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RESUMO

MARCHI, Carlos Eduardo, D. S., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de
2003. Mutantes insercionais de Magnaporthe grisea com patogenicidade
alterada em arroz. Orientador: Sérgio Herminio Brommonschenkel.
Conselheiros: Marisa Vieirade Queiroz e Eduardo Seiti Gomide Mizubuti.

Em Magnaporthe grisea, agente causal da brusone, mutagénese insercional
mediada por transformacdo tem constituido estratégia para a identificacdo de
genes essenciais para a patogenicidade em arroz. A técnica REMI, integracéo
mediada por enzima de restricdo, merece destaque em virtude da eficiéncia de
transformacao e da predominancia de integracdes simples. Visando a implantacdo
de programa de mutagénese insercional em M. grisea, os objetivos deste trabalho
incluiram: (1) adequar as condicBes para a obtencéo e regeneracdo de protoplastos
do ascomiceto, (2) estabelecer sistema de transformacdo REMI em M. grisea,
avaliando o potencia dos protoplastos e do vetor pAN7-1 e (3) selecionar e
caracterizar mutantes com patogenicidade aterada em plantas de arroz. Producéo
eficiente de protoplastos foi alcancada com o uso simultaneo de 10 mg de Lysing
Enzymes e 10 mg de Cellulase Onozuka R10 em 3 mL de MgSO; a 1,2 M /
NaH,PO, a 0,01 M (pH = 5,8). Protoplastos de M. grisea 1-22 liberados com

3 horas de hidrdlise enzimética apresentaram maior capacidade de regeneracdo da
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parede celular. Quando expostos ao vetor pAN7-1, os protoplastos foram
prontamente transformados para a resisténcia a higromicina. Quando pAN7-1-
Hindlll foi usado para transformar 1-22 na presenca de Hindlll, a freqiéncia de
transformantes foi 1,1 a 8,1 vezes superior ao tratamento sem a adicdo da
endonuclease de restricdo. No gera, a melhor concentragdo de Hindlll foi
5 unidades/reagdo de transformagéo. A partir de testes de patogenicidade
envolvendo 125 transformantes, principalmente gerados por REMI, foi possivel
selecionar cinco mutantes com alteracdes consistentes na patogénese. Dois desses
mutantes, T108 e T93, causaram poucas lesdes em folhas de arroz, enquanto o
mutante T251 ndo foi patogénico. A ateracdo na patogenicidade de T108 foi
acompanhada pela menor capacidade de desenvolvimento in vitro. Quando
inoculado em plantas de arroz, o mutante T41 apresentou agressividade reduzida,
caracterizada por lesdes arredondadas de tamanho limitado. Por sua vez, o periodo
de incubacdo para 0 mutante T72 foi mais longo do que o do isolado selvagem.
Além disso, atrasos consideraveis na germinacéo de conidios e na formacéo de
apressorios foram detectados em T72. Os mutantes T93 e T251 apresentaram
fendtipos semelhantes quando em cultura, caracterizados pela pigmentacdo
marrom. Andlises Southern blots de quatro mutantes indicaram que em 50 % dos
casos, T108 e T251, apenas uma copia de pAN7-1 se integrou em um Unico sitio
no genoma. No mutante T251 ocorreu evento REMI propriamente dito. Os

mutantes T41 e T93 apresentaram padrdes de integracdo mais compl exos.

Xi



ABSTRACT

MARCHI, Carlos Eduardo, D. S., Universidade Federal de Vigosa, December
2003. Insertional mutants of Magnaporthe grisea impaired in
pathogenicity to rice. Adviser: Sérgio Herminio Brommonschenkel.
Committee members. Marisa Vieira de Queiroz and Eduardo Seiti Gomide
Mizubuti.

Transformation mediated-insertional mutagenesis of phytopathogenic fungi
IS an important tool to identify genes involved in pathogenicity. An improved
version of this method is the restriction enzyme mediated integration, or REMI.
We chose REMI to begin an insertional mutagenesis project in M. grisea. In this
work, were reported the: (1) protoplasts production and regeneration of M. grisea,
(2) transformation of protoplasts with pAN7-1 mediated by restriction enzyme
and (3) identification and characterization of five transformants with
pathogenicity defects in rice, at the phenotypic and molecular levels. The highest
protoplasts production was obtained with Lysing Enzymes plus Cellulase
Onozuka R-10 and the osmotic buffer MgSO, at 1.2 M / NaH,PO, at 0.01 M
(pH = 5.8). The highest regeneration frequency was obtained with protoplasts
produced after 3 hours of incubation. The [-22 protoplasts were readily

transformed for hygromycin resistance. When pAN7-1-Hindlll was used to
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transform fungal protoplasts in the presence of the Hindlll, the transformation
efficiency was increased 1.1 to 8.1-fold. The optimal HindlIl concentration for
enhanced transformation corresponded to 5 unit/transformation mix. Out of 125
transformants screened for the ability to infect rice plants, five showed changes in
pathogenicity. The T108 and T93 mutants caused few lesions in rice leaves, while
the T251 mutant was non-pathogenic. The alteration in pathogenicity of T108 was
accompanied by reduced development in culture. The T41 mutant caused small
and limited round lesions. The incubation period of the T72 mutant was longer
than of wild type. Furthermore, late germination and appresorium formation was
detected in the T72 mutant. The T93 and T251 mutants had similar phenotypes,
characterized by a brown-pigmented colony. Four mutants (T41, T93, T108 and
T251) were examined by Southern blots. The T108 and T251 mutants contained
one copy of the vector integrated at a single site in the genome. REMI event
occurred in the T251 mutant. More complex integration events were observed in

the T41 and T93 mutants.
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INTRODUCAO GERAL

A patogenicidade de fungos € processo complexo, envolvendo muitos genes
que afetam a interagdo patdgeno-hospedeiro (Fujimoto et al., 2002). Cada
fitopatdgeno possui tatica especifica parainvadir seu hospedeiro e obter nutrientes
para 0 seu desenvolvimento (Hamer & Tabot, 1998). Tais microrganismos
desenvolveram e aprimoraram fatores de patogeni cidade, assim como mecani smos
paraevitar ou suprimir as respostas de defesa do hospedeiro.

Pesquisas conclusivas acerca de moléculas essencialmente importantes para
0 processo fitopatogénico de fungos comecaram com o advento da tecnologia de
genética molecular para fungos filamentosos (Fincham, 1989). Tornou-se possivel
a elucidacdo da patogénese fungica por meio da selecdo de mutantes com
patogenicidade aterada. No principio, 0s mutantes eram selecionados
naturalmente ou gerados com a utilizacdo de agentes mutagénicos (Talbot &
McCafferty, 1997). No entanto, a clonagem dos genes de patogenicidade
consumia muito tempo, visto que era necessaria a identificacdo de fragmentos do
genoma do isolado selvagem capazes de complementar o fendtipo mutante, isto €,
restaurar a patogenicidade. Assim, novas técnicas foram desenvolvidas para
facilitar o isolamento dos genes de interesse. Os mutantes comecaram a ser

gerados viainsercdo de elementos de &cidos nucléicos (Idnurm & Howlett, 2001).
1



Durante algum tempo, a mutagénese insercional de Magnaporthe grisea
(Hebert) Barr., principal patégeno da cultura do arroz, foi limitada pela baixa
freqiéncia de transformantes geralmente obtida com os procedimentos
convencionais de transformacéo (Valent & Chumley, 1991). O problema foi
amenizado com o emprego da técnica REMI, a qual aumentou significativamente
a eficiéncia de transformagdo do ascomiceto (Shi et al., 1995). A técnica REMI
(Restriction Enzyme-Mediated Integration), ou integracéo mediada por enzima de
restricdo, foi originalmente desenvolvida em Saccharomyces cerevisiae (Schiestl
& Petes, 1991), e tem sido aplicada com éxito em muitos outros organismos,
promovendo maior frequéncia de transformacdo, bem como facilitando a
clonagem de genes.

Componentes importantes do processo patogénico de M. grisea tém sido
identificados (Hamer & Talbot, 1998; Idnurm & Howlett, 2001). Destaca-se o
grande numero de informagdes disponiveis acerca dos eventos de pré-penetracéo,
principalmente quanto ao desenvolvimento do apressorio. Tal fato se d4, em parte,
devido afacilidade de isolamento dos mutantes para a formagdo desta estrutura de
infeccdo. Individuos incapazes de diferenciar apressorios funcionais ndo sdo
patogénicos a0 hospedeiro. Relativamente, pouco se sabe sobre 0s componentes
envolvidos nos estégios finais da infeccdo da planta e como o crescimento do
fungo € regulado no interior dos tecidos (Hamer & Talbot, 1998; Idnurm &
Howlett, 2001).

Visto que a compreensdo mais detalhada dos mecanismos genéticos que
governam a patogenicidade de M. grisea em arroz podera auxiliar no

delineamento de novas e eficientes estratégias de manegjo da doenca, o objetivo
2



principal deste trabalho foi submeter o fungo causador da brusone a mutagénese
REMI, visando a identificacdo de novos genes importantes para a patogénese.
Especificamente, os objetivos incluiram: (1) melhorar a producdo e a regeneracéo
de protoplastos de M. grisea; (2) estabelecer sistema de transformagdo REMI em
M. grisea, utilizando os protoplastos obtidos apds a adequagdo da protoplastizagdo
e o0 vetor de transformagdo pAN7-1 e (3) selecionar e caracterizar mutantes

insercionais de M. grisea com patogenicidade alterada em arroz.
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RESUMO
Em fitopatologia, procedimentos de transformag&o de fungos filamentosos

tém sido amplamente utilizados para gerar mutantes insercionais com

* Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor. Universidade Federal de Vigosa (2003).



patogenicidade alterada, o que tem contribuido para a clonagem de genes cujos
produtos sdo essenciais para causar doenca no hospedeiro. Paralelamente, técnicas
de transformagdo sdo importantes ferramentas para a andlise funcional de genes
previamente clonados. Até pouco tempo, a baixa fregliéncia de transformantes
congdtituiu fator limitante para a utilizagdo destas técnicas. Porém, com o
desenvolvimento da técnica de integracdo mediada por enzima de restricdo
(REMI, Restriction Enzyme-Mediated Integration), a eficiéncia de transformagédo
foi melhorada substancialmente. Recentemente, a transformacdo mediada por
Agrobacterium tumefaciens (ATMT, Agrobacterium tumefaciens-Mediated
Transformation) tem representado alternativa a REMI. A ATMT tem sido efetiva
na transformacdo de vérios fungos fitopatogénicos como Colletotrichum
gloeosporioides, Magnaporthe grisea e Fusarium oxysporum, apresentando
grande potencial para a marcacdo fisica e para a clonagem de genes envolvidos
em patogenicidade. Apesar da simplicidade, a utilizacdo de técnicas de
transformac&o em genética de fungos fitopatogénicos é ainda incipiente no Brasil.
Esta revisdo aborda os avangos recentes na tecnologia de transformacédo de fungos

filamentosos e suas aplicacdes em fitopatologia.

Palavras-chave: Mutantes insercionais, integracdo mediada por enzima de
restricdo, REMI, transformac&o mediada por Agrobacterium tumefaciens, ATMT,

genes de patogenicidade.



ABSTRACT
GENETIC TRANSFORMATION AND INSERTIONAL MUTAGENESIS
IN PHYTOPATHOGENIC FUNGI

Transformation of phytopathogenic fungi has been widely used to isolate
insertional mutants with differences in pathogenicity. It is an effective way to tag
and clone pathogenicity genes. Furthermore, it is an essential tool for functional
analysis of the cloned genes. The low transformation efficiency in filamentous
fungi is one of the factors limiting the use of this technology. The development of
restriction enzyme-mediated integration (REMI) substantially increased
the transformation efficiency. The Agrobacterium tumefaciens-mediated
transformation, ATMT, is an aternative to REMI. This technique has been
efficiently employed to transform phytopathogenic fungi as Colletotrichum
gloeosporioides, Magnaporthe grissa e Fusarium oxysporum. The
Agrobacterium-mediated transformation can be a powerful tool to mutate and tag
genes for pathogenicity. Although very simple, in Brazil the transformation
technology has not been widely used to increase our genetic understanding of
phytopathogenicity. In this review, the recent advances in phytopathogenic fungi

transformation systems and applications are discussed.




INTRODUCAO

Os fungos constituem grupo numeroso e heterogéneo de organismos
eucarioticos. Enquanto alguns sdo utilizados na aimentagdo humana (p. ex.,
Agaricus bisporus) ou na producdo de antibiéticos importantes como a penicilina
(p. ex., Penicillium chrysogenum), outros sao responsaveis por prejuizos anuais de
bilhdes de dblares decorrentes de perdas na agricultura. Estima-se que, das
100.000 espécies de fungos conhecidas, mais de 10 % causem doencas em plantas
(Agrios, 1997).

A capacidade dos fungos de causar doencas em plantas € mecanismo
complexo, comumente envolvendo a adesdo ao hospedeiro, a germinacéo de
conidios, a diferenciacdo de estruturas especiais como apressorios e haustorios, a
penetracdo, a colonizacdo dos tecidos e a esporulacdo. Por serem etapas
controladas geneticamente, todos os genes envolvidos podem ser designados
“genes de patogenicidade” (Kahmann & Basse, 1999). Uma estratégia para a
identificacdo de genes de patogenicidade € a obtencdo de mutantes com alteracoes
na patogénese (Talbot & McCafferty, 1997). A mutagénese quimica ou mediada
por luz UV pode aumentar a freqiéncia de mutantes, naturalmente baixa na
populacdo. Contudo, a subsequente clonagem do gene mutado € laboriosa,
demandando tempo para a identificacdo de fragmentos do genoma do individuo
selvagem capazes de complementar a mutacdo (Kahmann & Basse, 1999).

O desenvolvimento de técnicas de genética molecular para fungos
filamentosos, em especial técnicas de transformagdo, possibilitou gerar mutantes

com defeitos na patogenicidade via a insercdo de elementos DNA, como
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plasmideos, T-DNA de Agrobacterium tumefaciens ou transposons. Os mutantes
insercionais tém sido ferramentas fundamentais para a evolugdo do conhecimento
sobre a patogénese em plantas.

Apesar da identificagdo e clonagem de vérios transposons em fungos
filamentosos, esses elementos ndo tém sido empregados em larga-escala na
mutagénese insercional. Os maiores entraves constituem a identificagdo de
transposons com atividade em ampla gama de hospedeiro e de sistema de selegdo
funcional para a transposicdo. O Restless, elemento originario de Tolypocladium
inflatum, pareceu sofrer excisdo em hospedeiros heterdlogos, porém a re-
integracdo ndo foi demonstrada (Czechowska et al., 1999, citados por Kempken,
1999). Mais recentemente, Impala, originério de Fusarium oxysporum, apresentou
atividade no genoma de Magnaporthe grisea (Villalba et a., 2001) e Penicillium
griseoroseum (Queiroz & Daboussi, 2003). Esses resultados fazem de Restless e
Impala candidatos importantes para 0 desenvolvimento de vetores.

A propriedade integrativa dos vetores de transformacdo para fungos
filamentosos foi prontamente utilizada para mediar mutagénese insercional.
Contudo, a baixa frequiéncia de transformantes obtida em muitos sistemas, como
M. grisea, limitou a ampla utilizagdo datécnica (Vaent & Chumley, 1991).

Em anos recentes, a eficiéncia de transformagdo de muitas espécies fungicas
tem sido aumentada sensivelmente, gracas a duas técnicas inovadoras em
particular, a mutagénese insercional mediada por enzima de restricdo, REMI -
Restriction Enzyme-Mediated Integration (Schiestl & Petes, 1991), e a
transformacé@o mediada por Agrobacterium tumefaciens, ATMT - Agrobacterium

tumefaciens-Mediated Transformation (De Groot et al., 1998).



Mesmo sendo tecnologia eficaz, é seguro afirmar que, em nenhum dos
sistemas sob investigagdo, a saturagdo da mutagénese para a patogenicidade foi
alcancada. Embora represente vasto campo de pesquisa, no Brasil existe caréncia
de trabalhos envolvendo a transformagdo e a mutagénese de fungos
fitopatogénicos. Desta forma, a presente revisdo teve como objetivo oferecer um
texto em portugués sobre as técnicas de transformacdo disponiveis para esses
organismos, em especia as técnicas REMI e ATMT, enfatizando o potencial
como ferramentas bioldgicas para compreensdo dos mecanismos fungicos de

patogénese em plantas.

EVOLUCAO DA TECNOLOGIA DE TRANSFORMACAO

O termo transformacdo genética foi originalmente proposto para designar o
processo natural de modificacdo do genoma bacteriano, inicialmente verificado
por Frederick Griffith em 1928, ao trabalhar com a bactéria causadora da
pneumonia, Sreptococcus pneumoniae. Contudo, atualmente, o uso do termo néo
se limitou as bactérias, referindo-se também as alteracGes genéticas ocorridas em
células vegetais, leveduriformes, fangicas e de mamiferos. Uma definicéo
moderna de transformacéo genética poderia ser “processo de aquisicdo natural ou
induzida de fragmentos de DNA exdgenos, o qual pode resultar em modificacoes
fenotipicas em determinado organismo”.

Somente 45 anos apds a demonstracdo da transformacdo bacteriana, o

primeiro fungo transformado foi reportado. Mishra & Tatum (1973) submeteram
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um isolado de Neurospora crassa dependente de inositol a transformagdo com
fragmentos de DNA do isolado selvagem. Apesar de colOnias capazes de
sintetizar inositol terem sido obtidas, os resultados foram vistos com certo
ceticismo. A transformac&o genética de fungos se tornou gradativamente aceita a
medida que evidéncias foram geradas com outros genes e outras espécies.

O procedimento de obtengdo de protoplastos de Saccharomyces cerevisiae
utilizado por Hutchinson & Hartwell (1967) impulsionou o desenvolvimento de
sistemas de transformacdo em fungos. Protoplastos sdo células desprovidas de
parede celular, a qual é geralmente, removida pela acdo de enzimas liticas
comerciais em meio osmoticamente estabilizado (Figura 1). Posteriormente,
guando em meio nutritivo apropriado, os protoplastos de fungos sdo capazes de
regenerar a parede celular, dando origem ao micédlio. Hinnen et al. (1978)
verificaram que os protoplastos de levedura eram prontamente capazes de
absorver DNA exoégeno. Ainda hoje, os protoplastos constituem a forma mais
comum de células competentes para a transformacao (Ruiz-Diez, 2002).

A transformacdo de fungos filamentosos foi intensificada com o
desenvolvimento de protocolos para a protoplastizacéo e a construcéo de vetores.
Em geral, os vetores de transformacdo sdo plasmideos, que se integram
ectopi camente no genoma do hospedeiro (Fincham, 1989). O plasmideo pAN7-1 é
um dos vetores comumente empregados em sistemas de transformacao de fungos

filamentosos (Figura 2).
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FIGURA 1. A a D: Fotomicrografias de protoplastos de Botryosphaeria sp.,

fungo filamentoso causador de cancro em eucalipto. Mistura de
digestéo: 80 mg de micélio, 3 mL de estabilizador osmético KCl a
0,7 M / NaH,PO,a 0,01 M (pH = 5,9), 7,5 mg de Lysing Enzymes
(Sgma Chemicals Co.) e 7,5 mg de Glucanex (Novo Nordisk Ltd.).
Protoplastizacéo realizada a 28 - 30 °C, a 100 rpm, por 4 horas
(Marchi et a., 2003, dados ndo publicados). A e B: aumento de

200 X; C e D: aumento de 400 X.
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FIGURA 2. Mapa do vetor de transformacéo pAN7-1 (Punt et al., 1987). O gene
AMP (codificador da resisténcia a ampicilina), e o gene da
fosfotransferase da higromicina (HPH) de Escherichia cali
(codificador da resisténcia a higromicina) representam os sistemas de
selecdo para 0s organismos procarioto e eucarioto, respectivamente.
O gene HPH esta ligado ao promotor do gene GPD (gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase) e ao terminador do gene para a biossintese de
triptofano (tTRPC) de Aspergillus nidulans. Alguns sitios de
reconhecimento para enzimas de restricéo foram indicados. A origem
de replicacdo, necessaria para a multiplicacdo do vetor em E. cali,

ndo foi representada.
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O sucesso da transformagao de protoplastos de N. crassa e Aspergillus
nidulans foi sendo gradativamente estendido para outras espécies, incluindo
fitopatdgenos como o basidiomiceto Ustilago maydis, agente causal do carvao do
milho (Banks, 1983).

