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RESUMO

Marchi, C.E.; Brommonschenkel, S.H.; Queiroz, M.V. de; Borges, M. de F.; Mizubuti, E.S.G. Padrdo de integragdo de pAN7-1 em mutantes de
Magnaporthe grisea com patogenicidade alterada em arroz. Summa Phytopathologica, v.36, n.1, p.21-24, 2010.

Ensaios foram conduzidos para verificar a presenga, o nimero de
copias e de sitios de integragdo de pAN7-1 no genoma de mutantes de
M. grisea 1-22 com patogenicidade alterada em arroz. Foram
analisados T41, T93, T251 (gerados por mutagénese REMI) e T108
(oriundo de mutagénese convencional), os quais exibiram diferentes
fendtipos mutantes. O DNA total desses mutantes foi submetido a
reagdo em cadeia de polimerase (PCR) e as anélises de hibridizagdo
com o vetor (Southern blot). A presenca de pAN7-1 no genoma de
todos os mutantes foi confirmada por PCR. Segundo as analises de
Southern blot, T41 exibiu duas integracdes do vetor, ambas na forma

de cdpia Unica. No genoma de T93 também foram detectados dois
sitios de insercdo de pAN7-1, um dos quais envolvendo multiplas
copias do wetor. Os resultados indicaram a presenga de apenas uma
cépia do vetor em um Unico sitio nos genomas de T108 e T251. O
padrdo de integracdo em T251 foi o Unico a sugerir a ocorréncia de
evento REMI. As diferencas quanto ao tamanho dos fragmentos com
homologia a pAN7-1 refletiram a possivel aleatoriedade dos eventos
de integracdo no genoma de M. grisea. Os resultados evidenciaram o
potencial de REMI para a mutagénese insercional de M. grisea, quando
conduzida com pAN7-1 e Hindlll

Palavras-chave adicionais: Brusone, genes de patogenicidade, mutagénese insercional, Oryza sativa, Pyricularia grisea, REMI.

ABSTRACT

Marchi, C.E.; Brommonschenkel, S.H.; Queiroz, M.V. de; Borges, M. de F.; Mizubuti, E.S.G. pAN7-1 integration pattern in mutants of
Magnaporthe grisea impaired in pathogenicity to rice. Summa Phytopathologica, v.36, n.1, p.21-24, 2010.

Experiments were conducted to investigate the presence, number
of copies and integration site of pAN7-1 in the genome of mutants
of Magnaporthe grisea impaired in pathogenicity to rice. The mutants
T41, T93, T251 (obtained by REMI) and T108 (obtained by
conventional mutagenesis) exhibiting different alterations in
pathogenicity were analyzed. Polymerase chain reaction (PCR) and
Southern blot analyses were conducted with total DNA of mutants.
The presence of pAN7-1 in genome of mutants was confirmed by
PCR. Based in Southern blot analyses, two single-copy integration of

vector were detected in T41. Two insertion sites of pAN7-1 were
detected in the genome of T93, including an event of tandem
integration. The results indicated the presence of a single-copy vector
in single location in T108 and T251 genomes. Only T251 showed
integration pattern of pAN7-1 suggesting the occurrence of REMI
ewvent. The difference in size of hybridizing band indicated the possible
randomness of integration events in M. grisea genome. The potential
of REMI to mutagenesis in M. grisea, using pAN7-1 and Hindlll, was
evidenced.

Keywords: Rice blast, pathogenicity genes, insertional mutagenesis, Oryza sativa, Pyricularia grisea, REMI.

Programas de mutagénese insercional mediada por transformagéo
tém contribuido grandemente para a prospeccao de genes envolvidos
na patogenicidade de Magnaporthe grisea (T.T. Hebert) M.E. Barr, 0
patégeno mais destrutivo da cultura do arroz (Oryza sativa L.). Nos
Gltimos anos, a técnica REMI, Restriction Enzyme-Mediated
Integration (16) tem se destacado por potencializar a geragdo de
mutacdes no genoma do ascomiceto (1, 5, 11, 17, 18, 20). REMI
envolve a transformagéo do organismo com o DNA transformante
linear na presencade enzima de restricdo, geralmente a mesma utilizada
para a linearizacdo do vetor (19). O resultado é a formacdo de
extremidades coesivas compativeis entre o vetor e 0 DNA gendmico,
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0 que tem aumentado a eficiéncia de transformacao e predominancia
de integragGes simples.

