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Resumo

A cromoblastomicose (CBM) é uma doencga causada por varios fungos deméceos de diferentes
géneros, sendo que Fonsecaea 0 mais comum isolado clinicamente. Métodos de transformagao genética
foram descritos recentemente; no entanto, ferramentas moleculares para o estudo funcional de genes
tém sido pouco relatadas para esses fungos. Neste trabalho, foi demonstrado que a delecdo de genes e
a geracdo do mutante por recombinacdo homologa sdo possiveis para Fonsecaea pedrosoi pelo uso de
duas abordagens: uso de PCR de dupla junta para construcdo de cassete, seguido pela entrega do
marcador dividido por transformacao biobalistica . Por meio de analises in silico, identificamos que F.
pedrosoi apresenta o aparato enzimatico completo necessario para a biossintese do triptofano (trp). O
gene que codifica uma triptofano sintase trpB — que converte o indole 3 glicerol fosfato e a serina em
triptofano — foi interrompido. O mutante auxotrofico AzrpB pode crescer com suprimento externo de L-
triptofano, mas a germinacao, a viabilidade dos conidios e o crescimento radial sdo defeituosos em
comparagdo com as cepas selvagens e reconstituidas. O uso de 5-FAA para selecdo de fendtipos trp- e
para contra-selecdo de cepas portadoras do gene trp também foi demonstrado. As ferramentas
moleculares para o estudo funcional dos genes, aliadas as informag6es genéticas dos bancos de dados
gendmicos, aumentam significativamente nosso entendimento da biologia e da patogenicidade dos
agentes causadores da CBM.

Palavras-chave: substituicdo génica por recombinagdo homdloga; PCR de dupla junta; transformacéo
por biobalistica; mutante nulo; trpB; biossintese de triptofano; Fonsecaea; cromoblastomicose



Abstract

Chromoblastomycosis (CBM) is a disease caused by several dematiaceous fungi from different
genera, and Fonsecaea is the most common which has been clinically isolated. Genetic transformation
methods have recently been described; however, molecular tools for the functional study of genes have
been scarcely reported for those fungi. In this work, we demonstrated that gene deletion and generation
of the null mutant by homologous recombination are achievable for Fonsecaea pedrosoi by the use of
two approaches: use of double-joint PCR for cassette construction, followed by delivery of the split-
marker by biolistic transformation. Through in silico analyses, we identified that F. pedrosoi presents
the complete enzymatic apparatus required for tryptophan (trp) biosynthesis. The gene encoding a
tryptophan synthase trpB — which converts indole 3 glicerol fosfate and serine in triptophan — was
disrupted. The AtrpB auxotrophic mutant can grow with external trp supply, but germination, viability
of conidia, and radial growth are defective compared to the wild-type and reconstituted strains. The use
of 5-FAA for selection of trp- phenotypes and for counter-selection of strains carrying the trp gene was
also demonstrated. The molecular tools for the functional study of genes, allied to the genetic
information from genomic databases, significantly boost our understanding of the biology and
pathogenicity of CBM causative agents.

Keywords: gene replacement by homologous recombination; double-joint PCR; biolistic
transformation; knockout mutant; trpB; tryptophan biosynthesis; Fonsecaea; chromoblastomycosis



1. Introducéo

As doencas tropicais negligenciadas sdo uma categoria de enfermidades classificadas pela
organiza¢do mundial da saude (OMS) como mazelas endémicas de climas tropicais ou subtropicais, que
ndo possuem muito investimento para o seu tratamento e pesquisa pelos governos mundiais, por
afetarem grupos de pessoas de menor poder politico, como populacdes mais pobres e vulneraveis em
todo o mundo, mas em especial em paises subdesenvolvidos como os africanos, sulamericanos e
asiaticos. [5] A cromoblastomicose (CBM) foi adicionada a esta lista em 2017, pela OMS [3]. A CBM
é uma doenca cosmopolita, j& foi descrita em todos 0s continentes, com excec¢do da Antartida, tendo
uma maior prevaléncia em paises de clima tropical e subtropical [1,2,4], prosperando em regies onde
0 acesso ao saneamento basico, agua potavel e assisténcia médica é escasso [5]. Autores citam em
especial o Brasil, Venezuela, Costa Rica, México, Africa do Sul, Madagascar, india, China, Malésia,
Australia e Japdo como regides de alta incidéncia [1,2,4,5,10]. Ademais, hé relatos em regides de clima
temperado como a Russia, finlandia, Republica Tcheca, Roménia e Poldnia [4]. No entanto, a falta de
centros de vigilancia nacionais para essa doenca torna impossivel a afericdo do verdadeiro impacto e
incidéncia da CBM no mundo [5], e os melhores esforgos que existem hoje para compilar as

informacdes disponiveis sobre essa doenga sdo as revisdes da literatura existente.

Em um estudo avaliando a literatura disponivel em um periodo de 106 anos, totalizando 7.740
pacientes, foi averiguado que a maioria dos casos relatados se encontram na América do Sul (2.619
casos), seguida pela Africa (1.875 casos), America Cental e México (1.628 casos), Asia (1.390 casos),
Oceania (168 casos), Europa (35 casos) e Estados Unidos e Canada (25 casos) [5] (Figura 1). Ja foram
feitas descricOes de casos raros onde a CBM ¢ associada a outras Doencgas Tropicais Negligenciadas
(NTD) (micetoma, hanseniase, filariose e leishmaniose) indicando a existéncia de areas de co-
endemismo, onde essas populagfes mais carentes sao expostas a esses patdgenos ambientais e possuem
0 agravante de serem grupos marginalizados, que sofrem com a desnutricdo, mas praticas de higiene e
a falta de acesso a equipamentos de protecdo individual em seu trabalho [5,8]. O Brasil é considerado
uma regido endémica para varias micoses desta categoria (paracoccidioidomicose, doenga de Jorge

Lobo, micetoma e esporotricose) [4].

A CBM ¢é observada em todos os estados brasileiros, com incidéncia estimada de um caso a
cada 196 mil habitantes, contudo essa distribuigdo ndo é uniforme, em regibes hiperendémicas essa
prevaléncia é consideravelmente maior [10]. Dentre as areas de maior abundancia de casos pode se citar
os estados do Para, Ronddnia e Amazonia (regido Amazoénica), Maranhdo (Nordeste), Mato-Grosso
(Centro-Oeste), Rio Grande do Sul e Parana (Sul) [5]; O Rio de Janeiro é uma zona de baixa ocorréncia
de CBM [3]. Apesar do diagnostico da CBM ndo necessitar de técnicas e instrumentos laboratoriais
avancados e caros os sistemas de saude em todo o mundo carecem de preparo e informagéo,

negligenciando essa mazela, e tornando o tempo de diagnéstico muito longo, assim agravando a



possibilidade de tratamento e cura [5]. Se as lesdes ndo forem diagnosticadas e tratadas, a cronicidade
pode ser observada, levando a fibrose tecidual e comprometimento da circulacao linfatica; além disso,
existe o risco da perda da capacidade funcional dos membros, desenvolvimento de tumores malignos
da pele e infeccBes secundarias [1,2,5,12-14]. No Brasil, as micoses ndo possuem notificacdo

compulséria, o que dificulta a analise da real incidéncia e impacto desta doenca.

A Total reported cases of chromoblastomycosis
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Figura 1. Distribuicdo mundial de casos de Cromoblastomicose. (A) Distribui¢do geografica de casos de CBM
no mundo, de um estudo analisando a literatura médica publicada entre 1914 e 2020, total de 7.740 pacientes.
Retirado de Santos et. al (The global Burden of Chromoblastomycosis, 2021) [5]

A cromoblastomicose é uma micose subcutanea, cronica e progressiva causada por fungos
melanizados [1-5, 10]. Seu primeiro caso publicado é datado de 1914, por um médico Alemao que
residia no Brasil, Max Rudolph, ele descreve 6 casos da doenga, a qual ele da o nome de ‘figueira’,
acometendo trabalhadores rurais da cidade de Estrela do Sul, Minas Gerais. [2, 4]. Em seus registros
ele enfatiza o isolamento de uma cultura de fungo negro, encontrado na maioria dos seus pacientes.
Pedroso e Gomes observaram casos anteriores de CBM em 1911, em S&o Paulo, porém eles so
publicaram sobre esses 4 casos reportados em 1920, os quais eles atribuiram a causa ao organismo
Phialophora verrucosa. Mais tarde foi constatado, por outro estudo, que o fungo pertencia a uma nova
espécie chamada Hormodendrum pedroisoi, que foi renomeada para Fonsecaea pedrosoi por Negroni

[4]. Em 1922, Terra e colaboradores cunharam o termo cromoblastomicose para se referir a doenca, que



possuia muitos nomes, mas sO6 setenta anos depois esse termo foi oficializado pela Sociedade
Internacional de Micologia Humana e Animal (ISHAM), em 1992 [4].

Os agentes etioldgicos predominantes da CBM mudam de uma regido para outra; no entanto,
Fonsecaea pedrosoi é considerada a mais prevalente em todo o mundo [3,6-11], seguido por
Cladophialophora carrionii [2]; sendo o primeiro, 0 alvo de nosso estudo, um fungo que possui trés
conformag0es celulares, hifa, conidio e muriforme correspondendo as formas saproéfita, reprodutiva e
patoldgica, respectivamente. No Brasil os principais agentes sdo espécies do género Fonsecaea em
especial nas areas de floresta densa e Umida da regido Amazénica [10], considerada o principal foco
endémico da CBM [1]. Os individuos sdo infectados muitas vezes em suas atividades de trabalho rurais,
através de lesfes transcutaneas que inoculam propagulos saprofiticos flngicos (fragmentos de hifas e
conideos) no tecido humano [1,2,4]. A maioria das pessoas que contraem essa doencga sdo adultos do
género masculino [1,2,4,5,6,8], provavelmente pela maior incidéncia de homens exercendo trabalhos
bracais no meio externo agricola, sem uso de aparatos de protecao, e assim possuindo um maior fator
de risco, além disso, € discutido o possivel efeito inibitério dos horménios femininos no crescimento
fangico [1]. O Maranh&o € um ponto natural de cinco agentes etiol6gicos da doenga, é sugerido que a
colheita de cocos de babagu (Orbignya phalerata) para a fabricacdo de produtos de beleza, atividade
realizada por grande parte da populagéo rural local, é responsavel pelo grande quadro de infec¢Bes na
regiéo [10].

As lesdes causadas por essa micose sdo polimorficas, podendo se assemelhar ao quadro clinico
de diversas outras doencas [10], sendo os sintomas mais descritos a dor local e coceira. O diagndstico
de cromoblastomicose pode ser alcangado por uma simples andlise histoldgica, onde se possa visualizar
a presenca de células muriformes [1,2,5]. A CBM é uma doenca de dificil tratamento com progressdo
lenta, que desafia as terapias antifingicas usuais levando a relapsos frequentes, visto que 0s agentes
causadores ndo respondem bem aos medicamentos. Para contornar essas limitagcdes, métodos fisicos
alternativos sdo necessarios. [14] Até hoje ndo existe uma padronizacdo terapéutica, muitas vezes séo
utilizadas uma combinacdo de técnicas; uso de antifingicos, como o Intraconazol, e a remogao cirdrgica

das lesdes nas areas afetadas pelo patégeno [2,3].

Fonsecaea pedrosoi é um ascomiceto pertecente da ordem Chaetothyriales [2, 4], ele é um
fungo demécio, filamentoso, e suas trés formas celulares sdo dependendes do ambiente. Seu nicho
natural abrange o solo, madeira e vestigios de plantas em decomposi¢do, no meio externo ele se
apresenta em sua forma micelial, composta por hifas e conidios [1,3,8]. Connant foi o primeiro a
demonstrar que os agentes da CBM existem na natureza, em 1937, posteriormente varios outros estudos
confirmaram a presenca desses patdégenos no meio ambiente [4]. Embora F. pedrosoi seja encontrado

geralmente em regides de floresta Umidas de climas tropicais e subtropicais, nem todos 0s agentes



etiologicos da CBM possuem essa caracteristica, a exemplo de C. carrionii que é predominante de
climas semiéridos [2,4,8]. Dentro do tecido infectado, F. pedrosoi é capaz de diferenciar-se em células
grandes, esféricas, septadas, altamente pigmentadas, de paredes espessas, € resistentes a resposta imune;
denominadas células muriformes ou escleréticas [1-4,30-33]. Qualquer uma dessas formas fangicas
pode dar origem as outras, exceto a transi¢do da conformacao de muriformes para conidios [1]. Muitos
sdo os fatores envolvidos nas modificagdes morfoldgicas desse fungo, incluindo temperatura, pH,
condigdes aerdbicas e nutrientes disponiveis [1]. A transicdo dimorfica é provavelmente o principal
evento morfogenético necessario para CBM; porém o mecanismo molecular e os fatores do hospedeiro

gue promovem a diferenciagdo celular ainda ndo estdo claros [1,34].

Para patdgenos humanos, a capacidade de infectar e induzir a doenca depende da expresséo de
fatores de viruléncia e secre¢do de produtos metabdlicos no tecido hospedeiro. O fator de viruléncia
mais bem descrito nas espécies de Fonsecaea é a melanina [15-21]. Varios estudos relataram que este
pigmento desempenha uma variedade de papéis nas interacdes patdgeno-hospedeiro, melhorando
sobrevivéncia e promovendo resisténcia a resposta imune [22-25]. Os mecanismos que F. pedrosoi usa
para induzir e manter a reacdo inflamatdria granulomatosa no hospedeiro ainda estéo sob investigacéo
[26-30]. Em cultura, as células esclerdticas sdo dificeis de serem obtidas e os protocolos de crescimento
sdo demorados e laboriosos, o que agrava ainda mais o seu estudo; felizmente novos métodos, mais
simples e eficientes estdo sendo desenvolvidos. O cultivo das outras formas pode ser alcangado
utilizando os meios Sabouraud e Caldo Batata Dextrose, o fungo possui crescimento lento e é
geralmente mantido em cultivo por 7 a 14 dias; as colbnias em agar sdo arredondadas, muito

pigmentadas, escuras e aveludadas [1,2,4].

A B C

Figura 2. Imagens da morfologia micro e macroscépica de F. pedrosoi (A) Células muriformes (B) Hifas e
conidios (C) Col6nia de CBS 271.37 em Saboraud agar. Figuras A e B de Vitoria Mercgon Dias.

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem trabalhado para desenvolver ferramentas
moleculares para o estudo funcional de genes em F. pedrosoi. Fomos os primeiros a publicar duas

transformacdes genéticas em detalhe (biobalistica e transformagdo mediada por Agrobacterium), bem



como vetores carregando genes de resisténcia a drogas como marcadores de selecdo dominante para a
construcdo de cassetes de delecdo [35]. Nossos avancos langaram as bases para a comunidade cientifica
explorar a biologia e os mecanismos de patogenicidade utilizados por F. pedrosoi. No presente trabalho,
demos um passo adiante no desenvolvimento de técnicas moleculares Uteis e versateis para a realiza¢do

de estudos genéticos de F. pedrosoi.

Varios organismos sdo capazes de sintetizar triptofano, incluindo bactérias, plantas e fungos
[36-39]. Para todos os organismos vivos, o triptofano ndo é apenas um aminoacido que constroi
proteinas. Também é necessario para varios processos fisioldgicos, servindo como substrato para a
sintese de metabdlitos secundarios. Seu papel foi recentemente explorado como modulador da resposta
imune e manutencdo da microbiota intestinal humana [40,41]. A maquinaria enzimética para o
anabolismo do triptofano est4 ausente em animais e humanos; no entanto, 0s organismos produtores
compartilham uma organizacdo semelhante, de acordo com as espécies estudadas até agora [42-47].
Normalmente, compreende quatro ou cinco enzimas diferentes em fungos, algumas delas com
caracteristicas multifuncionais, dependendo da espécie. O &cido corismico da via do chiquimato é o
substrato inicial para gerar o L-triptofano [37,47,48]. A Ultima reacdo é catalisada pela enzima
triptofano sintase [43,47,48].

Neste trabalho, identificamos e analisamos in silico as enzimas possiveis para a biossintese de
L-triptofano por F. pedrosoi. Dos genes envolvidos na via biossintética do triptofano, nenhum foi
previamente estudado em F. pedrosoi; assim, escolhnemos trpB (um gene putativo da triptofano sintase)
para gerar um mutante nulo. Além disso, descrevemos em detalhes a construgdo de um cassete de
delecdo de maneira rapida e facil (por PCR de dupla junta) [49] que pode ser entregue diretamente por
transformacdo biobalistica, em conidios, sem etapas de clonagem. Finalmente, caracterizamos o
fenotipo do mutante nulo trpB e propusemos novas ferramentas moleculares para a manipulacao
genética de F. pedrosoi. Tomados em conjunto, nossos dados evidenciam que a substituicdo de genes
por transformacdo biobalistica € uma abordagem viavel para estudos genéticos funcionais e um avango

no conhecimento acerca desse patdgeno fungico humano e outras espécies intimamente relacionadas.



2. Objetivos
Objetivo Principal:

Delecdo genética da triptofano sintase em Fonsecaea pedrosoi.

Objetivos Secundarios:

1. Validagdo da técnica de PCR de dupla junta e biobalistica na transformacao génica de F.
pedrosoi.

2. Demonstracdo da sele¢do de mutantes auxotroficos para a via de trp entre os transformantes
utilizando meios seletivos.
3. Caracterizagdo fenotipica do mutante de AtrpB e do reconstituido.

4. Validacdo do uso de 5-FAA para a contra selecdo de mutantes trp” em F. pedrosoi.



3. Justificativa

A validacdo do método de PCR de dupla-junta aliada a insercéo por biobalistica é de grande
valia, devido ao seu protocolo mais simples e rapido em comparacao a técnica de Agrobacterium, que
é muito utilizada. Além da caracterizacdo do mutante resultante, que possui potencial como marcador
genético, e da validacéo do uso de 5-FAA como mais uma técnica de contra-selegdo para esses
mutantes, assim expandindo o arcabougo de métodos e técnicas possiveis para o estudo de Fonsecaea

spp., que sdo importantes agentes patogénicos mundiais.



4. Materiais e Métodos:

4.1 Condic¢es de Cultivo das Linhagens de F. pedrosoi

A linhagem de F. pedrosoi utilizada em todos os experimentos foi a CBS 271.37, cedida pela
Dra. Vania A. Vicente da Universidade do Parana e da Colegdo Bioldgica do Parand. Ela foi cultivada
e mantida em meio Saboraud dextrose agar (SAB) (para 1L: 10g de peptona, 40g dextrose, 159 &gar;
pH: 5,6; esterilizado em autoclave a 120°C / 15 min), incubada a 28°C por 7 dias. Mutantes com a
delecdo do gene trpB foram cultivados no mesmo tipo de meio, com suplementacdo de 1000ug/mL
(para as placas de transformacao) e de 500ug/mL (para cultivo normal) de L-triptofano (L-trp) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), retirada de uma solugdo estoque preparada a uma concentracédo de
10mg/mL com &gua ultrapura e filtrada com filtros de porosidade de 0,45 pm, para esterilizagdo. Para
obtenc¢do de conidios, F. pedrosoi foi cultivado em caldo batata dextrose (PD) (Difco) por 10 dias a
28°C e 200 rpm de agitacdo. Posteriormente filtrado com 14 de vidro estéril, e lavado 3 vezes com
solucdo salina (0,9% NacCl), centrifugado a 4000 rpm por 5 min. A quantidade de conidios foi contada
utilizando a cAmara de Neubauer e a concentracdo de conidios ajustada de acordo com o experimento.
Para o crescimento de Escherichia coli DH5a foi utilizado meio LB (para 1L: 10g de peptona, 10g

extrato de levedura, 5g de cloreto de s6dio).