Em virtude das inconveniéncias da protoplastizagdo, como a demanda de
tempo e complexidade algumas vezes exibida, novas técnicas foram sendo
aplicadas para a transformag&o de fungos filamentosos.

A transformacdo de células intactas mediante o tratamento com ions metal-
alcalinos (p. ex., Li* ou Cs") e polietileno glicol (PEG), comumente empregada
em S cerevisiae, foi verificadaem N. crassa (Dhawale et a., 1984). Contudo, em
razdo da freqlente baixa eficiéncia, esse procedimento ndo foi largamente
explorado natransformacéo de fungos filamentosos.

O uso da eletroporacdo como ferramenta de transformacdo genética foi
originalmente demonstrado por Neumann et al. (1982) em células de mieloma de
camundongos. A transferéncia de genes foi bem sucedida com células intactas
(Hashimoto et al., 1985) e com protoplastos de levedura (Karube et al., 1985). A
técnica baseia-se na aplicacdo de campos elétricos com altas voltagens, por curta
duracdo, para criar poros transientes na membrana celular, facilitando assim a
entrada do DNA transformante (Prasanna & Panda, 1997). Alguns autores
sugerem que a mudanca de carga ocorrida durante um pulso elétrico facilita a
agregacdo e a incorporacdo do DNA (Ruiz-Diez, 2002). A eletroporacéo foi
prontamente empregada em fungos filamentosos, e o0s primeiros relatos
encontrados datam 1989, e incluem: F. solani, A. nidulans, Clonostachys sp., A.

awamori e A. niger (Riach & Kinghorn, 1996). Leptosphaeria maculans
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(Chakraborty et al., 1991), C. lindemuthianum, C. magna (Redman & Rodriguez,
1994), Mycosphaerella graminicola (Adachi et a., 2002), C. acutatum (Horowitz
et al., 2002) e Ashbya gossypii (Wendland et al., 2002) sdo exemplos de espécies
gue somaram a lista de fungos fitopatogénicos eletroporados. A eficiéncia de
transformac@o tem sido variavel. No caso de L. maculans, por exemplo, a
eletroporacdo de 1,2 x 10° conidios levou & obtencdo de aproximadamente
5,7 x 10° transformantes/ug de DNA (Chakraborty et a., 1991). Em contraste, a
eletroporacéo de 10’ conidios de C. acutatum produziu 0,36 transformantes/pig de
pPGFP linear (Horowitz et al., 2002).

O processo de bombardeamento de particulas constituiu outra alternativa ao
uso de protoplastos, reduzindo o nimero de espécies refratarias a transferéncia de
genes. Nesse método, particulas de ouro ou tungsténio, com cerca de | mm de
didmetro, recobertas com sequéncias de DNA, sdo aceleradas por meio de
descarga de alta energia, penetrando a parede e a membrana plasméticada célulaa
ser transformada. No interior da célula, o DNA transformante pode se dissociar
das particulas e integrar no genoma hospedeiro. Um dos trabalhos pioneiros de
bombardeamento de células de levedura foi redlizado por Armaleo e
colaboradores em 1990. Com relacéo aos fungos filamentosos, Riach & Kinghorn
(1996) listaram algumas das espécies pioneiras bombardeadas. So sistemas de
transformacdo desenvolvidos no inicio dos anos 90, e incluem N. crassa,
Phytophthora capsici, P. citricola, P. cinnamomi, P. citrophthora, M. grisea e
Trichoderma harzianum.

Assim como a eletroporacdo, o bombardeamento de particulas possibilita a

transformacdo de células e tecidos intactos, como hifas e esporos. O
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bombardeamento de Uromyces appendiculatus (Bhairi & Staples, 1992), e mais
recentemente de Puccinia graminisf. sp. tritici (Schillberg et al., 2000) e Erysiphe
graminis f. sp. hordei (Chaure et al., 2000) exemplificam a utilidade dessa técnica
no estudo de parasitas obrigatérios.

Segundo Redman & Rodriguez (1994), a eficiéncia de transformacéo para a
grande parte dos fungos filamentosos varia de 0 a 10 transformantes/ug de DNA,
independentemente da técnica empregada. Véarios fatores podem ser apontados
como responsaveis. (1) a espécie recipiente; (2) o material a ser transformado;
(3) a viabilidade e integridade dos protoplastos, quando utilizados; (4) a técnica
adotada; (5) caracteristicas do vetor, incluindo o tamanho, a quantidade, o estado
fisico, amarca de selegdo e as regides regulatérias e (6) a atividade de nucleases.

Os esforcos para melhorar a eficiéncia de transformagéo de fungos
filamentosos culminaram no desenvolvimento das técnicas REMI, Restriction
Enzyme-Mediated Integration (Schiestl & Petes, 1991), e ATMT, Agrobacterium
tumefaciens-Mediated Transformation (De Groot et al., 1998), as quais tém

efetivamente facilitado a manipulagéo genética de fungos fitopatogénicos.

INTEGRACAO MEDIADA POR ENZIMA DE RESTRICAO (REMI)

Na transformagdo convencional de fungos filamentosos, geralmente,
protoplastos (10” a 10%mL) sdo expostos a0 vetor (> 1 pg). Logo apds, ata
concentracdo de PEG é adicionada na presenca de CaCl, e outros quimicos. O

vetor entra na célula fungica, ganha acesso ao nucleo e se integra no genoma. Em
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seguida, os protoplastos sdo plaqueados em meio de selecdo estabilizado
osmoticamente, o qual permite apenas a regeneracdo das células transformadas.

Schiestl & Petes (1991) descreveram novo método para transformar S
cerevisiae, denominado integracdo mediada por enzima de restricdo (REMI), o
qual promoveu aumento de sete vezes na frequiéncia de transformantes em relagéo
a transformagdo convencional. Em REMI o DNA transformante é linearizado e
enzima de restricdo, geralmente a mesma usada para linearizar o vetor, é
adicionada a mistura de transformacdo. Como resultado, sdo formadas
extremidades coesivas compativeis entre o vetor e o DNA genémico, o que
catalisa 0 evento de integracéo. Por exemplo, um vetor clivado com EcoRlI liga-se
ao DNA gendmico clivado com EcoRI, gerando dois sitios de EcoRI (Figura 3). A
restauracdo dos sitios de restricdo caracteriza os eventos REMI propriamente
ditos.

Com o sucesso da transformacado de Cochliobolus heterostrophus (Lu et al.,
1994), REMI foi utilizada na transformac&o de varios fungos fitopatogénicos. A
transformacao do agente causal da podriddo de colmo e queimafoliar do milho, C.
graminicola, ilustra a eficiéncia da técnica (Thon et al., 2000). Foram obtidos
cerca de 3 transformantes/ig de DNA quando pCB1636 foi utilizado na auséncia
de enzimas de restri¢do, independentemente do estado fisico do vetor (Tabela 1).
Quando enzimas de restricdo foram adicionadas a reacdo houve aumento
consideravel na freqiéncia de transformantes. Melhores resultados foram
observados quando o plasmideo linear e a enzima usada para a linearizagdo foram

utilizados. A técnica REMI aumentou a eficiéncia de transformagdo acima de 27
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vezes. A adicdo de enzimas, as quais ndo foram usadas para clivar o vetor,

também elevou a freqliéncia de transformantes, porém em niveis menores.

EcoRlI

G

Cromossomo

CTTAA G

Vetor

AATTC

EcoRI

FIGURA 3.

Mecanismo de integracdo do vetor de transformacdo mediada por
enzima de restricdo. A clivagem do vetor de transformacéo e do
genoma fungico pela enzima de restricdo EcoRI resulta na formagao
de extremidades coesivas compativeis. O vetor se integra no
genoma do fungo via um dos sitios clivados pela enzima. Em
seguida, o sistema de reparo de DNA da célula restaura as quebras
provocadas no genoma. As areas azul e verde no genoma do fungo

representam sequiéncias génicas.
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TABELA 1. Numero de transformantes de Colletotrichum graminicola usando

combinacdes de enzima-pCB1636 (Thon et al., 2000).

Estado fisico do vetor Enzima adicionadaé}reagéo de
pCB1636 transfor macéoa

Nenhuma | Hindill | EcoRl | BamHl

3,0° 5,3 25,3 12,3

Circular 3,7 5,7 10,3 19,7

3,4° 55 17,8 16,0

1,3 53 3,6 62,7

Linearizado com BamH| 50 27 26,3 1123
3,2 14,0 15,0 87,5

0,3 22,3 13,0 19,3

Linearizado com Hindl | 53 28,0 7.3 15,0

2,8 25,2 10,2 17,2

& Quando a enzimafoi requerida, 40 unidades foram adicionadas a reagdo.
P Niimero de transformantes por micrograma de DNA.

©O nlimero em negrito representa a média de dois experimentos.

De modo geral, os fungos fitopatogénicos tém sido eficientemente
transformados quando enzima de restricdo esta presente na reagdo, gerando
resultados similares aos observados com C. graminicola (Thon et a., 2000). Na
maioria dos casos a técnica acarretou acréscimo na freqiéncia de transformantes
(Tabela 2). A reacéo de transformacéo de C. heterostrophus na presenca de 100
unidades da enzima Hindlll gerou fregiiéncia de transformantes resistentes a

higromicina 20 vezes superior ao tratamento controle, plasmideo linear sem
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enzima (Lu et al., 1994). A recuperacdo de transformantes de Alternaria alternata

patétipo tomate foi sete vezes maior quando 20 unidades de Hindlll/reacdo

mediaram aintegragdo do vetor no genoma do fungo (Akamatsu et al., 1997).

TABELA 2. Efeito da adicdo de enzima de restricdo na eficiéncia de

transformacé&o (ET) de fungos fitopatogéni cos.

_ _ Efeito da _
Fungo fitopatogénico _ Referéncia
enzimanaET*
Cochliobolus heter ostrophus Positivo Luetal., 1994
Calletotrichum lindemuthianum Positivo Redman & Rodriguez, 1994
Magnaporthe grisea Positivo Shi et al., 1995
Ustilago maydis N&o afetou | BOlker et al., 1995
Alternaria alternata patotipo -
Positivo Akamatsu et al., 1997

tomate
Mycosphaerella zeae-maydis Positivo Yunetal. 1998
Alternaria alternata pat6tipo .

_ Positivo Tanakaet al., 1999
perajaponesa
Gibberella fujikuroi Positivo Linnemannstons et a., 1999
Mycosphaerellafijiensis N&o afetou | Balint-Kurti et al., 2001
Colletotrichum gloeosporioides Positivo Y akoby et al., 2001

* Positivo = aumento da ET; Ndo afetou = sem aumento da ET.
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U. maydis (Bolker et al., 1995) e M. fijiensis (Balint-Kurti et al., 2001)
representam 0s poucos relatos em que REMI nd&o promoveu incremento na
eficiéncia de transformacdo. Em U. maydis utilizaram-se 50 unidades de BamH|
por reacdo de transformagao, enquanto em M. fijiensis areagado foi conduzida com
10, 50 ou 100 unidades de Bglll. Até o presente, os resultados indicam que REMI
€ dependente da concentragdo da enzima de restricdo. A reacdo de transformagédo
de Alternaria alternata patétipo tomate com mais de 20 unidades de Hindlll ou
Xbal promoveu reducdo significativa no nimero de transformantes (Akamatsu et
al., 1997). Além disso, é possivel que algumas enzimas ndo afetem a eficiéncia de
transformacdo. Em M. grisea, por exemplo, o aumento da freqiéncia de
transformantes foi 10 vezes maior com BamHI ou Bglll, enquanto Hindlll elevou
a eficiéncia em apenas duas vezes (Shi et a., 1995). Portanto, sG0 necessarias
novas investigactes antes de afirmar que REMI néo é eficiente em U. maydis e
M. fijiensis.

O numero de transformantes apresentando apenas uma cépia do vetor
integrada no genoma parece ser outra vantagem de REMI. Na auséncia de
enzimas de restricdo, o DNA transformante € preferencialmente integrado em
multiplas copias in tandem no genoma de Ustilago maydis (Bolker et a., 1995).
Quando REMI foi utilizada, cerca de 90 % dos transformantes apresentaram uma
Unica cépia de pPSMUT no genoma. Como a presenca da enzima favorece a
integracdo de uma Unica copia do vetor? E provavel que presenca da nuclease
durante a transformagdo impossibilita a multimerizacdo do plasmideo antes de
integrar-se no genoma. Essa caracteristica é altamente positiva no que tange a

marcacao fisica de genes, pois facilita a posterior recuperacéo do gene mutado.
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Na maioria dos casos, REMI tem garantido a aleatoriedade dos eventos de
integracdo do vetor. Sweigard et al. (1998), em contrapartida, obtiveram dois
mutantes independentes de M. grisea com inser¢do do vetor no mesmo gene,
PTH2. Lu et al. (1994) também relataram a ocorréncia de dois mutantes com
integracdo do vetor no loco Tox1 de C. heterostrophus. Neste Ultimo caso, pode
ter sido reflexo do tamanho do loco e/ou da riqueza de sitios de reconhecimento
para a enzima de restricdo utilizada na transformacéo. O tipo de enzima de
restricdo utilizada limita o nUmero de sitios acessiveis para integracdo, € mesmo
se obtendo aleatoriedade de insercdo com determinada enzima, outras enzimas
devem ser utilizadas para assegurar insercdes nos varios genes de interesse.
Teoricamente, enzimas reconhecendo sitios com quatro pares de base

promoveriam melhor cobertura do genoma.

TRANSFORMACAO MEDIADA POR Agrobacterium tumefaciens (ATMT)

Agraobacterium tumefaciens, bactéria de solo gram negativa, causa a doenca
conhecida como galha-da-coroa em varias plantas. A bactéria transfere parte de
seu plasmideo Ti (Tumour-inducing), o T-DNA (Transfer DNA), para as células
hospedeiras. A transferéncia depende da ativagdo dos genes vir (genes de
viruléncia) do plasmideo Ti, que é feita por compostos exsudados pelos
ferimentos da planta, como monossacarideos e acetosiringone (AS). O T-DNA se
integra no genoma da planta e a expressdo dos genes onc, presentes em sua

sequéncia, leva a proliferacdo celular e aformacdo de tumor. As Unicas regides do
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T-DNA necessdrias para sua transferéncia sdo as duas sequéncias diretas repetidas
flanqueadoras de 24 pb, conhecidas como borda esquerda (LB - left border) e
borda direita (RB - right border). A elucidagdo do mecanismo de infecgdo da
bactéria despertou a atencdo de pesquisadores, que se valeram desse fendbmeno
biolégico para criar nova ferramenta de transformagdo. A manipulagdo do
plasmideo Ti gerou sistema eficiente de transferéncia de genes, o qual € hoje o
mais empregado na transformac&o de plantas.

Em meados dos anos 90, demonstrou-se que a A. tumefaciens é capaz de
transformar S. cerevisiae, com a integracdo do T-DNA ocorrendo via
recombinacdo homologa ou ilegitima (Bundock et al., 1995; Piers et al., 1996;
Bundock & Hooykaas, 1996). A transferéncia do T-DNA foi, em parte,
dependente dos genes vir. Isolados de A. tumefaciens deficientes na sintese das
proteinas vir reduziram ou anularam a freqiéncia de transformantes de S
cerevisiae. A presenca das sequéncias flanqueadoras do T-DNA foi importante
para 0 mecanismo de transformacdo, tendo sido constatada a auséncia de
transformantes quando o vetor faltando LB e RB foi utilizado (Piers et al., 1996).
Outra caracteristica importante de ATMT em S. cerevisiae foi 0 requerimento
pelo composto fendlico AS. A omissdo de AS ndo permitiu a transformacéo da
levedura (Bundock et al, 1995; Pierset a., 1996).

O confronto das informagdes acima sugere semelhangas no mecanismo de
transferéncia do T-DNA nos sistemas eucarioticos superior e inferior. O T-DNA
precisa ser processado pela clivagem de LB e RB e entéo, transferido para a

levedura por aparato similar ao utilizado para a transformacéo de plantas.
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O sucesso da agro-transformacéo de levedura foi rapidamente estendido
para outros sistemas fangicos. Ao ser co-cultivada com fungos filamentosos, A.
tumefaciens foi capaz de transformar espécies como: A. awamori, A. niger, F.
venenatum, T. reesal, C. gloeosporioides, N. crassa (De Groot et a, 1998) e o
cogumelo Agaricus bisporus (De Groot et al, 1998; Chen et a., 2000). Mais
recentemente, a gama de hospedeiros de A. tumefaciens foram anexados
F. oxysporum (Mullins et al., 2001), M. grisea (Rho et a., 2001) e o oomiceto
P. infestans (Vijn & Govers, 2003).

Resumidamente, o procedimento padro para a ATMT em fungos
filamentosos envolve: (1) o cultivo da bactéria; (2) a obtencdo das células do
fungo a ser transformado; (3) o co-cultivo das células bacterianas e fungicas sobre
filtro de nitrocelulose em meio de indugdo com AS e (4) a transferéncia da
membrana para 0 meio de cultura com o0 agente seletivo para os transformantes e
0 antibiotico especifico para matar a bactéria.

A eficiéncia de transformacdo obtida com a técnica tem sido muito
satisfatoria. A ATMT, utilizando protoplastos ou conidios, melhorou a eficiéncia
de transformacdo de A. awamori acima de 600 vezes em comparacdo aos
procedimentos tradicionais. Além disso, a maior parte dos transformantes
continha uma Unica copia do T-DNA integrado aleatoriamente no cromossomo
(De Groot et al., 1998). Em F. oxysporum e M. grisea a agro-transformacao foi
capaz de gerar fregiiéncias de 300 - 500 e 500 - 1000 transformantes/10° conidios,
respectivamente (Mullins et a., 2001; Rho et al., 2001).

A eficiéncia de transformacédo tem sido correlacionada com o numero de

células bacterianas utilizado para a transformacéo e com o tempo de co-cultivo
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dos organismos (Mullins et a., 2001; Rho et al., 2001). Em geral, 0 aumento do
nimero de células bacterianas ou do tempo de co-cultivo resultou em eficiénciade
transformac&o melhorada. Por outro lado, naATMT em M. grisea, 0 maior tempo
de exposi¢ao dos conidios do fungo as células bacterianas resultou em aumento do
numero de copias do T-DNA inseridas no genoma (Rho et al., 2001).

A transformacdo de fungos filamentosos via A. tumefaciens € extremamente
dependente de AS, indicando que a inducdo dos genes vir é essencia para a
transferéncia do vetor (De Groot et a., 1998; Gouka et al., 1999; Chen et al, 2000;
Rho et al., 2001). E fundamental o fornecimento do composto fendlico durante o
periodo de co-cultivo da bactéria com o fungo. Embora AS sgja dispensavel
durante o cultivo das células de A. tumefaciens, a sua auséncia nesta etapa
promoveu reducdo no nimero de transformantes (Mullins et a., 2001; Rho et al.,
2001). Contudo, a pré-inducdo dos genes vir da bactéria exerceu efeito sobre o
nimero de cépia de T-DNA inseridos no genoma de F. oxysporum. Apenas 53 %
dos transformantes gerados por células de A. tumefaciens crescendo em meio com
AS apresentaram uma Unica copia do T-DNA no genoma (Mullins et al., 2001).
Em contrapartida, a transformacdo mediada por bactérias cultivadas em meio sem
AS gerou 80 % de transformantes com apenas uma copia do vetor. Efeito similar
foi verificado comaATMT em M. grisea (Rho et al., 2001).