Recentemente, REMI foi adequada para o emprego do vetor
pAN7-1 e a enzima Hindlll em M. grisea (11). Tal vetor, apesar de
amplamente utilizado em outros sistemas, ndo tem sido explorado
para a mutagénese REMI em M. grisea. A analise parcial da colecdo
dos transformantes resultante, gerada principalmente por REMI,
permitiu a identificacdo de cinco mutantes para a patogenicidade (12).
Dois desses mutantes, T93 e T108, causaram poucas lesdes em folhas,
enquanto o mutante T251 ndo foi patogénico. O mutante T108, obtido
por meio de transformac&o convencional, adicionalmente, exibiu menor
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capacidade de desenvolvimento in vitro. JA& os mutantes T41 e T72
apresentaram agressividade reduzida e maior periodo de incubacéo,
respectivamente. Atraso consideravel na germinagdo de conidios e
formacdo de apressdrios também foi verificado em T72 (12).

O objetivo deste trabalho foi verificar a presenca do vetor de
transformagdo no genoma de quatro dos mutantes de M. grisea
supracitados (T41, T93, T108 e T251), analisando o nimero de copias
e sitios de integracdo de pAN7-1.

MATERIALE METODOS

Mutantes de Magnaporthe grisea 1-22 e condicGes de cultivo

Foram analisados 0s mutantes para a patogenicidade alterada em
arroz gerados por Marchi et al. (12), especificamente T41, T93, T108
e T251. Enquanto os mutantes T93e T251 foram obtidos por meio de
integracdo de pAN7-1 mediada por 50 U e 30 U de Hindlll,
respectivamente, T108 foi gerado por transformacdo convencional
(integragdo ndo mediada por enzima de restricdo), utilizando o vetor
linearizado. Por sua vez, a mutacdo insercional em T41 foi gerada sem
aadicdo de Hindlll areacédo de transformagdo, porém, foi favorecida
pela atividade residual da enzima utilizada para a linearizagcdo do vetor
(11, 12). O isolado selvagem 1-22, patogénico a plantas de arroz,
cedido pelo Laboratério de Fitopatologia Molecular da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, foi utilizado como
controle.

Rotineiramente, o fungo foi cultivado em meio de farinha de arroz-
agar (FAA- 20 g de farinhade arroz com casca, 5 g de sacarose, 15 g de
agar, 1 L de agua destilada) por cinco a sete dias, em BOD a 28°C no
escuro. No caso dos mutantes, foram adicionados 100 mg de
higromicina/mL no meio FAA. Para a preservacao do fungo em longo
prazo, pedacos (4 cm?) de papel manteiga colonizados pelo micélio
foram mantidos a - 80°C (21).

Extragdo de DNA

O fungo foicultivado em meio completo (0,5% de sacarose, 0,3%
de extrato de levedura, 0,3% de caseina hidrolisada), sob agitagédo (130
- 150 rpm) durante 10 - 14 dias a 28°C, no escuro. As extra¢Bes de
DNA foram realizadas conforme Scheuermann (15). Brevemente, o
micélio, uma vez seco e macerado em nitrogénio liquido, foi transferido
para tubo de microcentrifuga e misturado com 750 mL de tampé&o de
extracdo (CTAB a 55 mM, Tris a 100 mM, pH 8,0, EDTAa 10 mM,
NaCl a 0,7 M) e 15 mL de mercaptoetanol. Ap6s incubagéo a 65°C por
30 minutos, foram acrescentados 500 mL de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1) e a mistura foi centrifugada por cinco minutos a
14.000 rpm. A fase aquosa superior foi transferida para outro
microtubo, adicionados 500 mL de cloroférmio-alcoolisoamilico (24:1),
e a mistura foi centrifugada novamente. A fase liquida foi transferida
para microtubo contendo 750 mL de isopropanol (- 20°C), incubada
em gelo por 10 minutos e centrifugada. Por fim, o precipitado foi
lavado duas vezes com 1 mL de etanol 70% (- 20°C), seco e
ressuspendido em 50 mL de tampdo TE (Tris a 10 mM, pH 8,0,
EDTAalmM). Aconcentracdo do DNA foi estimada por comparacao
com padrdes de DNA. As amostras de DNA foram armazenadas a -
20°C.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Para verificar a presenca de pAN7-1 no genoma dos mutantes de
M. grisea 1-22 que apresentaram patogenicidade alterada ao arroz,
PCR foi conduzidacom os oligonucleotideos hphl e hph2, que anelam
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especificamente na regido estrutural do gene HPH, utilizado como
marcador de selecdo. Ap6s a extracdo, o DNA total foi
submetido a amplificacdo utilizando os oligonucleotideos
especificos hphl (CAGCGAGAGCCTGACCTATTGC) e hph2
(GCCATCGGTCCAGACGGCCGCGC). O programa de amplificacdo
consistiu deum ciclo de desnaturagdo de dois minutos a 95°C, seguido
por 30 ciclos com um minuto de desnaturacdo (92°C), 60 segundos
para o anelamento dos oligonucleotideos a 60°C, e 90 segundos de
polimerizacdo a 72°C. Os amplicons foram visualizados em gel de
agarose a 1,4%.

