stresses >1% . Therefore, efficient molecular tools are essential for structural and
functional genomics investigations in Trichoderma industrial and biocontrol species %1112,

Based on studies in a number of filamentous fungus, it is very difficult to achieve gene
deletion in Trichoderma biocontrol strains using traditional genetic approaches >4, They have
an inefficient homologous recombination machinery and because it reproduces asexually, it
prefers to perform non-homologous recombination, which results in a low frequency of correct
genomic integration *>1°. These challenges could be overcome by Crispr/Cas9 system, a gene
editing technique in which nucleotides can be inserted, replaced or removed from the genome
through endonucleases 2%, To date, works on CRISPR/Cas9 gene editing system occurred
exclusively in Trichoderma reesei, and were able to generate either selective marker or strains
with increased proteins production >%20, However, this species is an industrial producer of
cellulases and hemicellulases that already present a high number of mutants produced using
traditional genetic approaches, including strains with pyr as auxotrophic marker 2:-24,

Trichoderma harzianum is a soil-borne fungus used in biofungicides for the biological
control of agricultural diseases that affect crops of economic importance, such as: soybean, rice,
corn, tomato, tobacco, and bean %2>, This microorganism is cosmopolitan and performs
biocontrol through several mechanisms of action, including: antibiosis, competition for
nutrients and mycoparasitism; in addition to promoting plant growth, inducing greater tolerance
to stresses and increasing seeds germination rates 22728, These beneficial effects promoted by
T. harzianum on plants are possible due to their ability to colonize and penetrate the roots of
plants and to carry out symbiotic relationships 231229,

Due the fact that T. harzianum is among the most used bioagents in today’s agriculture
throughout the world 2732, there is an increasing interest to understand the modes of action of
this biocontrol fungus and the underlying molecular processes in greater detail. The recent

release of Crispr/Cas9 gene editing technique could form the basis for large-scale genetic
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manipulations of this biocontrol fungus, but also the establishment of additional selection
markers is crucial. Thus far, only a limited number of selection markers have been available for
genetic transformation of T. harzianum, and OMP-decarboxylase deletion (pyr-) is proved to
be a reliable auxotrophic marker for filamentous fungi >**21%2 Also, effects of gene deletion
together with Cas9 overexpression in a biocontrol fungus is innovative. The use of
CRISPR/Cas9 gene editing system to disrupt pyr4 gene in T. harzianum represent a promising
strategy for validating the technique in this fungus, further works on gene edition and also

functional analysis of this system during mycoparasitism.

Materials and Methods
Microorganisms and culture conditions

Trichoderma harzianum ALL42 (Enzymology group collection - UFG/ICB) was used
for this study. Fusarium oxysporum and Sclerotinia sclerotiorum were from the Embrapa —
CNPAF culture collection. The microorganisms were maintained on potato/dextrose/agar

(PDA) plates with periodic sampling and stored at 4°C in Embrapa/CNPAF before use.

Construction of the CRISPR/Cas9 gene edition system and genetic transformation of T.
harzianum

For plasmid production, the Cas9 gene from S. pyogenes was codon optimized for
expression in Trichoderma harzianum and synthesized by Epoch Life Science, Inc. (Sugar
Land, TX, USA). The Cas9 sequence was inserted between the constitutive A. nidulans gpdA
promoter and trpC terminator. The gRNA sequence for pyrd (JGI ID: 480432) edition was
designed using the online E-CRISPR design server (http://www.e-crisp.org/E-CRISP/) and

inserted downstream of the constitutive T. reesei tefl promoter of the plasmid pLHhphl-tefl
33, For the construction of the CRISPR/Cas9 editing system, the Cas9 gene and gRNA were
inserted into the plasmid previously linearized. The final vector (Crispr/pyr4) was used to
transform T. harzianum (All42) using M5 tungsten particle in accordance with 7. After the
bombardment, conidia from T. harzianum were plated on yeast extract/agar (MEX) plates
containing 5-FOA (1.5 g/L; Fermentas, St. Leon-Rot, Germany) and uridine (10 mM).