Vantagem importante de ATMT sobre REMI € a versatilidade na escolha do
material a ser transformado. A transformacéo é eficiente com protoplastos,

esporos, fragmentos de hifas ou fragmentos de basi ocarpo.

25



APLICACOES DAS TECNICAS DE TRANSFORMACAO

Mar cacdo fisica e clonagem de genes

A necessidade de compreender 0S mecanismos que governam a
patogenicidade de fungos importantes economicamente tem estimulado muitas
pesquisas. Uma estratégia € Uutilizar os vetores de transformacdo para
simultaneamente mutar e marcar fisicamente os genes envolvidos na patogénese.
O principio baseia-se na inativagdo de genes via a inser¢do do vetor na regido
regulatéria ou codificadora (mutagénese insercional), com subseqlente
identificagdo dos mutantes de interesse. As proximas etapas incluem: (1) andise
de hibridizacdo de DNA para selecionar eventos de integragdo simples;
(2) recuperacdo do vetor com as sequéncias genOmicas flanqueadoras;
(3) sequenciamento do fragmento recuperado; (4) construgdo e hibridizagdo do
banco gendmico do isolado selvagem, para a clonagem do gene completo; (5)
analise da sequiéncia do gene clonado; (6) pesquisa em bancos de dados de DNA
para fazer inferéncias funcionais, e (7) demonstragdo que o fendtipo mutante
observado é derivado do evento de inserc¢éo do vetor.

Até junho de 2001, as sequiéncias de 79 genes envolvidos na patogenicidade
de fungos foram depositadas em bancos de dados de dominio publico (Idnurm &
Howlett, 2001). Vinte e duas seqliéncias génicas foram identificadas por meio de
mutagénese insercional mediada por técnicas de transformac&o. Genes envolvidos
na biossintese de toxinas de C. heterostrophus (Lu et a., 1994), A. alternata

(Akamatsu et al., 1997; Tanakaet al., 1999) e M. zeae-maydis (Yun et a., 1998), e
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genes envolvidos na colonizag&o de espécies de Colletotrichum (Thon et al., 2000;
Dufresne et al., 2000) sdo representantes dessa categoria.

Para ser funcional, a mutagénese insercional precisa contar com método
eficiente de transformagdo, que favorega a integracdo de uma tnica cépia do vetor
em sitios aleatorios no genoma do fungo (Brown & Holden, 1998). Por atender
essas exigéncias, REMI tem melhorado significativamente o processo de
marcagao fisica e clonagem de genes envolvidos na patogénese. A eficiéncia de
REMI como ferramenta para a mutagénese insercional em fungos fitopatogénicos
foi inicialmente verificada em C. heterostrophus. Apés a fata de éxito observada
com mutagénese convencional, Lu et al. (1994) identificaram dois mutantes Tox1’
marcados fisicamente pela presenca do vetor em uma colecdo de 1310
transformantes REMI. Logo em seguida, Bolker et al. (1995) aplicaram REMI em
U. maydis, produzindo uma colecdo de 928 transformantes. Cerca de 1,4 % desses
individuos ndo produziram sintomas em plantas de milho. Andlise mais detalhada
de dois mutantes demonstrou que os fendtipos mutantes observados resultaram da
insercéo do vetor.

A técnica REMI tem sido intensamente utilizada na dissecacdo dos
mecanismos de patogenicidade de M. grisea (Shi et al., 1995; Sweigard €t al.,
1998; Balhadere et al., 1999; Fujimoto et al., 2002). Segundo a classificacdo de
genes de patogenicidade adotada por Idnurm & Howlett (2001), REMI
possibilitou a clonagem de genes envolvidos na producdo de estruturas de
infeccdo (ex., PTH11), nas respostas ao ambiente (ex., PTH2 e PTH3) e na
sinalizacdo celular (ex., PTH4). Mais recentemente, Fujimoto et a. (2002),

objetivando identificar locos de caracteristicas quantitativas controlando a
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patogénese de M. grisea em arroz, obtiveram trés transformantes REMI com
patogeni cidade reduzida marcados fisicamente pelo plasmideo (0,5 %). Dois locos
identificados, PAT144 e PAT531, pareceram afetar a eficiéncia de infecgdo e a
colonizagao dos tecidos do hospedeiro.

A técnica REMI também foi explorada por Thon et a. (2000) na marcacéo
fisica de genes de C. graminicola envolvidos na patogenicidade em milho. Um
dos mutantes detectados teve a seqiiéncia interrompida recuperada e sequienciada.
O gene CPR1, assim designado, apresentou homologia com componente de um
complexo peptidase sinal de S. cerevisiae, e foi hipotetizado estar envolvido na
transi¢cao da fase biotréfica para a fase necrotréfica do processo de infecgao.

Embora muitas vezes eficiente no estudo de patogenicidade fungica, REMI
apresenta significativa taxa de mutagbes ndo marcadas fisicamente. Essas
mutacOes podem ser geradas espontaneamente ou pelo reparo do DNA induzido
por REMI. Em M. grisea, Sweigard et al. (1998) obtiveram aproximadamente
1/3 de mutantes REMI ndo marcados fisicamente pelo gene codificador da
resisténcia a higromicina. Resultado similar foi obtido com atransformacéo REMI
em C. heterostrophus (Lu et al., 1994), enquanto em U. maydis 30 a 50 % das
mutacdes ndo foram marcadas pela presenca do vetor (Bolker et a., 1995). Essas
mutacdes sdo facilmente identificadas em fungos que apresentam ciclo sexual em
laboratorio, porém, para aqueles onde a fase sexual ndo foi relatada aidentificacéo
pode consumir algum tempo. Rearranjos e delecdes de DNA podem também
ocorrer no sitio de integracdo. Sweigard et al. (1998) mencionaram ocorréncia de
delecbes largas em mutantes M. grisea, especificamente pthll-1 e pthl2,

superiores a 10 Kb. Surpreendentemente, a deficiéncia de giberelina manifestada
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por 26 mutantes de G. fujikuroi, fungo patogénico ao arroz, obtidos por
procedimentos convencionais de transformacdo e por REMI, ndo foi devido a
insercdo do vetor (Linnemannsténs et al., 1999). Andises Southern blot e
eletroforese em campo pulsado (PFGE) indicaram rearranjos envolvendo delegbes
largas e translocagbes no cromossomo 4 do fungo. A adequagdo do protocolo
REMI, no que concerne ao tipo e a concentragéo da endonuclease de restricéo,
pode minimizar o problema de mutagdes ndo marcadas fisicamente (Mullins &
Kang, 2001).

Embora ndo tenham sido encontrados relatos, ATMT constitui ferramenta
alternativa a REMI, exibindo grande potencia para a marcacéo fisica de genes de
fungos fitopatogénicos. Assim como REMI, a ATMT atende todos os pré-
requisitos para marcacao fisica eficiente de genes de patogenicidade. Além disso,
embora ainda ndo elucidado, acredita-se que a taxa de mutacdes ndo marcadas em
ATMT sgja inferior a observada em REMI. A suposicdo é reflexo da aparente
fidelidade nos eventos de integracdo (apenas pequenas delecbes tém sido
detectadas em ambas as bordas do T-DNA) e dos menores danos causados no

genoma do hospedeiro.

Andlise funcional

As funcBes da maioria dos genes recentemente descobertos tém sido
prontamente identificadas por comparagdo com as seqUéncias previamente
depositadas nos bancos de dados. No entanto, a analise computadorizada néo é
suficiente para identificar a funcdo génica com alta confiabilidade, necessitando-

se de experimentacao.
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A forma mais direta de obter informagdes consistentes sobre fungdo génica
é criando mutacdes do tipo perda-de-fungdo. No processo convencional, um gene
previamente clonado € manipulado de forma a tornar-se inativo, e em seguida é
introduzido no genoma da espécie hospedeira via técnicas de transformagdo. Se o
sistema em estudo permitir a ocorréncia de eventos de recombinacdo homologa, o
gene selvagem sera substituido pelo alelo inativo. Posteriormente, procede-se a
andlise do fendtipo resultante, fazendo-se inferéncias sobre a funcéo génica.

A mutagénese direcionada permitiu demonstrar o papel de muitos genes
fungicos nos processos de formacdo de estruturas de infeccdo, resposta ao
ambiente, producdo de toxinas e sinalizacdo celular (Idnurm & Howlett, 2001). A
maior limitagdo desse método € a baixa freqliiéncia dos eventos de recombinacéo
homaologa em fungos filamentosos (Fincham, 1989; Mullins & Kang, 2001). Em
decorréncia disso, € grande o niUmero de transformantes a ser analisado para se
chegar ao mutante com perda-de-funcéo.

Alternativa potencial aos procedimentos convencionais € a transformacéo
mediada por Agrobacterium. A bactéria tem mediado, em alguns casos, a
integracdo eficiente do DNA transformante via eventos de recombinacéo
homologa. A freqiéncia de recombinacdo homéloga observada em
Kluyveromyces lactis foi reproduzida em F. oxysporum (Bundock et al., 1999;
Mullins & Kang, 2001). Cerca de 70 % dos individuos agro-transformados
apresentaram a substituicio do gene homdlogo de S cerevisiae, SNF1
(codificador de proteina quinase requerida para a expressdo de enzimas

degradadoras de parede), pelo aelo inativo. Se essa propriedade for constatada
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Como regra, a agro-transformacéo constituira método importante para a genémica

funcional de fungos fitopatogénicos.

M elhor amento genético de espécies

O estabelecimento de técnicas de biologia molecular para fungos
filamentosos, especialmente sistemas de transformagao, possibilitou a introdugédo
de novas caracteristicas em espécies-alvo.

Basicamente, as estratégias para obter individuos geneticamente melhorados
incluem: (1) gerar cdpias multiplas de genes enddgenos; (2) modificar a regulacéo
génica e (3) expressar genes provenientes de outras espécies ou organismos.
Delineada a estratégia, 0 vetor contendo a construcdo génica de interesse,
incluindo sequiéncias promotora e terminadora ativas na linhagem recipiente, é
introduzido no genoma da espécie hospedeira.

Obviamente, espécies de importancia industrial tém sido mais comumente
submetidas a0 melhoramento genético. No entanto, € possivel encontrar alguns
bons exemplos de melhoramento genético de espécies de fungos fitopatogénicos.
O melhoramento da atividade antagonista de Trichoderma harzianum é um deles
(Limén et al., 1999). Individuos apresentando 8 a 12 copias do gene CHIT33, os
quais superexpressavam quitinase, foram mais eficientes na inibicdo do
crescimento in vitro de Rhizoctonia solani em relacéo ao individuo selvagem.

Mais recentemente, técnicas de transformacdo mediaram o aumento da
patogenicidade do fungo nematéfago Arthrobotrys oligospora. Ahman et al.
(2002) obtiveram mutantes de A. oligospora com copias adicionais de PlI, gene

codificador de protease serinica extracelular pertencente a familia subtilisina de
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proteases serinicas. Embora sua funcdo ndo esteja totalmente esclarecida, acredita-
se gque Pl exerca funcéo na patogenicidade do fungo. Os mutantes com multiplas
copias de PIl apresentaram maior numero de estruturas de infeccdo e maior
velocidade de captura, 0 que os tornaram mais eficientes no processo patogénico

ao nematdide Panagrellus redivivus.

FATOSE PERSPECTIVAS

As técnicas de transformacéo tém cumprido eficientemente o seu papel na
mutagénese insercional, contribuindo para o acumulo de informagdes acerca da
patogenicidade de fungos em plantas (Idnurm & Howlett, 2001). Do total de
sequéncias génicas depositadas em bancos de dados até a metade de 2001, cerca
de 30 % foram identificadas e clonadas via mutagénese insercional mediada por
transformacéo.

A técnica REMI mostrou ser método eficiente de investigacdo da
patogenicidade de fungos como U. maydis (Bolker et a., 1995), M. grisea
(Sweigard et al., 1998), Coalletotrichum graminicola (Thon et a., 2000) e F.
oxysporum (Namiki et al., 2001). Paraelamente, ATMT emerge com grande
potencial para a marcacéo fisica genes requeridos para a fitopatogénese. Embora
ndo totalmente elucidado, acreditase que ATMT apresente freqiéncia de
mutacdes ndo marcadas inferior a observada com REMI.

Além disso, as técnicas de transformacéo tém contribuido para a andlise

funcional de genes de fungos fitopatogénicos previamente clonados. E com os
32



avancos dos projetos genoma, mais do que nunca, tecnologia constituira
ferramenta valiosa para a gendmica funcional.

Aliado a mutagénese insercional e a mutagénese dirigida, a obtencdo de
fungos expressando as proteinas verde fluorescente (GFP) e/ou vermelha
fluorescente (DsRed) contribuira para a elucidagdo de detalhes nas interacfes
fungo-planta, ampliando o conhecimento sobre o desenvolvimento do patégeno
no hospedeiro. A fluorescéncia diferenciada exibida por essas proteinas e outras
derivadas poderd ser explorada em fitopatologia e na ecologia de fungos,
principalmente em aspectos relativos ao controle biolégico de doencas de plantas
(Mikkelsen et al., 2003).

Diante da ampla linha de pesquisa, cabe a comunidade cientifica nacional
despertar para a tecnologia de transformacdo e mutagénese, e aplicar
criteriosamente tais ferramentas visando a compreensdo das espécies
reconhecidamente importantes bem como de toda a biodiversidade ainda

inexplorada.
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RESUMO
Protoplastos constituem ferramentas biol6gicas importantes para pesquisas

em fungos filamentosos, sendo empregados intensamente em sistemas de
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transformacéo genética. A protoplastizacdo de Magnaporthe grisea foi facilitada
com o advento de Novozym 234, preparagdo enzimdtica comercial a base de
glucanases e quitinases. A indisponibilidade deste complexo enzimético no
mercado estimulou a comparacdo da eficiéncia de outras enzimas liticas
disponiveis comerciadmente na obtencdo de protoplastos de M. grisea.
Paralelamente, foram analisados estabilizadores osméticos, tempos de digestéo e
freqiiéncia de regeneracdo. Maior producéo de protoplastos de M. grisea foi
obtida com o0 uso simultaneo de Lysing Enzymes e Cellulase Onozuka R-10. A
utilizacdo de 10 ou 15 mg de cada preparacdo enzimética, em 3 mL de
estabilizador osmético, resultou em maior liberacdo de protoplastos. O melhor
estabilizador osmatico foi MgSO4 a 1,2 M / NaH,PO, a 0,01 M (pH = 5,8),
seguido por MgSO, a 0,8 M / NaH,PO4 a 0,01 M (pH = 5,8). A producédo de
protoplastos de M. grisea foi monitorada a cada 60 minutos, e foi maior com
periodo de incubacdo de 3 a 6 horas. No entanto, maior frequiéncia de regeneracéo
(19,4 %) foi registrada para protoplastos gerados com 3 horas de hidrdlise

enzimética.

Palavras-chave: Protoplastizacéo, brusone, Pyricularia grisea, P. oryzae.

ABSTRACT
ISOLATION AND REGENERATION OF Magnaporthe grisea
PROTOPLASTS
Protoplasts are important biological tools in filamentous fungi research.

Fungal protoplasts have been extensively used in genetic transformation
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experiments. Protoplastization of Magnaporthe grisea, the rice blast fungus, was
accomplished with Novozym 234, a commercia enzymatic preparation with
glucanase and chitinase activities. However, this enzymatic complex is no longer
commercially available, thus efficiency of several others commercial enzymesin
M. grisea protoplasts preparation was investigated. Osmotic buffer, digestion time
and regeneration rate were also analyzed. The highest protoplasts production was
obtained with Lysing Enzymes plus Celulase Onozuka R-10. Ratios of
10 to 10 mg or 15 to 15 mg of enzymes to 3 mL of buffer were most effective for
the protoplasts yields. The best osmoatic buffer was MgSO, at 1.2 M / NaH PO, at
0.01 M (pH = 5.8), followed by MgSO, at 0.8 M / NaH,PO, at 0.01 M (pH = 5.8).
The M. grisea protoplasts yield was increased with 3 to 6 hours of incubation.
However, the highest regeneration frequency (19.4 %) was recorded for 3 hours

incubated protoplasts.

INTRODUCAO

O isolamento de protoplastos, células artificialmente desprovidas de parede,
é procedimento bem estabelecido para fungos filamentosos (Peberdy, 1989). A
aplicabilidade da técnica baseiase na suposicdo que o0s protoplastos sdo
fisiologicamente andl ogos as células intactas das quais foram derivados.

Protoplastos foram inicialmente explorados em estudos morfoldgicos,
bioquimicos e fisiolégicos. Em anos recentes, protoplastos tém constituido

ferramentas biolégicas importantes para a manipulagdo genética de fungos
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filamentosos (Peberdy, 1989). Protoplastos sdo requeridos para a fusdo somética
de individuos pertencentes a géneros ou espécies distintas, para a determinacéo do
nimero e/ou tamanho de cromossomos, bem como para a localizagdo de genes
especificos em cromossomos por meio de PFGE, e etroforese de campo pulsado
(Peberdy, 1989). Além disso, 0s protoplastos sdo substratos importantes para a
técnica REMI, Restriction Enzyme-Mediated Integration (Schiestl & Petes, 1991),
e outros métodos de transformagéo genética.

Freglentemente, na protoplastizacdo utilizam-se fragmentos de micélio
jovem ou esporos assexuais, germinados ou ndo; basididsporos podem ser
utilizados no caso de basidiomicetos como Agaricus (Fincham, 1989; Ruiz-Diez,
2002). Embora métodos mecanicos possam ser aplicados, usualmente a remocao
da parede celular ocorre pela acdo de enzimas liticas, em meio osmoticamente
balanceado. Além da espécie fungica e do tipo de célula utilizada, a liberacéo de
protoplastos depende de fatores como: (1) a composicdo do meio de cultivo;
(2) o estado fisioldgico da cultura; (3) o tipo e a concentracdo da enzima litica;
(4) o tipo e a concentracdo do estabilizador osmético; (5) o tempo de digestéo e
(6) o pH e a temperatura do sistema. Apos a liberacéo, quando em meio nutritivo
apropriado, os protoplastos sdo capazes de regenerar a parede celular, dando
origem a0 micélio. Contudo, as taxas de regeneracdo e reversdo variam de
organismo para organismo, geralmente nunca atingindo 100 % (Aguilar, 1991).

Os primeiros ensaios de protoplastizacéo de fungos filamentosos datam final
da década de 50, e foram desenvolvidos com Neurospora crassa (Emerson &
Emerson, 1958; Bachmann & Bonner, 1959). A partir dai, muitos fungos

filamentosos, incluindo espécies fitopatogénicas como Alternaria eichhorniae
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(Shabana & Charudattan, 1997), Crinipellis perniciosa (Lima et al., 2003),
Fusarium oxysporum, F. moniliforme (Vazquez & Figueroa, 1996), F.
graminearum (Wiebe et al., 1997) e Sclerotium rolfsii (Farifia et al., 2004) tém
sido alvos de protopl astizagéo.

Os primeiros protoplastos de Magnaporthe grisea (Hebert) Barr. (anamorfo:
Pyricularia grisea, P. oryzae), principal patdgeno da cultura do arroz (Ou, 1985),
foram obtidos a partir da combinacdo de enzimas comerciais (Hosokawa &
Kosaka, 1976). Complexo enzimético extraido de Bacillus circulans também foi
relatado como capaz de protoplastizar M. grisea (Tanaka et a., 1981). Contudo, a
producdo de enzimas a partir de microrganismos € trabalhosa, e as preparacoes
tém grandes variacdes na proporc¢ao relativa das diferentes enzimas liticas.

A protoplastizacéo de M. grisea foi facilitada com o advento da formulacéo
comercial Novozym 234 (Novo Nordisk Ltd.), devido a sensibilidade da parede
celular a esta preparagdo. Novozym 234, complexo hidrolitico a base de
glucanases e quitinases extraido de Trichoderma sp., tornou-se o sistema
enzimético praticamente universal para a obtencdo de protoplastos de M. grisea
(Talbot et al., 1993; Shi et a., 1995; Sweigard et a., 1998; Balhadére et al., 1999).
No entanto, atual mente Novozym 234 ndo se encontra disponivel no mercado.