4.2 Pesquisa In Silico das Enzimas Relacionadas a Biossintese de Triptofano em F. pedrosoi e

Avaliacdo da Expressdo do Gene trp

A via anabolica de triptofano em F. pedrosoi foi analisada com base em dados fornecidos por
outros estudos de Aspergillus fumigatus [48], Cryptococcus neoformans [50] e Saccharomyces
cerevisiae [47]. A ferramenta BLASTYp foi usada para pesquisar possiveis sequéncias de enzimas de F.

pedrosoi no EnsemblFungi (https://fungi.ensembl.org/index.html, acessado em 20 de junho de 2020).

Também calculamos a porcentagem de identidade entre as sequéncias de aminoacidos de A. fumigatus

e F. pedrosoi usando http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html (acessado em 20 de junho de 2020). Para

identificar os dominios conservados das possiveis enzimas da biossintesse de triptofano em F. pedrosoi,

foi utilizado a pesquisa em Pfam (https://pfam.xfam.org/search/sequence, acessado em 20 de junho de

2020) e, com base em KEGG (https://www.genome.jp/kegg/, acessado em 20 de junho de 2020), foi

aplicada a nomenclatura enzimatica (CE). O alinhamento mdltiplo das sequéncias foi realizado

utilizando ClustalW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw, acessado em 20 de junho de 2020)

para identificar a regido de conex@o entre os dominios cataliticos a e B de TrpB. Avaliamos a expressao
dos genes apds o crescimento de uma linhagem WT em meio minimo (Czapeck dox-CD) [31] e CD+L-

trp (500pg/mL) como controle da PCR em tempo real, usando o método AACT e gapdh (Gliceraldeido-
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3-Fosfato Desidrogenase, 2517 04938, do banco de dados genémico de F. pedrosoi) como gene
normalizador doméstico. Resumidamente, a cepa WT foi cultivada em caldo PD por 7 dias a 28°C sob
agitacdo (150 rpm). Apds esse periodo, a massa fungica foi coletada, lavada duas vezes com solugéo
salina e inoculada em CD e CD+L-trp por 3 h a 28°C/150 rpm. A biomassa fungica foi precipitada por
centrifugacdo a 4000 rpm por 5 min e o pellet foi lavado duas vezes com solugéo salina. O sobrenadante
foi descartado, e a solugdo de lise (RLT) do RNEasy®Plant RNAExtraction Kit (Qiagen) e 100pL de
esferas de vidro lavadas com acido (600um) foram adicionadas ao pellet, que foi submetido a lise
usando o equipamento Precellys (Bertin) em trés ciclos de 6500 rpm por 1 min intercalados por
incubacdo em gelo por 2 min. Em seguida, a extracdo do RNA total seguiu as instru¢es do fabricante.
O cDNA foi gerado usando um kit de DNA de alta capacidade (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA) e a PCR em tempo real foi realizada usando o kit SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher
Scientific) em 7500 Fast Real-time PCR System. Pelo menos um iniciador de todos os alvos abrangeu

uma juncao exon-exon.

4.3 Construcgéo do Cassete de Delecdo trpB por PCR de Dupla Junta (DJ-PCR)

Os cassetes de delecdo foram construidos pelo método de ligagdo utilizando multiplas PCRs,
conhecido pelo método de PCR de dupla-junta (DJ-PCR), descrito por Kim e colaboradores [49].
Utilizando o DNA gendmico da cepa selvagem (CBS 271.37) como modelo. Todos os
oligonucleotideos usados neste trabalho estdo descritos na Tabela 1. Primeiramente, PCR regular foi
usado para amplificar quatro fragmentos do cassete: regides flanqueadoras ORF 5' e 3' de trpB, usando,
respectivamente, Fp128 + Fp129 (915 pb), Fp130 + Fpl131 (947 pb), o DNA gendmico da cepa de tipo
selvagem (WT) (CBS 271.37) foi usado como modelo (Figura 8A). Os oligonucleotideos Fp90 + Fp15
foram utilizados para amplificar o fragmento 5’ de Higromicina B (HybB), marcador de resisténcia
(Hyg®) e a combinacéo Fp16 + Fp91 para 3'HygR usando pSilent-1 [51] como molde para as reacdes.
Os produtos 5' e 3'HygR foram fragmentos de 1109 bp e 987 bp, respectivamente (amplicons ndo

mostrados na Figura 8).

A segunda etapa consistiu em duas PCRs independentes sobrepostas usando uma combinagéo
dos produtos previamente obtidos: a sequéncia 5'trpB franqueadora foi fundida a 5'HygR para produzir
a 5trpB + 5'HygR de 2024 bp (Figura 8). A outra reagdo constituiu um produto de 1934 pb
correspondente a 3' trpB +3' HygR (Figura 8). O OneTaq 2xMaster Mix with Standard Buffer (NEB)
foi utilizado para todas as amplificacGes, seguindo as recomendacdes do fornecedor. Uma vez obtidos
os dois cassetes finais, eles foram usados diretamente para a transformagao genética de F. pedrosoi,

utilizando a técnica de biobalistica.



Tabela 1. Oligonucleotideos usados neste trabalho

Nome Alvo Uso Sequéncia 5'-3'
Fpls Hyg" DI-PCR/ Confirmagio da delegio CGTCTGCTGCTCCATACAAGC
Fpl6 Hyg" DJ-PCR/ Confirmagdo da delegdo CATATGCGCGATTGCTGATCC
Fp90 Hyg" DJ-PCR CCGCGACGTTAACTGATATT
Fp9l Hyg" DJ-PCR GTGGAGCCAAGAGCGGATT
Fpli8 3 wpB Confirmagdo da delegdo GTCCCGGTGTCTACTATGAA
Fpl19 5" rpB Confirmagdo da delegio ATCGGTGTACAAGGCAAGC
Fpl20  ORF upB Confirmagdo da delegéo AGGGAGTGGTGATTGGTAGT
Fpi21  ORF upB Confirmagdo da delegéo CAGTGTGATTCAGGTCCTCT
Fpl28 5 npB DJ-PCR GGGCATATGTTCTTCCAGGAC
Fpl29 5" pB DJ-PCR AATATCAGTTAACGTCGCGGGTCAAGGTTGAAAGGGA
Fpl30 3 1rpB DJ-PCR AATCCGCTCTTGGCTCCACACGGCGTCAACCTCAAGATA
Fpl31 3 npB DJ-PCR CACAGCTCGACGGATAGGATA
Fp217 1pB RT-PCR CTCATCCCTTCCCGACGAT
Fp218 1rpB RT-PCR CCACCGACACAAGCAATCAC
Fp219 rpC RT-PCR TGCCCTTCTCGTCGGTGTAT
Fp220 pC RT-PCR CCGCATCCAATCCAAACTTC
Fp221 rpD RT-PCR GAAGTCGTGCGGAAGAGGAA
Fp222 trpD RT-PCR CGTGGTCGAGATGTTGAATGTC
Fp223 trpk RT-PCR ITCCTCTGCCCTACCAACCA
Fp224 trpk: RT-PCR ACGTGCGCCTCATATCCTGT
Fp225 gapcdh RT-PCR AAGGGTGGTGCGAAGAAGGT
Fp226 gapdh RT-PCR GGGATGTCGGGCTTGTATGA

4.4 Transformacao biobalistica e selecdo de mutantes de trpB por meio seletivo

A transformacgéo por biobalistica foi executada como anteriormente descrito em Florencio e
colaboradores [35]. O fungo foi inoculado em Caldo Batata Dextrose e mantido a 28 °C, sob agitacédo
de 170 rpm, por 7 dias. Os conidios foram purificados através do processo de filtragdo utilizando 1a de
vidro e quantificados usando a camara de Neubauer. Em seguida, 1x10° conidios foram inoculados em
100mL de SAB liquido por 24h sob agitacdo de 170 rpm, para germinacdo. Os conidios germinantes
foram centrifugados, lavados com solugdo salina (NaCl 0,9 %) e distribuidos igualmente em membrana
de celofane estéril sobre placas de meio SAB agar suplementado com triptofano (1000ug/mL). Cinco
microgramas de cada fragmento construido acima foram precipitados em particulas de tungsténio M10
(0,7um de diametro, Biorad, Hercules, CA, USA). Em seguida as placas foram geneticamente
transformadas usando o Biolistics PDS-1000/He Particle Delivery System (Biorad), seguindo as
instrugdes do fabricante. Placas bombardeadas foram embaladas em folhas de aluminio e incubadas a

25°C por 24h. No proximo dia, as células foram raspadas com o auxilio de espatulas de metal
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(esterilizadas por flambagem) e solucéo salina, as células transformadas foram coletadas e distribuidas
em placas de Petri de vidro estéreis com meio SAB agar com L-trp (1000ug/mL) e HygB (50pg/mL)
(invitrogen, Waltham, MA, USA). Depois de 21 dias de incubagdo a 25°C, as coldnias resultantes do
processo de transformacao génica foram replicadas, utilizando palitos estéreis, em uma série de 4 placas
de meio seletivo: SAB agar, SAB agar com 50ug/mL de HygB (SAB + HygB), SAB agar suplementado
com 1000ug/mL de L-trp (SAB+L-trp), e SAB agar contendo L-trp (1000ug/mL) e HygB (50ug/mL)
conjuntamente (SAB+L-trp+HygB). Onde foram incubadas a 25°C por 10 dias até a avaliagdo visual

das col6nias no meio seletivo.

4.5 Avaliagdo da Estabilidade Mitética dos Mutantes de trpB por Meio Seletivo

Para avaliar a estabilidade mitdtica das cepas, as linhagens WT e AtrpB foram cultivadas no
mesmo meio utilizado para a selecdo dos transformantes (SAB+L-trp + HygB) e incubadas a 25°C. A
cada sete dias as col6nias que foram crescidas em placas ndo seletivas (SAB+L-trp) foram transferidas
para novas placas de SAB+ L-trp + HygB e SAB + L-trp. Esse procedimento foi repetido até a conclusdo
de trés passagens. Os niveis de HygB e L-trp foram respectivamente de 50ug/mL e 1000ug/mL. Os
transformantes mitoticamente estaveis e incapazes de crescer em meio sem suplementacao de triptofano

foram selecionados para extracdo de DNA genémico e confirmacdo da delecdo genética por PCR.

4.6 Extracdo de DNA

Os transformantes selecionados, assim como, a cepa de CBS 271.37 passaram por
processamento para extracdo de DNA gendmico. Os cultivos retirados de meio SAB+L-Trp foram
colocados em microtubos de 1,5mL contendo pérolas de vidro estéreis acid-washed, depois foram
adicionados 250uL de tampdo TENTS (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, Triton 2% e
SDS 1%) e as amostras foram levadas ao freezer -80°C por 10 min para congelar. Depois do
congelamento, as amostras foram colocadas em Tissuelyser (nome do aparelho, marca) na poténcia
maxima por 6min, intercalados por 2min no gelo, a cada 2min. Apds a quebra fisica do fungo, sao
adicionados 250 L de fenol cloroférmio. As amostras foram agitadas vigorosamente por 30 segundos
e centrifugadas a 13.000 rpm por 5 min. A fase superior aquosa é transferida para um novo tubo, onde
sdo adicionados 25 puL de NaOAc 3M e 500 pL de EtOH 100%. Depois, o tubo foi agitado e
centrifugado a 13.000 rpm por 15 min para precipitacdo do DNA, o sobrenadante foi descartado e
adicionou-se 100 pL de EtOH 70%, as amostras foram centrifugadas mais uma vez por 5min, na mesma
velocidade. Apds o descarte do sobrenadante, foram adicionados 50 pL de &gua ultrapura + RNase A

150 pg/mL e os tubos foram incubados no banho seco a 37°C overnight, para dissolucdo dos
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precipitados e degradacdo de RNA. Apds a extracdo as amostras foram quantificadas utilizando o

nanofotdmetro e armazenadas em freezer -20°C, para posterior utilizagéo.

4.7 Confirmacao por PCR da Delec&o de trpB

Para confirmar a delecdo do gene trpB nos transformantes escolhidos foram realizadas quatro
PCRs focadas nas seguintes sequéncias: o l6cus do gene de trpB, ambas as partes dos cassetes de
delecdo, e as regides flanqueadoras do gene de trpB. A reacdo Fp120 + Fp121, usando DNA genémico
da cepa WT como modelo, foi o controle positivo, cujo produto é um fragmento de 570 pb do gene de
trpB. As combinacBes Fp119 + Fpl15 e Fpl118 + Fpl16 amplificam, respectivamente, a regido 5' (2,5 kb
para AtrpB, sem amplificagdo para WT) e a regido 3' (2,4 kb para AtrpB, sem amplificacdo para WT)
do lécus de trpB substituida pelo cassete de HygR. O comprimento total trpB juntamente com as regides
flanqueadoras foi acessado pela reacdo Fp118 + Fp119 (4,6 kb para AtrpB, 5,1 kb para WT) (Figura
11). gDNA de F. pedrosoi WT foi usado como controle para as reagoes.

4.8 Southern Blot

Os dois transformantes dos quais a delecdo de trpB foi confirmada pela PCR e a cepa WT de
F. pedrosoi foram escolhidos para confirmacéo pela técnica de Southern Blot. Vinte microgramas de
gDNA foram digeridos por restricao, durante a noite, com a enzima Stul (3U/pg de gDNA) a 37°C e
submetidos a eletroforese em gel de 1,0% TAE 1xagarose. O gel foi transferido para uma membrana
de nylon carregada (GE Healthcare) por transferéncia capilar. A sonda foi amplificada com os
oligonucleotideos Fp128 + Fp129 (correspondente a regido flanqueadora 5' do cassete de dele¢do trpB)
produzindo um fragmento de 915 pb marcado com digoxigenina, seguindo as instrugdes do fornecedor
(PCR DIG Probe SynthesisKit, Roche, Basel, Suica). Os procedimentos de hibridizagdo, lavagem e
deteccao foram todos feitos de acordo com as instrucGes do fabricante (DIG Easy Hyb Granules, DIG
Wash and Block Solution Set, Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments e CDP-Star ready-to-use, Roche).
O equipamento ImageQuant LAS 4000 (GE) foi utilizado para a leitura do sinal. Um fragmento de

hibridizagdo de 5,7 kb era esperado para AtrpB e um de 3,1 kb para o controle ndo deletado.

4.9 Avaliagdo da Concentracdo de Triptofano Requerida para o Crescimento de AtrpB

A concentra¢do minima necessaria de L-triptofano, para suplementacdo do meio de cultura e

manuten¢do do crescimento dos mutantes auxotroficos de F. pedrosoi foi determinada incubando as
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cepas WT e mutante (2. AzrpB) em SAB &gar suplementado com diferentes concentragdes do
aminoacido (0, 20, 50, 100, 250, 500 ¢ 1000ug/mL), a 28°C por 10 dias. O crescimento radial das

coldnias foi utilizado para comparar as cepas.

4.10 Medida de Crescimento do Diametro das Col6nias

Para quantificar o crescimento das colbnias de 2.AtrpB, 22.AtrpB + trpB, 25.AtrpB + trpB €
WT, as cepas foram inoculadas pontualmente com a mesma quantidade de conidios (10°) na superficie
de SAB agar contendo 500pg/mL de L-trp (SAB + L-trp). As placas foram incubadas a 28°C ou 37°C.
Os didmetros das colénias foram medidos a cada 3 dias durante 3 semanas. Dois experimentos
independentes foram realizados em triplicata. Os dados coletados foram analisados por meio do
programa GraphPad Prism. A anélise de efeitos mistos e o teste de comparacdes multiplas de Dunnett

foram usados para comparar as varia¢@es entre os grupos controle (WT) e teste.

4.11 Quantificacdo da Taxa de Germinagdo

Ap0s crescimento em caldo PD, conidios de 2.AtrpB, 22. AtrpB + trpB, 25.AtrpB + trpB, WT
foram coletados, contados em camara de Neubauer e entdo inoculados em 10 mL de caldo SAB + L-trp
(500ug/mL de L-trp) na concentracdo de 10° conidios/mL. As culturas foram incubadas sob agitacdo
continua (200 rpm) a 28°C ou 37°C por 24 e 48 h. Apds a incubago, a suspensao de conidios foi agitada
em vortex e 100ul foram coletados para inspecdo microscopica. Cem conidios selecionados
aleatoriamente das amostras da mesma cultura foram contados para distinguir entre conidios
germinados e ndo germinados. Os conidios com tubo germinativo foram considerados germinados e 0s
inchados, ndo germinados. O experimento foi realizado em triplicata, repetido duas vezes, e os dados
foram analisados por meio do programa GraphPad Prism. Two-way ANOVA e o teste de comparacdes

maltiplas de Dunnett foram usados para comparar as variagdes entre 0s grupos teste e o controle (WT).

4.12 Quantificacdo de CFU ou UFC (Unidades Formadoras de Coldnias)

Para o ensaio de viabilidade as cepas (2.AtrpB, 22.AtrpB + trpB, 25.AtrpB + trpB e WT)
previamente cultivadas em caldo PD+L-trp tiveram seus conidios coletados e contados em cadmara de
Neubauer. Quinhentos conidios de cada cepa foram espalhados em placas em triplicata de SAB + L-trp
agar independentes (500ug/mL de L-trp), incubadas a 28 ou 37°C por 10 dias, e entdo o numero de
coldnias foi contado (UFC). O experimento foi realizado em triplicata e repetido duas vezes. Os dados
foram analisados usando o programa GraphPad Prism. Two-away ANOVA e o teste de comparacdes

maltiplas de Dunnett foram usados para comparar as variagdes entre os grupos controle (WT) e de teste.

13



4.13 Determinagdo da Concentragéo de Acido 5-Fluoroantralinico (5-FAA) para Selecdo de trp-

e Contra Selecdo de trp*

Os meios de cultura foram suplementados com &cido 5-fluoroantranilico (5-FAA) (Sigma-
Aldrich) para a contra-selecdo da via de triptofano. A solugéo estoque (100 mg/mL) foi preparada em
etanol absoluto. Uma vez que a concentracdo usada para contra sele¢do de mutantes auxotroficos de
triptofano € muito variavel entre diferentes espécies fungicas [52-55], o intervalo de 0,25 a 3,0 mg/mL
foi testado para F. pedrosoi. Os conidios das cepas WT e 2.A#pB foram obtidos conforme descrito
anteriormente e a densidade foi ajustada. Cinco microlitros de cada diluicdo seriada (1x107 a 1x10%/mL)
foram pipetados em agar SAB contendo 500ug/mL L-trp e 5-FAA. O mesmo procedimento foi feito
para avaliar a suscetibilidade ao 5-FAA das cepas reconstituidas. O crescimento fungico foi observado
apos 13 dias de incubagdo a 25°C. O experimento foi repetido quatro vezes. Para simular o uso do 5-
FAA como agente selecionador de mutantes trp-, uma alta densidade de conidios (5x10°) das cepas WT
e AwrpB foi espalhada em placas em 4 condicBes diferentes. As placas SAB agar, SAB + L-
trp(500pg/mL), SAB + L-trp + HygB (500pg/mL de L-trp e 100pg/mL de HygB), e SAB + L-trp + 5-
FAA (500ug /mL de L-trp e 0,5 mg/mL de 5-FAA) foram incubados a 25°C e inspecionados a cada 3
dias até 0 22° dia de crescimento.