Screening of T. harzianum mutants and sequencing
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Mutants obtained by phenotypic analysis (5’FOA resistance) were checked using
primers that line up within the Cas9_RNAgCheC (CTGCAAGGCGATTAAGTTGG) and
Cas9_3897F (ACAGCATAAGCACTACCTCG) vector sequence. In order to purify the
mutants, three stages of alternating conidia were performed in PDA/ hygromycin medium,
followed by isolation of single spore in PDA medium with uridine. 5-FOA resistant colonies
were obtained after 3—4 days and transferred to PDA medium containing uridine for sporulation.
Genomic DNA from the strains was isolated as described previously 2! and the pyr4 gene was
sequenced using SP6 universal primer. DNA from the wild type (WT) strain was included as
control.

Growth and direct confrontation assays

To analyze Trichoderma strains for uridine auxotrophy, mycelium-covered plugs were
placed at the center of fresh PDA or MEX plates supplemented with 10 mM uridine and
incubated at 28 °C for 7 days. Antagonism activity of T. harzianum WT and mutants against
pathogens were performed as plate confrontation assay as described previously (GOMES et al.,
2015), and colony diameter measurement for a period of 7 days. Two pathogens (Sclerotinia
sclerotiorum and Fusarium oxysporum) were independently evaluated during confrontation
with T. harzianum strains in uridine presence and absence. All experiments were conducted in
independent biological triplicates.

Statistical analysis

The data were analyzed for normality (Shapiro-Wilk’s tests) and for homogeneity
(Bartlett’s tests). Data that were not normal were transformed using (x + 0.5)Y2. Afterwards,
data were subjected to ANOVA, and means were separated by Dunnett’s test at 5% probability
whenever ANOVA was significant. The statistical analysis was performed using the software
R, version 3.2.2 (R Core Team, 2016) and graphical work was carried out using GraphPad
Prism version 7.0 software (La Jolla, CA, USA).

Results and discussion

Since genetic tools are poorly developed for most filamentous fungus, it is currently
difficult to employ genetic engineering for understanding the biology of Trichoderma spp. and
to fully exploit them industrially 834, Moreover, the frequency of homologous recombination
in some species is traditionally very low, time-consuming and sometimes even troublesome

15181932 For these reasons, there is a demand for developing versatile methods that can be used
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to genetically manipulate this biocontrol species. Therefore, gene editing technologies represent
a bright and promising alternative in genetic engineering of T. harzianum and prompted us
to establish new mutant lines for large-scale genetic manipulations. To facilitate this, we have
developed a CRISPR/Cas9 based system adapted for use in this biocontrol fungus.

Disruption of pyr4 confers 5-fluoroorotic acid (5-FOA) resistance to T. harzianum.
Mutants which are defective in pyr4 are prototrophic strains resistant to 5-FOA, which is
converted by orotidine-5’-monophosphate (OMP)-decarboxylase to the toxic intermediate 5-
fluoro-UMP *. In our work, four T. harzianum mutants (4P3, 4P4, AP7 and AP13) selected in
5-FOA medium (Fig. 1A) showed the codon-optimized Cas9 gene (Fig. 1B).
Correspondingly, sequencing approaches were utilized to carry out a comparative pyr4 analysis
with wild-type and it was shown indels at gRNA target for all mutants (Fig. 1C). Thus,
CRISPR/Cas9 technique enabled the production of T. harzianum strains with auxotrophic
marker that also express Cas9 gene. From a practical perspective, our work introduces a
powerful genome-editing approach in mitotically stable mutants with endogenous pyr4 gene
disruption accomplished by Cas9 constitutively expression. This system could be versatile and
simple, as new mutagenesis can be achieved in T. harzianum lines by re-transforming with a
single RNA guided plasmid.

Disruption of pyr4 also generates auxotrophic strains defective for uridine (uracil). In
our work, we present the successful establishment of this selection marker for the genetic
transformation of the biocontrol fungus T. harzianum. Indeed, results from assays in PDA
medium without uridine demonstrated that mutants (4P3, AP4, AP7 and AP13) presented lower
growth ratios compared to wild-type strain (Fig. 2A). Moreover, assays in PDA with uridine
revealed that all mutants showed higher growth ratios compared to WT (Fig. 2A). In relation to
assays conducted in MEX medium, it was demonstrated that pyr4 disruption also reduced
mutants growth ratio in uridine absence. However, addition of uridine to MEX medium only
reestablished mutants growth ratio similarly to WT (Fig. 2B). In this way, CRISPR/Cas9 system
caused insertions and deletions (indels) in target regions of pyr4 gene and successfully
interrupted gene function. In addition, phenotypic analyzes confirmed that these mutants need
complement of uridine in the medium to present similar growth to the wild-type, thus certifying
the presence of this convenient selection marker.