A indisponibilidade de Novozym 234 e a necessidade de obter protoplastos
para o estabel ecimento de mutagénese insercional mediada por REMI, motivaram
a avaliacéo da eficiéncia de algumas enzimas liticas disponiveis comercialmente
na protoplastizacdo de M. grisea. Além disso, foram anaisados o tipo e a
concentracdo de estabilizadores osméticos, tempos de digestéo e a regeneracéo

dos protoplastos.
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MATERIAL E METODOS

Magnaporthe grisea e condicdes de cultivo

Foram utilizados os isolados 1-21 e |-22, patogénicos ao arroz, gentilmente
cedidos pelo Laboratério de Fitopatologia Molecular da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS. Os isolados foram cultivados em meio de
farinha de arroz-agar (FAA - 20 g de farinha de arroz com casca, 5 g de sacarose,
15 g de &gar, 1 L de agua destilada) por 5 a 7 dias em BOD a 28 °C, no escuro.
Para a preservacao do fungo em longo prazo, pedacos (4 cm?) de papel-manteiga

colonizados pelo micélio foram mantidos a- 80 °C (Vaent et al., 1991).

Obtencao dos protoplastos de M. grisea

Para o isolamento de protoplastos, inicialmente foi obtida cultura-estoque
dos isolados. Discos de agar com micélio do fungo foram transferidos para
erlenmeyer 250 mL contendo meio completo (MC - 0,5 % de sacarose; 0,6 % de
extrato de levedura; 0,6 % de caseina acida hidrolisada) e submetidos a
130 - 150 rpm, a 28 - 30 °C, por 4 dias. Uma fragdo da cultura-estoque foi
transferida para outro erlenmeyer 250 mL contendo MC e permitida crescer por
48 horas nas mesmas condi¢oes.

A massa micelial com 48 horas de cultivo foi filtrada, lavada duas vezes
com estabilizador osmaético e permitida secar em camara de fluxo por alguns
minutos. O procedimento padréo para a protoplastizacdo envolveu a adicdo da

enzima litica em 3 mL de estabilizador osmético contendo 100 mg de micélio
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umido do fungo. Esta mistura foi mantida em agitador (100 rpm) a 28 - 30 °C por
periodo de tempo variando de 1 a 6 horas.

Todos os fatores foram analisados em dois ensaios independentes, e cada
tratamento foi aplicado em quatro unidades experimentais (erlenmeyer 25 mL).
Os protoplastos foram observados ao microscopio e quantificados em camara de

Neubauer.

1. Digestdo do micélio

Foram testados os seguintes sistemas liticos: 1 - Controle (sem enzima
litica); 2 - Lyticase (Sigma Chemicals Co.); 3 - Lysing Enzymes (Sgma Chemicals
Co.); 4 - Driselase (Sgma Chemicals Co.); 5 - Glucanex (Novo Nordisk Ltd.);
6 - Cellulase Onozuka R-10 (Yakult Biochemical Co. Ltd.); 7 - Lysing Enzymes +
Cedllulase Onozuka R10; 8 - Glucanex + Cellulase Onozuka R10 e 9 - Lysing
Enzymes + Glucanex. Quinze miligramas de enzima foram misturados ao
estabilizador osmético MgSO, a 1,2 M / NaH,PO4 a 0,01 M (pH = 5,8). Quando
em combinagdes, as enzimas foram usadas em proporcdes iguais (7,5 mg de cada

enzima). A protoplastizacéo foi efetuada por 5 horas.

2. Concentracao da enzima litica

Para estabelecer a melhor relacdo massa micelial:enzima, seguindo os
mesmos procedimentos, foram preparadas misturas para a digestédo com diferentes
quantidades (mg) do sistema enzimético que liberou o maior nimero de
protoplastos. A protoplastizacdo foi efetuada por 5 horas, utilizando-se o

estabilizador osmético MgSO, a1,2 M / NaH,PO4 a0,01 M (pH = 5,8).
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3. Tipos de estabilizador es osmoticos

O estabilizador osmético afeta a protoplastizagcdo. O soluto deve promover
condicdes favoraveis para a atividade da enzima e proteger os protoplastos contra
a lise. Por isso, foi verificada a eficiéncia de estabilizadores osmoticos
empregados tradicional mente na protoplastizagéo de fungos filamentosos, os quais
incluiram: 1 - Controle (agua destilada); 2 - MgSO4 a 0,6 M / NaH,PO4 a0,01 M
(pH =5,8); 3 - MgSO4 a0,8 M / NaH,PO, a 0,01 M (pH = 5,8); 4 - MgSO, a
1,2 M / NaH;,PO, a 0,01 M (pH = 5,8); 5- KCl a0,7 M / NaH,PO, a 0,1 M
(pH =5,9); 6 - NaCl a0,8 M / NaH,PO4, a0,1 M (pH = 5,8); 7 - Sorbitol 20,6 M /
NaoHPO, a0,1 M (pH = 8,0) e 8 - Sacarose 20 % / EDTA a 50 mM / citrato tri-
sédico a 20 mM (pH = 8,0). A protoplastizacdo foi efetuada por 5 horas, sendo

utilizado o sistera enzimatico mais eficiente, em sua melhor concentracao.

4. Tempos de exposi¢ao ao sistema enzimatico

A combinacdo sistema enzimatico:concentracdo de enzima:estabilizador
osmotico mais eficiente na protoplastizacéo do fungo foi avaliada em diferentes
tempos de incubacdo, variando de 1 a 6 horas. A cada 60 minutos, fracdes da
suspensdo de protoplastos foram retiradas assepticamente de cada repeticdo, com

pipeta, e quantificadas em camara de Neubauer.

Regeneracao dos protoplastos de M. grisea
Apbés a adequacdo das condicbes para a protoplastizacdo, suspensdes
purificadas de protoplastos, obtidas com 3, 4 ou 5 horas de digestdo, foram

examinadas quanto a capacidade de regeneracdo da parede celular.
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Sistema de duas fases liquidas foi usado para a purificacgo dos protoplastos.
Brevemente, os protoplastos liberados em MgSO, a 1,2 M / NaH,PO, a 0,01 M
(pH = 5,8) foram colocados em tubo corex (15 mL) e, suavemente, adicionaram-
se 4 mL de estabilizador ST (sorbitol a 0,6 M, TrissHCl a 0,1 M, pH = 8,0).
Posterior a centrifugagdo em rotor de cagcamba (3000 rpm/5 minutos), oS
protoplastos se agregaram na interface dos estabilizadores osméticos. Os
protoplastos foram transferidos para outro tubo corex, ressuspendidos em 2 mL de
estabilizador STC (sorbitol a1 M, Tris-HCl a 0,05 M, CaCl, a0,05 M, pH = 8,0)
e precipitados por centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos. Apos trés ciclos de
lavagem em STC, a concentracdo de protoplastos foi gjustada para 10/mL de
STC.

Em ensaio preliminar, a regeneracdo dos protoplastos 1-22, liberados com
5 horas de digestéo, foi avaliada em cinco meios de regeneracéo: TB3 (20 % de
sacarose; 0,3 % de extrato de levedura; 0,3 % de caseina écida hidrolisada; 2 % de
agar); BDA acrescido de MgSO, a 1,2 M (pH = 5,8); BDA acrescido de NaCl a
0,8 M (pH = 5,8); BDA acrescido de sorbitol a1 M (pH = 8,0) e Czapek contendo
20 % de sacarose e 2 % de &gar. Embora ndo tenha sido quantificada, a freqiéncia
de regeneracéo foi aparentemente maior em TB3. Assim, TB3 foi selecionado
para avaliar a influéncia do tempo de digestdo na capacidade regenerativa dos
protoplastos.

Um volume de 20 uL, contendo nimero conhecido de protoplastos, foi
semeado em placas de Petri pela técnica do cultivo em mistura (pour plate),
utilizando-se TB3 ou meio completo-agar (MCA - 0,5 % de sacarose; 0,3 % de

extrato de levedura; 0,3 % de caseina écida hidrolisada; 2 % de égar).
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O efeito do tempo de digestdo na regeneracao dos protoplastos foi avaliado
em dois ensaios. Os tratamentos foram aplicados em 12 unidades experimentais
(placas de Petri), as quais foram mantidas a 28 °C em BOD sem luz, por 7 dias.

Calculou-se a porcentagem de regeneracdo segundo a formula:

Regeneracéo (%) = (A - B)/C x 100

Onde: A - niUmero de colbnias crescidasem TB3
B - nimero de col6nias crescidas em MCA

C - nimero total de protoplastos plaqueados

No ultimo ensaio, seis coldnias foram removidas de placas de regeneracéo
de cada tratamento e transferidas para placas de Petri com FAA. Dez placas por
tratamento foram preparadas e incubadas a 28 °C em BOD sem luz. Este
experimento visou avaliar a frequiéncia de col6nias inaptas a reverter para aforma

micelial, ou sgja, afreguéncia de colbnias abortadas.

Andlise dos dados
Foi verificada a adequacéo dos dados quanto as pressuposi ¢oes da andlise de
variancia. Os procedimentos estatisticos, andlises de variancia e testes de média,

foram realizados com o programa SAS System (SAS Ingtitute, Cary, NC).



RESULTADOS

Obtencao dos protoplastos de M. grisea

1. Digestdo do micélio

A liberac&o de protoplastos de M. grisea 1-21 foi influenciada pelo sistema
enzimético. Nos dois ensaios, houve a mesma tendéncia para a eficiéncia dos
tratamentos, ndo se observando protoplastos quando Driselase ou Lyticase foi
utilizada (Figura 1). O micélio I-21 foi sensivel a Lysing Enzymes ou a Glucanex.
A combinacdo de Lysing Enzymes e Cellulase Onozuka R10 aumentou a producédo
de protoplastos em 225 % e 59 % no primeiro e no segundo ensao,
respectivamente, quando comparada com Lysing Enzymes isolada (Figura 1). Do
mesmo modo, a combinacdo de Glucanex e Cellulase Onozuka R10 foi mais
eficiente do que Glucanex (Figura 1). Agindo individuamente, Cellulase
Onozuka R10 liberou protoplastos apenas no segundo ensaio.

A protoplastizacdo de M. grisea 1-22 foi avaliada e, também para este
isolado, Driselase ou Lyticase ndo promoveu a liberacdo de protoplastos
(Figura 2). A producéo de protoplastos obtida com Cellulase Onozuka R10 no
primeiro e no segundo ensaio foi de 4,4 x 10°mL e 50 x 10°/mL,
respectivamente. Lysing Enzymes e Glucanex, agindo separadamente, foram
eficientes na liberacdo de protoplastos, com médias superiores a
10" protoplastos/mL. Contudo, 1-22 foi mais sensivel & combinacgo de Lysing
Enzymes e Cellulase Onozuka R10, seguida pela combinacdo de Glucanex e

Cedllulase Onozuka R10.
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Sistema enzimatico

Numero de protoplastos de Magnaporthe grisea, isolado 1-21, apos
5 horas de incubacdo a 28 - 30 °C, a 100 rpm, com diferentes
sistemas enzimaticos. Mistura de digestdo: 100 mg de micélio,
15 mg de enzima e 3 mL de MgSO,4 a 1,2 M em tampao fosfato a
0,01 M (pH = 5,8). Quando em combinacdo, usaram-se 7,5 mg de
cada enzima. As barras representam o0 desvio padrdo. Em cada
ensaio, tratamentos com mesma letra ndo diferem pelo teste de

Tukey a5 %.
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Sistema enzimatico
FIGURA 2. Numero de protoplastos de Magnaporthe grisea, isolado 1-22, apbs
5 horas de incubagdo a 28 - 30 °C, a 100 rpm, com diferentes
sistemas enziméticos. Mistura de digestdo: 100 mg de micélio,
15 mg de enzima e 3 mL de MgSO,4 a 1,2 M em tampéo fosfato a
0,01 M (pH = 5,8). Quando em combinacdo, usaram-se 7,5 mg de
cada enzima. As barras representam 0 desvio padréo. Em cada
ensaio, tratamentos com mesma letra ndo diferem pelo teste de

Tukey a5 %.

57



2. Concentracao da enzima litica

Uma vez que numero satisfatério de protoplastos foi liberado com o uso
simultaneo de Lysing Enzymes e Cellulase Onozuka R10, o efeito da concentragéo
enzimatica na protoplastizacdo de M. grisea foi verificado com base nessa
combinacdo de enzimas (Figura 3). Este ensaio e 0s subsequentes foram
realizados apenas com o isolado 1-22. Foram testadas concentragfes que variaram
de 2,5 a 15 mg de cada enzima por 3 mL de estabilizador osmatico.

De maneira geral, a producdo de protoplastos aumentou com o aumento da
concentracdo enzimética (Figura 3). Em ambos os ensaios, maior nimero de
protoplastos foi alcancado quando cada enzima foi utilizada em quantidade
superior a 7,5 mg. Os picos das curvas de protoplastizacdo foram atingidos
quando o sistema enzimatico foi constituido por 10 mg de Lysing Enzymes e
10 mg de Cellulase Onozuka R10. Nessa condicdo, a média dos ensaios
correspondeu a 4,9 x 10’ protoplastosmL. Essa média foi reduzida para
4,6 x 10" protoplastos/mL quando se utilizou o sistema litico mais concentrado, ou

sgja, 15 mg de cada enzima (Figura 3).

58



6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

0,00

6,00

Protoplastos (x 10°)/mL

5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

0,00

1° ensaio
)
T/
n
2°ensaio /{\\I
—
0
il
o s 1 15 2 %

Quantidadetotal deenzima
(Lysing Enzymes + Cellulase Onozuka R10, em mg)

FIGURA 3. Numero de protoplastos de Magnaporthe grisea, isolado 1-22, em

funcdo da concentracdo de Lysing Enzymes e Cédlulase
Onozuka R10. Mistura de digestdo: 100 mg de micélio, cada enzima
variando de 2,5 a 15 mg e 3 mL de MgSO, a 1,2 M em tampéo
fosfato a0,01 M (pH = 5,8). Protoplastizacéo realizada por 5 horas a

28 - 30°C, a 100 rpm. As barras representam o desvio padréo.
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3. Tipos de estabilizador es osmoticos

A protoplastizagdo do 1-22 foi influenciada pelo soluto empregado no
sistema litico (Figura 4). Em ambos o0s ensaios, houve a mesma tendéncia para a
eficiéncia dos estabilizadores osmaticos.

Maior liberagcdo de protoplastos foi observada com a solu¢éo de MgSO, a
1,2 M, com médias de 5,1 x 10’ e 5,0 x 10" protoplastosmL no primeiro e no
segundo ensaio, respectivamente (Figura 4). A solugdo de MgSO, a 0,8 M
também foi eficiente na liberacdo de protoplastos [-22, com média dos ensaios de
4,1 x 10" protoplastomL. A estabilizacdo com MgSO; a 0,6 M foi similar &
obtidacom KCl a0,7 M (Figura 4).

Entre os sais, a solucdo a base de NaCl foi a menos eficiente na
estabilizagdo da protoplastizacso de I-22, possibilitando a producéo de 1,3 x 10" e
0,9 x 10" protoplastosmL no primeiro e no segundo ensaio, respectivamente
(Figura 4).

Duas solucfes compostas por aclcares foram testadas como estabilizadores
osmoaticos para a liberagdo de protoplastos [-22. O emprego de solucéo a base de
sacarose ou sorbitol promoveu baixa producdo de protoplastos, média dos ensaios
de 0,6 x 10’/mL e 0,9 x 10%mL, respectivamente (Figura 4).

Embora ndo mensurados, em observacbes ao microscopio optico, 0s
protoplastos pareciam maiores quando liberados em estabilizadores osméticos
compostos por sais. Em contrapartida, protoplastos aparentemente menores foram

observados quando sorbitol ou sacarose foi utilizado.
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FIGURA 4. Numero de protoplastos de Magnaporthe grisea, isolado 1-22, em
funcdo do estabilizador osmaético. Mistura de digestdo: 100 mg de
micélio, 10 mg de Lysing Enzymes, 10 mg de Cedlulase
Onozuka R10 e 3 mL de estabilizador. Protoplastizacdo realizada
por 5 horas a 28 - 30 °C, a 100 rpm. As barras representam o desvio
padrdo. Em cada ensaio, tratamentos com mesma letra ndo diferem

pelo teste de Tukey a5 %.
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4. Tempos de exposi¢ao ao sistema enzimatico

A protoplastizacdo de M. grisea 1-22 foi monitorada a cada 60 minutos,
durante 6 horas de digestdo. Em ambos os ensaios, protoplastos do I-22 puderam
ser observados com apenas 1 hora de incubagdo, porém em baixo nimero
(Figura 5). Aumento na producdo de protoplastos foi constatado a partir da
terceira hora de incubagdo. As maiores producOes de protoplastos foram
registradas com periodo de incubac&o de 3 a 6 horas.

Entre a terceira e a quinta hora de incubacdo, o nimero de protoplastos
manteve-se estavel, em torno de 5,0 x 10°/mL. A partir da quinta hora de hidrélise
enzimética, observou-se reducdo na liberagdo de protoplastos em ambos os
ensaios (Figura).

Esta representada na Figura 6 uma preparacéo de protoplastos do isolado
[-22 obtida com 3 horas de incubacdo do micélio em estabilizador osmético
MgSO, a 1,2 M / NaH,PO, a 0,01 M (pH = 5,8) contendo 10 mg de Lysing

Enzymes e 10 mg de Cellulase Onozuka R10.
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Numero de protoplastos de Magnaporthe grisea, isolado 1-22, em
funcdo do tempo de digestdo. Mistura de digestdo: 100 mg de
micélio, 10 mg de Lysing Enzymes, 10 mg de Cedlulase
Onozuka R10 e 3 mL de MgSO, a 1,2 M em tampdo fosfato a
0,01 M (pH = 5,8). Protoplastizacéo realizada a 28 - 30 °C, a 100

rpm. As barras representam o desvio padréo.
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FIGURA 6. A a D: Fotomicrografias de protoplastos de Magnaporthe grisea,

isolado 1-22. Mistura de digestdo: 100 mg de micélio, 10 mg de
Lysing Enzymes, 10 mg de Cellulase Onozuka R10 e 3 mL de
MgSO, a 1,2 M em tampdo fosfato a 0,01 M (pH = 5,8).
Protoplastizac&o realizada por 3 horas a 28 - 30 °C, a 100 rpm. As

barras na parte inferior das figuras correspondem a 10 pm.

Regener acdo dos protoplastos de M. grisea
A regeneracdo dos protoplastos em TB3 foi relativamente rgpida, com as
primeiras colOnias surgindo no terceiro ou quarto dia de incubagdo. Contudo, ndo

foi elevada, variando de 7,9 a19,4 % (Tabela 1).



TABELA 1. Porcentagem de regeneragdo de protoplastos de Magnaporthe

grisea, isolado 1-22, obtidos com 3, 4 ou 5 horas de hidrélise

enzimética.
Tempo de Digestéo Regeneracéo (%)
enzimética (h)* _ _
1° Ensaio 2° Ensaio
3 15,05** A 1942 a
4 11,77 B 16,43 b
5 7,95 C 9,13 C

* Mistura de digestdo: 100 mg de micélio, 10 mg de Lysing Enzymes, 10 mg de
Cellulase Onozuka R10 e 3 mL de solugdo MgSO,4 a1,2 M em tampéo fosfato a
0,01 M (pH = 5,8). Protoplastizagéo realizada a 28 - 30 °C, a 100 rpm.

** Médias de 12 repeticles e seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem

pelo teste de Tukey a5 %.

A frequéncia de regeneracdo dos protoplastos do 1-22 foi inversamente
proporciona ao tempo de tratamento enzimatico (Tabela 1). Maior porcentagem
de regeneracdo foi obtida com protoplastos gerados com 3 horas de hidrolise
enzimatica. Em ambos 0s ensaios, tempos maiores de exposicdo a0 sistema
enzimatico resultaram em reducdo da capacidade regenerativa dos protoplastos.