Anédlise de Southern blot

Aproximadamente 2,5 mg de DNA do individuo selvagem e dos
mutantes selecionados foram digeridos com a enzima Hindlll, Clalou
EcoRV. Os fragmentos de digestdo foram fracionados em um gel de
agarose a 0,8% e transferidos para membrana de nailon (Stratagene®
ou Hybond-N) de acordo com Sambrook et al. (13). A marcacdo da
sonda (pAN7-1), hibridizagdo e deteccdo do sinal foram realizadas
com o Gene Images Random-Prime Labelling Module Kite CPD-Star
Detection Module (Amersham), segundo as instru¢des dos fabricantes.
Para a marcacdo da sonda com a-*2P-CTP utilizou-se o sistema
Rediprime Il (Amersham), conforme instru¢des do fabricante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A integracdo de pAN7-1 no genoma dos mutantes para a
patogenicidade alterada em arroz (T41, T93, T108 e T251) foi
confirmada pela reagdo de PCR (Figura 1). As reacdes positivas foram
caracterizadas pela amplificagdo de fragmentos de DNA com 690 pb,
correspondentes a presenca do gene de selecdo HPH.

A confirmacdo da presenca de p AN7-1 no genoma dos mutantes,
contudo, ndo garante que as alterag6es para a patogenicidade em arroz,
identificadas nos mesmos por Marchi et al. (12), foram resultantes do
evento de integracdo do vetor. Com respeito aREMI, embora eficiente
no estudo da patogenicidade fUngica, tem sido significativa a taxa de
mutacBes ndo marcadas fisicamente (delecdes e rearranjamento de DNA
gendmico), as quais podem ser geradas espontaneamente ou pelo reparo
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Figura 1. Perfil eletroforético dos amplicons dos mutantes de
Magnaporthe grisea I-22, utilizando os oligonucleotideos hphl e hph2.
M: marcador de tamanho 1 Kb Plus (Invitrogen®); P: pAN7-1; B: reagdo
controle, contendo todos os reagentes, exceto o DNA; I: M. grisea |-22;
1: T41; 2: T93; 3: T108 e 4: T251. Os fragmentos de 850 e 650 pares de
base (pb) do marcador estdo indicados na margem esquerda. Aseta indica 0s
amplicons de 690 pb esperados.
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do DNA induzido pela técnica (10). Em M. grisea, Sweigard et al. (20)
obtiveram cerca de 1/3 de mutantes REMI ndo marcados pela presenca
do vetor de transformacdo, em alguns casos envolvendo grandes
delecGes de DNA.

Acorrelagdo entre o fendtipo mutante e a insergcéo do vetor pode
ser verificada por meio da clonagem da sequéncia interrompida pelo
DNA transformante, a qual é posteriormente utilizada para restaurar
o fen6tipo selvagem. Para isso, inicialmente foram conduzidas analises
de Southern blot para determinar o padréo de integracdo de pAN7-1
no genomados mutantes T41, T93, T108 e T251, as quais subsidiardo
os trabalhos de clonagem.

