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Padronizacgéo do sistema CRISPR/Cas9 em Metarhizium anisopliae
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! Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil.

Descrito originalmente em 1879 por Metschnikoff, o fungo entomopatogénico Metarhizium
anisopliae vem sendo usado como agente de controle biolégico had mais de 100 anos. Este fungo
é capaz de infectar uma vasta gama de artrépodes, incluindo vetores de doengas humanas e
pragas da agricultura. O sucesso da infeccdo de M. anisopliae depende de diversos fatores, dentre
eles, enzimas como proteases, quitinases e lipases, aléem de toxinas e estruturas celulares
especializadas. Com o objetivo de melhor compreender a biologia de M. anisopliae, a geracéo de
mutantes funcionais para genes com provavel envolvimento no processo de infeccdo tem sido
uma ferramenta de grande importancia. No entanto, os presentes métodos de edi¢do gendmica sao
laboriosos e demandam muito tempo. A recente descoberta do sistema CRISPR (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)/Cas9 (CRISPR associated protein 9) como
ferramenta de edicdo genémica tém se mostrado uma promissora técnica para a producdo de
mutantes funcionais em diversos organismos. Uma das suas vantagens € a rapidez e seu 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, 0 SgRNA
(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. Tendo em vista a importancia da
geracdo de mutantes funcionais para o estudo de M. anisopliae, o objetivo do presente trabalho é
padronizar o sistema CRISPR/Cas9 neste fungo. Para tal, primeiramente tentou-se construir
linhagens de M. anisopliae que expressassem constitutivamente a endonuclease Cas9. Atraves do
método de transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens (ATMT) e um vetor binario
contento o cassette para expressdo da endonuclease Cas9, linhagens de M. anisopliae E6 e M.
anisopliae E6 expressando GFP (Green fluorescent protein) foram transformadas. Apoés trés
eventos de transformacdo independentes em ambas as linhagens, apenas dois mutantes M.
anisopliae E6 +gfp com transcritos detectados para cas9 foram isolados. Estes mutantes
apresentavam nitidas alteracdes no crescimento e esporulagdo quando comparados com a
linhagem controle. Adicionalmente, foi feita a transformacdo de sgRNAs via ATMT com o
objetivo de interromper o gene gfp; no entanto, ndo houve funcionalidade do sistema
CRISPR/Cas9 nestas linhagens. A dificuldade em isolar transformantes que ativamente
expressem a endonuclease Cas9, bem como as disfun¢des morfoldgicas apresentadas pelas Unicas
linhagens isoladas e a ndo funcionalidade do sistema CRISPR/Cas9 nas mesmas indicam que a
expressdo desta proteina pode ser toxica para M. anisopliae. Assim, métodos completares que
visem atenuar a toxicidade do sistema CRISPR/Cas9 estdo sendo testados, bem como mais
estudos sao necessarios a fim de validar e padronizar este sistema neste fungo.