Independentemente do tempo de protoplastizacdo, foi possivel constatar
crescimento micelial em todas as col6nias que foram transferidas do meio TB3
para 0 FAA, com 24 horas de incubacdo (Figura 7). A melanizagdo iniciou-se

65



apds 72 horas de repicagem, e com 120 horas todas as col6nias se apresentaram

mel anizadas.

FIGURA 7. Crescimento micelial de Magnaporthe grisea, isolado 1-22, apés a
transferéncia das coldnias do meio de regeneragdo (TB3) para o
meio farinha de arroz-agar (FAA). Avaliacdo realizada apos 5 dias
de incubacdo em BOD a 28 °C no escuro. Os reténgulos na parte
inferior da figura indicam o tempo de protoplastizacdo. Duas

repeticoes de cada tratamento foram apresentadas.
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DISCUSSAO

Devido as variagbes na composicdo da parede celular, as enzimas
hidroliticas desempenham papel-chave na liberacdo de protoplastos, agindo
diferenciadamente de acordo com a espécie fungica e o estado fisioldgico da
cultura. Embora sgja grande a lista de enzimas hidroliticas, até recentemente,
grande parte dos protocolos de protoplastizagdo de fungos filamentosos, incluindo
M. grisea, envolveu o emprego de Novozym 234 (Talbot et al., 1993; Shi et al.,
1995; Vazquez & Figueroa, 1996; Shabana & Charudattan, 1997; Sweigard et al.,
1998; Balhadére et al., 1999; Kim et a., 2000). Com a atual indisponibilidade de
Novozym 234, tornou-se necessario comparar a eficiéncia de outras enzimas
disponiveis comercia mente na protoplastizacdo de M. grisea.

Os ensaios de protoplastizacdo do isolado 1-21, redizados para avaliar a
eficiéncia dos sistemas enzimaticos, apresentaram variacbes consideraveis na
producdo de protoplastos. NUmeros relativamente menores de protoplastos foram
obtidos no primeiro ensaio, no qual foi utilizado micélio cultivado por 72 horas.
No segundo ensaio utilizou-se micélio com 48 horas de cultivo. Acredita-se que 0
maior tempo de cultivo foi o responsavel pela menor liberacéo de protoplastos. A
idade da cultura micelial influenciou grandemente a obtencdo de protoplastos.
Culturas fungicas mais jovens tendem a liberar maior nimero de protoplastos
(Hashiba & Yamada, 1982; Shabana & Charudattan, 1997; Kim et al., 2000).
AlteracOes na parede celular, durante o crescimento do fungo, podem conferir
maior resisténcia a lise (Peberdy et al., 1976). Os resultados sugeriram que, para

ensai os de protoplastizacdo, M. grisea deve ser cultivado no maximo por 48 horas.
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Anteriormente, Driselase foi relatada como eficiente na protoplastizagéo de
M. grisea (Asa et al., 1986; Teraoka et a., 1992). Aqui, esta enzima nao
promoveu a liberagdo de protoplastos dos isolados 1-21 e [-22. Caracteristicas
inerentes aos isolados, ao estado fisioldgico das culturas, ao sistema enzimatico e
a composicdo do estabilizador osmotico podem ter contribuido para os resultados
divergentes. Asa et al. (1986), por exemplo, utilizaram M. grisea cultivado em
meio liguido Czapek-extrato de levedura e o estabilizador KClI a 0,6 M
(pH = 5,8), sendo os melhores resultados obtidos com a combinacdo de Driselase
e Cedlulase Onozuka R10. Além disso, as preparacdes enzimaticas certamente
pertenciam a lotes diferentes, o que implicou em variagdo na proporcao relativa
das enzimas. A producéo de protoplastos de Acremonium chrysogenum variou
com os lotes de Cellulase CP (John and E. Sturge Ltd.), possivelmente devido a
variagdo no contetdo protéico entre os trés lotes testados (Hamlyn et al., 1981).

No geral, a utilizacdo isolada de Cellulase Onozuka R10 promoveu a
liberacBo de numero reduzido de protoplastos. O desempenho inferior dessa
enzimafoi devido a baixa sensibilidade da parede celular de M. grisea a celulase,
conforme jarelatado por Asai et al. (1986).

Individualmente, Lysing Enzymes e Glucanex foram eficientes na obtencéo
de protoplastos de M. grisea. Contudo, o uso simultaneo de Lysing Enzymes ou
Glucanex e Cedlulase Onozuka R10 resultou em aumentos expressivos na
producdo de protoplastos. Muitas vezes, devido a complexidade e diversidade da
parede celular das hifas, a protoplastizacdo de fungos filamentosos tem sido
facilitada pelo enriquecimento do complexo hidrolitico com outros complexos

hidroliticos (Hamly et al., 1981; Hashiba & Yamada, 1982; Asai et a., 1986;
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Teraoka et al., 1992). A eficiéncia superior das combinacfes de enzimas é
supostamente devido a agdo sinergistica dos componentes liticos (Hashiba &
Yamada, 1982). E possivel que a atuagdo de um complexo enzimético torne o
substrato do outro complexo mais acessivel.

A mehor hidrdlise dos congtituintes da parede celular é acancada
adequando-se a propor¢cdo da massa micelial e dos componentes liticos. A
composi¢cdo da parede celular fungica condicionara a concentragdo enzimatica ou
o tempo de digestéo paraamaior liberacdo de protoplastos (Anunciacdo, 1989). A
relacdo micélio:enzima testada variou de 3,3:1 a 20:1, e a maior liberagdo de
protoplastos do [-22 foi obtida com a relacdo de 5:1. Por sua vez, a melhor
digestdo do micélio I-21, usando Glucanex, foi alcancada com arelacéo de 6,6:1
(dados ndo apresentados). Sistemas liticos mais concentrados promoveram
reducdo do numero de protoplastos liberados de ambos os isolados 1-21 e |-22.
Esta reducdo foi atribuida a atividade enzimatica excessiva sobre 0s protoplastos,
0 gue levou ao rompimento da membrana plasmética.

O estabilizador osmaético é outro componente importante a considerar no
estabelecimento do protocolo de protoplastizacdo. O meio estabilizante deve
promover condicOes favoraveis para a atividade enzimética e, principa mente,
apos a remocdo da parede celular, o soluto deve garantir a integridade da célula
até a sintese da nova parede. Estabilizadores osmaticos compostos por sorbitol ou
sacarose sa0 utilizados frequentemente em trabal hos que envolvem a liberagcdo de
protoplastos de M. grisea (Mitchell & Dean, 1995; Choi et a., 1997; Sweigard et
al., 1998). Na protoplastizacéo de |-22, observou-se que os estabilizadores salinos

foram superiores aos estabilizadores compostos por esses agUcares. Efeito
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semelhante foi reportado com espécies de Fusarium (Vazquez & Figueroa, 1996)
e de Penicillium (Dias et al., 1997). Comumente, sais inorganicos sdo mais
eficientes na protoplastizagdo de fungos filamentosos, enquanto aglicares ou
acUcares-alcoois sGo mais apropriados para a liberacdo de protoplastos de
leveduras (Lalithakumari et al. 1996). Contudo, é possivel que o cardter mais
&cido dos estabilizadores salinos tenha favorecido a protoplastizagéo do 1-22, uma
vez que o pH é fator critico para a producéo de protoplastos, por influenciar a
atividade do complexo enzimético e do estabilizador osmético (Vega, 1990).

O tamanho dos protoplastos foi influenciado pelo tipo de estabilizador
osmotico utilizado. Protoplastos aparentemente maiores foram obtidos quando
sais foram empregados na composicado dos estabilizadores. Segundo Peberdy &
Gibson (1971), inducdo ou aumento de vacuolos nos protoplastos pode ocorrer
principalmente quando a estabiliza¢&o da protoplastizacéo é promovida por sais.

A producéo de protoplastos I-22 foi crescente até a quinta hora de incubacéo
do micélio com o sistemallitico. A partir dai, observou-se reducéo da producéo de
protoplastos. Segundo Kim et al. (2000), incubacBes prolongadas com enzimas
liticas podem levar a degeneracéo dos primeiros protoplastos liberados.

A protoplastizacdo é ferramenta valiosa para o estudo de fungos
filamentosos. Mas para tanto, os protoplastos séo requeridos em grande nimero,
minimo de 10%mL, e é necessério ainda que exibam boa capacidade de
regeneracdo. A freqiéncia de regeneracdo € dependente da espécie fungica, em
geral, variando de 0,1 a 50 % (Peberdy, 1991, citado por Santos, 2001),
praticamente ndo atingindo 100 % (Aguilar, 1991). A porcentagem de

regeneracdo dos protoplastos do I-22 foi considerada baixa, maxima aproximada
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de 20 %. Teraoka et a. (1992) relataram frequéncia de regeneracdo de
protoplastos de M. grisea, obtidos com Driselase e Cellulase Onozuka R-10, que
variou de 60 a 70 %. No entanto, as avaliagdes foram feitas em meio liquido.
Possiveis estresses durante o plagueamento pour plate poderiam ter
comprometido a regeneracao dos protoplastos 1-22. Temperatura elevada do TB3
poderia levar a0 rompimento dos protoplastos, contribuindo para a baixa
freguiéncia de regeneracdo. Em Pisolithus tinctorius, a semeadura dos protoplastos
em meio solidificado, com temperaturas mais baixas, resultou no aumento da
porcentagem de regeneracdo, de 1,5 % para 40 % (Anunciacéo, 1989).

A porcentagem de regeneracéo é em alguns casos baixa devido a presenca
de protoplastos anucleados (Lima et al., 2003). Obviamente, a falta de nucleo
reflete em incapacidade de regeneracdo da parede celular. Em Crinipellis
perniciosa, agente causal da vassoura-de-bruxa do cacaueiro, foi constatada a
presenca de aproximadamente 60 % de protoplastos anucleados (Lima et al,
2003). Embora possa ter contribuido para a baixa freqliéncia de regeneracéo dos
protoplastos [-22, a freqUéncia de protoplastos anucleados em Magnaporthe
grisea parece ser relativamente menor. Dos 516 protoplastos do isolado P2
examinados por Tanaka et al. (1981), 45 (9 %) néo apresentaram nucleo.

Existem evidéncias que a incubacdo em diferentes sistemas enzimaticos
também influencia a capacidade de regeneracdo dos protoplastos. Protoplastos de
M. grisea liberados com Helicase (Pharmindustrie) ndo regeneraram a parede
celular (Asai et a., 1986). Assim, Lysing Enzymes-Cellulase Onozuka R10
poderia ter provocado danos na membrana plasmatica dos protoplastos [-22,

comprometendo a regeneracdo da parede celular. Segundo Quicley et al. (1987,
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citados por Vega, 1990), a presenca de alta atividade proteolitica em Novozym 234
poderia explicar, em parte, as baixas frequéncias de regeneragdo dos protoplastos
algumas vezes obtidas com este complexo enzimético.

Apesar de ndo reduzir a producdo, a hidrolise enzimética por 4 ou 5 horas
gerou protoplastos com menor capacidade de regeneracéo da parede celular. Em
Suillus granulatus, a regeneracdo dos protoplastos foi acentuadamente reduzida
guando o tempo de digestéo excedeu 1 hora (Dias et a., 1996). Talvez os residuos
de parede celular, presentes nos protoplastos liberados com menor tempo de
digestdo micelial, facilitam a sintese da nova parede durante a regeneracéo
(Necas, 1971).

O sitio de origem dos protoplastos na hifa parental também poderia explicar
a capacidade diferenciada de regeneracéo. Existe variabilidade quanto ao tamanho
e presenca de organelas (vacuolos e ribossomos, por exemplo) entre protoplastos
liberados de regifes proximas e distais do dpice das hifas (Kim et al., 2000;
Gibson & Peberdy, 1972, citados por Queiroz, 1988). E aceitavel que protoplastos
heterogéneos exibam diferencas quanto ao potencial de regeneracdo (Kim et al.,
2000). Assumindo-se que a parede celular naregido apical das hifas, recentemente
sintetizada, € mais prontamente degradada e que o potencial para a sintese da
parede seja maior nessa regido (Kim et al., 2000), foi esperada maior capacidade
de regeneracdo dos protoplastos 1-22 liberados com 3 horas de digestéo.
Incubacdo adicional do micélio, provavelmente levou a protoplastizacdo de
regides mais velhas da hifa, gerando preparacéo de protoplastos de qualidade

inferior.
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Semelhante a outros fungos filamentosos, os protoplastos de M. grisea
podem apresentar diferentes padroes de regeneracdo (Tanaka et al., 1981).
Normamente, os protoplastos que seguem o padrdo tipo 1, caracterizado pela
formagdo de cadeias irregulares de células semelhantes as de leveduras, ndo
regeneram completamente. Em determinado momento, as células sofrem autdlise,
sem reverterem a forma micelial normal. Col6nias abortadas s comuns em
sistemas de transformac&o de protoplastos, especialmente quando drogas fazem
parte do meio seletivo (Tilburn et a., 1983, citados por Kimura et a., 1995). O
ensaio de quantificacdo das colbnias abortadas indicou que os protoplastos |-22
ndo exibiram o padréo de regeneracao tipo 1.

Alguns fatores importantes foram analisados visando adequar as condigdes
para aliberacdo e regeneracdo de protoplastos de M. grisea. Producéo eficiente de
protoplastos foi alcancada com a combinacdo Lysing Enzymes-Cellulase
Onozuka R10 e o estabilizador osmatico a base de sulfato de magnésio. Maior
freqUéncia de regeneracéo foi verificada com os protoplastos obtidos com 3 horas
de hidrélise enzimatica. Considerando os resultados, o protocolo obtido com a
adeguacdo da protoplastizaco e regeneracdo poderd ser Util em programas de

transformacéo e mutagénese REMI de M. grisea.
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RESUMO
Visando explorar a mutagénese insercional em M. grisea, foram avaliadas a

transformacao de protoplastos e a eficiéncia da integracdo de pAN7-1 no genoma

* Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor. Universidade Federal de Vigosa (2003).
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do ascomiceto na presenca da enzima de restricdo Hindlll. Os protoplastos de M.
grisea 1-22 foram prontamente transformados para a resisténcia a higromicina.
Quando o vetor linearizado com Hindlll foi usado para transformar o fungo na
presenca de Hindlll, a eficiéncia de transformacéo foi 1,1 a 8,1 vezes superior ao
tratamento sem a adicdo da endonuclease de restricdo. No geral, a melhor
concentracdo de Hindl 1l foi 5 unidades/reacdo de transformagdo. Ta concentragéo
promoveu a producdo meédia de 332 transformantes/ug de pAN7-1/
10" protoplastos. A presenca do gene de selecdo HPH no genoma de 18

individuos resistentes a higromicinafoi confirmada por PCR.

Palavras-chave: Pyricularia grisea, P. oryzae, brusone, transformagéo de fungos,

integracdo mediada por enzimas de restri¢cdo, REMI.

ABSTRACT
INTEGRATION OF pAN7-1 INTO THE Magnaporthe grissa GENOME
MEDIATED BY RESTRICTION ENZYME

To use insertional mutagenesisin M. grisea, we tested the transformation of
protoplasts and analyzed the integration efficiency of pAN7-1 into the M. grisea
genome mediated by the restriction endonuclease Hindlll. The 1-22 protoplasts
were readily transformed for hygromycin resistance. When pAN7-1 was
linearized with Hindl 1 and used to transform fungal protoplasts in the presence of
the corresponding enzyme, the transformation efficiency was increased 1.1 to
8.1-fold. The optimal Hindlll concentration for enhanced transformation

corresponded to 5 unit/transformation mix. This concentration led to average
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frequency of 332 transformants/pg de pAN7-1/10 protoplasts. The presence of

selection gene HPH in the 18 transformants genome was confirmed by PCR.

Os vetores para a transformacéo de fungos filamentosos predominantemente
se integram no genoma do hospedeiro via eventos de recombinacéo (Riach &
Kinghorn, 1996; Mullins & Kang, 2001). Em geral, integracdes de vetores sem
homologia com o DNA do fungo ocorrem em sitios ectépicos no genoma, o que
permite a utilizacdo dessas moléculas para interromper e marcar fisicamente genes
de interesse (Mullins et al., 2001; Recorbet et a., 2003). Esta metodologia,
denominada mutagénese insercional mediada por transformacdo, tem sido
amplamente explorada em fungos fitopatogénicos, possibilitando a clonagem de
genes de patogenicidade (Tabot & McCafferty, 1995; Idnurm & Howlett, 2001).

Inicialmente, a mutagénese insercional em Magnaporthe grisea, agente
causal da brusone do arroz, foi limitada pela baixa eficiéncia de transformacéo
usualmente alcancada (Vaent & Chumley, 1991). Em anos recentes, entretanto, a
freqiéncia de transformantes tem sido elevada com o0 uso de enzimas de restricéo
para mediar a integracdo do DNA transformante (Schiestl & Petes, 1991). A
técnica REMI (Restriction Enzyme-Mediated Integration), como ficou conhecida,
elevou a frequéncia de integracdo do vetor pAN7-2 no genoma de M. grisea,
acima de 10 vezes, quando as enzimas de restricdo BamHI ou Bglll foram
utilizadas (Shi et al., 1995). Aumento menor na frequéncia de transformantes foi

verificado quando Hindlll mediou aintegracdo do vetor (Shi et al., 1995).
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As caracteristicas de REMI, como transformagéo eficiente e predominancia
de eventos simples de integracdo, tém estimulado o uso desta técnica na
investigagcdo de genes envolvidos na patogenicidade de M. grisea (Shi et al., 1995;
Sweigard et al., 1998; Bahadere et al., 1999; Fujimoto et al., 2002). Contudo,
mutantes REMI com patogenicidade alterada ndo tém sido obtidos com pAN7-1,
vetor amplamente empregado para a transformagdo de fungos filamentosos.
Tampouco foram encontrados relatos do efeito de enzimas de restricdo na
integracdo de pAN7-1 no genoma do ascomiceto. Em Mycosphaerella zeae-
maydis, por exemplo, a eficiéncia de REMI variou com o tipo de vetor
empregado, e foi insatisfatériacom pAN7-1 (Yun et a., 1998).

Como primeiro passo para a implantacdo de programa de mutagénese
insercional, recentemente, o protocolo de protoplastizacdo de M. grisea foi
adequado (Marchi et a., 2003, Artigo 1). Os objetivos deste trabalho foram
verificar a possibilidade de transformar os protoplastos obtidos segundo esse
protocolo e a frequéncia de integracdo de pAN7-1 no genoma do fungo mediada
pela endonuclease de restricdo Hindl 1.

O plasmideo pAN7-1 contém o gene HPH, que codifica para a resisténcia a
higromicina, como marca de selecdo (Punt et al., 1987). Por ser possivel a
ocorréncia de isolados de M. grisea exibindo resisténcia ao antibiético (Leung et
al., 1995), ainibicéo do crescimento de M. grisea |-22, cedido pelo Laboratério de
Fitopatologia Molecular da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, foi
testada em meio farinha de arroz-agar contendo higromicina em concentracdes
variadas. O crescimento micelial foi totalmente inibido em concentractes

superiores a 250 pg/mL (Figura 1). Assim, a concentracdo de 300 pg/mL de
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higromicina foi adotada para os ensaios de transformacéo. Em geral, a
concentracdo do antibidtico usada para a selecéo de transformantes de M. grisea
tem correspondido a 200 - 300 pg/mL (Shi et al., 1995; Rho et al., 2001; Viaud et
al., 2002; Soanes et al., 2002). A manutencdo dos transformantes foi feita em

concentragdo menor, 100 pg de higromicina/mL.

