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CRISPR-CAS9 EM Cryptococcus
neoformans

• Baixa frequência de integração homóloga

• Biolística

• Edição de múltiplos  genes impossível

• Dificuldades de construção de deleção

.



CRISPR-CAS9 EM Cryptococcus 
neoformans

• Knockout do NHEJ

– ku80 (afeta a virulência)

– W7*
* N-(6-aminohexyl)-5-chloro-1-naphthalenesulfonamide

calmodulina

W7 Inositol fosfato

.

Arras SDM, Fraser JA (2016) Chemical Inhibitors of Non-Homologous End Joining Increase Targeted Construct Integration in Cryptococcus neoformans. PLoS 
ONE 11(9): e0163049. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0163049
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• Edição de múltiplos  genes
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• Sem biolística

• > frequência de RH

• Linhagem hospedeira H99 selvagem

Genetics, Vol. 208, 1357–1372 April 2018 doi: https://doi.org/10.1534/genetics.117.300656
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• Prova de conceito ade2
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Prós: 50 bp de braço
Contras: Cas9 integrado ao genoma 
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• TRACE

• Eliminou a biolística

• > frequência de transformação e de integração 
homóloga

• Simplificação da construção de deleção para 50 
pb de homologia nas pontas

• Múltiplas modificações em um só passo de 
transformação

• Vale a pena tentar!
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