4.14 Estratégia de reposi¢cdo gendmica

A construcdo do plasmideo pFpNAT +trpB para reconstituicdo de 2.AzrpB foi realizada da
seguinte forma: Primeiramente, o fragmento de 5,1 kb correspondente ao gene trpB foi amplificado a
partir do genoma da cepa WT com os primers Fpl19 e Fpl118 (Figura 3A). O produto foi entdo
submetido a dupla digestdo por Ndel e Sacl para gerar um fragmento de 4,7 kb. Esse fragmento foi
entdo clonado no plasmideo pFpNAT [35], previamente aberto com Ndel e Sacl, utilizando a enzima
T4 DNA ligase (Invitrogen) (Figura 3). A ligagéo foi transformada em E. coli DH5a termo competentes,
e coldnias que cresceram em meio LB contendo 100ug/mL de Ampicilina foram selecionadas para
extracdo de plasmideo. A clonagem do fragmento de 4,7 kb correspondente ao gene trpB foi confirmada
por digestdo Ndel/Sacl (Figura 3) e o plasmideo foi denominado pFPNAT+trpB (8,9 kb). As regides
flanqueadoras resultantes da ORF de trpB foram de 923 e 1,263 pb para 5' e 3', respectivamente. O
pFPNAT+trpB ndo linearizado foi transformado em conidios 2.A#zpB para obtencdo das cepas
reconstituidas. As condic@es para a transformacao biobalistica foram as mesmas descritas anteriormente
para a obtencdo do mutante trpB [35,56]. Para selecionar os transformantes trp*, placas de SAB agar
foram suplementadas com 500ug/mL de L-trp e 100ug/mL de Nourseotricina (Nat). Apos 21 dias de
crescimento a 28°C, as colonias foram transferidas para placas de d4gar SAB + Nat para detectar os
transformantes prototréficos de triptofano, que entdo, foram selecionados para extracdo de gDNA. A

amplificacdo por PCR com Fp120 e Fp121 foi realizada, produzindo um fragmento de 570 pb de trpB
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(Figura 3B). Também foi testado se o0 marcador HygR usado para a delecdo do gene foi preservado no
I6cus de trpB apés a transformacdo de pFpNAT+trpB, plaqueando as col6nias em SAB agar +
100pg/mL Nat + 50ug/mL HygB.

i $' flanking trpB (923bp)
Fp120 Sacl (5047)
F_p>119 => V trpB )
< Fpi18
Ndel (573) Fp121 P
— | e ;
0.57 kb
5.1 kb
\ &
> 4
—

(4501) Sacl

Figura 3. Estratégia para obtencdo e confirmacédo do reconstituido do mutante trpB de F. pedrosoi. (A)
Representacdo esquemadtica do lécus trpB indicando a posicdo dos sitios de restricgdo Ndel e Sacl e os
oligonucleotideos usados nas PCRs. (B) Mapa do plasmideo pFpNAT+trpB obtido ap6s a clonagem do fragmento
de trpB de 4,7 kb em sitios de restricdo Ndel e Sacll. NATR: Marcador de resisténcia de Nourseotricina, AMPR:
Marcador de resisténcia de Ampicilina.

4.15 Analise Estatistica

Todos os dados foram analisados utilizando-se o programa GraphPad Prism versdo 6.01 para
Windows (Programa GraphPad). Para a analise dos dados experimentais de CFU e Taxa de Germinacéo,
two-way ANOVA e o teste de compara¢cBes multiplas de Dunnett foram usados para comparar as
variacdes entre os grupos controle (WT) e de teste. Para o teste de Crescimento do Didmetro das
Coldnias, a analise de efeitos mistos e o teste de compara¢des multiplas de Dunnett foram usados para

comparar as varia¢@es entre os grupos controle (WT) e teste.
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5. Resultados:

5.1 Analise In Silico da Via Biossintética de Triptofano em F. pedrosoi

Tabela 2. Genes da biossintese de triptofano e funcdes proteicas putativas de F. pedrosoi
em comparacao a outros fungos.

Protein Name [Gene ID i i i
Enzymatic Function — = - =pe dn;sfl.; e » ;;T::io af"d
S.cerevisine®  C.meoformans®  A.fumigatus®  F pedrosoi ¢ P by
Anthranilate synthase
component [-Chorismate Trp2 Trp2 TrpE
aminase YER09OW CNAG_06679 Afubg12580 WP  RIWIE 09
[EC:4.1.3.27]
Anthranilate synthase
component [-Glutamine
amidotransferase / Phosphoribosyl-
F ¥ Trp3 Trp3 TrpC - T
. anthranilate YKL211C CNAG 04501 Afulg13090 TrpCZ517_05805 KIW79193 #6.49
isomerase / Indoleglycerol
phosphate synthase
[EC:4.1.3.27 4.1.1.48]
Anthranilate phosphoribosyl
- Trpd Trpd TrpD
transferase YDR354W CNAG_00811 Afudgl1980 TrpDZ517_01180  -KIW85788 63.84
[EC:2.4.2.18]
Phosphoribosylanthranilate
; Trpl Trp3 TrpC = >
isomerase YDROOTW CNAG_(4501 Afulgl3090 TrpCZ517_05805 KIW79193 66.49
[EC:5.3.1.24]
Tryptophan synthase Trp5 Trp5 TepB E
[EC:4.2.1.20] YGLO26C CNAG._00649 Afhagisasy P8 EGEES o

# Sequence ID from 5. cerevisine genome database: https:/ /www.yeastgenome.org accessed on 20 June 2020;
b sequence ID from C. neoformans H99 strain: https:/ / fungi.ensembl.org accessed on 20 June 2020; € sequence
ID from A. fumigatus Af293 strain: http:/ /www.aspergillusgenome.org accessed on 20 June 2020; ¢ sequence
ID from F. pedrosoi CBS271.37 strain hitps:/ /fungi.ensembl.org accessed on 20 June 2020; © transcript ID from
F. pedrosoi CBS271.37 strain https:/ / fungi.ensembl.org accessed on 20 June 2020; ' percentage of identity between
A. fumigatus and F. pedrosoi protein sequences: pairwise alignments were done in https: / /www.ebi.ac.uk accessed
on 20 June 2020 and identity calculation was performed at http:/ /imed.med.ucm.es/Tools/sias html accessed on
20 June 2020.



Acido Corismico

_ TrpE/TrpC
EC: 4.1 '3'271(KIW78887/KIW79193)

Acido Antranilico

| TrpD
EC: 2.4.2.181(K|W85788)

Acido fosforribosil antranilico

| TrpC
EC:5.3.1 -241(KIW79193)

Carboxifenil-amino desoxirribose fosfato

_ TrpC
EC:4.11 '481(KIW79193)

Fosfato de indol glicerol

EC: 4.2.1.201 TrpB
(KIW78135)

L-Triptofano

Figura 4. Via biosintética de triptofano putativa de F. pedrosoi. As identidades dos transcritos correspondentes
estdo indicadas entre paréntesis abaixo dos nomes das proteinas. Os nimeros da Comissao Enzimética (EC) estao
apresentados no lado esquerdo de cada passo da via.

Por meio de uma busca in silico pelas sequéncias enzimaticas da via de biossintese do
triptofano, propusemos uma estratégia de como esse processo pode ocorrer em F. pedrosoi (Figura 4).
Na base de dados do genoma de F. Pedrosoi, encontramos quatro genes que codificam enzimas que
atuam na biossintese de triptofano em cinco etapas (trpB, trpC, trpD e trpE) conforme mostrado na
Tabela 2. Pela analise KEGG, observamos componentes da via bem conservados entre as espécies F.
pedrosoi, S. cerevisiae [37,47], A. fumigatus [48] e C. neoformans [50]. Observamos uma alta
porcentagem de identidade entre as sequéncias primarias de F. pedrosoi TrpB, TrpC, TrpD e TrpE e 0s
de A. fumigatus (>63%).
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Além disso, usando a ferramenta de pesquisa Pfam, todos os dominios conservados de cada

enzima na via do triptofano foram detectados (Figura 5).

TrpB G Trpasyntd S WPALBL— 738 aa

Dominio Nome Posicdo de Alinhamento Valor-E
Trp_syntA Triptofano Sintase cadeia alfa 8-258 1.3e-93
PALP Enzima dependente de piridoxal-fosfato 389 -712 2.8e-50
TrpC GAT: 1GPS PRy 768 aa

Dominio Nome Posicdo de Alinhamento Valor-E
GATase Glutamina amidotransferase de classe | 27 -216 3.6e-46
IGPS Indol-3-glicerol fosfato sintase 252 -513 1.0e-95
PRAI N-(5'fosforibosil)antranilato (PRA) isomerase 598 - 763 7.3e-40
TrpD e ((Glycosatransfed . 426 aa

Dominio Nome Posicdo de Alinhamento Valor-E
Glycos_transf_3 Familia glicosil transferase, dominio a/b 110-283 1.7e-48
TrpE  AnthosyatalN (o Chorismatesbind)— 533 aa

Dominio Nome Posicdo de Alinhamento Valor-E
Anth_synt_I_N Antranilato sintase componente |, terminal N 43-172 2.5e-25
Chorismate_bind  Enzima de ligagdo do corismato 233 -498 2.3e-89

Figura 5. Dominios conservados de F. pedrosoi, enzimas necessarias para a biossintese de triptofano. Os
dominios foram encontrados utilizando a ferramenta de pesquisa pfam (https://pfam.xfam.org/search/sequence)
nas sequéncias traduzidas de transcritos identificados na base de dados do genoma de F. pedrosoi. As posicdes de

cada dominio e os valores de E estdo apresentados na figura.



https://pfam.xfam.org/search/sequence

A sequir, foi avaliada a expressdo dos genes ap0s incubacdo da linhagem do Fonsecaea
pedrosoi selvagem por 3 h em meio minimo em comparagdo com o0 meio minimo suplementado com
500ug/mL de L-trp (controle) por PCR em tempo real; no entanto, ndo foi detectada modulacao genética

dos genes trp em resposta as condigdes analisadas (Figura 6).

2.0
9T 15
C
© - [
S& 1.0 —me— NN
SC o5
0.0

troB trpC trpD trpE

Figura 6. PCR em tempo real para avaliacao da expresséo dos genes da via biosintética de triptofano de F.
pedrosoi : trpB, trpC, trpD e trpE. Em resposta a incubagdo em meio minimo (Czapek Dox) por 3h a 28°C.
Razdo de expressdo (Fold Change). Barras representam o desvio padrdo da média de trés replicatas bioldgicas.
gapgh foi escolhido como gene controle.

Em todas as espécies produtoras de triptofano, a biossintese comega com o corismato, que é o
produto da via do chiguimato. A primeira etapa é realizada por TrpE/TrpC, na qual o corismato e a
glutamina séo convertidos em antranilato. O antranilato, por sua vez na presenca de fosforibosil fosfato
é convertido em fosforibosil antranilato pela TrpD (Antranilato fosforibosil transferase). Na terceira
etapa, ocorre a sintese de carboxifenil-aminodesoxirribose fosfato [37]. Em S. cerevisiae, a fosforibosil-
antranilatoisomerase é codificada por TRP1 [47]. No entanto, em F. pedrosoi, o ortélogo TRP1 néo é
encontrado, e esta etapa é realizada por Trp3™°, como é o caso de C. neoformans e A. fumigatus
[48,50]. A TrpC é uma enzima trifuncional encontrada em varias outras espécies fungicas [37,57], e
participa em trés etapas dessa via. Na sequéncia de TrpC de F. pedrosoi, encontramos os trés dominios
cataliticos necessarios para a sintese de indol 3-glicerolfosfato: N-terminal glutamina amidotransferase
classe | (GATase), indol-3-glicerolfosfato sintase (IGPS) e C-terminal fosforibosil-antranilato
isomerase (PRAI) (Figura 7). As duas Ultimas etapas da biossintese do triptofano sdo realizadas pela
triptofano sintase (Trp57™®) [37,43,47]. Na sequéncia putativa de TrpB de F. pedrosoi, encontramos

dois dominios de assinatura conservados: a cadeia alfa da triptofano sintase (posicdes 8-258 aa) e 0
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sitio de ligagdo do piridoxal-fosfato na cadeia beta da triptofano sintase (posi¢des 389-712 aa). Entre
esses dominios, hd uma regido conectora mal-conservada de 83 aa, localizado entre um residuo de

tirosina () e prolina (P) que forma o canal necessario para acoplar as rea¢Ges (Figura 7).
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Figura 7. Mdltiplos alinhamentos de sequéncias de triptofano sintase. As andlises das sequéncias de F.
pedrosoi (KIW78135), Aspergillus nidulans (AAF91181.1), Neurospora crassa (XP_963281.1),
Saccharomyces cerevisiae (CAA24635.1) e Coprinopsis cinerea (P16578.3) foi realizada com a ferramenta
CLUSTALW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw). A regido de ligacdo delimitada por Tirosina (Y) e
Prolina (P), entre os dominios cataliticos o e B estdo em negrito. Os niumeros de acesso das sequéncias
depositadas no NCBI estdo em paréntesis.

5.2 Estratégia e Confirmacao da Disrupcdo do gene TrpB em F. pedrosoi

Para expandir e disponibilizar uma caixa de ferramentas moleculares mais versatil para futuros
estudos genéticos e funcionais em F. pedrosoi, escolhnemos o gene trpB para construir o cassete de
delecdo. O cassete de disrupcdo foi obtido usando a abordagem descrita por [49] chamada de PCR de
dupla junta. Ela consiste em etapas sucessivas de PCR para a fusdo dos fragmentos flanqueadores do
gene de interesse aos fragmentos 5' e 3' relacionados ao marcador seletivo. Dois produtos foram obtidos
como esperado (Figura 8B) e foram facilmente transformados em conidios de F. pedrosoi (cepa

CBS271.37) por biobalistica de acordo com os parametros previamente definidos.
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Figura 8. Construcdo do cassete de delecéo de trpB por DJ-PCR/HygR e estratégia do marcador de cisdo.
(A) A primeira etapa de PCRs gerou quatro fragmentos, correspondendo as regides franqueadoras 5’ e 3° de trpB
e 0 marcador seletivo HygR. TrpB 5° e 3’ foram amplificados com as reag@es de Fp128+Fp129, e Fp130+Fp131,
respectivamente. HygR 5° e 3’ foram obtidos por Fp90+Fpl5 e Fpl16+Fp91, respectivamente (amplicons ndo
mostrados na figura B). A segunda reagio produziu dois fragmentos sobrepostos: 5° trpB/HygR (Fp128+Fp15) e
3’ trpB/HygR (Fp16+Fp131) que foram diretamente introduzidos em esporos de F. pedrosoi. (B) Os produtos da
construcdo do cassete de delecdo por DJ-PCR passaram por eletroforese em gel de agarose TAE 1x, a fim de
checar os tamanhos esperados. O comprimento dos amplicons estdo exibidos em (A). M: Marcador de peso
molecular.
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Trés experimentos independentes foram conduzidos. Em primeiro lugar, de 49 transformantes
resistentes a HygB, 4 foram incapazes de crescer na auséncia de triptofano (SAB). A segunda
transformacdo gerou 18 mutantes HygR, e 2 mutantes ndo cresceram em SAB (Figura 9). Esses dois
mutantes, denominados 1 e 2.A#pB, foram escolhidos para PCR e Southern blotting (Figuras 11 e 12).
No terceiro experimento, recuperamos 146 col6nias de HygR, e 9 mutantes apresentaram o fenétipo de
auxotrofia para triptofano. Assim, observamos que a taxa de recombinacdo homoéloga para trpB em F.
pedrosoi variou de 6 para 11%. Todos os mutantes auxotréficos trp exibiram estabilidade mit6tica ap6s
trés passagens no meio ndo seletivo (SAB + L-trp) (Figura 10).

ey

3N

/ 6N 8N

SAB SAB+HygB SAB+L-Trp SAB+L-Trp+HygB
Figura 9. Analise do fen6tipo mutante ap6s crescimento em meio seletivo. Os mutantes foram incubados em
4 condicOes diferentes: SAB; SAB + HygB (50 pg/mL); SAB + L-tryp (1000 pg/mL); SAB + L-tryp (1000 pg/mL)
+ HygB (50 pg/mL), a 25°C por 10 dias. As cepas 15N e 16N foram as selecionadas para confirmacéo da delegéo
por PCR. WT corresponde a cepa CBS 271.37 de F. pedrosoi.

SAB SAB+HygB SAB+L-Trp SAB+L-Tr};)+HygB

Figura 10. F. pedrosoi em meio seletivo para observacgédo da estabilidade mitdtica. Os trés repiques foram
retirados do meio ndo seletivo (SAB+L-Trp) a cada passagem. ConcentracGes de triptofano e Higromicina B
usadas em SAB foram de 1000 pg/mL e 50 pg/mL, respectivamente. A cada repique as placas foram incubadas a
28° C por 7 dias. WT corresponde a linhagem selvagem, CBS 271.37; 1.AtrpB e 2.AtrpB correspondem aos
mutantes selecionados (figura 9) 15N e 16N, respectivamente.
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A substituicdo do gene foi confirmada inicialmente por PCR usando duas combinacGes de
oligonucledtidos. Para ambos os mutantes auxotréficos de triptofano (1 e 2.A#pB), amplificamos os
produtos esperados (Figura 11). Para confirmar que ndo houve integracéo ectopica do cassete de delecao
no genoma desses dois mutantes, foi realizado um Southern blot. Através da sonda trpB-especifica
(regido flanqueadora 1 + 2 do cassete de delecdo), visualizamos o padrdo de hibridagéo esperado apds
a digestdo do gDNA por restricdo com Stul,nas cepas mutantes 2.AtrpB (5,7 kb) e WT (3,1 kb). Apesar
de 1.AtrpB exibir o fragmento de 5,7 kb, também foi detectado um fragmento de hibridacéo de 6,0 kb,
indicando um rearranjo gendmico ap6s a insercdo de HygR (Figura 12). Depois de confirmar que

2.AtrpB é um mutante nulo para o alelo trpB, ele foi usado nos experimentos seguintes.

B Fp119+Fp15 Fp118+Fp16
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Fp119 ALy Wr
= “«—
Fp121 Fp118
5.1 kb
Fp16 bs
Fp119 - trpB::HygR Fp118+Fp119 Fp120+Fp121
o 9 o 9
-~ L K L K
Fp118 &8 RN
15 > >
P w STITSw é\wvavo\(kb)
25kb
24 kb
5.1 -l
26 Kb 46 ww

Figura 11. PCR de confirmacéo da recombinaco homologa do cassete de dele¢éo de trpB. (A) Esquema
representando a posicdo na sequéncia de DNA, dos oligonucleotideos usados para confirmar a insercdo de HygR
no lécus trpB de F. pedrosoi. (B) Produtos obtidos a partir da amplificagdo de 5 € 3” do locus de trpB
confirmando a insercéo do cassete de HygR. (C) A esquerda, esta apresentada a amplificacdo do fragmento
inteiro, gerando um produto de 4,6kb para trpB::hph substituido e 5,1kb relacionado ao alelo intacto. A direita,
estd o produto dos oligonucleotideos internos especifico para o I6cus de trpB, indicado pela banda de 570pb
somente presente na cepa WT. Os tamanhos esperados das amplificagdes estdo descritos na imagem. M:
Marcador de peso molecular, WT: Cepa selvagem de F. pedrosoi, C (-): Controle negativo, H2O.
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Figura 12. Delecdo de trpB por recombinacdo homologa do marcador seletivo HygR e confirmacéo por
Southern Blot. (A) Padréo de restricdo de Stul no locus de trpB nas sequéncias genéticas do WT e mutantes.
(B) Souther blot do gDNA extraido de: WT, 1. AtrpB e 2. AtrpB digeridos com a enzima de restri¢ao Stul
e sondados com o fragmento de PCR marcado com DIG de 914pb. A regido de anelamento da sonda é
mostrada com uma linha sélida. As indicag6es 1. AtrpB e 2. AtrpB correspondem aos dois mutantes
deletados de trpB, enquanto WT é a cepa CBS 271.37.