10
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Concentracao de higromicina B (ug/mL)

FIGURA 1. Sensibilidade de Magnaporthe grisea I-22 a higromicina B. O fungo
foi cultivado em meio farinha de arroz-agar contendo sete
concentragBes do antibidtico. Os tratamentos foram aplicados em
seis repeticdes (placas de Petri), as quais foram mantidas em BOD a

30°C. A &readacoldniafoi mensurada seis dias apds a repicagem.
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Determinada a potencialidade do sistema de selecéo, o isolado 1-22 foi
submetido a protoplastizacéo e, subseqlientemente, ao processo de transformagao.
Aproximadamente 100 mg de micélio umido 1-22 foram misturados a 3 mL de
MgSO, a 1,2 M / NaH,PO, a 0,010 M (pH = 5,8) contendo 10 mg de Lysing
Enzymes (Sgma Chemicals Co.) e 10 mg de Cellulase Onozuka R10 (Yakult
Biochemical Co. Ltd.). A misturafoi agitada a 100 rpm por 3 horas, a 28 - 30 °C.
O sistema de duas fases MgSO,4 a 1,2 M e sorbitol a 0,6 M (Marchi et al., 2003,
Artigo 1) foi utilizado para a purificacdo dos protoplastos. Estes foram lavados e
ressuspendidos em tampéao STC (sorbitol a 1 M, TrissHCI a 0,05 M, CaCl; a
0,05 M, pH = 80) para a concentracdo fina de 10’ protoplastosmL. A
transformacéo foi conduzida em microtubo de 1,5 mL, onde 1 pg de pAN7-1
(circular ou linear), suspenso em 150 pL de STC (sacarose 20 %, Tris-HCI a
0,05 M, CaCl, a 0,05 M, pH = 8,0), foi misturado a 100 puL da suspensdo de
protoplastos. Na transformacdo REMI, 0 a 50 unidades (U) de Hindlll foram
simultaneamente adicionadas com o pAN7-1-Hindlll. A mistura foi
homogeneizada e mantida em gelo por 20 minutos. Apos a adicdo de | ML de
solucdo de polietileno glicol (PEG 3350 60 %, CaCl, a 0,025 M, TrissHCI a
0,025 M, pH = 7,5) pré-aquecida a 37 °C, efetuou-se nova incubacdo em gelo por
20 minutos. O volume foi transferido para tubo corex 30 mL contendo 12 mL de
meio de regeneracdo TB3 (sacarose 20 %, extrato de levedura 0,3 %, caseina
hidrolisada 0,3 %) e mantido a 24 °C sob agitacdo (100 rpm) por 1 hora. Ao final,

dividiu-se o volume entre placas de Petri, onde se verteu TB3 contendo 2 % de
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agar e 300 pg de higromicina/mL. Em seguida, as placas foram mantidas em
incubadoraa 30 °C.

Em todos os ensaios de transformag&o, os protoplastos obtidos segundo o
protocolo de Marchi et al. (2003, Artigo 1) foram prontamente transformados para
a resisténcia a higromicina (Tabela 1). As primeiras colOnias resistentes ao

antibi6tico foram detectadas ap6s o quarto e quinto dia de incubagao.

TABELA 1. Numero de transformantes de Magnaporthe grisea, isolado 1-22,
obtido com transformagdo convencional ou mediada por Hindlll,

utilizando o vetor pAN7-1.

_ a b Unidades de Hindl I | adicionadas a reag&o®
Ensaio C LI

0 5 10 20 30 40 50

A 133* 1200 7133 nd® nd nd nd nd 1333
B 33 110 725 857 8,0 nd nd nd nd
C 34,7 554 1089 nd 469 nd nd nd nd
D 51,8 6965 4188 6776 7765 3937 nd nd nd
E 141 359 1837 2326 728 685 446 337 598

Média 234 1838 2994 3320 2463 2311 446 33,7 96,6

*pAN7-1circdlar.
® DAN7-1-Hindlll com inativacdo da enzima usada para a linearizagéo (70 °C/15').
“pAN7-1-Hindlll sem inativagdo da enzima usada para a linearizac&o.

4NUmero de transformantes/pig de DNA/10’ protoplastos.

®Na&o determinado.
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A andlise dos cinco ensaios de transformagdo permitiu constatar que o
nimero de col6nias resistentes a higromicina variou consideravel mente dentro dos
tratamentos (Tabela 1). Variagbes na frequiéncia de transformantes sGo comuns
entre ensaios de transformagdo, poucas vezes conseguido-se reprodutibilidade.
Analisando a Tabela 1, notou-se que, no geral, todos os tratamentos do ensaio B
resultaram em menor producdo de transformantes. Isto sugeriu que diferencas
qualitativas e/ou quantitativas nas preparacbes de protoplastos poderiam ter
contribuido para as oscilacbes na eficiéncia de transformagdo dentro dos
tratamentos. Nao foi possivel afirmar com precisdo que foram utilizadas células
com a mesma condicdo bioldgica para a protoplastizacdo, nem tampouco que foi
utilizado 0 mesmo numero de protoplastos na transformacéo. Nos procedimentos
REMI, dentro de cada tratamento, também é possivel que tenha ocorrido variactes
na gquantidade de enzima utilizada nos ensaios de transformacdo. Além disso,
variagdes na quantidade de DNA transformante poderiam ter colaborado para a
freqUéncia diferenciada de transformantes.

No geral, a linearizacdo do vetor elevou a fregiéncia de transformantes
(Tabela 1). O pAN7-1 naformalinear (LI) foi cerca de oito vezes mais eficiente
na transformacdo de M. grisea 1-22 do que na forma circular (C). Embora o
mecanismo ndo esteja esclarecido, 0 aumento da eficiéncia de transformacéo pela
linearizagdo do vetor tem sido demonstrado em outros sistemas como
Coalletotrichum lindemuthianum (Redman & Rodriguez, 1994), Cochliobolus
heterostrophus (Lu et al., 1994), Aspergillus oryzae (Yaver et a., 1999) e
Penicillium griseoroseum (Soares, 2002). Redman & Rodriguez (1994) acreditam

gue o vetor linearizado possa ser mais estavel ou ter acesso facilitado ao nucleo.
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N&o ignorando a condicdo fisica do vetor, € provavel que o tratamento
térmico empregado em LI tenha promovido inativacdo parcia da enzima utilizada
para a linearizar pAN7-1. Desta forma, o aumento da eficiéncia de transformagédo
seria reflexo da atividade enzimatica residual. Shi et a. (1995) observaram
fenbmeno semelhante ao transformarem o isolado Guy 11 de M. grisea com
PAN7-2. Apés ainativagdo total da enzima, esses autores obtiveram eficiéncia de
transformacéo com o vetor linear similar a observada com o vetor circular,
demonstrando a importancia da atividade enzimética residual.

O efeito positivo da atividade enzimética residual na transformacéo de M.
grisea 1-22 foi mais evidente no tratamento onde ndo houve inativagdo térmica
(Tabela 1). Nos ensaios A e B, mesmo sem a adicdo de Hindlll na reacdo de
transformacdo, houveram aumentos aproximados de seis e sete vezes na
freqiéncia de transformantes em relacdo a LI, respectivamente. Desconsiderando
0 ensao D, em média esse aumento correspondeu a 4,9 vezes. Em P.
griseoroseum a atividade enzimatica residual, Xbal, também afetou positivamente
a eficiéncia de transformacao (Soares, 2002).

A fregiéncia de transformante de 1-22 foi influenciada pela adicdo de
Hindlll na mistura de transformacdo. Quando unidades de Hindlll foram
adicionadas a reacdo de transformacéo do fungo com pAN7-1-Hindlll observou-
se freqliéncia de transformantes 1,1 a 8 vezes superior ao LI (Tabela 1). No geral,
a adicdo de 5 U de Hindlll por reacdo de transformagdo resultou na obtencéo de
maior numero de transformantes, com eficiéncia de transformacéo cerca de duas
vezes superior ao tratamento controle (L1). E possivel que a concentracéo Gtima

de Hindlll estegjaentre 0 e 5 U/reacéo.
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No ensaio A, a adicdo de 50 U de Hindlll na reagdo promoveu pequeno
aumento na producdo de transformantes em relacéo ao tratamento sem adi¢do de
enzima (Tabela 1). O ultimo ensaio reproduziu melhor a tendéncia de declinio na
eficiéncia de transformacdo quando concentragbes elevadas de enzima foram
utilizadas. No geral, a adi¢cdo de mais de cinco unidades de Hindlll na reacéo de
transformac&o reduziu o nimero de transformantes. Trinta ou quarenta unidades
de enzima provocaram queda dréstica do nimero de transformantes (Tabela 1). O
efeito negativo de adtas concentragdes enzimaticas na freqiéncia de
transformantes foi anteriormente verificado em M. grisea (Shi et al., 1995).
Quando 600 U de Hindlll ou BamHI, por mL de reacdo, foram utilizadas para
mediar a transformacdo de isolado Guy 11 com pAN7-2, a recuperacdo de
transformantes foi menor do que a obtida com o vetor circular (Shi et al., 1995).
Respostas semelhantes tém sido obtidas com outros fungos fitopatogénicos
(Akamatsu et al., 1997; Linnemannstons et al., 1999). Por exemplo, a reacdo de
transformacédo de Alternaria alternata pat6tipo tomate com mais de 20 U de
Hindlll ou Xbal promoveu reducdo significativa do nimero de transformantes
(Akamatsu et al., 1997).

E possivel que altas concentragdes de enzimas produzam danos genéticos
irreversiveis que levam a inviabilidade celular (Riggle & Kumamoto, 1998).
Contudo, Shi et al. (1995) ndo evidenciaram nenhum decréscimo na viabilidade
dos protoplastos de M. grisea quando altas concentracdes de enzimas de restricao
foram usadas em procedimentos de transformacdo sem a presenca do vetor,
sugerindo que este fungo € capaz de reparar as quebras duplas do DNA causadas

pela acdo da enzima. Por outro lado, € possivel que a clivagem enzimatica
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excessiva ocorra somente quando o DNA transformante esta presente (Thon et al.,
2000). Além disso, tem sido sugerido que a presenca do vetor de transformacdo é
necess&ria para 0 acesso da enzima de restricdo ao interior do nucleo (Maier &
Shéfer, 1999, citados por Thon et al., 2000). Outra possibilidade € a constante
atividade da enzima nos sitios de reconhecimento, decrescendo a freguiéncia de
integracdo do vetor, e consequentemente a eficiéncia de transformagéo.

Dezoito individuos 1-22 resistentes ao antibiético higromicina, amostrados
aleatoriamente, foram examinados para a presenca do gene de selecdo HPH. Apos
a extracdo, o DNA total foi submetido a técnica de PCR utilizando os
oligonucleotideos especificos hphl (CAGCGAGAGCCTGACCTATTGC) e hph2
(GCCATCGGTCCAGACGGCCGCGC). O programa de amplificacdo consistiu
de 1 ciclo de desnaturagdo por 2 minutos a 95 °C, seguido por 30 ciclos com
1 minuto de desnaturacdo (92 °C), 1 minuto para 0 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 %. O fragmento esperado de 690 pb,
correspondente a regido estrutural do gene de selecdo HPH, foi amplificado em

todos os 18 individuos, confirmando a condicéo de transformantes (Figura 2).

91



M BPI lal23456 78 9101112131415 161718

1000
~

6904
650

o

(i

—> -

------ﬂﬁ---‘hiﬁ}----

FIGURA 2. Pefil eletroforético dos amplicons de transformantes de

Magnaporthe grisea 1-22 (1 a 18), utilizando os
oligonucleotideos hphl e hph2. M: marcador de tamanho 1 Kb
Plus (Invitrogen®); | e laz M. grisea [-22 e [-21,
respectivamente; B: reacdo controle, contendo todos os reagentes,
exceto 0 DNA; P: pAN7-1. Os fragmentos de 1000 e 650 pares
de base (pb) do marcador estéo indicados na margem esquerda. A

seta indica os amplicons de 690 pb esperados.

A presenca de Hindlll favoreceu a transformacéo de M. grisea 1-22 com

pPAN7-1. Contudo, antes de pAN7-1 ser utilizado efetivamente como marcador

fisico na mutagénese REMI sera necessario analisar o padréo de integracdo no

genoma do ascomiceto, bem como a aleatoriedade desses eventos. A insercéo de

uma unica cépia do vetor e arestauracdo das seqiiéncias reconhecidas pela enzima
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de restricdo facilitam a recuperagdo dos genes de patogenicidade inativados. A
aleatoriedade dos eventos de integracdo, por sua vez, aumenta a possibilidade de
identificagdo dos genes de interesse. Andlises de hibridizacdo de DNA de
transformantes M. grisea 1-22 estdo sendo conduzidas para determinar a
freqliéncia desses eventos.

A eficiéncia da transformagdo REMI em M. grisea envolvendo pAN7-2 foi
dependente do tipo de enzima de restricdo (Shi et al., 1995). Portanto, outras
enzimas de restricdo deverdo ser analisadas no sistema M. grisea:pAN7-1. Além
do mais, a aternancia de enzimas no programa de mutagénese REMI é

interessante porque garante maior al eatoriedade nas integracoes.
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RESUMO
Transformantes de Magnaporthe grisea resistentes a higromicina, obtidos

principalmente por procedimentos REMI, foram avaliados quanto & habilidade em

" Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor. Universidade Federal de Vigcosa (2003).
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causar doenca em arroz. A partir de testes de patogenicidade envolvendo 125
transformantes foi possivel selecionar cinco mutantes com alteracfes consistentes
na patogénese. Dois desses mutantes, T108 e T93, causaram poucas lesdes em
folhas de arroz, enquanto o mutante T251 ndo foi patogénico. A ateracdo na
patogenicidade de T108 foi acompanhada pela menor capacidade de
desenvolvimento in vitro. Quando inoculado em plantas de arroz, o0 mutante T41
apresentou agressividade reduzida, caracterizada por lesdes arredondadas de
tamanho limitado. Por sua vez, o periodo de incubacdo para o0 mutante T72 foi
maior que o do isolado selvagem. Além disso, atrasos na germinacéo de conidios
e na formacao de apressorios foram detectados em T72. Os mutantes T93 e T251
apresentam fendtipos semelhantes quando em cultura, caracterizados pela
pigmentacdo marrom. Analises Southern blots de quatro mutantes indicaram que
em 50 % dos casos, T108 e T251, apenas uma copia de pAN7-1 se integrou em
um Unico sitio no genoma. No mutante T251 ocorreu evento REMI propriamente

dito. Os mutantes T41 e T93 apresentaram padrdes de integracdo mais complexos.

Palavras-chave: Pyricularia grisea, P. oryzae, brusone, mutagénese insercional,

integracdo mediada por enzima de restricdo, REMI, genes de patogenicidade.

ABSTRACT
INSERTIONAL MUTANTS OF Magnaporthe grisea IMPAIRED IN
PATHOGENICITY TO RICE
Hygromycin-resistant transformants of Magnaporthe grisea, generated

mainly by REMI, were screened for the ability to infect rice plants. Out of 125
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transformants five showed changes in pathogenicity. The T108 and T93 mutants
caused fewer lesions in rice leaves, while the T251 mutant was non-pathogenic.
The pathogenicity alteration in T108 was accompanied by a reduced devel opment
in culture. The T41 mutant caused small and limited round lesions. The incubation
period of the T72 mutant was longer than of wild type. Furthermore, late
germination and appresorium formation was detected in the T72 mutant. The T93
and T251 mutants had similar phenotypes, characterized by a brown-pigmented
colony. Four mutants (T41, T93, T108 and T251) were examined by Southern
blots, and T108 and T251 contained one copy of the vector integrated at a single
site in the genome. REMI event occurred in the T251 mutant. More complex

integration events were observed in the T41 and T93 mutants.

INTRODUCAO

A brusone, causada pelo fungo Magnaporthe grisea (Hebert) Bar.
(anamorfo: Pyricularia grisea, P. oryzae), € a doenca mais importante da cultura
do arroz no Brasil, constituindo um dos fatores limitantes para a produtividade
(Prabhu et al., 1999).

A compreensdo mais detalhada dos mecanismos genéticos que governam a
patogenicidade de M. grisea em arroz pode auxiliar no delineamento de novas e
eficientes estratégias de manejo da doenga. Alguns componentes importantes da
patogénese estdo identificados, principalmente aqueles envolvidos em eventos

pré-penetracdo (Talbot, 1995; Howard & Vaent, 1996; Hamer & Talbot, 1998;
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Idnurm & Howlett, 2001). Porém, pouco se conhece sobre os mecanismos que
regulam o crescimento do fungo no interior dos tecidos e os demais estégios finais
dainfeccéo da planta.

Mutagénese inserciona mediada por transformagdo tem sido estratégia
adotada para a identificacdo de genes de patogenicidade de M. grisea (Shi &
Leung, 1995; Sweigard et al., 1998; Lau & Hamer, 1998; Urban et al., 1999;
Balhadére et al., 1999; Clergeot et al., 2001; Fujimoto et a., 2002). A técnica
conhecida como integracdo mediada por enzima de restricdo ou REMI, Restriction
Enzyme-Mediated Integration (Schiestl & Petes, 1991), merece destague em
funcdo da eficiéncia de transformacéo e da predominancia de integragdes simples
(Shi et al., 1995; Shi & Leung, 1995; Sweigard et al., 1998; Balhadére et al.,
1999; Fujimoto et a., 2002).

A técnica REMI envolve a transformagdo do organismo com o DNA
transformante linear na presenca de enzima de restricdo, geramente a mesma
enzima utilizada para a linearizacdo do vetor (Sweigard, 1996). Como resultado,
sdo formadas extremidades coesivas compativeis entre o vetor e 0 DNA
gendmico, o0 que catalisa 0 evento de integracéo.

A utilizacdo de REMI tem possibilitado a marcacéo fisica e clonagem de
genes de M. grisea que exercem papel na producdo de estruturas de infeccdo,
respostas ao ambiente e sinalizagdo celular (Idnurm & Howlett, 2001). Exemplos
dessas classes de genes incluem PTH11 (que codifica para proteina
transmembrana, envolvida no reconhecimento de superficie e formacdo de
apressorio), PTH3 (com homologia a imidazol glicerol fosfato dehidratase de

Saccharomyces cerevisiae, envolvido na sintese de histidina), MET1 (envolvido
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na biossintese de metionina), PTH9 (que expressa uma trehal ase neutra, a qual em
outros fungos esta envolvida na protegdo contra estresse e germinacdo de esporos)
e PTH4 (previamente identificado como CPKA, que codifica para proteina
quinase dependente de cCAMP, envolvida na fungdo do apressorio). Genes que
desempenham funcdo na conidiogénese, os genes CON, também tém sido
relatados (Shi & Leung, 1995; Sweigard et al., 1998; Balhadere et al., 1999).
Recentemente, visando a identificagdo de novos genes que atuam papel na
patogenicidade de M. grisea em arroz, a mutagénese REMI foi adequada para o
emprego do vetor pAN7-1 e aenzima Hindlll (Marchi et a., 2003, Artigo 2). Tal
esforco resultou na criagdo de uma colecdo de transformantes insercionais,
principamente gerados por REMI. A caracterizacdo de cinco mutantes de
M. grisea com alteracdes na patogenicidade em arroz foi o objetivo deste

trabalho.

MATERIAL E METODOS

Magnaporthe grisea e condicdes de cultivo

Foi utilizado o isolado 1-22 de M. grisea, patogénico a plantas de arroz,
gentilmente cedido pelo Laboratério de Fitopatologia Molecular da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS.

O fungo foi cultivado em meio de farinha de arroz-agar (FAA - 20 g de
farinha de arroz com casca, 5 g de sacarose, 15 g de agar, 1 L de &gua destilada)

por 5 a7 dias, em BOD a 28 °C no escuro. Para a preservacao do fungo em longo
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prazo, pedacos (4 cm?) de papel manteiga colonizados pelo micédio foram
mantidos a- 80 °C (Valent et a., 1991).

A producdo de conidios foi obtida apos submeter M. grisea a condi¢des de
estresse. Para isso, removeu-se 0 micélio superficial de culturas do fungo com 7 a
10 dias de idade, com pincel e dgua destilada. Apds enxagiie em &gua destilada, as
placas de cultura foram cobertas com filme plastico transparente perfurado e

mantidas em temperatura ambiente por 4 a 6 dias, com fotoperiodo de 12 horas.

