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Introducao

O fungo entomopatogénico Metarhizium anispliae é utilizado como agente
de controle biologico ha mais de 100 anos, sendo capaz de infectar uma
vasta gama de artropodes praga e vetores de doencas. O sucesso do
processo de infeccdo deste fungo depende de diversos fatores, dentre
eles enzimas, como proteases, quitinases e lipases, além da producéo de
toxinas e estruturas celulares especializadas. Com o objetivo de melhor
entender a biologia de M. anisopliae, a geracao de mutantes funcionais
para genes com provavel envolvimento no processo de infeccao tem sido
um método de grande importancia. No entanto, os presentes metodos de
edicdo gendmica sao laboriosos e pouco efetivos. No entanto, a recente
descoberta do sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats)/Cas9 (CRISPR associated protein 9) como
ferramenta para geracao de mutantes funcionais tém se mostrado
promissora, alem de ser rapida e possuir um relativo baixo custo.

Este sistema se caracteriza por apresentar dois componentes principais:
uma endonuclease Cas9 e um RNA-guia (sgRNA). A fim de inativar um
gene de interesse, o sSgRNA (cerca de 20 nucleotideos complementares
ao gene alvo) guia a endonuclease para a sequéncia especifica, a qual
catalisa uma quebra na dupla fita de DNA.

Embora o sistema CRISPR/Cas9 tenha sido utllizado em diversas
especies, incluindo fungos filamentosos como Aspergillus nidulans e
Neurospora crassa, sua aplicacao em M. anisopliae ainda necessita ser
avaliada. Assim, o objetivo deste trabalho consiste em padronizar este
sistema na linhagem E6 de M. anisopliae.
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Fig. 1. Vetor binario contento o cassette para expressao da endonclease Cas9.
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Fig. 2: Analise dos mutantes com a possivel expressao da endonuclease Cas?9.
Mutantes oriundos da ATMT foram, inicialmente, por PCR, analisados para a
presenca do gene que codifica para a endonuclease Cas9. Posteriomente, 0s
mutantes que apresentaram amplificacao no primeiro ensaio foram submetidos a
técnica de RT-PCR, a fim de avaliar a possivel expressao da endonuclease, apenas
dois mutantes apresentaram expressao putativa.
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|Conclusdes e Perspectivas ]

Inicialmente, tentou-se construir linhagens de M. anisopliae que
expressassem constitutivamente a endonuclease Cas9. Através do método
de transformacao mediada por Agrobacterium tumefaciens (ATMT) e um vetor
binario contento o cassette para expressao da endonuclease Cas9 (Fig.1),
linhagens de M. anisopliae E6 e M. anisopliae E6 expressando GFP (Green
fluorescent protein) foram transformadas. Apos trés eventos de transformacao
Independentes em ambas as linhagens, apenas dois mutantes M. anisopliae
E6 +gfp com transcritos detectados para cas9 foram isolados (mutantes E6-
GFP-Cas9.1 e E6-GFP-Cas9.10) (Fig. 2). Estes mutantes apresentavam
nitidas alteracOes no crescimento e esporulacao quando comparados com a
linhagem controle (Fig.3 e 4). Adicionalmente, foi feita a transformacao de
sgRNAs via ATMT com o objetivo de interromper o gene gfp; no entanto, nao
houve funcionalidade do sistema CRISPR/Cas9 nestas linhagens.

A dificuldade em isolar transformantes que ativamente expressem a
endonuclease Cas9, bem como as disfuncoes morfologicas apresentadas
pelas Unicas linhagens isoladas e a nao funcionalidade do sistema
CRISPR/Cas9 nas mesmas indicam que a expressao desta proteina pode ser
toxica para M. anisopliae. Assim, metodos completares que visem atenuar a
toxicidade do sistema CRISPR/Cas9 estao sendo testados, bem como mais
estudos sdo necessarios a fim de validar e padronizar este sistema neste
fungo.