5.3 Reconstituicdo do Gene de TrpB na Cepa Mutante 2.4 TrpB de F. pedrosoi

Para garantir que o fendtipo auxotréfico de triptofano observado foi devido a delecao do trpB,
como prova de conceito, reintroduzimos o gene trpB no genoma do mutante A##pB (Figura 13A). Dos
370 transformantes resistentes a Nat recuperados, 12 recuperaram a capacidade de produzir triptofano
e foram designados como cepas reconstituidas AzrpB~+trpB (Figura 13B). A reinsercao do trpB também
foi confirmada por PCR, usando um par de oligonucleotideos que amplificou um fragmento de 570 pb
do gene (Figura 14B). Como foi selecionado o fenétipo trp+HygRNat® (Figura 13B), é confirmado que

a insercado de trpB ndo ocorreu no ldcus original.
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Figura 13. Obtencao e confirmagéo do reconstituido do mutante trpB de F. pedrosoi utilizando meio
seletivo. (A) Foram obtidos 370 transformantes depois da técnica de biobalistica, essas cepas foram inoculadas
por ponto em meios SAB agar, SAB+Nat, SAB+L-trp, SAB+Nat+L-trp e os transformantes escolhidos com
base em sua capacidade de crescer sem a suplementacdo de triptofano e na presenca de Nourseotricina (Nat). As
indicagdes em vermelho, verde e azul sdo referentes aos transformantes escolhidos, a cepa WT e ao mutante
2.AtrpB, respectivamente. L-trp (500 pg/mL), Nat (100 pg/mL). (B) Cepas reconstituidas de F. pedrosoi
recuperaram o fendtipo prototréfico de triptofano e mantiveram a marca de selecdo HygR. Os doze
transformantes selecionados apds transformacdo biobalistica de 2.4¢rpB com pFpNAT+trpB foram capazes de
crescer na auséncia de triptofano apds integracéo ectopica de trpB no genoma. As cepas foram inoculadas em
Sabouraud 4gar (SAB), suplementado ou ndo com 500 pg/mL de triptofano (L-trp), 100 pg/mL de Higromicina
B (HygB) e 100 pg/mL de Nourseotricina (Nat) e incubadas a 28° C por 7 dias. As cepas 2. AtrpB e WT (CBS
271.37) foram usadas como controles e foram inoculadas nos espacos indicados.
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Figura 14. Estratégia para obtencéo e confirmagdo do reconstituido do mutante trpB de F. pedrosoi. (A)
Representacdo esquemaética do lécus trpB indicando a posicdo dos sitios de restricdo Ndel e Sacl e os
oligonucleotideos usados nas PCRs. (B) Confirmacéao de 12 cepas reconstituidas (¢rpB4 + trpB) ap6s amplificacdo
por PCR usando oligonucleotideos internos especificos de trpB (Fp120+Fp121). Os tamanhos dos produtos estéo
indicados na imagem. M: Marcador de peso molecular, WT: CBS 271.37.

Dentre os 12 reconstituidos, confirmados por PCR (figura 13B) foram escolhidos
aleatoriamente 2 transformantes (22.AtrpB + trpB, 25.AtpB + trpB) para a realizagdo dos testes de
fendtipo, juntamente as linhagens selvagem e mutante. Todas as cepas (2.AtrpB, 22.AtrpB + trpB,
25.AtrpB + trpB e WT) utilizadas nos experimentos seguintes tiveram a presenca de marcadores
seletivos e o auxotrofico para triptofano confirmado apds crescimento em agar SAB suplementado com
antibioticos (Nat e Hyg) e L-trp (500pg/mL) (Figura 15).
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Figura 15. Crescimento em meios seletivos das linhagens de F. pedrosoi, escolhidas para testes de fenotipos.
Placas de SAB agar suplementadas ou ndo com: 500ug/mL de L-triptofano (L-trp), 50pug/mL de Higromicina B
(HygB) e 50pg/mL de Nourseotricina. O mutante auxotréfico (2.AtrpB), as duas cepas reconstituidas
independentemente (22.AtrpB+trpB e 25.AtrpB+trpB) e a linhagem selvagem CBS.271.37 (WT), foram
inoculadas por ponto e mantidas em incubagdo a 28°C por 7 dias.

5.4 O Suprimento Externo de Triptofano é Necessario para o Crescimento do AtrpB de F.

pedrosoi

Para definir a menor gquantidade de triptofano necessaria para sustentar o crescimento do
mutante auxotrofico de F. pedrosoi, varias concentragdes foram testadas. Os niveis minimos requeridos
de L-trp por diferentes mutantes deletados de trp em outros fungos sdo muito variaveis, de 10pg/mL
para S. cerevisiae [52] a 2000ug/mL para Nodulisporium [58]. Avaliamos o crescimento em agar do
AtrpB em SAB suplementado com 20, 50, 100, 250, 400, 500 ¢ 1000ug/mL de L-trp. Apés 10 dias de
incubacdo a 28°C, detectamos coldnias de pigmentagdo escura em todas as placas fornecidas com L-trp
acima de 250pg/mL. Assim, o mutante AtrpB de F. pedrosoi requer niveis intermediérios de L-trp para
crescer e sintetizar melanina (Figura 16) em comparagdo com outros fungos, mas é incapaz de crescer

na auséncia de uma fonte externa desse aminoéacido.
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Figura 16. Determinacdo da concentracdo minima necessaria para o crescimento do mutante de trpB de F.
Pedrosoi. As cepas 2.AtrpB e WT foram inoculadas em SAB &gar, suplementado ou ndo com diferentes
quantidades de triptofano (L-trp) (0, 20, 50, 100, 250, 400, 500, 1000 pug/mL). WT representa a linhagem CBS
271.37. As placas foram incubadas a 28°C por 10 dias.

5.5 A Delecdo de trpB Causa Retardo de Crescimento e Defeitos de Viabilidade em F. pedrosoi

Para avaliar se a excluséo do trpB afeta o ciclo de vida de F. pedrosoi, medimos o crescimento
radial das colénias em agar SAB suplementado com 500ug/mL de L-trp durante 21 diasa 25 e 37°C. O
mutante (2.A#rpB) apresentou atraso no crescimento em relagdo as cepas WT e reconstituidas (22.A¢rpB
+ trpB e 25.AtrpB + trpB) a 25°C, no dia 6 as coldnias de AtrpB possuem o mesmo tamanho que as
demais, porém a area da gota inoculada é mais clara, denotando uma menor quantidade de células, e
nos posteriores dias as suas medidas de diametro sdo inferiores as outras cepas (Figura 17 A, B);
entretanto, a 37°C esse retardo de crescimento ndo foi tdo evidente ao longo do periodo avaliado (Figura
17 A,B,C). Notavelmente, a taxa de crescimento de todas as cepas (WT, AtrpB e cepas reconstituidas)
é mais lenta a 37°C do que a observada a 25°C. Em PD &gar suplementado nédo é observado a diferenca

de crescimento da linhagem 2.AzrpB, como € vista nas placas SAB 25°C (Figura 17 B,D,E).
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Figura 17. Crescimento do didmetro das coldnias de WT, 2.4trpB, 22.AtrpB+trpB e 25.AtrpB+trpB. Apbs
inoculacdo em gota de 10° conidios, 2L de volume, em placas de SAB e PD 4agar, suplementadas com
500pL/mL de L-triptofano. As placas foram incubadas a 25°C e 37°C, por 21 dias. Fotos e medi¢des do
didmetro das col6nias foram tiradas a cada 3 dias. (A) Fotos representando um dos experimentos realizados. (B)
Medidas do didmetro das colénias em SAB a 25°C. (C) SAB a 37°C. (D) PD a 25°C. (E) PD a 37°C. Os testes
estatisticos utilizados foram a andlise de efeitos-mistos e pos teste de muiltiplas comparagdes de Dunnett. P <
0,0332, P < 0,0021, e P < 0,0002 estdo indicados como *, **, *** respectivamente.

Também foi determinado se os conidios do AzzpB possuem a capacidade de produzir tubos
germinativos e se eles sdo viaveis (Figura 18). Apos 24 h a 28°C em caldo SAB, cerca de 25% dos
conidios das linhagens WT e reconstituida germinaram, enquanto o AtrpB ndo atingiu 20% de
germinacéo de conidios. Apds 48 h de incubagdo a 28°C, o defeito de germinagdo permaneceu para o
mutante em comparacdo com as outras cepas (WT e 25.AtrpB + trpB), mas a porcentagem de tubos
germinativos aumentou para cerca de 38% (Figura 18). Diferentemente do que observamos a 28°C, ndo
detectamos diferencas estatisticas na germinacdo de conidios entre mutantes e as demais linhagens a
37°C.
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Figura 18. Porcentagem de germinacéo dos conidios em 24 e 48h. Apds crescimento em caldo PD+L-Trp,
conidios de 2.AtrpB, 22.AtrpB + trpB, 25.AtrpB + trpB, WT foram coletados, contados e inoculados em 10 mL
de caldo SAB + L-trp (500pg/mL de L-trp) na concentracdo de 10° conidios/mL. Foram entdo incubados sob
agitacdo a (A) 28°C e (B) 37°C, nos tempos de 24 e 48h, 100 conidios foram escolhidos aleatoriamente para
avaliacdo de seu estado germinativo. O experimento foi realizado em triplicata, repetido duas vezes. Two-way
ANOVA e o teste de comparagdes multiplas de Dunnett foram usados para comparar as variagdes entre 0s grupos
teste e o controle (WT). P < 0,0021 foi indicado como **.

Por fim, foi analisada a capacidade dos conidios em produzir colénias viaveis (UFC) em &gar
SAB suplementado com 500ug/mL de triptofano. Conforme pode ser observado na Figura 19C,
detectamos uma diferenca estatistica no numero de coldnias recuperadas no agar SAB quando
comparado o AtrpB com as demais cepas nas duas temperaturas testadas. A 28°C, uma média de 103%
de conidios WT resultou em colonias viaveis em comparagdo com 51% de AtrpB, 86% de 22.AtrpB +
trpB e 77% de 25.AtrpB + trpB. A diferenga na viabilidade a taxa de AtrpB também foi detectada a
37°C, na qual apenas 41% das UFC foram recuperadas para AtrpB; enquanto isso, as cepas WT e
reconstituidas ficaram na faixa de 60% (Figura 19C). Em conjunto, nossos dados indicam que AtrpB
tem um atraso no crescimento radial e uma taxa de germinacgdo conidial reduzida a 28°C. Também
mostramos que a viabilidade diminuida dos conidios de AtrpB ndo é um fendtipo dependente da
temperatura. As cepas reconstituidas apresentaram fenétipos semelhantes ao WT nos testes avaliados,
indicando que os defeitos detectados no mutante estdo relacionados a auséncia de trpB. Na figura 19A
é possivel ver o atraso no crescimento das coldnias de 2.4spB em comparacgdo as outras linhagens, no
nono dia de incubacéo as col6nias do mutante trp- a 25°C ainda ndo sdo visiveis; a 37°C o crescimento
de F. pedrosoi é mais lento e ndo é possivel observar crescimento em nenhuma das linhagens no dia 9,
mas no dia 21 as coldnias de 2.4#pB sdo visivelmente menores que as de WT e dos reconstituidos
(Figura 19B).
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Quantificacdo de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) Quinhentos conidios de cada cepa (2.AtrpB,
22.AtrpB + trpB, 25.AtrpB + trpB e WT) foram espalhados em placas em triplicata de SAB + L-trp agar
independentes (500ug/mL de L-trp). Incubadas a 28 ou 37°C por 10 dias, e entdo 0 nimero de coldnias foi contado
(UFC). (A) Fotos das placas representando um dos experimentos na marca de 9 e 21 dias, incubadas a temperatura
de 25°C e (B) 37°C, (T1, T2 e T3 representam as triplicatas intra-experimentais). (C) Quantificagdo das UFCs. O
experimento foi realizado em triplicata e repetido duas vezes. Os dados foram analisados por Two-away ANOVA
e 0 pos teste de comparagdes multiplas de Dunnett para comparar as variagdes entre os grupos controle (WT) e
de teste; P < 0,0332 e P < 0,0001 estdo representados por * e **** respectivamente.



5.6 A Delecéo do Alelo de trpB Induz Resisténcia a 5-FAA em F. pedrosoi

Em leveduras, mutantes para genes de biossintese de triptofano sdo resistentes a 5-FAA [52].
Esse antimetabdlito, ao ser assimilado, é convertido no produto toxico 5-fluorotriptofano. Em nosso
trabalho, decidimos avaliar se a delecdo de trpB em F. pedrosoi confere resisténcia ao 5-FAA, a fim de
ampliar as ferramentas de manipulagdo genética para selecéo e contra-sele¢do de mutantes. Para tanto,
observamos diluicdes seriadas de WT e 2.AtrpB em placas de SAB+L-trp suplementadas com
guantidades crescentes de 5-FAA (0,25; 0,5; 1,0; 2,0; e 3,0 mg/mL). A linhagem mutante de trpB de F.
pedrosoi tem maior resisténcia ao 5-FAA em comparacdo com a cepa WT. Apds 13 dias de incubacéo
a 28°C, observamos que o mutante trpB tolera 0,5 mg/mL de 5-FAA em baixa densidade de conidios
(10%), enquanto o WT cresce apenas em inoculagdo em ponto de 10° e 10* conidios no volume de 5pL.
Nenhuma das cepas cresceu em placas com concentra¢des >0,75 mg/mL de 5-FAA (Figura 20A). A

reintrodugdo do alelo de trpB restaurou a suscetibilidade do AtrpB ao nivel WT (Figura 20B).
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Figura 20. Delecdo de trpB em F. pedrosoi induz resisténcia a 5-FAA. As cepas foram cultivadas em caldo PD
suplementado com 500 pg/mL de triptofano (L-trp) por 7 dias a 28°C. Os conidios foram purificados, contados e
diluidos em série para 2 x 108 — 103/mL. Cinco L de cada diluigéo foram pipetados em SAB + 500 pug/mL de L-
trp, suplementado com concentragdes crescentes de 5-FAA (0, 0,25, 0,5, 1, 2 e 3 mg/mL) em (A) e (0, 0,25, 0,5,
0,75mg/mL) em (B). (A) Dilui¢des seriadas de conidios 2.AtpB e WT (CBS 271.37) foram pipetadas e as placas
incubadas a 28 °C por 13 dias. O mutante trpB tolera até 0,5 mg/mL de 5-FAA em baixa densidade de conidios
(102), enquanto WT cresce apenas até as concentragfes de 10° e 10* conidios. Nenhuma das cepas foi capaz de
crescer em concentragdes de 5-FAA acima de 0,75 mg/mL. (B) A suscetibilidade ao 5-FAA requer uma via de
biossintese de triptofano funcional. Os transformantes reconstituidos (22.AtrpB + trpB e 25.AtrpB + trpB)
recuperaram a sensibilidade ao 5-FAA de A#rpB para 0s niveis de WT ap6s incubagéo por 7 dias a 28 °C. As
imagens sdo representativas de trés experimentos independentes.

A fim de analisar o uso de 5-FAA como um agente para selecionar mutantes auxotréficos de
triptofano, nds semeamos cepas mutantes WT e AtrpB em diferentes placas de agar como segue: SAB
agar, SAB + L-trp, SAB + L-trp + HygB e SAB + L -trp + 5-FAA. Além disso, para simular uma

transformacdo genética e avaliar a taxa de mutantes trpB espontaneos para auxotrofia, uma alta
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densidade de conidios (5x10°) foi espalhada nas placas. Como esperado, nas placas SAB apenas a cepa
WT foi capaz de crescer, enquanto na condi¢cdo SAB + L-trp + HygB apenas a cepa AtrpB cresceu, pois
a resisténcia a HygB é garantida pela presenca do gene hph (marcador de resisténcia HygR).
Curiosamente, na condi¢cdo de SAB + L-trp + 5-FAA, apenas coldnias AtrpB foram observadas e
nenhuma col6nia WT foi detectada nessas placas (Figura 21). Este experimento demonstra que €
possivel utilizar 0,5 mg/mL de 5-FAA como Unico agente seletivo para identificacdo de mutantes
auxotroficos do triptofano, ampliando o leque de aplicagdes relacionadas ao l6cus de trpB e
estabelecendo-o como um potencial marcador de transformacgdo genética. Em conjunto, nossos
resultados indicam que o meio suplementado com 5-FAA pode ser uma abordagem interessante para a
selecdo de mutantes auxotréficos de triptofano. Além disso, 0 5-FAA pode ser aplicado como um seletor
de transformantes no caso de trp- como cepa receptora em combinacdo com 0 uso de trpB como

marcador seletivo na transformagao genética de F. pedrosoi.
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Figura 21. Avaliacdo do uso do 5-FAA na concentracdo de 0,5 mg/mL como agente de sele¢do para mutantes
trp’, e para contra selecdo de cepas que apresentam via de sintese do triptofano ativa, em alta densidade
celular (5 x 10°%) de WT e AtrpB. As placas SAB éagar, SAB+L-trp, SAB+L-trp+HygB e SAB+L-trp+5-FAA
inoculadas com 5x10° conidios, incubadas a 25°C e inspecionadas a cada trés dias até o vigésimo segundo dia de
crescimento. As placas SAB agar foram suplementadas com 500ug/mL de L-trp, 100pg/mL de HygB e 0,5mg/mL
de 5-FAA. WT representa a cepa selvagem (CBS 271.37) e a figura retrata um experimento, realizado em
triplicata.
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6. Discussao:

Primeiro, a maquinaria enzimética para a biossintese de triptofano em F. pedrosoi foi avaliada
in silico. As enzimas em F. pedrosoi foram identificadas e se apresentam de forma semelhante a outros
fungos filamentosos [48,50]. Ao contréario de S. cerevisiae, F. pedrosoi possui quatro das cinco enzimas
necessaria para transformar o corismato em triptofano [47]. Como relatado para outros ascomicetos e
basidiomicetos, uma tnica ORF TRP1 codificando uma PRA isomerase monofuncional (PRAI) néo foi
encontrada em F. pedrosoi. Em vez disso, ela é fundida com trpC™""3, gerando uma enzima tri-funcional
com o arranjo de N- para C- terminais de glutamina amidotransferase (GATase), indol-3-glicerol fosfato
sintase (IGPS) e PRAI [47,48,50,59,60]. As analises mostraram que F. pedrosoi codifica todos os
dominios cataliticos necessarios para a sintese de triptofano; essa constatacéo abre perspectivas e langa
novas ferramentas para uma analise detalhada e exploracdo funcional desta via essencial para a
sobrevivéncia dos fungos. Curiosamente, em C. neoformans, TRP3'¢ e TRP5""® sdo genes essenciais
[50], mas o mesmo ndo pode ser dito de outros fungos dos quais mutantes auxotréficos foram
previamente isolados [53,58,61-63].