Producéo de protoplastos

Protoplastos do fungo foram obtidos misturando-se 100 mg de micélio
umido a 3 mL de estabilizador osmético MgSO, a 1,2 M / NaH,PO, a 0,01 M
(pH = 5,8) contendo 10 mg de Lysing Enzymes (Sgma Chemicals Co.) e 10 mg
de Cellulase Onozuka R10 (Yakult Biochemical Co. Ltd.). Apbs 3 horas de
agitacdo a 100 rpm, a 30 °C, os protoplastos foram purificados por meio de
sistema de duas fases liquidas (Marchi et a., 2003, Artigo 1). Brevemente, 0s
protoplastos liberados no estabilizador a base de sulfato de magnésio foram
colocados em tubo corex (15 mL) e, suavemente, adicionaram-se 4 mL de
estabilizador ST (sorbitol a 0,6 M, TrisHCI a 0,1 M, pH = 8,0). ApGs
centrifugacdo em rotor de cacamba (3000 rpm por 5 minutos), os protoplastos se
agregaram na interface dos estabilizadores osmaoticos. Com pipeta, os protoplastos
foram transferidos para outro tubo corex e 2 mL de estabilizador STC (sorbitol a
1 M, TrisHCI a 0,05 M, CaCl, a 0,05 M, pH = 8,0) foram adicionados. Os

protoplastos foram precipitados por centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos e,
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em seguida, lavados trés vezes em STC. Os protoplastos foram ressuspendidos em

STC paraa concentraco final de 107/mL.

Transformacéo fungica

Para a transformacdo de M. grisea, 100 pL de suspensdo
10" protoplastos/mL foram transferidos para microtubo de 1,5 mL contendo
150 pL de STC (sacarose 20 %, Tris-HCl a 0,05 M, CaCl, a0,05 M, pH =8,0) e
1 pg de pAN7-1, na forma circular ou linear. No procedimento REMI,
0 a 50 unidades (U) de Hindlll foram simultaneamente adicionadas com o
plasmideo previamente linearizado com Hindlll. A mistura foi homogeneizada e
mantida em gelo por 20 minutos. Apés a adicdo de 1 mL de solucéo de polietileno
glicol (PEG 3350 60 %, CaCl, a 0,025 M, Tris-HCl a 0,025 M, pH = 7,5) pré-
aquecia a 37 °C, efetuou-se nova incubagcdo em gelo por 20 minutos. A misturafoi
transferida para tubo corex 30 mL contendo 12 mL de meio de regeneragdo TB3
(sacarose 20 %, extrato de levedura 0,3 %, caseina hidrolisada 0,3 %) e agitada a
100 rpm por 1 hora, a 24 °C. Ao final, o volume do tubo foi semeado em quatro
placas de Petri pelatécnica do cultivo em mistura (pour plate), utilizando-se TB3
acrescido de 2 % de &gar e higromicina (300 pg/mL). Posteriormente, as placas
foram mantidas em incubadora a 28 °C. As col6nias transformantes geradas foram
transferidas para placas de Petri com FAA contendo 100 pg de higromicina/mL, e

mantidas em incubadora a 28 °C.
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Estabilidade mitética

Os mutantes selecionados foram transferidos para placas de Petri contendo
meio BDA (200 g de batata, 20 g de dextrose, 20 g de agar, 1 L de &gua destilada)
e permitidos a crescer por 7 dias a 28 °C. Concluido o tempo, foram transferidos
para outra placa contendo BDA, e assim sucessivamente por cinco geracoes. Apos
as transferéncias seriadas, testou-se a capacidade de crescimento dos mutantes em
BDA contendo 200 g de higromicina/mL. Cada mutante foi repicado para quatro

placas de Petri por geracéo.

Extracdo de DNA

O isolado selvagem [-22 e os mutantes para a patogenicidade foram
cultivados em meio completo (0,5 % de sacarose, 0,3 % de extrato de levedura,
0,3 % de caseina hidrolisada), sob agitacdo (130 - 150 rpm) durante 10 - 14 dias a
28 °C, no escuro. As extracOes de DNA foram realizadas conforme Scheuermann
(2002). Brevemente, o0 micélio, uma vez seco e macerado em nitrogénio liquido,
foi transferido para tubo de microcentrifuga e misturado com 750 pL de tampao
de extracdo (CTAB a 55 mM, Tris a 100 mM, pH 8,0, EDTA a 10 mM, NaCl a
0,7 M) e 15 pL de mercaptoetanol. Apos incubacdo a 65 °C por 30 minutos, foram
acrescentados 500 pyL de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e a
mistura foi centrifugada por 5 minutos a 14.000 rpm. A fase aquosa superior foi
transferida para outro microtubo, adicionados 500 pL de cloroférmio-
acool isoamilico (24:1), e a mistura foi centrifugada novamente. A fase liquida

foi transferida para microtubo contendo 750 uL de isopropanol (- 20 °C), incubada

106



em gelo por 10 minutos e centrifugada. Em seguida, o precipitado foi lavado duas
vezes com 1 mL de etanol 70 % (- 20 °C), seco e ressuspendido em 50 pL de
tampdo TE (Trisa 10 mM, pH 8,0, EDTA a1l mM). A concentracdo do DNA foi
estimada por comparagdo com padrdes de DNA. As amostras de DNA foram

armazenadas a - 20 °C.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Transformantes de M. grisea 1-22 que apresentaram alteracbes na
patogenicidade em arroz foram examinados para a presenca do gene de selecéo
HPH. Apds a extragdo, o DNA total foi submetido a técnica de PCR utilizando os
oligonucleotideos especificos hphl (CAGCGAGAGCCTGACCTATTGC) e hph2
(GCCATCGGTCCAGACGGCCGCGC). O programa de amplificagdo consistiu
de 1 ciclo de desnaturacéo de 2 minutos a 95 °C, seguido por 30 ciclos com
1 minuto de desnaturagdo (92 °C), 60 segundos para 0 anelamento dos
oligonucleotideos a 60 °C, e 90 segundos de polimerizacédo a 72 °C. Os amplicons

foram visualizados em gel de agarose a 1,4 %.

Southern blot
Aproximadamente 2,5 ug de DNA do individuo selvagem e dos mutantes

selecionados foram digeridos com a enzima Hindlll, Clal ou EcoRV. Os
fragmentos de digestdo foram fracionados em gel de agarose a 0,8 % e
transferidos para membrana de nailon (Stratagene® ou Hybond-N) de acordo com
Sambrook et al. (1989). A marcagéo da sonda (pAN7-1), hibridizacdo e deteccdo

do sinal foram realizadas com o Gene Images Random-Prime Labelling Module
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Kit e CPD-Sar Detection Module (Amersham), segundo as instrugbes do
fabricante. Para a marcacdo da sonda com a-3*P-CTP utilizou-se o sistema

Rediprime Il (Amersham), conforme instrugdes do fabricante.

Testes de patogenicidade

Foram utilizadas as cultivares comerciais Epagri-106 e Epagri-109,
gentilmente cedidas pela EPAGRI, SC. Enquanto Epagri-106 € suscetivel ao
isolado 1-22, Epagri-109 é resistente. A semeadura foi realizada em vasos
plasticos contendo mistura de solo e substrato Plantmax® (1:1). As adubacfes de
cobertura foram realizadas conforme recomendagdes para a cultura.

Os transformantes de M. grisea selecionados foram submetidos aos ensaios
de patogenicidade em plantas de arroz, sob condicdes de camara de crescimento a
26 °C e fotoperiodo de 12 horas. As inoculagfes foram realizadas em plantas no
estadio de 3 ou 4 folhas (+ 21 dias), com suspensio de 1,0 - 1,5 x 10°
conidios/mL. Inicialmente, a selecdo foi feita utilizando-se apenas uma repeticao
(1 vaso com 5 plantas). Os transformantes com possiveis ateracdes na
patogenicidade ou viruléncia foram selecionados para novo ensaio, com 10
repeticdes (10 vasos com 5 plantas cada).

A reacdo das plantas Epagri-106 foi avaliada 10 dias ap0s inoculagdo, sendo
registrados os componentes. periodo de incubacdo (Pl), nimero de lesdes (NL),
formato das lesbes (FL), &rea das lesdes (AL) e severidade (S). O PI, tempo
decorrido desde a inoculagdo até o aparecimento dos primeiros sintomas, foi
avaliado de 8 em 8 horas, sendo considerado concluido quando 50 % das plantas

apresentaram sintomas. As avaliagfes do NL e FL foram de cardter qualitativo.
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Transformantes que causaram numero reduzido de lesdes ou lesdes com formatos
atipicos foram considerados mutantes para a patogenicidade. Para o cllculo daAL
foram amostradas 20 lesdes por repeticdo, mensurando-se o comprimento (C) e a
largura (L) das mesmas. A area da lesdo foi obtida segundo a férmula:
AL (mm?) = tx C/2 x L/2. A severidade da doenca foi avaiada utilizando-se
escala diagramatica com 10 notas (IRRI, 2002). Em Epagri-109 avaliou-se apenas

aincidéncia de brusone.

Crescimento in vitro, germinacéo de conidios e diferenciacéo de apr essorios

O crescimento do fungo, mensurado como &rea da colénia (mm?), foi
avaliado em culturas crescidas em meio completo (MC - BDA) ou meio minimo
(MM - Crawford et al., 1986) a 28 °C no escuro por 11 e 13 dias, respectivamente.
Cada mutante foi repicado para 5 placas de Petri/meio de cultura.

A germinagdo e 0 desenvolvimento de estruturas de infecgdo foram
monitoradas em epiderme de cebola conforme protocolo de Bahadére et al.
(1999). Brevemente, 20 uL de suspensdo 10° conidios/mL foram distribuidos
sobre a superficie hidrofobica da epiderme de cebola, disposta em |amina de
vidro. Prepararam-se 4 |aminas por mutante, as quais foram incubadas em camara
Umida a temperatura ambiente. Durante 20 horas de incubacdo, as epidermes
foram examinadas periodicamente, e as freqiéncias de conidios germinados e
conidios com apressorios determinadas em microscopio Optico, amostrando-se

200 conidios por [amina.
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Defini¢Oes oper acionais

O processo patogénico de M. grisea € complexo e envolve muitos genes.
Por convencao, todos os genes requeridos para o desenvolvimento da doenga, mas
ndo essenciais para o patbgeno completar seu ciclo de vida in vitro, foram aqui
mencionados como “genes de patogenicidade” (ldnurm & Howlett, 2001). O
termo “genes de aviruléncia’ ou “AVR” foi empregado para designar alelos de
genes do fungo que condicionam a especificidade em nivel de cultivares (Vaent
et al., 1991). A intensidade da doenca durante periodo determinado de tempo foi

referida como “ agressividade’.

RESULTADOS

I dentificacdo e car acterizacéo fenotipica dos mutantes

A patogenicidade e viruléncia de 125 transformantes de M. grisea 1-22,
principalmente gerados por REMI, foram avaliadas em plantas de arroz. Nenhum
dos transformantes foi capaz de infectar Epagri-109, cultivar resistente ao 1-22,
indicando que ndo houve ganho de viruléncia por mutacdes em genes AVR.
Contudo, foi possivel identificar cinco mutantes com alteracGes consistentes na
patogenicidade em Epagri-106, cultivar suscetivel ao 1-22, sugerindo a inativacéo
de genes de patogenicidade. Esses mutantes apresentaram fenotipos distintos, os
quais ndo variaram consideravelmente nos ensaios realizados em épocas

diferentes (Tabela 1).
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TABELA 1. Caracteristicas fenotipicas dos mutantes de Magnaporthe grisea |-22 com alteragdes na patogeni cidade em arroz.

Crescimentoin vitro

Individuo Fenétipo® (mm?)? Gerzp/:)r)‘?‘?ao Ap?;j?r 0 A"z";‘ndnﬁ‘z')?m Severidade®
MC MM

1-22 Tiposelvagem  334823" a 209546 a 9182 a 91,02 a 226 a 8

T4 Lesdesdemenor  ooe 47 o 269726 4 9393 a 90,46 a 034 b 3
tamanho

TO3 Menolr;‘égem de 304553 a 291584 a 9038 a 87.30 a 195 a na’

T108 Menolr nmerode oo, 21 | 22203 b 8842 a 89,86 a 0,67 b na
esoes

T251 N&o patogénico 348191 a  1999,46 a 89,85 a 89,57 a na na

T72 Desenvolvimento nd® nd 2818 b 0 b nd nd

retardado

! Fenétipo predominante quando inoculado em plantas de arroz Epagri-106. Avaliacgo aos 10 dias apés inocul agio.

2 Area da col6nia em meio completo (MC - BDA) ou meio minimo (MM) aos 11 e 13 dias de incubacéo a 28 °C, respectivamente.

% Porcentagem de conidios germinados em epiderme de cebola, com 2 horas de incubacdo a temperatura ambiente.

* Porcentagem de conidios com apressorios diferenciados, em epiderme de cebola, com 8 horas de incubaco a temperatura ambiente.

> Areadalesdo = Ttx (comprimento dalesdo/2) x (largura dalesdo/2).

® Nota 3 = pequenas lesdes arredondadas ou ligeiramente alongadas, com centro cinzento, borda marrom, com ne significativo de lesdes nas
folhas superiores; Nota8 = 51 - 75 % da areafoliar lesionada e presenca de muitas folhas mortas (IRRI, 2002).

" Valores correspondem a médias, as quais seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey a5 %.

® N&o determinado.

9Né&o aplicavel.
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Plantas de arroz inoculadas com o transformante T93 ou T2108
desenvolveram poucas lesdes tipicas da brusone. Em determinados ensaios, as
plantas inoculadas com esses transformantes ndo desenvolveram sintomas da
doenca (Figura 1B). Quando lesGes de T108 foram detectadas em Epagri-106,
essas apresentaram &reas reduzidas, média de 0,67 mm?, em relacdo &s lesbes de
2,26 mm? observadas em plantas inoculadas com o isolado selvagem (Tabela 1).
O mutante T93 foi obtido por procedimentos REMI, sendo que a integragéo do
vetor foi mediada por 50 U de Hindlll. JA o mutante T108 foi gerado por
transformacéo convencional envolvendo pAN7-1 linearizado e a inativacdo da
enzima usada para clivagem do vetor.

Inicialmente, o processo de doenca desencadeado por T41 foi semelhante ao
observado com o individuo selvagem, sendo possivel a visualizacdo dos primeiros
sintomas 64 horas ap0s ainoculacdo. No entanto, o desenvolvimento dos sintomas
foi alterado (Figura 1A). Ndo foram observados halos cloréticos circundando as
lesBes, as quais foram atipicas, apresentando formatos arredondados e, além disso,
areas reduzidas, média 0,34 mm? (Figuras 1B, 1C e 1D; Tabela 1). O mutante T41
foi gerado por procedimentos convencionais de transformacéo, ndo havendo a
inativacdo da enzima de restricdo utilizada para alinearizacdo de pAN7-1.

Um mutante ndo patogénico, T251, foi obtido com a transformacéo REMI
envolvendo 30 U de Hindlll. Em todas as inoculacBes, 0 mutante T251 néo

infectou Epagri-106 (Figura 1B).
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FIGURA 1. Patogenicidade de mutantes de Magnaporthe grisea [-22 em plantas

de arroz Epagri-106. A. Aspecto geral de plantas inoculadas
com 1-22 ou T41. B. Folhas inoculadas com os mutantes.

C e D. Detalhes das |esdes causadas por T41 em estégio avancado.
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As caracteristicas do mutante T72 foram diferentes dos demais. Plantas
inoculadas com T72 desenvolveram menor niumero de lesbes (Figuras 2B e 2C), e
apresentaram atraso no desenvolvimento dos sintomas (Figura 2A). Enquanto 1-22
completou o PI com aproximadamente 64 horas, T72 apresentou Pl mais longo,
com cercade 88 horas. O T72 foi gerado pela transformagéo de 1-22 com pAN7-1

linear na presenca de atividade Hindl 1, enzima usada para a linearizac&o do vetor.

FIGURA 2. Patogenicidade do mutante T72 de Magnaporthe grisea 1-22 em
plantas de arroz Epagri-106. A. Aspecto geral de plantas inoculadas

com [-22 ou T72. B e C. Detalhes das | esbes causadas por T72.
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Estabilidade mitética dos mutantes

A estabilidade mitética dos mutantes T41, T93, T108 e T251 foi avaliada
cultivando-os sucessivamente em meio de cultura sem o agente de selecdo. Apés
cinco geragdes de cultivo nessas condicgdes, cerca de 35 dias, os mutantes foram
transferidos para 0 meio seletivo. Todos os mutantes foram resistentes ao
antibidtico higromicina, indicando que as integracbes de pAN7-1 no genoma
foram mitoticamente estaveis. Quando plantas de arroz foram inoculadas com
T41, T93, T108 ou T251, oriundos da ultima geracdo de cultivo do ensaio de
estabilidade mitética, verificaram-se os mesmos fendtipos apresentados na

Figura 1.

Crescimento in vitro, germinacao de conidios e diferenciacdo de apressorios

Estudou-se o efeito das mutagdes no crescimento vegetativo dos mutantes
T41, T93, T108 e T251. O crescimento dos mutantes T41, T93 e T251 em MC foi
semelhante ao crescimento do individuo selvagem (Tabela 1; Figura 3). Em
contrapartida, 0 mutante T108 teve crescimento reduzido, cerca de 73 % menor
gue o crescimento de 1-22 (Tabela 1; Figura 3). O padréo de crescimento dos
mutantes em MM foi semelhante ao observado no cultivo em MC. Os mutantes
T41, T93 e T251 cresceram de forma similar ao 1-22, enquanto o crescimento de
T108 foi reduzido (Tabela 1).

Quando cultivado in vitro, 0 mutante T93 apresentou pigmentacdo marrom,
em contraste com a coloracdo negra da cultura do isolado selvagem (Figura 3).

Surpreendentemente, o fendtipo pigmentacdo manifestado por culturas do mutante
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T251 foi semelhante ao observado em culturas T93. Os mutantes T93 e T251

foram obtidos em ensaios REMI independentes.

FIGURA 3. Mutantes de Magnaporthe grisea I-22 cultivados em meio completo
(MC - BDA), 11 dias ap0s a repicagem. O mutante T108 apresentou

crescimento vegetativo reduzido, enquanto os mutantes T93 e T251

apresentaram pigmentagdo marrom.
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Ensaios em epiderme de cebola foram realizados para avaliar a germinacéo
de conidios e a diferenciacéo de apressorios (Figura 4). Com duas horas de
incubacgdo foi possivel observar cerca de 92 % de germinagdo dos conidios de |-22
(Tabela 1). Também foi possivel observar a germinacédo dos conidios de todos os
mutantes, a qual variou de 88 a 94 %, exceto para o0 mutante T72, o qual
apresentou germinacdo média de 28 %. Apds 8 horas de incubacdo dos conidios,
foi possivel constatar diferenciagdo de apressorios em [-22 da ordem de 92 %. As
porcentagens de diferenciacdo de apressorios dos mutantes T41, T93, T108 e
T251 foram semelhantes, variando de 87 a 90 % (Tabela 1). Nenhum apressorio
foi formado pelo mutante T72 apds 8 horas de incubacdo. Somente com 20 horas
de incubacdo T72 apresentou mais de 50 % de conidios germinados, porém a
formacao de apressorios permaneceu baixa (24,5 %).

A0 microscopio optico, 0s apressorios produzidos por [-22 foram robustos,
bem definidos e melanizados (Figura 4A). Embora tenha sido comum a ocorréncia
de apressorios aparentemente anormais em todos os mutantes, houve fracéo
consideravel desta classe de apressorios no mutante T93 (Figuras 4C e 4D).
Grande parte dos apressorios formados por T93 apresentou forma irregular,
diferente da observada em 1-22 (Figura 4A). Embora em menor proporcéo,
apressorios com formas irregulares também foram comuns em T251 (Figura 4F).
Os apressorios de T72, apesar de demorarem mais tempo para serem
diferenciados (Figura 4G), foram morfologicamente normais, muito similares aos

apressorios de 1-22 (Figura 4H).
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FIGURA 4. Diferenciacdo e morfologia dos apressorios de mutantes de
Magnaporthe grisea 1-22, em epiderme de cebola. A: 1-22. B: T41.