O uso de Clal ou EcoRV, enzimas que ndo possuem sitios de
restricdo no vetor, permitiu detectar o nimero de sitios de integracéo
no DNA genémico. Pela clivagem do DNA ndo ocorrer nasequéncia de
pAN7-1, foram esperados fragmentos com homologia ao vetor
superiores a 6,75 Kb (tamanho de pAN7-1). Para cada mutante, as
hibridizac 6es realizadas com DNA-Clal e DNA-EcoRV apresentaram
similaridades entre os padrdes de integrag&o do vetor (Figura 2).
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Figura 2. Padréo de integracdo de pAN7-1 em mutantes de Magnaporthe
grisea 1-22. O DNA total foi clivado com Clal ou EcoRV e pAN7-1
marcado com dUTP-fluoresceina foi utilizado como sonda. M:ADNA
clivado com Hindlll. P: pAN7-1 linearizado com HindlIl. I: I-22. Linhas
1, 2, 3 e 4 correspondem a T41, T93, T108 e T251, respectivamente. O
tamanho (Kb) dos fragmentos ADNA-Hindlll estdo indicados na margem
esquerda. A seta indica um dos fragmentos com homologia a pAN7-1 do
mutante T93.

A clivagem do DNA dos mutantes com HindlIll, a enzima usada
em REMI, permitiu determinar a ocorréncia de integragfes multiplas
copias (in tandem), bemcomo dos eventos REMI propriamente ditos.
Tais eventos foram detectados pela presenca de fragmentos com
homologia a pAN7-1 com tamanho igual a 6,75 Kb, indicando a
restauracdo dos sitios de restricdo. De acordo com esta analise,
constataram-se diferencas no padréo de integragdo do vetor no genoma
dos mutantes T41, T93, T108 e T251 (Figura 3).

Quando o DNA deT41 foi clivado com Clal ou EcoRV, foi possivel
verificar que pAN7-1 integrou-se em dois sitios no genomado fungo
(Figura 2, linha 1). A analise conduzida com HindlIl revelou dois
fragmentos com homologia a pAN7-1, com tamanhos superiores a
6,75 Kb (Figura 3, linha 1). As analises de Southern blot indicaram
tratar-se de duas integracGes do tipo Unica cOpia, as quais ndo
apresentaram a restauracdo de todos os sitios de restricdo HindllII
pelo sistema de reparo de DNA da célula.
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Figura 3. Padréo de integracdo de pAN7-1 em mutantes de Magnaporthe
grisea3g-22. O DNA total foi clivado com Hindlll e pAN7-1 marcado
com a- P-CTP foi utilizado como sonda. M: ADNA clivado com Hindlll.
P: pAN7-1 linearizado com HindlIl. 1: 1-22. Linhas 1, 2, 3 e 4
correspondem a T41, T93, T108 e T251, respectivamente. O tamanho
(Kb) dos fragmentos ADNA-Hindlll estdo indicados na margem esquerda.

O T93 foi o mutante que apresentou padrdo de integragdo de
pAN7-1 mais complexo. Também foram detectados dois sitios de
insercdo do vetor no DNA gendmico, identificados pela presenca de
dois fragmentos com homologia a p AN7-1 (Figura 2, linha 2). Quando
a hibridizacéao foi conduzida com o DNA de T93 clivado com Hindlll,
foram visualizados quatro fragmentos, um dos quais com 6,75 Kb
(Figura 3, linha 2). Os resultados sugeriram que, nesse mutante, uma
das integragfes de pAN7-1 no genoma foido tipo in tandem (fragmento
maior, com sinal mais intenso) (Figura 2, linha 2). Emalguns sistemas,
REMI tem induzido frequéncia consideravel de integracdes do vetor
in tandem. Shi et al. (18), por exemplo, observaram tais eventos em
5% dos transformantes REMI de M. grisea. As inser¢des do tipo in
tandem podem ser geradas pela formacg&o de concatameros do vetor
priori a transformacdo ou por repetidos ciclos de recombinagéo
homéloga apds insercdo do DNA transformante no genoma fingico
(3). Para Penicillium paxilli Bainier, a defosforilagdo de pAN7-1, para
prevenir a formagéo de concatameros, ndo reduziu a frequéncia de
integracdes in tandem, sugerindo que, para algumas espécies flngicas,
predominam os eventos de recombinacdo homologa entre cépias do
vetor (7).