Os quatro transcritos da via biossintética de trp (trpB, trpC, trpD e trpE) foram detectados por
RT-PCR apds a biomassa da cepa WT ter sido incubada por 3 h em meio minimo (Czapek-Dox) e meio
minimo suplementado com L-trp (Czapek-Dox + L-trp). Nao foi possivel detectar expressao diferencial
desses genes dependendo do meio de cultura e tempo de incubacéo utilizados, é plausivel que o tempo
de incubac&o tenha sido muito curto, e insuficiente para depletar as reservas de triptofano celulares e
por isso nao foi observado modulagdo genética, novos testes ndo foram realizados; No entanto, o0s
mecanismos de regulacdo da via do triptofano merecem ser elucidados em um futuro trabalho. Como
0s genes trp sdo marcadores seletivos adequados para transformacdo genética em outros fungos,
associado ao fato de que seus mutantes inativados sdo facilmente detectados em placas de transformacéo
genética, decidimos avaliar a abordagem DJ-PCR para construir o cassete de delegdo e a técnica de
biobalistica para entregar o DNA em F. pedrosoi. Entdo, como prova de conceito da metodologia,
caracterizamos funcionalmente o gene putativo da triptofano sintase (trpB) neste patégeno flngico

humano.

A triptofano sintase é conservada entre bactérias, archaea, fungos e plantas, e esta ausente em
mamiferos; entretanto, apenas os fungos apresentam as duas subunidades fundidas em uma Gnica ORF
em uma ordem a-f [37,64]. Por esta razdo, nesses microrganismos, a enzima ¢ um homodimero, ao
contrario das bactérias, onde € uma enzima tetramérica com uma organizagdo -o [45]. A possivel
sequéncia da proteina TrpB de F. pedrosoi apresenta ambos os dominios cataliticos para a e B: cadeia
alfa da triptofano sintase, enzima dependente de piridoxal-fosfato e a regido que os interliga [45].
FpTrpB possui a regido conectora mais longa (83 aa) localizada entre um residuo de tirosina (YY) e um
de prolina (P), descrito até agora entre espécies fungicas (variando de 40 a 69 aa) [44,63-65]. A

definicdo da estrutura tridimensional de triptofano sintases ocorreu ap6s a conclusdo dos estudos de
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cristalografia de raios-X na enzima de S. thyphimurium [66]. A regido do conector forma um canal
necessario para a transferéncia mecénica da indole entre os dois sitios cataliticos, e em fungos, é mais
longa do que em outros organismos para permitir o dobramento adequado das subunidades o e P e
assim, catalisar suas respectivas reacdes [46,67]. A delecdo de um segmento de 18 aminoacidos dessa
regido em S. cerevisiae inativa a enzima e a reinsercdo de um fragmento nédo relacionado restaura sua
atividade [67]. TrpB de F. pedrosoi compartilha todas as caracteristicas ja descritas para outros fungos;
entretanto, uma analise mais detalhada de sua estrutura tridimensional pode elucidar se um maior

comprimento da regido do tanel promove algum efeito nas propriedades cataliticas enzimaticas.

Em 2018, nosso grupo relatou, por meio de duas técnicas eficientes (biobalistica e
transformacdo mediada por Agrobacterium), a insercéo e expressao de DNA exdgeno no genoma de F.
pedrosoi. Também exploramos trés marcadores de resisténcia a drogas (NAT, HYG e NEO) para
selecdo de mutantes. Dando continuidade aos nossos esforgos para disponibilizar e melhorar novas
ferramentas moleculares para a manipula¢do genética de um agente causador de CBM, neste estudo,
desenvolvemos uma abordagem estavel, rdpida e eficiente para alcancar a disrupcdo genética
direcionada por transformacéo biobalistica em F. pedrosoi. Utilizamos o marcador HygR para substituir
trpB e construimos um cassete de delegdo usando a técnica de PCR de dupla junta. Esta técnica ja foi
empregada com sucesso para outros fungos [49,68—70]; no entanto, este trabalho mostra pela primeira
Vez seu uso na construgdo de cassetes para a disrupcao de gene em F. pedrosoi. DJ-PCR baseia-se em
apenas duas rodadas sucessivas de amplificacfes de DNA e ndo requer etapas demoradas de construcao
de vetores, como é o caso da transmissdo mediada por Agrobacterium, transformacdo na qual é
necesséria a insercao do cassete de delecéo no vetor portador de T-DNA. Outra vantagem de construir
os cassetes de exclusdo genética por DJ-PCR é que produtos amplificados podem ser diretamente
usados na transformacao genética do fungo por eletroporagdo ou biobalistica. Como a recombinacéao
homologa dentro dos fragmentos do marcador seletivo também é necessaria para a recuperacao mutante,
a chance de obter transformantes mitoticamente instveis é reduzida com o uso da estratégia
recombinagdo cruzada, evitando inser¢des gendmica indesejadas [69]. Considerando que a
recombinagdo ndo homologa mediada pela via NHEJ é mais comum em fungos filamentosos do que a
recombinagdo homdloga (HR) [71], essa estratégia contribui para gerar uma maior frequéncia de
integragdo direcionada. Em nosso conhecimento, este é o primeiro relato da utilizacdo do método DJ-

PCR seguido de transformacéo biobalistica para obtencédo de mutantes nulos em F. pedrosoi.

Trés experimentos independentes produziram uma eficiéncia de 6 a 11% na recombinacéo de
cruzamento triplo de para promover a substituicdo de trpB. Dois outros genes foram deletados com
sucesso em nosso laboratério, com taxa de HR de 2 e 5%. Nossos dados estdo de acordo com aqueles
previamente descritos para outros fungos filamentosos, em que se observa uma baixa eficiéncia de
integracdo do alvo em um lécus especifico [71]. Para outros ascomicetos, esta taxa é bastante variavel:

A. fumigatus tem uma eficiéncia de HR de 5-10% [72,73], enquanto em N. crassa varia de 2 a 23%
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[74,75]. Mesmo dentro da mesma espécie, pode ser observada uma eficiéncia variavel, como
observamos para F. pedrosoi. Este fato pode ser atribuido ao contexto do ldcus génico, tamanho da
regido flanqueadora escolhida para construir o cassete de delecdo e 0 método de entrega do DNA [71].
Para contornar esse problema, em muitos fungos, especialmente ascomicetos, diversos trabalhos
passados ja inativaram o maquinario da via de NHEJ, responsavel pela integracdo aleatéria de DNA
exogeno em sitios genbmicos ectdpicos. A abordagem mais comum é desativar os genes ku70 ou ku80,
criando cepas recipientes deficientes em NHEJ, o que melhorou significativamente a frequéncia de
recuperacao de mutantes inativados [71,76]. Para evitar que integracdes ectopicas, durante o processo
de reinsercdo genética de mutantes nulos, interfira na viruléncia e outras caracteristicas do fungo, alguns
autores ja relataram regifes gendmicas consideradas seguras para integracfes genéticas, como 0 porto
seguro para C. neoformans [77,78] ou o l6cus RPS10 em Candida albicans [79]. Embora ainda ndo
tenhamos avaliado uma regido potencialmente segura para reconstituicdo génica em Fonsecaea spp.,

esta ferramenta seré de grande relevancia quando descrita.

trpB ndo é um gene essencial em F. pedrosoi; entretanto, sua auséncia afeta diretamente seu
ciclo de vida. Nossos resultados mostram que o mutante trpB de F. pedrosoi é extremamente dependente
de uma fonte externa de triptofano. Suplementacdo do meio de cultura de no minimo 250 pg/mL deste
aminoacido é necessaria para sustentar o crescimento vegetativo micelial e a esporulagdo, todavia a
suplementacdo do dobro dessa concentragdo, 500 pg/mL (nivel de L-trp usado em todos os testes de
fenotipo), ndo foi suficiente para manter o nivel da germinacdo, viabilidade e taxa de crescimento
semelhantes aos da cepa WT. Néo avaliamos se os fendtipos WT da cepa AtrpB podem ser resgatados
em quantidades mais altas de L-trpB, conforme relatado para A. nidulans [63]. Em A. nidulans AtrpB,
embora 10 uM (2 pg/mL) de triptofano ja conseguirem desencadear germinacdo de conidios e 100 uM
(20 pg/mL) manterem o crescimento vegetativo em meio sélido, apenas concentracdes mais altas de L-
trp (10 mM/2000 pg/mL) induzem a producao de conididsporos. No entanto, mesmo a suplementacéo
de 50 mM (10.000 pg/mL) de triptofano ndo foi suficiente para gerar ascosporos viaveis e cleistotécios

maduros [63].

Os mutantes auxotroficos de trp de levedura requerem baixos niveis de triptofano exdgeno, para
S. cerevisiae 20 pg/mL (0,1 mM), Hansenulla 30 pg/mL (0,15 mM) e Candida guilliermondii 40 pug/mL
(0,2 mM) [52,53,55]. O oposto é visto alguns fungos filamentosos, tais como F. pedrosoi que
demandam quantidades 10 a 100 vezes maiores deste aminoacido, alguns exemplos sdo, Aspergillus
niger (1 mM), Metarhizium anisopliae (5 mM) e Nodulosporium sp (10 mM) [58,61,62,80]. Eckert e
colegas sugeriram que o aumento da demanda por triptofano pode ser devido a sua capacidade limitada
de absorver o aminoécido pela fonte externa [63]. E amplamente conhecido que a maquinaria anabolica
e catabolica do triptofano, permeases e transportadores, sdo finamente sintonizados pelos niveis
intracelulares de aminoacidos aromaticos [48,50,64,81]. Em espécies flungicas filamentosas, o fator de

transcricdo Cpc (controle da via cruzada) regula a sintese de aminoécidos aromaticos, incluindo o
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triptofano [59,63,82-84]. A alta disponibilidade de triptofano exdgeno também pode promover a
repressdo das etapas iniciais da biossintese de aminoacidos aromaticos, pela sinalizacdo da alta
concentracdo de um deles (L-trp), possivelmente prejudicando o crescimento dos mutantes trp devido
a diminuicdo da sintese de fenilalanina e tirosina. Para contornar esse defeito, o fornecimento de
fenilalanina juntamente com o triptofano melhorou o crescimento de mutantes trp de N. crassa [85].
Uma investigacdo mais aprofundada pode esclarecer se CpcA desempenha o mesmo papel em F.
pedrosoi e se a adigdo de fontes externas de aminodcidos aromaticos beneficiaria o crescimento
micelial. Interessantemente, detectamos, através de uma busca em BLASTP in silico, uma sequéncia

similar para CpcA no genoma de F. pedrosoi abrindo perspectivas para sua futura caracterizacao.

Mutantes auxotréficos e genes anabdlicos que complementam os defeitos de biossintese tém
sido amplamente utilizados como poderosas ferramentas moleculares no sistema da transformacéo
genética fungica, uma vez que a deteccao dos transformantes prototroficos é rapida, facil e ndo requer
antibidticos de alto custo [76,86,87]. A utilizagdo de mutantes auxotréficos também apresenta
desvantagens a serem consideradas. No mutante auxotréfico de URA3 de C. albicans, os autores
identificaram que a integracdo ectopica do gene URA3 afeta diferentes caracteristicas do fungo,
incluindo a viruléncia [79]. As enzimas que codificam trp tém sido aplicadas como marcadores seletivos
de vérios fungos [53,54,59,61,80,88] e neste trabalho, propomos o uso de trpB como um novo marcador
seletivo em F. pedrosoi. Mostramos a complementag¢do do mutante AtrpB de F. pedrosoi com a cOpia
selvagem do gene, que apesar de ter sido inserido aleatoriamente no genoma, 0s mutantes se tornaram

prototroficos e recuperaram as caracteristicas da cepa WT.

Avaliamos a suscetibilidade de F. pedrosoi ao 5-FAA. Nossos resultados mostraram que este
antimetabdlito pode ser usado como um marcador de contra-sele¢do na transformacgdo genética em
experimentos usando trp- como cepa receptora. Essa estratégia ja € amplamente utilizada para leveduras
[50,52,53,55]; entretanto, até onde sabemos, ndo existem dados para fungos filamentosos. Devido a
incapacidade da cepa WT crescer em meio de cultura suplementado com 0,5 mg/mL de 5-FAA, essa é
uma ferramenta viavel e interessante para encontrar facilmente mutantes trp- (sele¢do positiva) e para
identificacdo de transformantes complementados com trpB (contra selecdo) em F. pedrosoi. A
metodologia de contra-selecdo é realmente Util para a reciclagem de marcadores seletivos para multiplas
estratégias de delecdo de genes na mesma cepa hospedeira, e pode ser empregado para selecionar

mutacBes pontuais em genes relacionados & via de biossintese [88].

Considerando tudo isso, 0 mutante trpB, apesar de algumas caracteristicas defeituosas
observadas em condicGes de teste, ele ainda é viavel como cepa receptora e pode ser utilizado para gerar
outras cepas deletadas; além disso, 0 gene trpB pode ser uma alternativa aos antibidticos como um

agente seletivo marcador para genémica funcional em F. pedrosoi.
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Como o triptofano € um aminoacido essencial para o desenvolvimento e sobrevivéncia dos
fungos, e mamiferos o adquirem de fontes alimentares, alguns autores sugerem que seu aparelho de
biossintese pode ser um alvo terapéutico seletivo atraente [89]. Em C. neoformans, um inibidor da
antranilato sintase (6-diazo-5-oxo-L-norleucina) foi eficiente em promover a morte de células in vitro
[50]. Embora o papel da TRP3 e TRP5 ndo tenha sido avaliado na patogenicidade de C. neoformans
[50], em A. fumigatus, mutantes nulos de aroC (corismato mutase) e trpA assumem papéis importantes
em modelos de infeccdo por aspergilose pulmonar e sistémica [90]. Considerando que F. pedrosoi
requer niveis mais altos de triptofano para sobreviver (250 pg/mL) do que aquele alcangado no soro
humano (cerca de 14 pg/mL) [91], e que os mamiferos ndo produzem este aminoacido, a busca por
inibidores especificos das enzimas da biossintese do triptofano torna-se uma estratégia potencial a ser

explorada contra Fonsecaea spp. e outros patdgenos microbianos [89,92,93].
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7. Conclusao:

Em concluséo, este trabalho foi a primeira inativagéo génica bem-sucedida do principal agente
causador da CBM, o F. pedrosoi. Foi demonstrado que o uso de marcadores divididos para integracdo
homologa aliada a transformagdo por técnica da biobalistica sdo viaveis para obter mutantes AtrpB. O
gene trpB pode ser explorado como um marcador seletivo alternativo e atraente para complementacao
do mutante auxotrofico trpB. Além disso, mostramos o emprego do 5-FAA como selecdo positiva de
mutantes trp- e como uma nova abordagem para facilitar a identificacdo da complementacdo de
mutantes nulos em F. pedrosoi. Nossos dados ampliam o arcabouco de métodos disponiveis para
estudos do genoma funcional e da estrutura molecular, utilizando-se de técnicas tradicionais para
melhorar o conhecimento ndo sé da biologia de F. pedrosoi, mas também de outros agentes etioldgicos
da CBM. Notavelmente, os estudos funcionais de genes em fungos do género Fonsecaea spp. estdo
muito atrds em comparacdo com outras espécies de fungos, contribuindo ainda mais para o fato de que
permanecem muitas lacunas em nosso conhecimento desses agentes e da doenga que eles causam.
Assim, a CBM continua a ser tratada como uma doenca tropical negligenciada que afeta muitas pessoas

ao redor do mundo.
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Abstract: Chromoblastomycosis (CBM) is a disease caused by several dematiaceous fungi from
different genera, and Fonsecaea is the most common which has been clinically isolated. Genetic
transformation methods have recently been described; however, molecular tools for the functional
study of genes have been scarcely reported for those fungi. In this work, we demonstrated that
gene deletion and generation of the null mutant by homologous recombination are achievable for
Fonsecaea pedrosoi by the use of two approaches: use of double-joint PCR for cassette construction,
followed by delivery of the split-marker by biolistic transformation. Through in silico analyses, we
identified that F. pedrosoi presents the complete enzymatic apparatus required for tryptophan (trp)
biosynthesis. The gene encoding a tryptophan synthase trpB —which converts chorismate to trp—
was disrupted. The AtrpB auxotrophic mutant can grow with external trp supply, but germination,
viability of conidia, and radial growth are defective compared to the wild-type and reconstituted
strains. The use of 5-FAA for selection of trp” phenotypes and for counter-selection of strains carrying
the trp gene was also demonstrated. The molecular tools for the functional study of genes, allied to
the genetic information from genomic databases, significantly boost our understanding of the biology
and pathogenicity of CBM causative agents.

Keywords: gene replacement by homologous recombination; double-joint PCR; biolistic transformation;
knockout mutant; trpB; tryptophan biosynthesis; Fonsecaea; chromoblastomycosis

1. Introduction

Chromoblastomycosis (CBM) is a chronic, progressive subcutaneous endemic my-
cosis prevalent in tropical and subtropical countries, caused by different black yeast-like
fungi [1-5]. The predominant etiological agents change from one region to another; how-
ever, Fonsecaea pedrosoi is considered the most prevalent one worldwide [3,6-11]. After
mechanical implantation of fungal saprophytic propagules into the subcutaneous tissue,
the host develops CBM [1,2,4]. If lesions are undiagnosed and untreated, chronicity can be
observed, leading to tissue fibrosis and lymphatic circulation impairment. In addition to
the loss of limb functional capacity, malignant skin tumors and secondary infections can
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occur [1,2,5,12-14]. CBM is a difficult-to-treat disease with slow progression, challenging
the usual antifungal therapies and leading to frequent relapses, as the causative agents do
not respond well to the drugs. To bypass those limitations, alternative physical methods
are required to remove the lesions [14].

For human pathogens, the capacity to infect and induce the disease depends on
expression of virulence factors and secretion of metabolic products in host tissue. The best-
described virulence factor in Fonsecaea species is melanin [15-21]. Several studies reported
that this pigment plays a variety of roles in host-pathogen interactions, improving fungal
survival, and promoting resistance to host immune response [22-25]. The mechanisms that
F. pedrosoi elicits to infect and maintain the granulomatous inflammatory reaction in the
host are still under investigation [26-30]. Inside infected tissue, this pathogen is able to
differentiate into sclerotic cells, which are large, spherical, highly pigmented, thick-walled,
and resistant to immune response [1,30-33]. The dimorphic transition is probably the main
morphogenetic event required for CBM; the molecular mechanism and host factors that
promote cell differentiation are not yet clear [1,34].

In recent years, our research group has worked to develop molecular tools for the func-
tional study of genes in F. pedrosoi. We were the first to publish two genetic transformation
systems in detail (biolistics and Agrobacterium-mediated transformation), as well as vectors
carrying drug-resistance genes as markers of dominant selection for the construction of
deletion cassettes [35]. Our advances have laid the foundation for the scientific community
to explore the biology and the mechanisms of pathogenicity used by F. pedrosoi. In the
present work, we took a step further in developing a useful and versatile molecular toolbox
to perform genetic studies of F. pedrosoi.

Several organisms are capable of synthesizing tryptophan, including bacteria, plants,
and fungi [36-39]. For all living organisms, tryptophan is not just an amino acid that builds
proteins. It is also necessary for various physiological processes, serving as a substrate for
secondary metabolite synthesis. Its role has recently been explored as a modulator of the
immune response and maintenance of the human gut microbiota [40,41].