Microorganisms with pyr-negative marker are widely used in biotechnological

processes, industries and research 32024, Indeed, genomic research with the industrial T. reesei
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has entered a new era after pyr-negative strains became available. Nevertherless, T.reesei with
this auxotrophic marker have been produced using both traditional genetic approaches 2 or,
recently, CRISPR/Cas9 technology °. Also, researches using CRISPR/Cas9 system reveal that
they are exclusively to T. reesei #1>1%3¢ These works used protoplast or agrobacterium
transformation methods and described only in vitro transcription of gRNA 4151936 Oyr work
was successfully carried out by biolistic direct transformation of T. harzianum with Cas9/gRNA
complex and may be an alternative for fast gene disruption, as well as overexpression of a
codon-optimized Cas9 provides a means to speed up genome editing on this biocontrol fungi.
With these advantages, nevertheless, there was no report of using such a technique in other
Trichoderma biocontrol species.

Trichoderma harzianum is a cosmopolitan filamentous fungus that displays a
remarkable range of applications in agricultural biotechnology 2. Because of its ability to
antagonize plant-pathogens as well as stimulate plant growth and defense responses, some
strains are used in bioformulation for biological control 212526 |n this way, gene disruption
has been a critical technique for improvement of T. harzianum strains and biocontrol studies.

The effects of pyr4 disruption and Cas9 overexpression on the mycoparasitic interaction
between T. harzianum and hosts fungus were assessed in plate confrontation assays. In relation
to S. sclerotiorum assays, we observed that uridine absence did not affected mutants ability to
mycoparasite this pathogen compared to WT strain (Figure 3A). However, confrontation assays
carried out in uridine presence demonstrated that mutants decreased S. sclerotiorum overgrowth
compared to wild-type (Figure 3A).

Confrontation assays were also performed to compare mycoparasitic abilities of T.
harzianum strains against F. oxysporum either in uridine absence or presence (Figure 3B). No
differences between the tested strains were observed for inhibition of F. oxysporum in all media
analyzed (Figure 3B). In this manner, bioassays with pathogens demonstrated that pyr4 gene
disruption (OMP-decarboxylase), important for the pyrimidine synthesis pathway, in addition
to Cas9 expression, did not reduce the mycoparasite activity of mutants. Thus, the use of the
CRISPR/Cas9 system in T. harzianum has many perspectives for functional analysis of
biocontrol genes, metabolic modifications, as well as the selection or production of new strains
for biotechnological uses.

Conclusion
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This work presents for the first time a promising approach of genome editing in the
biocontrol fungus T. harzianum. Mutants produced with auxotrophic marker and Cas9
overexpression enable a tool for functional analysis of biocontrol genes, selection of strains for

bioformulations, as well as generation of new strains for biotechnological uses.
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Legends
Figure 1. Screening of T. harzianum mutants resistant to 5'-FOA. A. Phenotype and growth
of T. harzianum wild-type (WT) and FOA-resistant mutants (4P3, AP4, AP7,and 4P13). *Bars
marked with asterisk differ significantly (P< 0.05). B. Genomic DNA was isolated and screened
by PCR for the presence of the Cas9 gene which yielded a specific amplicon of 1242-bp. C. A
fragment from pyr4, which was used for sequencing, confirm mutants indels at target region.
The sgRNA guiding sequence is highlighted in bold.

Figure 2. Phenotype analysis of T. harzianum mutants for uridine auxotrophy. T.
harzianum wild-type and mutants (4P3, 4P4, AP7, and 4P13) were grown at 28°C in uridine
absence or presence. Pictures after 2 days from bioassays conducted in PDA (A) and MEX (B)
media. *Bars marked with asterisk differ significantly (P< 0.05).

Figure 3. Mycoparasitic abilities of uridine auxotrophic mutants. The antagonistic activity
of mutants (4P3, 4P4, AP7, and AP13) in comparison to the T. harzianum wild-type was
assessed in plate confrontation assays using Sclerotinia sclerotiorum (A) or Fusarium
oxysporum (B) as host fungus. Bioassays were conducted in uridine presence and absence.

*Bars marked with asterisk differ significantly (P< 0.05).
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