As andlises de Southern blot conduzidas com Clal ou EcoRV
revelaram a presenca de apenas um fragmento comhomologia a pAN7-
1 no genoma de T108, indicando um Unico sitio de integracdo do vetor
(Figura 2, linha 3). Ahibridizagdo realizada com o DNA-HindIll desse
mutante também resultou na presenca de apenas um fragmento com
homologia ao vetor (Figura 3, linha 3), de tamanho superiora 6,75 Kb.
Os resultados permitiram inferir que, nesse mutante, apenas uma
copia de pAN7-1 integrou-se em um Unico sitio no DNA fingico,
muito provavelmente, fora de um sitio de restricdo HindlIll, visto que
T108 originou-se de transformagéo convencional.

O mutante T251 também apresentou apenas um Unico fragmento
com homologia ao vetor, independente da andlise de Southern blot
(Figuras 2 e 3, linha 4), ou seja, apresentou apenas uma copia de
pAN7-1 integrada em um Unico sitio no DNA flngico. Contudo, o
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fragmento com homologia a pAN7-1 detectado com o DNA-Hindlll
apresentou tamanho igual ao de pAN7-1 (Figura 3, linha 4). Esse
padrédo de integragdo foi o Unico a sugerir a ocorréncia de restauragao
dos sitios de restricdo de HindlIl, ou seja, evento REMI. Individuos
com o padrdo de integracdo semelhante a T251 foram previamente
considerados ideais paraa clonagem de genes via recuperagao do vetor
(9, 14, 16).

REMI é preconizada como uma técnica que favorece os eventos
de integracdo do vetor em Unico sitio do genoma, sobretudo na forma
de copia Unica. Dos trés mutantes REMI, apenas T251 apresentou
uma simples copia de pAN7-1 integradaem um Unico sitio no genoma
de I-22 (Figura2, linhas 1, 2e 4). Contudo, indices superiores ja foram
constatados para M. grisea (18). Poroutro lado, as anélises de Southern
blot conduzidas com os mutantes REMI exibiram diferengas quanto
ao tamanho dos fragmentos com homologia a pAN7-1, o que refletiu
apossivel aleatoriedade dos eventos de integragdo.

Esforgos iniciais para isolar as sequéncias inativadas, usando o
protocolo de Kuspa & Loomis (8), ndo foram bem sucedidos. As
coldnias de Escherichia coli T. Escherich (linhagem DH5-a)
continham apenas o vetor pAN7-1 vazio (sem as seqliéncias
gendmicas flanqueadoras) ou um plasmideo de tamanho menor,
comdelecdo do fragmento EcoRI (dados ndo apresentados). Bolker
et al. (2) enfrentaram problemas semelhantes na recuperacdo do
vetor pSMUT do genoma de Ustilago maydis (DC.) Corda. Para
este caso, 0s autores atribuiram a causa do fendbmeno a recombinagéo
dentro de fragmentos contendo cépias multiplas do vetor. Ensaios
de recuperacao do vetor deverao ser conduzidos com outras bactérias
e outras enzimas. Pelo menos para T251, que apresentou evento
REMI, a recuperagéo da sequéncia inativada podera ser efetuada
com PCR invertida (4), utilizando oligonucleotideos que anelam
nas extremidades de pAN7-1.

O padréo de integragdo do vetor nos mutantes REMI, caracterizado
pelo baixo nimero de cépias no genoma e a aleatoriedade dos eventos
de insercdo, aliado a eficiéncia de transformagéo obtida por Marchi et
al. (11), indicaram o potencial de REMI para a mutagénese insercional
de M. grisea quando conduzida com pAN7-1 e Hindlll. Programas de
mutagénese REMI, conduzidos com as caracteristicas supracitadas,
constituem ferramenta importante para aprospeccdo dos genes de M.
grisea envolvidos na patogenicidade em arroz, cuja compreensao é
fundamental para o estabelecimento de estratégias eficientes de manejo
da doenca.
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