The enzymatic machinery for tryptophan anabolism is absent in animals and humans;
however, they share a similar organization among the studied species so far [42-47]. Usually,
it comprises four or five different enzymes in fungi, some of them with multifunctional
characteristics, depending on the species. Chorismic acid from the shikimate pathway is
the initial substrate to generate L-tryptophan [37,47,48]. The last reaction is catalyzed by
tryptophan synthase enzyme [43,47,48]. In this work, we identified and in silico analyzed
the putative enzymes for L-tryptophan biosynthesis by F. pedrosoi. Of the genes involved in
the tryptophan biosynthetic pathway, none have been previously studied in F. pedrosoi; thus,
we chose trpB (a putative tryptophan synthase gene) to generate a null mutant. In addition,
we described in detail the construction of a deletion cassette in a quick and easy way (by
double-joint PCR) [49] that can be directly delivered by biolistic transformation, without
cloning steps, into conidia. Finally, we characterized the trpB null mutant phenotype and
proposed new molecular tools for genetic manipulation of F. pedrosoi. Taken together, our
data evidence that gene replacement by biolistic transformation is a feasible approach for
functional genetic studies to advance the knowledge of this human fungal pathogen and
other closely related species.

2. Materials and Methods
2.1. Strains and Growth Conditions of F. pedrosoi

F. pedrosoi CBS 271.37 was kindly provided by Dr. Vania A. Vicente from the University
of Parana and Parana Network of Biological Collections. It was used in all experiments
and maintained on Sabouraud dextrose agar (SAB) (for 1L: 10 g peptone, 40 g glucose,
15 g agar; pH: 5.6; autoclaved at 120 °C/15 min) at 28 °C for 7 days. Mutants carrying
the trpB deletion were cultivated on the same media with the addition of 500 pg/mL of
L-tryptophan (L-trp) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) from a 10 mg/mL stock solution
prepared in ultrapure water, 0.45 um filtered, and sterilized. For conidia purification,
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F. pedrosoi was grown in potato dextrose (PD) broth (Difco) for 10 days at 28 °C under
200 rpm of agitation. The culture was vortexed for 1 min, filtered through sterile glass
wool, and centrifuged at 4000 rpm for 5 min. The pelleted conidia were resuspended in
saline solution (0.9% NaCl), and the density was adjusted after counting in a Neubauer
chamber. Potato dextrose agar (PDA) consisted of the PD broth with an addition of 1.5% of
bacteriological agar. LB medium (1% peptone, 1% yeast extract, and 0.5% sodium chloride)
was used for growing Escherichia coli DH5« in cloning experiments.

2.2. In Silico Search for Enzymes Related to Tryptophan Biosynthesis in F. pedrosoi and Evaluation
of The trp Gene’s Expression

We analyzed the F. pedrosoi tryptophan anabolic pathway based on data provided by other
studies of Aspergillus fumigatus [48], Cryptococcus neoformans [50], and Saccharomyces cerevisiae [47].
We used the BLASTp tool to search for F. pedrosoi putative enzyme sequences on EnsemblFungi
(https:/ /fungi.ensembl.org/index.html, accessed on 20 June 2020). We also calculated the
percentage of identity between A. fumigatus and F. pedrosoi amino acid sequences using http:
/ /imed.med.ucm.es/Tools/sias.html (accessed on 20 June 2020). To identify the conserved
domains of F. pedrosoi tryptophan biosynthesis putative enzymes, Pfam search was employed
(https:/ /pfam.xfam.org/search/sequence, accessed on 20 June 2020) and, based on KEGG
(https:/ /www.genome.jp/kegg/, accessed on 20 June 2020), the enzymatic nomenclature
(EC) was applied. Multiple alignment of the sequences was performed by ClustalW (https:
/ /www.genome.jp/tools-bin/clustalw, accessed on 20 June 2020) to identify the connecting
region between « and 3 catalytic domains of TrpB. We evaluated the expression of the genes
after the growth of a WT strain on minimal medium (Czapeck dox-CD) [31] and CD+L-trp
(500 pug/mL) as control by real-time PCR using the AACT method and gapdh (Glyceraldehyde-3-
Phosphate Dehydrogenase, Z517_04938, from F. pedrosoi genomic database) as housekeeping
normalizer. Briefly, the WT strain was grown in PD broth for 7 days at 28 °C under agitation
(150 rpm). After this period, the fungal mass was collected, washed twice with saline solution,
and inoculated in CD and CD+L-trp for 3 h at 28 °C/150 rpm. The fungal biomass was
precipitated by centrifugation at 4000 rpm for 5 min and the pellet was washed twice with saline
solution. The supernatant was discarded, the lysis solution (RLT) from the RNEasy® Plant RNA
Extraction Kit (Qiagen) and 100 puL of acid-washed glass beads (600 um) were added to the
pellet, which was subjected to lysis using the Precellys equipment (Bertin) in three cycles of
6500 rpm for 1 min intercalated by incubation on ice for 2 min. Then, the total RNA extraction
followed as per the manufacturer’s instructions. cDNA was generated using a high-capacity
cDNA kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and real-time PCR was performed
using SYBR Green kit Master Mix (Thermo Fisher Scientific) in a 7500 Fast Real-time PCR
System. At least one primer of all targets spanned an exon—exon junction.

2.3. Construction of trpB Deletion Cassette by Double-Joint PCR (D]-PCR)

The trpB deletion cassette was constructed using double-joint PCR (DJ-PCR), described
by Kim and colleagues [49]. All oligonucleotides used in this work are described in Table 1.
Firstly, regular PCR was used to amplify four fragments of the cassette: 5’ and 3’ flanking
OREF regions of trpB, using, respectively, Fp128 + Fp129 (915 bp), Fp130 + Fp131 (947 bp),
and genomic DNA from the wild-type (WT) strain (CBS 271.37) as template (Figure S1A).
The oligonucleotides Fp90 + Fp15 were used to amplify the 5’ fragment of the Hygromycin
B (HygB)-resistance marker (HygR) and the combination Fp16 + Fp91 for 3’ HygR using
pSilent-1 [51] as the template for the reactions. The products 5’ and 3’ HygR were 1109 bp
and 987 bp, respectively (amplicons not shown in Figure S1). The second step consisted
of two independent overlapping PCRs using a combination of previously obtained prod-
ucts: 5 trpB flanking was fused to 5’ HygR to produce the 5’ trpB + 5 HygR of 2024 bp
(Figure S1A,B). The other reaction yielded a product of 1934 bp corresponding to 3’ trpB +
3’ HygR (Figure S1A,B). The OneTaq 2 x Master Mix with Standard Buffer (NEB) was used
for all amplifications, following the supplier’s recommendations. Once the two fragments
were obtained, they were directly used for genetic transformation of F. pedrosoi.
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Table 1. F. pedrosoi tryptophan biosynthesis genes and putative protein function in comparison to
other fungi.

. . Protein Name |Gene ID E. pedrosoi % Amino acid
Enzymatic Function ¢ ipt ID © identity f
S. cerevisiae ® C.neoformans®  A.fumigatus®  F. pedrosoi 4 ranscrip 1dentity
Anthranilate synthase
component I-Chorismate Trp2 Trp2 TrpE
aminase YER09OW CNAG_06679 Afubgl2sso  TPEZ517.08726 - KIW78887 70.98
[EC:4.1.3.27]
Anthranilate synthase
component II-Glutamine
amidotransferase /Phosphoribosyl-
: Trp3 Trp3 TrpC
' anthranilate YKL211C CNAG, 04501 Afulg13090 TrpCZ517_05805  -KIW79193 66.49
isomerase /Indoleglycerol
phosphate synthase
[EC:4.1.3.27 4.1.1.48]
Anthranilate phosphoribosyl
Trp4 Trp4 TrpD
transferase TrpDZ517_01180  -KIW85788 63.84
[EC:2.4.2.18] YDR354W CNAG_00811 Afu4g11980
Phosphoribosylanthranilate
. Trpl Trp3 TrpC
isomerase TrpCZ517_05805  -KIW79193 66.49
[EC:5.3.1.24] YDROO7W CNAG_04501 Afulgl3090
Tryptophan synthase Trp5 Trp5 TrpB }
[EC:4.2.120] YGL026C CNAG_00649 Afu2gl350  PBZSI7.07968 - -KIW78135 7839

2 Sequence ID from S. cerevisine genome database: https://www.yeastgenome.org accessed on 20 June 2020;
b sequence ID from C. neoformans H99 strain: https:/ /fungi.ensembl.org accessed on 20 June 2020; ¢ sequence
ID from A. fumigatus Af293 strain: http:/ /www.aspergillusgenome.org accessed on 20 June 2020; ¢ sequence
ID from F. pedrosoi CBS271.37 strain https:/ /fungi.ensembl.org accessed on 20 June 2020; € transcript ID from
F. pedrosoi CBS271.37 strain https:/ /fungi.ensembl.org accessed on 20 June 2020; f percentage of identity between
A. fumigatus and F. pedrosoi protein sequences: pairwise alignments were done in https:/ /www.ebi.ac.uk accessed
on 20 June 2020 and identity calculation was performed at http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html accessed on
20 June 2020.

2.4. Biolistics Transformation and Selection of trpB Mutant

The biolistics transformation was performed as previously described by [35]. Five
micrograms of each fragment constructed above were precipitated on tungsten particles
M10 (0.7 um diameter, Biorad, Hercules, CA, USA). Next, 1 x 10° conidia of F. pedrosoi
were spread on SAB agar supplied with tryptophan (1000 ng/mL) and were genetically
transformed using the Biolistics PDS-1000/He Particle Delivery System (Biorad), following
the manufacturer’s instructions. Bombarded plates were wrapped with aluminum foil
and incubated at 25 °C for 24 h. On the next day, cells were scraped and inoculated on
SAB agar with L-trp (1000 pg/mL) and HygB (50 pg/mL) (Invitrogen, Waltham, MA,
USA). After 21 days of incubation at 25 °C, the colonies were replicated on a series of four
selective media plates: SAB agar, SAB agar with 50 ug/mL of HygB (SAB + HygB), SAB
agar supplemented with 1000 ug/mL of L-trp (SAB + trp), and SAB agar containing both
L-trp (1000 png/mL) and HygB (50 ug/mL) (SAB + L-trp + HygB). To evaluate mitotic
stability, WT and AtrpB strains were cultured on the same medium used for the selection
of transformants (SAB + L-trp + HygB) and incubated at 25 °C. Every seven days, the
colonies that had grown in the non-selective plate (SAB + L-trp) were transferred to new
plates of SAB + L-trp + HygB and SAB + L-trp. The procedure was repeated until four
passages were completed. Hygromycin B and L-trp levels were 50 pg/mL and 1000 pg/mL,
respectively. The transformants that were mitotically stable and were unable to grow in the
absence of tryptophan were selected for genomic DNA extraction and PCR confirmation of
trpB deletion.

2.5. PCR Confirmation of trpB Deletion

A PCR was used to confirm trpB gene deletion of chosen transformants. Reaction
Fp120 + Fp121, using genomic DNA from the WT strain as template, was the positive
control, the product of which is a 570 bp of trpB. The combinations Fp119 + Fp15 and
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Fp118 + Fp16 amplify, respectively, the 5’ region (2.5 kb for AtrpB and no amplification for
WT) and 3’ region of the trpB locus replaced by the HygR cassette (2.4 kb for AtrpB and no
amplification for WT). The trpB full-length locus was accessed by Fp118 + Fp119 reaction
(4.6 kb for AtrpB and 5.1 kb for WT) (Figure S2). gDNA of F. pedrosoi WT was used as a
control for the reactions.

2.6. Southern Blotting

Two transformants in which the t#pB deletion was confirmed by the PCR and the WT
strain of F. pedrosoi had their gDNA extracted. Twenty micrograms of gDNA were overnight
restriction digested with Stul (3U/ug of gDNA) at 37 °C and electrophoresed in a 1.0%
TAE 1 x agarose gel. The gel was blotted onto a charged nylon membrane (GE Healthcare)
by capillary transfer. The probe was amplified with oligonucleotides Fp128 + Fp129 (corre-
sponding to the 5 flanking region of the trpB deletion cassette) producing a 915 bp fragment
labeled with digoxigenin, following the supplier’s instructions (PCR DIG Probe Synthesis
Kit, Roche, Basel, Switzerland). The hybridization, washing, and detection procedures were
all done according to the manufacturer’s instructions (DIG Easy Hyb Granules, DIG Wash
and Block Solution Set, Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments and CDP-Star ready-to-use,
Roche). ImageQuant LAS 4000 (GE) equipment was used to read the signal. A 5.7 kb
hybridization fragment was expected for AtrpB and a 3.1 kb for the undeleted control.

2.7. Evaluation of Tryptophan Concentration Required for AtrpB Growth

The minimum concentration of L-tryptophan required to promote the trpB auxotrophic
mutants” growth was determined by incubating both WT and mutant strains (2.AtrpB) on
SAB agar supplemented with different concentrations of the amino acid (0, 20, 50, 100, 250,
500, and 1000 pg/mL), at 28 °C for 10 days. The radial growth of the colonies was used to
compare the strains.

2.8. Radial Growth Measurement

To quantify colony growth, 2.AtrpB, 22.AtrpB + trpB, 25.AtrpB + trpB, and WT strains
were point-inoculated with same amount of conidia (10%) onto the surface of SAB agar
containing 500 pg/mL of L-trp (SAB + L-trp). The plates were incubated at 28 °C or
37 °C. Colonies’ diameters were measured every 3 days for 3 weeks. Two independent
experiments were carried out in triplicate. Data collected were analyzed using the program
GraphPad Prism. Mixed-effects analysis and Dunnett’s multiple comparisons test were
used to compare variations between the control (WT) and test groups.

2.9. Evaluation of Conidia Germination

After growth on PD broth, conidia from 2.AtrpB, 22.AtrpB + trpB, 25.AtrpB + trpB, and
WT strains were collected, counted on a Neubauer chamber, and then inoculated in 10 mL
of SAB + L-trp broth (500 ug/mL of L-trp) at the concentration of 10° conidia/mL. The
cultures were incubated under continuous agitation (200 rpm) at 28 °C or 37 °C for 24 and
48 h. After incubation, the conidial suspension was vortexed and 100 uL were collected
for microscopic inspection. One hundred randomly selected conidia from the samples of
the same culture were counted to distinguish between germinated and non-germinated
conidia. Conidia with a germ tube were considered germinated, and swollen ones were
considered non-germinated. The experiment was performed in triplicate, repeated twice,
and the data were analyzed using the program GraphPad Prism. Two-way ANOVA and
Dunnett’s multiple comparisons test were used to compare variations between the control
(WT) and test groups.

2.10. Conidial Viability Assay

For the viability assay, strains (2.AtrpB, 22.AtrpB + trpB, 25.AtrpB + trpB, and WT) pre-
viously grown on PD broth had the conidia collected and counted in a Neubauer chamber.
Five hundred conidia of each strain were spread on three independent SAB + L-trp agar
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plates (500 pg/mL of L-trp), incubated at 28 or 37 °C for 10 days, and then the number
of colonies was counted (CFU). The experiment was performed in triplicate and repeated
twice. Data were analyzed using the program GraphPad Prism. Two-way ANOVA and
Dunnett’s multiple comparisons test were used to compare variations between the control
(WT) and test groups.

2.11. Determination of 5-Fluoroanthranilic Acid (5-FAA) Concentration for Selection of trp™ and
Counter-Selection of trp*

Culture media were supplemented with 5-fluoroanthranilic acid (5-FAA) (Sigma-
Aldrich) for tryptophan pathway counter-selection. The stock solution (100 mg/mL)
was prepared in absolute ethanol. Since the concentration used for counter-selection of
auxotrophic tryptophan mutants is very variable among different fungal species [52-55],
we decided to test the interval from 0.25 to 3.0 mg/mL for F. pedrosoi. Conidia from the
WT and 2.AtrpB strains were obtained as previously described, and density was adjusted.
Five microliters of each serial dilution (1 x 107 to 1 x 10% /mL) were spotted on SAB agar
containing 500 ug/mL L-trp and 5-FAA. The same procedure was done to evaluate the
susceptibility of reconstituted strains to 5-FAA. Fungal growth was observed after 13 days
of incubation at 25 °C. The experiment was repeated four times. In order to simulate the
use of 5-FAA as agent to select trp- mutants, a high density of conidia (5 x 10°) of the WT
and AtrpB strains was spread on a set of conditions. The plates SAB agar, SAB + L-trp
(500 pg/mL), SAB + L-trp + HygB (500 pg/mL of L-trp and 100 ng/mL of HygB), and
SAB + L-trp + 5-FAA (500 ug/mL of L-trp and 0.5 mg/mL of 5-FAA) were incubated at
25 °C and inspected every 3 days until the 22nd day of growth.

2.12. Gene Replacement Strategy

Construction of plasmid pFpNAT + trpB for reconstitution of 2.AtrpB was carried
out as follows: First, the 5.1 kb fragment corresponding to the trpB gene was amplified
from the WT genome with primers Fp119 and Fp118 (Figure S3A). The product was
subjected to double digestion by Ndel and Sacl to generate a 4.7 kb fragment. This
fragment was then cloned into the plasmid pFpNAT [35], previously opened with Ndel
and Sacl, using the enzyme T4 DNA ligase (Invitrogen) (Figure S3B). The ligation was
transformed into thermo-competent E. coli DH5«, and colonies that grew in LB medium
containing 100 pg/mL of Ampicillin were selected for plasmid extraction. Cloning of the
4.7 kb fragment corresponding to the trpB gene was confirmed by Ndel / Sacl digestion
(Figure S3) and the plasmid was named pFPNAT+trpB (8.9 kb). The resulting flanking
regions of trpB ORF were 923 and 1,263 bp for 5" and 3’, respectively. Non-linearized
pFPNAT+trpB was transformed on 2.AtrpB conidia to obtain the reconstituted strains. The
conditions for biolistic transformation were the same as those previously described for
obtaining the frpB mutant [35,56]. To select trp™ transformants, SAB agar plates were
supplied with 500 pg/mL of L- trp and 100 ug/mL of Nourseotricin (Nat). After 21 days
of growth at 28 °C, colonies were transferred to SAB + Nat agar plates to detect the
tryptophan prototrophic transformants, which were selected for gDNA extraction. PCR
amplification with Fp120 and Fp121 that produced a 570 bp fragment of trpB was performed
(Figure S3C). We also tested whether the HygR marker used for the gene deletion was
preserved in the trpB locus after the transformation of pFpNAT+trpB by plating the colonies
on SAB agar + 100 pg/mL Nat + 50 pg/mL HygB.

3. Results
3.1. Biosynthesis of Tryptophan in F. pedrosoi—An In Silico Analysis

By an in silico search for the enzyme sequences of the tryptophan biosynthesis pathway,
we propose how this process may occur in F. pedrosoi (Figure 1). In the F. pedrosoi genome
database, we found four genes encoding enzymes that work in the five-step tryptophan
biosynthesis (trpB, trpC, trpD, and trpE) as shown in Table 1. By KEGG analysis, we observed
well-conserved pathway components among the species F. pedrosoi, S. cerevisiae [37,47],
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A. fumigatus [48], and C. neoformans [50]. We observed a high identity percentage between
the primary sequences of F. pedrosoi TrpB, TrpC, TrpD, and TrpE and those of A. fumigatus
(>63%). In addition, using the Pfam search tool, we detected all conserved domains of
each enzyme in the tryptophan pathway (Figure 54). We evaluated the expression of
the genes after incubation of WT strain for 3 h on minimal medium in comparison to
the minimal medium supplemented with 500 ug/mL of L-trp (control) by real-time PCR;
however, we did not detect a genetic modulation of trp genes in response to the conditions
analyzed (Figure S5).

Chorismic acid

_ TrpE/TrpC
RRALaet 1(KIW78887/KIW791 93)

Anthranilic acid

, TrpD
EC:2.4.2.18 1(K|W85788)

Phosphoribosyl anthranilic acid

, TrpC
EC:5.3.1.24 1(KIW79193)

Carboxyphenyl-amino deoxyribose phosphate

) TrpC
EC:4.1.1.48 1(KIW79193)

Indole glycerol phosphate

Ec:42120 | TrPB
(KIW78135)

L-Tryptophan

Figure 1. Putative tryptophan biosynthesis pathway in F. pedrosoi. The corresponding transcript IDs
are indicated in parenthesis below their protein names. The Enzyme Commission (EC) numbers are
depicted on the left side of each step of the pathway.

In all tryptophan-producing species, biosynthesis begins with chorismate, which is
the product of the shikimate pathway. The first step is carried out by TrpE/TrpC, in which
chorismate and glutamine are converted to anthranilate. Anthranilate, in turn—in the
presence of phosphoribosyl phosphate—is converted to phosphoribosyl anthranilate by
TrpD (Anthranilate phosphoribosyl transferase). In the third step, carboxyphenyl-amino
deoxyribose phosphate synthesis occurs [37]. In S. cerevisiae, phosphoribosyl-anthranilate
isomerase is encoded by TRP1 [47]. However, in F. pedrosoi, the TRP1 orthologue is
not found, and this step is performed by Trp3TPC, as is the case for C. neoformans and
A. fumigatus [48,50]. TrpC is a trifunctional enzyme found in several other fungal
species [37,57], and it participates in three steps of this pathway. In the F. pedrosoi TrpC
sequence, we found the three catalytic domains required for indole 3-glycerolphosphate
synthesis: N- terminal glutamine amidotransferase class-I (GATase), Indole-3-glycerol
phosphate synthase (IGPS), and C- terminal phosphoribosyl-anthranilate isomerase (PRAI)
(Figure S6). The last two stages of tryptophan biosynthesis are performed by tryptophan
synthase (Trp5"PP) [37,43,47]. In the F. pedrosoi TrpB putative sequence, we found two
conserved signature domains: the tryptophan synthase o chain (positions 8-258 aa) and
tryptophan synthase (3 chain pyridoxal-phosphate attachment site (positions 389-712 aa).
Between those domains, there is a poorly conserved connector region of 83 aa, located
between a residue of tyrosine (Y) and proline (P) that forms the channel necessary to couple
the reactions (Figure S6).
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3.2. Gene Disruption and Reconstitution in F. pedrosoi

To expand and make available a more versatile molecular toolbox for further genetic
functional studies in F. pedrosoi, we chose the trpB gene to construct the deletion cassette.
The disruption cassette was obtained using the approach described by [49] called double-
joint PCR. It consists of successive PCR steps for fusing flanking fragments of the gene
of interest to the 5’ and 3’ fragments related to the selective marker. Two products were
obtained as expected (Figure S1B), and were readily co-transformed into F. pedrosoi spores
(strain CBS271.37) by biolistics according to the parameters we previously defined.

Three independent experiments were conducted. Firstly, from 49 transformants resis-
tant to HygB, 4 were unable to grow in the absence of tryptophan (SAB). The second trans-
formation generated 19 mutants HygR, and 2 mutants did not grow in SAB. These two mu-
tants, named 1 and 2.AtrpB, were chosen for PCR and Southern blotting (Figures S2 and 2).
In the third experiment, we recovered 146 colonies of HygR, and 9 mutants showed the
tryptophan auxotrophic phenotype. Thus, we observed that the rate of homologous recom-
bination for tpB in F. pedrosoi varied from 6 to 11%. All trp auxotrophic mutants exhibited
mitotic stability after three passages in the non-selective medium (SAB + L-trp).

B AtrpB
WT 1 2
S|tUI (332) Fp130 (6324) Stul (7489)
‘_J trpB (2274 bp) - - L
Fp129 (3083) Fp131(7270) WT: 10,274 bp

o—— 3.1kb ——

6.0 kb
I Fo1 E Stul (6956)
Sltu (1214)  Fp128(3069) p130 (5791) ;

I—,\
= HygR7asen) = -
Fp129 (3983) Fp131(6737) AtrpB: 9741 bp 3.0 kb

—— 57kb ———

Figure 2. trpB deletion by homologous recombination of HygR selective marker and confirmation
by Southern blotting. (A) Stul restriction pattern of trpB locus in the genetic background of WT and
mutant. (B) Southern blotting of the gDNA extracted from: WT, 1.AtrpB, and 2.AtrpB digested with
restriction enzyme Stul probed with a 914 bp DIG-labeled PCR fragment. The annealing region of the
probe is indicated as a solid line. The indications 1.AtrpB and 2.AtrpB correspond to two different
null mutants for trpB, while the WT is the CBS 271.37.

Gene replacement was confirmed initially by PCR using two combinations of oligonu-
cleotides. For both auxotrophic tryptophan mutants (1 and 2.AtrpB), we amplified the
expected products (Figure S2). To confirm there was no ectopic integration of the dele-
tion cassette on those two mutants’ genome, a Southern blot was performed. Through
a trpB-specific probe (1 + 2 flanking region of the deletion cassette), we visualized the
expected hybridization pattern after Stul restriction digestion of gDNA on the 2.AtrpB
mutant (5.7 kb) and WT (3.1 kb) strains. Despite 1.AtrpB displaying the 5.7 kb fragment, a
6.0 kb hybridization fragment was also detected, indicating a genomic rearrangement after
the HygR insertion (Figure 2). After confirming 2.AtrpB is a null mutant for the trpB allele,
it was used in the following experiments. To ensure the observed tryptophan auxotrophic
phenotype was due to frpB deletion, as a proof-of-concept, we reintroduced the trpB gene
into the AtrpB mutant genome (Figure S3). Of 360 recovered Nat-resistant transformants,
12 recovered the ability to produce tryptophan, and were designated AtrpB + trpB recon-
stituted strains. Reinsertion of trpB was also confirmed by PCR, using oligonucleotides
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that amplified a 570 bp fragment of the gene (Figure S3C). As we selected the phenotype
trp* HygR Nat® (Figure S3D), we considered trpB insertion to have not occurred in the
original locus. All the strains (2.AtrpB, 22.AtrpB + trpB, 25.AtrpB + trpB, and WT) used on
the following experiments had the presence of selective markers and the auxotroph for
tryptophan confirmed after growth in SAB agar supplemented with antibiotics (Nat and
Hyg) and L-trp (500 pg/mL) (Figure 3).

SAB SAB+HygB SAB+L-trp SAB+ HygB+L-trp

R
e |
SAB+Nat SAB+HygB+Nat SAB+Nat+L-trp SAB+HygB+Nat+L-trp
- ‘ ‘ ‘ ‘
+trpB +trpB

Figure 3. Radial growth of F. pedrosoi tryptophan auxotrophic mutant (2.AtrpB), reconstituted trans-
formants (22.AtrpB + trpB and 25.AtrpB + trpB), and WT on Sabouraud agar (SAB) supplemented or
not with 500 pug/mL L-tryptophan (L-trp) and 50 ug/mL Hygromycin B (HygB). The 2.AtrpB corre-
sponds to the null mutant for trpB, while 22.AtrpB + trpB and 25.AtrpB + trpB are two independent
reconstituted strains for frpB and the WT is the CBS 271.37. The plates were incubated at 28 °C for
7 days.

3.3. External Supply of Tryptophan Is Required for Proper Growth of F. pedrosoi AtrpB

To define the lowest amount of tryptophan necessary to support the growth of the
F. pedrosoi auxotrophic mutant, various concentrations were tested. The minimum L-trp
required by different trp mutants from other fungi are very variable, from 10 pg/mL for
S. cerevisiae [52] to 2000 pg/mL for Nodulisporium [58]. We evaluated growth of AtrpB in
SAB agar supplemented with 20, 50, 100, 250, 400, 500, and 1000 ng/mL of L-trp. After
10 days of incubation at 28 °C, we detected darkly pigmented colonies in all L-trp-supplied
plates above 250 ug/mL. Thus, F. pedrosoi AtrpB requires intermediate levels of L-trp to
grow and synthesize melanin (Figure 4) in comparison to other fungi, but is unable to grow
in the absence of an external source of this amino acid.

[ ]1L-trppg/mL 20

2Atrp8’ . .

[ 1L-trp ug/mL _250 1000

ZAtrpB‘ ‘ ’ ‘

Figure 4. Determination of the minimum tryptophan level required for growth of F. pedrosoi trpB

mutant. The 2.AtrpB and WT strains were inoculated on SAB agar, supplemented or not with different
amounts of tryptophan (L-trp) (0, 20, 50, 100, 250, 400, 500, and 1000 pg/mL). The WT is the CBS
271.37. The plates were incubated at 28 °C for 10 days.
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3.4. Deletion of trpB Causes Growth Delay and Viability Defects

To assess whether trpB deletion affects the F. pedrosoi life cycle, we measured the radial
growth of colonies in SAB agar supplemented with 500 ug/mL of L-trp over 21 days
at 28 and 37 °C. The mutant (2.AtrpB) showed a growth delay in relation to WT and
reconstituted strains (22.AtrpB + trpB and 25.AtrpB + trpB) at 28 °C; however, at 37 °C this
growth retardation was not so evident over the evaluated period (Figure 5A,B). Notably,
the growth rate of all strains (WT, AtrpB, and reconstituted strains) is slower at 37 °C than
observed at 28 °C. We also determined if AtrpB conidia had the ability to produce germ
tubes and if they are viable (Figure 5C,D). After 24 h at 28 °C on SAB broth, about 25% of
WT and reconstituted strains’ conidia were germinated, while AtrpB failed to reach 20% of
conidia germination. After 48 h of incubation at 28 °C, the germination defect remained for
the mutant in comparison to the other strains (WT and 25.AtrpB + trpB), but the percentage
of germ tubes increased to close to 38% (Figure 5C,D). Differently from what we observed
at 28 °C, we did not detect statistical differences in conidia germination among mutant
and the other strains at 37 °C. Finally, we analyzed the ability of conidia to produce viable
colonies (CFU) on SAB agar supplemented with 500 pg/mL tryptophan. As can be seen
in Figure 5E, we detected a statistical difference in the number of colonies recovered on
SAB agar when compared AtrpB to the other strains at both temperatures tested. At 28 °C,
an average of 103% of WT conidia resulted in viable colonies compared to 51% of AtrpB,
86% of 22.AtrpB + trpB, and 77% of 25.AtrpB + trpB. The difference in viability rate of
AtrpB was also detected at 37 °C, in which only 41% of CFU were recovered for AtrpB;
meanwhile, the WT and reconstituted strains were in the range of 60% (Figure 5E). Taken
together, our data indicate that AtrpB has a radial growth delay and a reduced conidial
germination rate at 28 °C. We also show that decreased viability of AtrpB conidia is not a
temperature-dependent phenotype. The reconstituted strains displayed phenotypes similar
to the WT in the evaluated tests, indicating that the defects detected in the mutant are
related to the absence of trpB.
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Figure 5. Deletion of trpB affects growth, viability, and conidial germination of F. pedrosoi. Colony
diameter of WT, AtrpB, and reconstituted strains was measured after inoculation on SAB agar. The
radial growth of the colonies was measured every seven days at 25 (A) and 37 °C (B). The statistical
analyses were mixed-effects analysis and Dunnett’s multiple comparisons post-test. p < 0.0332,
p <0.0021, and p < 0.0002 are indicated as *, **, and ***, respectively. Percentage of germinated conidia
of WT, AtrpB, and reconstituted strains at 28 (C) and 37 °C (D) after incubation on SAB+L-trp broth
for 24 and 48 h. (E) Colony Forming Units (CFU) were counted after 500 conidia of each strain were
plated on SAB L-trp and incubated for 10 days at 28 or 37 °C. The statistical tests were two-way
ANOVA and Dunnett’s multiple comparisons post-test; **** indicates p < 0.0001. All experiments
used culture medium supplemented with L-tryptophan (500 pg/mL). Averages of three independent
experiments with intra-experiment triplicates were plotted on the graphics. The bars represent the
standard error of each group.
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3.5. trpB Deletion Induces 5-FAA Resistance in F. pedrosoi

In yeasts, mutants for tryptophan biosynthesis genes are resistant to 5-FAA [52-55]. This
antimetabolite, when assimilated, is converted into the toxic product 5-fluorotryptophan.
In our work, we decided to evaluate whether trpB deletion in F. pedrosoi confers resistance
to 5-FAA, in order to expand the genetic manipulation tools for selection and counter-
selection of mutants. For this purpose, we spotted serial dilutions of WT and trpB strains
on SAB + L-trp plates supplied by increasing amounts of 5-FAA (0.25; 0.5; 1.0; 2.0; and
3.0 mg/mL). The F. pedrosoi trpB mutant has higher resistance to 5-FAA compared to the
WT strain. After 13 days of incubation at 28 °C, we observed that the trpB mutant tolerates
0.5 mg/mL of 5-FAA at low conidial density (10%), while the WT grows only on 10° and 10*
conidial spots. None of the strains grew on plates with >0.75 mg/mL of 5-FAA (Figure 6A).
The reintroduction of trpB allele restored the AtrpB susceptibility to the WT level (Figure 6B).

0
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L ’ ¢
2.AtrpB (
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Figure 6. Deletion of F. pedrosoi trpB induces resistance to 5-FAA. The strains were grown on PD
broth supplemented with 500 ug /mL of tryptophan (L-trp) for 7 days at 28 °C. The conidia were
purified, counted, and serial diluted to 2 x 108 — 103/mL. Five pL of each dilution were spotted
on SAB + 500 ug /mL of L-trp, supplemented with increasing concentrations of 5-FAA. (A) Serial
dilutions of 2.AtrpB and the WT (CBS 271.37) conidia were spotted and plates were incubated at 28 °C
for 13 days. The trpB mutant tolerates 0.5 mg/mL of 5-FAA at low conidia density (10?), while WT
grows only on 10° and 10* spots. None of the strains were able to grow at 5-FAA concentrations above
0.75 mg/mL. (B) Susceptibility to 5-FAA requires a functional tryptophan biosynthesis pathway.
Reconstituted transformants (22.AtrpB + trpB and 25.AtrpB + trpB) recovered the sensitivity to 5-FAA
of AtrpB to WT levels after incubation for 7 days at 28 °C. The pictures are representative of three
independent experiments.

In order to analyze the use of 5-FAA as an agent to select tryptophan auxotrophic
mutants, we plated WT and trpB mutant strains on different agar plates as follows: SAB
agar, SAB + L-trp, SAB + L-trp + HygB, and SAB + L-trp + 5-FAA. Furthermore, to simulate
a genetic transformation and evaluate the rate spontaneous mutants for trp auxotrophy,
a high density of conidia (5 x 10°) was spread on the plates. As expected, in the SAB
plates only the WT strain was able to grow, while in the SAB + L-trp + HygB condition
only the AtrpB strain grew, since resistance to HygB is guaranteed by the presence of the
hph gene. Interestingly, in the condition of SAB + L-trp + 5-FAA, only trp~ colonies were
observed and no WT colonies were detected on those plates (Figure S7). This experiment
demonstrates that it is possible to use 0.5 mg/mL of 5-FAA as the sole selective agent
for identification of tryptophan auxotrophic mutants, extending the range of applications
related to trpB locus and establishing it as a potential genetic transformation marker. Taken
together, our results indicate that the 5-FAA-supplemented medium can be an interesting
approach for tryptophan auxotrophic mutant selection. In addition, 5-FAA can be applied
as a counter-selector of transformants in the case of trp™ as a recipient strain in combination
with the use of trpB as the selective marker in genetic transformation of F. pedrosoi.
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4. Discussion

We first evaluated the enzymatic machinery in silico for tryptophan biosynthesis in
F. pedrosoi. We identified that the enzymes in F. pedrosoi are displayed in a similar way to
other filamentous fungi [48,50]. Unlike S. cerevisiae, F. pedrosoi has four of the five enzymes
required to transform chorismate into tryptophan [47]. As reported for other ascomycetes
and basidiomycetes, a single TRP1 ORF encoding a monofunctional PRA isomerase (PRAI)
was not found in F. pedrosoi. Instead, it is fused to trpCTRP3, generating a trifunctional
enzyme with the arrangement from N- to C- terminals of glutamine amidotransferase
(GATase), Indole-3-glycerol phosphate synthase (IGPS), and PRAI [47,48,50,59,60]. Our
analyses showed that F. pedrosoi encodes all catalytic domains required for the synthesis
of tryptophan; this finding opens prospects and launches new tools for a detailed and
functional exploration of this essential pathway for fungal survival. Interestingly, in
C. neoformans, TRP3PC and TRP5!"PB are essential genes [50], but the same cannot be
applied to other fungi in which auxotrophic mutants were previously isolated [53,58,61-63].
We detected the four transcripts of the trp biosynthetic pathway (tpB, trpC, trpD, and trpE)
by RT-PCR after WT strain biomass was incubated for 3 h in minimal medium and minimal
medium supplemented with L-trp. It was not possible to detect differential expression
of these genes depending on the culture media and incubation time used; however, the
mechanisms of regulation of the tryptophan pathway deserve to be elucidated in future
work. Because trp genes are suitable as selective markers for genetic transformation in
other fungi, associated to the fact that their knockout mutants are easily detected on
genetic transformation plates, we decided to evaluate the DJ-PCR approach to construct
the deletion cassette and the biolistic approach to deliver the DNA in F. pedrosoi. Then,
as a proof of concept of the methodology, we functionally characterized the tryptophan
synthase (trpB) putative gene in this human fungal pathogen.

Tryptophan synthase is conserved among bacteria, archaea, fungi, and plants, and
is absent in mammals; however, only fungi present the two subunits fused into a single
ORF in an o—f order [37,64]. For this reason, in those microorganisms, the enzyme is a
homodimer, unlike in bacteria, where it is a tetrameric enzyme with a 3—o organization [45].
The F. pedrosoi TrpB putative protein sequence presents both « and {3 catalytic domains:
tryptophan synthase alpha chain, pyridoxal-phosphate-dependent enzyme, and the region
that interconnects them [45]. FpTrpB possesses the longest connector region (83 aa) located
between a residue of tyrosine (Y) and proline (P), described so far among fungal species
(ranging from 40 to 69 aa) [44,63-65]. Definition of the three-dimensional structure of
tryptophan synthases occurred after the completion of X-ray crystallography studies of
the S. thyphimurium enzyme [66]. The connector region forms a channel required for the
mechanical transfer of indole between the two catalytic sites, and in fungi, it is longer than
in other organisms to allow proper folding of o and (3 subunits and, thus, catalyze their
respective reactions [46,67]. The deletion of an 18 amino acid segment of this region in
S. cerevisige inactivates the enzyme, and reinsertion of an unrelated fragment restores its
activity [67]. TrpB from F. pedrosoi shares all features already described for other fungi;
however, a more detailed analysis of its three-dimensional structure may elucidate if a
longer length of tunnel region promotes any effect in enzymatic catalytic properties.

In 2018, our group reported—through two efficient techniques, biolistic and
Agrobacterium mediated transformation—the insertion and expression of exogenous DNA
into the F. pedrosoi genome. We also explored three drug-resistance markers (NAT, HYG,
and NEO) for mutant selection. Continuing our efforts to make available and improve
new molecular tools for genetic manipulation of a CBM-causing agent, in this study, we
developed a stable, fast, and efficient approach for achieving targeted gene disruption by
biolistic transformation into F. pedrosoi. We utilized the HygR marker to replace trpB and
constructed a deletion cassette using the double-joint PCR technique. This technique has
already been successfully employed for other fungi [49,68-70]; however, this work shows
for the first time its use in constructing cassettes for F. pedrosoi gene disruption. DJ-PCR
is based on only two successive rounds of DNA amplifications and does not require long
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and time-consuming vector construction steps, as is the case for Agrobacterium-mediated
transformation in which the insertion of the deletion cassette into the T-DNA-carrying vec-
tor is required. Another advantage of constructing gene-disruption cassettes by DJ-PCR is
that amplified products can be directly used in the genetic transformation of the fungus by
electroporation or biolistics. Since homologous recombination inside the selective marker
fragments is also required for mutant recovery, the chance of obtaining mitotically unstable
transformants is reduced with the usage of the split-marker strategy, avoiding undesired
genomic insertion [69]. Considering the non-homologous recombination mediated by the
NHE] pathway is more common in filamentous fungi than homologous recombination [71],
this strategy contributes to generating a higher targeted-integration frequency. To our
knowledge, this is the first report of the use of the DJ-PCR method followed by biolistic
transformation to obtain null mutants in F. pedroso.

Three independent experiments yielded an efficiency of 6-11% triple-crossover recom-
bination to promote the trpB replacement. Two other genes were successfully disrupted
in our laboratory, with an HR rate of 2 and 5%. Our data are in accordance with those
previously described for other filamentous fungi, in which a low efficiency of target in-
tegration into a specific locus is observed [71]. For other ascomycetes, this rate is quite
variable: A. fumigatus has an HR efficiency of 5-10% [72,73], while in N. crassa it ranges
from 2 to 23% [74,75]. Even within the same species, variable efficiency can be observed, as
we have observed for F. pedrosoi. This fact can be attributed to the gene locus context, the
size of the flanking region chosen to construct the deletion cassette, and the DNA delivery
method [71]. For many fungi, especially ascomycetes, several former works inactivated the
NHE] machinery responsible for random integration of foreign DNA at ectopic genomic
sites to circumvent this problem. The most common approach is to inactivate the ku70
or ku80 genes, creating NHE]J-deficient recipient strains that significantly improve the
frequency of knockout mutants’ recovery [71,76]. To prevent ectopic integrations during
complementation of null mutants from interfering with the virulence and other characteris-
tics of the fungus, some authors have already reported genomic regions considered as safe
for genetic integrations, such as the safe haven for C. neoformans [77,78] or RPS10 locus in
Candida albicans [79]. Although we have not yet evaluated a potential safe region for gene
reconstitution in Fonsecaea spp., this tool will be of great relevance when it was described.

trpB is not an essential gene in F. pedrosoi; however, its absence directly affects its
life cycle. Our results show that the F. pedrosoi trpB mutant is extremely dependent on
an external source of tryptophan. Supplementation of culture medium with >250 ug/mL
of this amino acid is required to sustain mycelial vegetative growth and sporulation,
but 500 ug/mL (level of L-trp used in all phenotype tests) was not enough to maintain
germination, viability and growth rate as in the WT strain. We did not assess whether the
WT phenotypes of AtrpB strain can be rescued at higher levels of L-trpB as reported for
the A. nidulans [63]. In A. nidulans AtrpB, although 10 uM (2 pg/mL) of tryptophan can
trigger conidial germination and 100 uM (20 pg/mL) maintains the vegetative growth in
solid medium, only higher L-trp concentrations (10 mM /2000 pg/mL) induce conidiospore
production. However, even 50 mM (10,000 png/mL) of tryptophan is not enough to generate
viable ascospores and mature cleistothecia [63].

Yeast trp auxotrophic mutants require low levels of exogenous tryptophan [for
S. cerevisiae 20 pg/mL (0.1 mM), Hansenulla 30 ug/mL (0.15 mM) and Candida guilliermondii
40 pg/mL (0.2 mM)] [52,53,55]. On the opposite way, some filamentous fungi, as well as
F. pedrosoi, demand 10 to 100 times higher amounts of this amino acid [Aspergillus niger
(1 mM), Metarhizium anisopliae (5 mM) and Nodulosporium sp (10 mM)] [58,61,62,80]. Eckert
and colleagues suggested that the increased demand for tryptophan might be due to the
limited ability to uptake the amino acid from the external source [63]. It is widely known
that the anabolic and catabolic machinery of tryptophan, permeases and transporters, are
finely tuned by intracellular levels of aromatic amino acids [48,50,64,81]. In filamentous
fungal species, the transcriptional factor Cpc (cross pathway control) regulates the synthe-
sis of aromatic amino acids, including tryptophan [59,63,82-84]. The high availability of
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exogenous tryptophan can also promote feedback repression of the initial steps of aromatic
amino acids biosynthesis, and impair t#p” mutants’ growth due to decreased synthesis
of phenylalanine and tyrosine. To circumvent this defect, simultaneous tryptophan and
phenylalanine supply improved the growth of N. crassa trp mutants [85]. Further investiga-
tion can clarify whether CpcA plays the same role in F. pedrosoi and whether the addition of
external sources of aromatic amino acids would benefit mycelial growth. By the way, we
detected, through an in silico BLASTP search, a sequence similar to CpcA in the genome of
F. pedrosoi opening prospects for its future characterization.

Auxotrophic mutants and the anabolic genes that complement biosynthesis defects
have been widely used as powerful molecular tools in the fungal genetic transformation
system, since the detection of the prototrophic transformants is quick and easy and does
not require high-cost antibiotics [76,86,87]. The use of auxotrophic mutants has also disad-
vantages to be consider. In C. albicans URA3 auxotrophic mutant, the authors identified
that ectopically integration of URA3 gene affects different characteristics of the fungus,
including the virulence [79]. The trp encoding enzymes have been applied as selective
markers of several fungi [53,54,59,61,80,88] and in this work, we propose the use of trpB as
a new selective marker in F. pedrosoi. We showed the complementation of the F. pedrosoi
AtrpB mutant with the wild type copy of gene, that in spite of had being inserted randomly
into the genome, the mutants became prototrophic and recovery the WT traits.

We assessed the susceptibility of F. pedrosoi to 5-FAA. Our results showed this an-
timetabolite could be used as a marker of counter-selection in genetic transformation
experiments using trp~ as the recipient strain. This strategy is already widely used for
yeasts [50,52,53,55]; however, as far as we know, there are no data for filamentous fungi.
Due to the inability of the WT strain to grow on culture medium supplemented with
0.5 mg/mL of 5-FAA, it is a feasible and interesting tool for easily find trp” mutants (posi-
tive selection) and also for identification of transformants complemented by frpB (counter
selection) in F. pedrosoi. The counter selection methodology is indeed useful for recycling
the selective marker for multiple gene deletion strategies on the same host strain, and it can
be employed to select point mutations in genes related to the biosynthesis pathway [88].
Considering all this, the trpB mutant, despite some defective traits observed in conditions
we tested, is not unfeasible as a recipient strain and can be used to generate other knockout
strains; in addition, the trpB gene can be an alternative to the antibiotics as a selective
marker for functional genomics in F. pedrosoi.

As tryptophan is an essential amino acid for fungal development and survival, and
mammals acquire it from dietary sources, some authors suggest its biosynthesis apparatus
may be an attractive selective therapeutic target [89]. In C. neoformans, an anthranilate
synthase inhibitor (6-diazo-5-oxo-L-norleucine) was efficient in promoting in vitro cell
death [50]. Although the role of TRP3 and TRP5 has not been evaluated in the pathogenicity
of C. neoformans [50], in A. fumigatus, null mutants of aroC (chorismate mutase) and trpA play
important roles in pulmonary and systemic aspergillosis infection models [90]. Considering
that F. pedrosoi requires higher levels of tryptophan to survive (250 pg/mL) than that
achieved in human serum (about 14 pg/mL) [91], and that mammals do not produce
this amino acid, the search for specific inhibitors of tryptophan biosynthesis enzymes
becomes a potential strategy to be explored against Fonsecaea spp. and other microbial
pathogens [89,92,93].

5. Conclusions

In conclusion, to our knowledge, our work represents the first successful gene inactiva-
tion of the main CBM causative agent, F. pedrosoi. We demonstrate the use of split-markers
for homologous integration allied to biolistic transformation were feasible to obtain AtrpB
mutants. The trpB gene can be exploited as an alternative and attractive selective marker for
auxotrophic complementation of the trpB mutant. In addition, we showed the employment
of 5-FAA as positive selection of trp” mutants and as a new approach to facilitate identifi-
cation of null mutants” complementation in F. pedrosoi. Our data broaden the molecular
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toolbox by the use of traditional techniques for functional genome studies to improve the
knowledge of not only F. pedrosoi biology but also of other CBM etiological agents. Notably,
the functional studies of genes in the fungi of the genus Fonsecaea spp. are far behind
compared to other fungal species, further contributing to the fact that many gaps in our
knowledge of the disease remain, and CBM continues to be treated as a neglected tropical
disease that affects many people around of the world.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/jof9020224 /s1. Table S1. Oligonucleotides used in this work;
Figure S1. Construction of trpB disruption cassette by DJ-PCR/HygR split marker strategy; Figure S2.
PCR checking for homologous recombination of the trpB disruption cassette; Figure S3. Strategy
for obtaining and confirming the complementation of F. pedrosoi trpB mutant; Figure S4. Conserved
signature domains of F. pedrosoi putative enzymes required for tryptophan biosynthesis; Figure S5.
Real-time PCR to evaluate the expression of the tryptophan biosynthetic genes: trpB, trpC, trpD,
and trpE of F. pedrosoi in response to incubation in minimal medium (Czapeck Dox) for 3 h at 28 °C;
Figure S6. Multiple sequence alignment of tryptophan synthases protein sequences; Figure S7.
Evaluation of the use of 5-FAA at the concentration of 0.5 mg/mL as a selection agent for trp- mutants,
and for counter-selection of strains that present active tryptophan synthesis pathway at high cell
density (5 x 10°) of WT and AtrpB.
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Table S1. Oligonucleotides used in this work

Name Target Use Sequence 5” -3°
Fpl15 HygR DJ-PCR/ Deletion confirmation CGTCTGCTGCTCCATACAAGC

Fpl6 HygR DJ-PCR/ Deletion confirmation CATATGCGCGATTGCTGATCC

Fp90 HygR? DJ-PCR CCGCGACGTTAACTGATATT

FpI1 HygR? DJ-PCR GTGGAGCCAAGAGCGGATT

Fp118 3" trpB Deletion confirmation GTCCCGGTGTCTACTATGAA

Fp119 5" trpB Deletion confirmation ATCGGTGTACAAGGCAAGC

Fp120 ORF #rpB Deletion confirmation AGGGAGTGGTGATTGGTAGT

Fp121 ORF trpB Deletion confirmation CAGTGTGATTCAGGTCCTCT

Fp128 5" trpB DJ-PCR GGGCATATGTTCTTCCAGGAC
Fp129 5" trpB DJ-PCR AATATCAGTTAACGTCGCGGGTCAAGGTTGAAAGGGA
Fp130 3" trpB DJ-PCR AATCCGCTCTTGGCTCCACACGGCGTCAACCTCAAGATA
Fp131 3" trpB DJ-PCR CACAGCTCGACGGATAGGATA
Fp217 trpB RT-PCR CTCATCCCTTCCCGACGAT

Fp218 trpB RT-PCR CCACCGACACAAGCAATCAC

Fp219 trpC RT-PCR TGCCCTTCTCGTCGGTGTAT

Fp220 trpC RT-PCR CCGCATCCAATCCAAACTTC

Fp221 trpD RT-PCR GAAGTCGTGCGGAAGAGGAA

Fp222 trpD RT-PCR CGTGGTCGAGATGTTGAATGTC
Fp223 trpE RT-PCR TTCCTCTGCCCTACCAACCA

Fp224 trpE RT-PCR ACGTGCGCCTCATATCCTGT

Fp225 gapdh RT-PCR AAGGGTGGTGCGAAGAAGGT

Fp226 gapdh RT-PCR GGGATGTCGGGCTTGTATGA
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Figure S1. Construction of trpB disruption cassette by DJ-PCR/HygR split marker strategy. (A) The first step of PCR generated four fragments, corresponding to the 5’ and 3’
flanking regions of the #pB and of HygR selective marker. &rpB 5° and 3” were amplified on reactions Fp128+Fp129, and Fp130+Fp131, respectively. Hyg? 5’and 3’ were obtained
by Fp90+Fp15 and Fp16+Fp91, respectively (amplicons not shown in the figure B). The second reaction generated two overlapping fragments: 5> trpB/Hyg® (Fp128+Fp15) and 3’
trpB/HygR (Fp16+Fp131) that were directly transformed on F.pedrosoi spores. (B) The DJ-PCR products for deletion cassette construction were electrophoresed in TAE 1x agarose

gel in order to check the expected sizes. The length of the amplicons are depicted on (A). M: Molecular weight marker.
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Figure S2. PCR checking for homologous recombination of the #rpB disruption cassette. (A) Scheme representing the oligonucleotide positions used to confirm the insertion of
HygR into trpB locus of F. pedrosoi. (B) Products obtained after 5> and 3” #rpB locus amplification confirmed HygR cassette insertion. (C) On the left are shown the amplification of
the full locus generating a 4.6kb for trpB::hph replacement and a 5.1kb related to intact allele. On the right side, internal oligonucleotides specific to #rpB evidenced a 570 bp product

in WT strain indicating the presence of #7pB allele. The expected product sizes are depicted in the picture. M: Molecular weight marker, WT: wild type strain, C (-): H,O
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Figure S3. Strategy for obtaining and confirming the complementation of F. pedrosoi trpB mutant. (A) Schematic

representation of the #7pB locus indicating the position of the Ndel and Sacl restriction sites and the oligonucleotides used in the
PCRs. (B) Map of plasmid pFpNAT+#pB obtained after cloning the 4.7kb #rpB into Ndel and Sacll restriction sites. (C)
Confirmation of 12 reconstituted strains (trpBA4 + trpB) after PCR amplification using #pB internal specific oligonucleotides
(Fp120+Fp121). The product sizes are indicated in the picture. (D) Reconstituted strains of F. pedrosoi recovered the tryptophan
prototrophic phenotype. Twelve transformants were obtained after biolistic transformation of 2.4trpB with pFpNAT+trpB were able
to grow in the absence of tryptophan after ectopic integration of #pB into the genome. The strains were inoculated on Sabouraud
agar (SAB), supplemented or not with 500 pg/mL of tryptophan (L-trp), 100 ng/mL Hygromycin B (HygB) and 100 pg/mL
Nourseothricin (Nat) and incubated at 28 °C for 7 days. Strains 2. AtrpB and WT (CBS 271.37) were used as controls and are
indicated. M: Molecular weight marker, WT: wild type strain, NAT®: Nourseothricin resistance marker, AMP®: Ampicillin

resistance marker



TrpB (o IrpasyntA S PALP, 738 aa

Domain Name Alignment Position E-value
Trp_syntA Tryptophan synthase alpha chain 8-258 1.3e-93
PALP Pyridoxal-phosphate dependent enzyme 389-712 2.8e-50
TrpC —(GAT i IGES {WePRALLS 768 aa

Domain Name Alignment Position E-value
GATase Glutamine amidotransferase class-I 27-216 3.6e-46

IGPS Indole-3-glycerol phosphate synthase 252 -513 1.0e-95

PRAI N-(5'phosphoribosyl)anthranilate (PRA) isomerase 598 — 763 7.3e-40

TrpD {)(Glycosuransfi3 S - 426 aa

Domain Name Alignment Position E-value
Glycos_transf_3 Glycosyl transferase family, a/b domain 110-283 1.7e-48

TrpE  AnthosyntaliN-— (i CGhorismatesbindi)— 533 aa

Domain Name Alignment Position E-value
Anth_synt_|_N Anthranilate synthase component |, N terminal 43 -172 2.5e-25
Chorismate_bind  chorismate binding enzyme 233 - 498 2.3e-89

Figure S4. Conserved signature domains of F. pedrosoi putative enzymes required for tryptophan biosynthesis.
The domains were searched by pfam tool (https://pfam.xfam.org/search/sequence) in the translated sequences of
transcripts identified in the F. pedrosoi genome database. The positions of each domain as well as the e-value are shown

in the figure.
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Figure S5. Real time PCR to evaluate the expression of the tryptophan biosynthetic genes: #pB, trpC, trpD and trpE of
F. pedrosoi in response to incubation in minimal medium (Czapeck Dox) for 3h at 28 °C. Bars represent standard deviation

of the mean of three biological replicates. gapgh was used as housekeeping gene.
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Figure S6. Multiple sequence alignment of tryptophan synthases protein sequences. The analyses of the sequences from
F. pedrosoi (KIW78135), Aspergillus nidulans (AAF91181.1), Neurospora crassa (XP_963281.1), Saccharomyces cerevisiae
(CAA24635.1) and Coprinopsis cinerea (P16578.3) was performed on CLUSTALW server (https://www.genome.jp/tools-
bin/clustalw). The connecting region delimited by Tyrosine (Y) and Proline (P) between o and B catalytic domains are in bold.

The access numbers to the NCBI deposited sequence are in parentheses.
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Figure S7. Evaluation of the use of 5-FAA at the concentration of 0.5 mg/mL as a selection agent for frp- mutants, and for counter-selection of strains that present active
tryptophan synthesis pathway at high cell density (5 X 105) of WT and AtrpB. The plates SAB agar, SAB agar +L-trp, SAB agar+L-trp+HygB and SAB agar+L-trp+5-FAA were

incubated at 25 °C and inspected every three days until the 22" day of growth. SAB agar plates were supplemented with 500 pg/mL of L-trp and/or 100 pg/mL of HygB.



	Expandindo o estudo genético de Fonsecaea pedrosoi: O uso de marcadores e transformação biobalística para inativação do gene de triptofano sintase (trpB)
	Expanding the Toolbox for Functional Genomics in Fonsecaea pedrosoi: The Use of Split-Marker and Biolistic Transformation for Inactivation of Tryptophan Synthase (trpB) Gene
	Expandindo o estudo genético de Fonsecaea pedrosoi: O uso de marcadores e transformação biobalística para inativação do gene de triptofano sintase (trpB).
	Expanding the Toolbox for Functional Genomics in Fonsecaea pedrosoi: The Use of Split-Marker and Biolistic Transformation for Inactivation of Tryptophan Synthase (trpB) Gene
	4.6 Extração de DNA
	Introduction 
	Materials and Methods 
	Strains and Growth Conditions of F. pedrosoi 
	In Silico Search for Enzymes Related to Tryptophan Biosynthesis in F. pedrosoi and Evaluation of The trp Gene’s Expression 
	Construction of trpB Deletion Cassette by Double-Joint PCR (DJ-PCR) 
	Biolistics Transformation and Selection of trpB Mutant 
	PCR Confirmation of trpB Deletion 
	Southern Blotting 
	Evaluation of Tryptophan Concentration Required for trpB Growth 
	Radial Growth Measurement 
	Evaluation of Conidia Germination 
	Conidial Viability Assay 
	Determination of 5-Fluoroanthranilic Acid (5-FAA) Concentration for Selection of trp- and Counter-Selection of trp+ 
	Gene Replacement Strategy 

	Results 
	Biosynthesis of Tryptophan in F. pedrosoi—An In Silico Analysis 
	Gene Disruption and Reconstitution in F. pedrosoi 
	External Supply of Tryptophan Is Required for Proper Growth of F. pedrosoi trpB 
	Deletion of trpB Causes Growth Delay and Viability Defects 
	trpB Deletion Induces 5-FAA Resistance in F. pedrosoi 

	Discussion 
	Conclusions 
	References