CeD: T93.E: T108.F: T251.GeH: T72.AaGeHcom8e 20

horas de incubacéo, respectivamente. Barras equivalem a 20 pum.
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Analise molecular do padré&o de integracdo de pAN7-1

Para verificar a presenca de pAN7-1 no genoma dos mutantes de M. grisea
[-22, PCR foi conduzida com os oligonucleotideos hphl e hph2, que anelam
especificamente na regido estrutural do gene HPH, utilizado como marcador de
selecdo. ReagOes positivas foram detectadas pela presenca de amplicons de
690 pb. Todos os mutantes analisados, T41, T93, T108 e T251, apresentaram o

fragmento correspondente a presenca do gene HPH (Figura5).

pb

850
650

FIGURA 5. Perfil eetroforético dos amplicons dos mutantes de Magnaporthe
grisea 1-22, utilizando os oligonucleotideos hphl e hph2.
M: marcador de tamanho 1 Kb Plus (Invitrogen®); P: pAN7-1;
B: reacdo 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 estéo indicados na

margem esquerda. A seta indica os amplicons de 690 pb esperados.
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Southern blots foram conduzidos para determinar o padrdo de integracdo de
PAN7-1 nos mutantes T41, T93, T108 e T251. A clivagem do DNA dos mutantes
com EcoRV ou Clal revelou o mesmo padrdo de integracdo do vetor (Figura6). A
insercdo do vetor de transformacdo ocorreu em dois sitios no genoma de T41
(Figura 6, linha 1). O mutante T93 também apresentou dois fragmentos com
homologia a pAN7-1, sendo o fragmento maior com sinal aparentemente mais
intenso (Figura 6, linha 2). Os mutantes T108 e T251 agpresentaram apenas um
fragmento com homologia a pAN7-1, sugerindo um anico sitio de integracéo no
genoma (Figura 6, linhas 3 e 4).

Para determinar a ocorréncia de integracdes in tandem ou a restauracéo do
sitio de restricdo, no caso de mutantes REMI, o DNA foi clivado com Hindlll, a
enzima usada para a transformacéo REMI, e hibridizado com pAN7-1. O padréo
de integracdo do vetor no genoma dos mutantes T41, T93, T108 e T251 foi
diferente (Figura 7). O mutante T41 apresentou dois fragmentos com homologia a
pPAN7-1, com tamanhos superiores a 6,75 Kb (Figura 7, linha 1). Padréo de
integracdo mais complexo foi observado em T93. O mutante apresentou quatro
fragmentos com homologia ao vetor, sendo um fragmento com 6,75 Kb
(Figura 7, linha 2). Apenas um fragmento com homologia a pAN7-1, com
tamanho superior a 6,75 Kb, foi detectado para o0 mutante T108
(Figura 7, linha 3). A hibridizacdo do DNA de T251 também revelou a presenca
de apenas um fragmento com homologia a pAN7-1 (Figura 7, linha 4). O padréo
de integracdo do vetor no mutante T251 foi o Unico a sugerir a ocorréncia de

restauracdo dos sitios de restricdo de Hindl 1, ou sgja, evento REMI.
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Cla EcoRV

M P I 1 2 3 4 1 1 2 3 4

Kb

23,13

9,42

6,56

4,36

FIGURA 6. Padréo de integragdo do vetor em mutantes de Magnaporthe grisea
I-22 analisado por Southern blot, utilizando como sonda pAN7-1
marcado com dUTP-fluoresceina. O DNA total foi clivado com Clal
ou EcoRV. M: ADNA clivado com Hindlll. P: pAN7-1 linearizado
com Hindlll. I: 1-22. Linhas 1, 2, 3 e 4 correspondem a T41, T93,
T108 e T251, respectivamente. O tamanho (Kb) dos fragmentos

ADNA-HindIll est&o indicados na margem esquerda.
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Kb | M P I 1 23 4 P

23,13
9,42
6,56

4,36 |

2,32
2,02

056 |

FIGURA 7. Padréo de integracéo do vetor em mutantes de Magnaporthe grisea
I-22 analisado por Southern blot, utilizando como sonda pAN7-1
marcado com a-*P-CTP. O DNA total foi clivado com HindlIl.
M: ADNA clivado com Hindlll. P: pAN7-1 linearizado com
Hindlll. 1: 1-22. Linhas 1, 2, 3 e 4 correspondem aT41, T93, T108 e
T251, respectivamente. O tamanho (Kb) dos fragmentos
ADNA-HindIll estdo indicados na margem esquerda. As setas

indicam os fragmentos de T93 com homologiaa pAN7-1.
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DISCUSSAO

Da colecdo de 500 transformantes insercionais de M. grisea [-22,
principamente gerados por mutagénese REMI, 125 foram avaliados quanto a
patogenicidade e a viruléncia em plantas de arroz.

InoculacBes foram realizadas em Epagri-109, a qual é resistente ao isolado
[-22, visando identificar genes AVR de M. grisea envolvidos na especificidade de
cultivares. Contudo, nenhum transformante foi capaz de infectar essa cultivar.
Obviamente, o nimero reduzido de transformantes analisado contribuiu para a
falta de éxito. A caréncia de informagdes sobre a base genética da resisténcia no
hospedeiro também dificultou a deteccdo de mutantes virulentos. A presenca de
mais de um gene de resisténcia (R) em Epagri-109, prevenindo a infeccdo pelo
isolado 1-22, tornaria mais ardua a identificacdo de genes AVR. Segundo a
hipétese, sustentado pela teoria gene-a-gene (Flor, 1971), seriam necessdrias as
inativactes de todos os genes AVR do fungo cujos produtos estariam relacionados
com os produtos dos genes R presentes em Epagri-109.

Foram obtidos mutantes com defeitos na patogenicidade em plantas
Epagri-106, a qual é suscetivel ao 1-22. Cinco transformantes apresentaram
fendtipo de patogenicidade alterado consistentemente. Surpreendentemente, a
recuperagdo de 4 % de mutantes para a patogenicidade foi elevada em
comparacdo aos indices relatados em trabalhos anteriores. MutacBes para a
patogenicidade tém sido identificadas em 0,4 a 0,5 % dos transformantes
analisados (Sweigard et al., 1998; Bahadere et al., 1999). Um dos fatores

associados a maior eficiéncia correspondeu aos métodos empregados. As
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pesquisas de Sweigard et al. (1998) e Balhadére et al. (1999) foram conduzidas
com cevada. Enquanto os primeiros autores utilizaram sistema inicial de selecéo
onde as condigdes ndo foram controladas completamente, Balhadére et al. fizeram
selecdo inicial em folhas destacadas. Como resultado, as condigdes experimentais
podem ter reduzido a identificacdo de mutantes. A utilizacdo de folhas destacadas
pode, por exemplo, ter prejudicado a deteccdo dos mutantes com defeitos no
processo de adesio ao hospedeiro.

O estabelecimento da doenca no hospedeiro € processo complexo, onde
muitas estruturas e moléculas estdo envolvidas. Provavelmente, os mutantes
identificados apresentaram defeitos em genes importantes para diferentes etapas
da patogénese. Em determinadas ocasides, 0 mutante T108, por exemplo, ndo foi
patogénico ao arroz. Além disso, quando cultivado em MC e comparado com
[-22, apresentou crescimento vegetativo reduzido em 73 %. Em outras ocasides,
T108 causou doenca, porém foi menos agressivo, provocando nas folhas lesbes
com tamanhos reduzidos, o que foi condizente com o menor crescimento em meio
de cultura. Fujimoto et al. (2002) recuperaram um mutante insercional semelhante
a T108, mutante pat194, o qual apresentou crescimento radial reduzido, porém
com germinacao e esporulacdo aparentemente normais. Contudo, a caracterizacéo
detalhada do gene inativado em pat194 ainda ndo foi reportada.

Componente essencia para patogenicidade de M. grisea é a melanina. Este
pigmento esta diretamente relacionado com a funcdo do apressorio. Mutactes em
genes envolvidos na biossintese de melanina resultam em perda de patogeni cidade
(Talbot, 1995; Howard & Vaent, 1996). O mutante T251 ndo foi patogénico, e a

sua pigmentagdo marrom, quando em cultura, sugeriu possivel alteracdo na rota
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biossintética de melanina. O tubo germinativo de T251 diferenciou o apressorio, 0
que sustenta a hipotese de defeitos na funcdo da estrutura de infeccéo.
Surpreendentemente, o mutante T93 também apresentou coloragdo marrom
quando cultivado in vitro, indistinguivel de T251. O mutante T93, apesar de capaz
de diferenciar apressorios, apresentou elevada proporcao de estruturas com formas
irregulares, o que pode ter contribuido para o fracasso no estabelecimento de
doenca. Alteracbes morfologicas de apressorios podem ser devido a perda da
rigidez da célula, ou devido a inabilidade de gerar turgor (Howard et al., 1991,
citados por Talbot & McCafferty, 1997).

Os mutantes T251 e T93 foram gerados por procedimentos REMI
independentes. Alguns relatos apontam para REMI mediando integragdes no
mesmo gene (Lu et a., 1994; Sweigard et al., 1998). Contudo, ainda é polémica a
aleatoriedade dos eventos de integracdo em REMI. A andlise das seqUéncias
interrompidas em T251 e T93 podera gerar novas evidéncias para a discussao.

Ao contrario dos demais, o T72 ndo apresentou alteracbes morfol bgicas
visivels. Das caracteristicas avaliadas, a Unica que divergiu de I-22 foi o periodo
de incubacdo. Comparado ao 1-22, T72 apresentou periodo de incubacdo mais
longo (88 horas). O T72 também precisou de tempo maior para germinar 0s
conidios e diferenciar os apressorios em epidermes de cebola. Considera-se que
T72 é exemplo raro de mutante de M. grisea com alteracbes no periodo de
incubacdo. A caracterizacdo mais detalhada de T72 encontra-se em progresso.

A maior parte das investigaches sobre a patogenicidade de M. grisea
resultou no acumulo de informacBes acerca dos eventos pré-penetracdo e

penetracdo (Talbot, 1995; Howard & Valent, 1996; Hamer & Talbot, 1998;
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Idnurm & Howlett, 2001), talvez por consequéncia do grande nimero de genes
gue certamente estdo envolvidos nessas etapas e da maior facilidade de
identificagdo dos mutantes. Alguns eventos que antecedem a penetragéo do fungo
envolvem a diferenciacdo de estruturas especiais de infeccdo e o acimulo de
melanina nas paredes do apressorio. Defeitos em ambas as etapas resultariam em
fendtipo ndo patogénico. Os mutantes aqui descritos ilustraram essa readlidade: dos
cinco identificados, trés mutantes apresentaram dificuldades em iniciar 0 processo
patogénico. Hipoteticamente, € possivel que os mutantes T93, T108 e T251
tenham apresentado problemas na diferenciacéo ou na funcéo do apressorio.

Pouco é conhecido sobre a fisiologia do crescimento invasivo de M. grisea,
da regulacéo do crescimento no interior dos tecidos do hospedeiro ou sobre os
estagios finais da infeccdo. Devido a menor agressividade, T41 pode constituir
fonte para ampliar 0 conhecimento da maguinaria pds-penetracdo que rege a
patogeni cidade do ascomiceto.

As dimensdes dos bordos marrom-avermelhados em lesdes de M. grisea
estdo relacionadas com o grau de resisténcia do hospedeiro, sendo estreitas em
cultivares suscetiveis (Ou, 1985; Bedendo, 1997). Os bordos proeminentes das
lesBes causadas por T41 sugeriram dificuldade em superar possiveis reaces de
defesas da planta. Identificado por Urban et a. (1999), o gene ABC1 de M. grisea
parece estar envolvido na supressdo de defesas do hospedeiro. Codificador de
transportador ABC, esse gene foi suposto agir como bomba de efluxo para
detoxificac@o de compostos antimicrobianos sintetizados pelo arroz.

Lesbes causadas por T41 ndo foram circundadas por halos clordticos. Tais

areas sdo caracterizadas por infiltracbes de substancias tdxicas secretadas pelo
126



fungo (Yoshii, 1937, citado por Ou, 1985), e denotam 0 avanco da infecgdo
(Talbot, 1995). Se a patogénese de T41 foi realmente dificultada pela auséncia de
compostos fitotoxicos, estes podem atuar como fatores de patogenicidade em
estédgios mais avangados, embora parecam ser irrelevantes nos estagios iniciais da
doenca (Hamer & Talbot, 1998).

O mutante T108 pode constituir outra ferramenta para a identificagdo de
genes de patogenicidade que atuam papel na expressdo dos sintomas da doenca,
pois quando foi patogénico causou sintomas com menor intensidade.

Defeitos na patogenicidade podem ser provocados por mutacdes
espontaneas ou por mutacdes induzidas pelo processo de transformagdo. Assim, €
importante a correlacdo do fendtipo mutante com o evento de integracdo do vetor.
Quando a espécie fungica apresenta limitacOes para a ocorréncia de reproducéo
sexuada, torna-se necessaria a recuperacao das sequéncias inativadas.

Visando a recuperacdo do vetor e a posterior clonagem dos genes
possivelmente envolvidos na patogenicidade, inicialmente foram conduzidas
analises Southern blots para determinar o padréo de integracdo do vetor. O uso
Clal ou EcoRV, as quais ndo possuem sitios de restricdo em pAN7-1, permitiu
detectar 0 nimero de sitios de integracdo do vetor no genoma dos mutantes.
Foram esperados fragmentos com homologia a pAN7-1 com tamanho superior a
6,75 Kb, o tamanho do vetor. O uso de Hindl 1, enzima usada em REMI, permitiu
a deteccdo de integraces multiplas cépias in tandem, bem como de eventos
REMI propriamente ditos. Esses fendmenos foram detectados pela presenca de

fragmentos com homologiaa pAN7-1 com tamanho igual a 6,75 Kb.
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Com excegdo de T108, a origem dos mutantes foi mediada por Hindlll,
mesmo que residual. Contudo, apenas em T251 ocorreu evento REMI. Nesse
mutante, pAN7-1 foi integrado no genoma via um Unico sitio de restricdo para
Hindlll, possivelmente na forma de Unica cépia. As analises Southern blots
indicaram duas integracdes do tipo Unica copia para 0 mutante T41, sendo que em
ambas as integracdes, pelo menos um dos sitios de restricdo para Hindlll ndo foi
restaurado pelo sistema de reparo de DNA da célula. Para o mutante T93, os
resultados sugeriram a insercdo de pAN7-1 em dois sitios no genoma: um sitio
com integracdo do tipo Unica cOpia e outro com integracdo na forma de
concatéameros (fragmento maior com sinal mais intenso na radiografia obtida com
o DNA-Clal ou DNA-EcoRV do mutante). Unico fragmento com homologia a
PAN7-1 foi detectado a partir das hibridizagdes do DNA de T108. Visto que T108
foi originado por transformacéo convencional, é possivel que a insercéo do vetor
ndo tenha ocorrido em sitio Hindll 1.

Esforcos iniciais para isolar as sequiéncias inativadas usando o protocolo de
Kuspa & Loomis (1992) ndo foram bem sucedidos. As coldnias de Escherichia
coli DH5-a continham apenas o vetor pAN7-1 vazio (sem as sequéncias
genbmicas flanqueadoras) ou um plasmideo de tamanho menor, com delecdo do
fragmento EcoRI (dados n&o apresentados). Bolker et al. (1995) enfrentaram
problemas semel hantes na recuperacdo do vetor pSMUT do genoma de Ustilago
maydis. A causa atribuida pelos autores foi a recombinagéo dentro de fragmentos
contendo cépias multiplas do vetor. Ensaios de recuperacdo do vetor estédo sendo
conduzidos com outras bactérias e outras enzimas. Pelo menos para T251, que

apresentou evento REMI, a recuperacdo da sequéncia inativada podera ser
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efetuada com PCR invertida (Clergeot et al., 2001), utilizando oligonucleotideos

gue anelam nas extremidades de pAN7-1.
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CONCLUSOES GERAIS

A protoplastizagcéo de Magnaporthe grisea, isolado 1-22, foi melhorada pela
utilizacdo simulténea de Lysing Enzymes e Cellulase Onozuka R-10 em tamp&o
fosfato a 0,01 M contendo MgSO,4 a 1,2 M (pH=5,8). A baixa regeneracdo dos
protoplastos, em relacdo as porcentagens de 60 e 70 % anteriormente descritas
para M. grisea, pode ter sido reflexo, entre outras coisas, das caracteristicas
inerentes ao isolado ou das condigdes experimentais, incluindo o sistemal litico, o
meio de regeneracdo e o método de plagueamento dos protoplastos. Maior
freqiéncia de regeneracéo (19,4 %) foi obtida com protoplastos liberados com 3
horas de hidrdlise enzimética.

O protocolo de protoplastizacdo de M. grisea, uma vez adequado, permitiu a
obtencdo de protoplastos que foram prontamente transformados para a resisténcia
a higromicina. A transformacéo de M. grisea I-22 com 0 pAN7-1 linear foi mais
eficiente do que a utilizagéo do vetor na forma circular. N&o ignorando a condicéo
fisica do vetor, € provavel que a atividade da enzima Hindlll, utilizada para
linearizar pAN7-1, ndo tenha sido inativada completamente, 0 que promoveu o
aumento da eficiéncia de transformac&o. O efeito positivo da atividade enzimatica
residual na transformacéo do 1-22 foi mais evidente no tratamento gque ndo

envolveu ainativacao térmica da enzima utilizada para a clivagem do vetor.
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A integracdo do vetor no genoma de M. grisea foi catalisada pela presenca
de enzima de restricdo na reagdo, ilustrando a potencialidade de pAN7-1 como
marcador fisico de mutagbes em mutagénese REMI. Maior freqiéncia de
transformantes foi constatada quando 5 unidades de Hindlll foram adicionadas a
reacdo de transformacgdo. No entanto, é possivel que a concentragcdo étima de
Hindlll resida entre O e 5 unidades da enzima. Concentragdes elevadas de Hindl 1|
levaram a0 decréscimo da eficiéncia de transformacdo, possivelmente devido ao
excesso de danos genéticos irreversivels causados na célula ou as sucessivas
clivagens no sitio de integracdo de pAN7-1.

A mutagénese inserciona de M. grisea 1-22 foi bem sucedida, promovendo
a recuperacdo de 4 % de mutantes com patogenicidade alterada em arroz. Os
mutantes identificados apresentaram caracteristicas fenotipicas distintas. Aliado as
analises Southern blots, esses resultados sugeriram possivel aleatoriedade nos
eventos de integracdo de pAN7-1 no genoma de M. grisea. Ensaios de correlacéo
entre 0 fenGtipo mutante e a evento de integracdo ser8o necessarios para
determinar as mutacGes marcadas fisicamente pelo vetor.

Diante da escassez de informacdes, os mutantes T41 e T108, que foram
menos agressivos, podem constituir fontes para ampliar o conhecimento da
maguinaria pos-penetracao que rege a patogenicidade. No caso de T41, é possivel
gue tenham ocorrido defeitos na sintese de compostos fitotoxicos, dificultando o
avanco da colonizagao dos tecidos, ou defeitos nos mecanismos para suplantar as
defesas do hospedeiro.

O mutante T72 ndo exibiu alteragbes morfoldgicas visiveis, porém

apresentou periodo de incubacdo mais longo (88 horas). Atrasos na germinacéo de
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conidios e na diferenciacéo de apressorios também foram observados. Considera-
se que T72 é exemplo raro de mutante de M. grisea com alteracGes no periodo de
incubagao.

Em sintese: (1) protoplastos de M. grisea puderam ser eficientemente
obtidos com o uso simulténeo de Lysing Enzymes e Cellulase Onozuka R-10 em
solugdo tamponante contendo MgSO4 1,2 M, e aqueles liberados com 3 horas de
hidrolise enzimatica apresentaram maior capacidade de regenerar a parede celular;
(2) protoplastos obtidos desta maneira foram prontamente transformados com
PAN7-1, sendo que o uso de enzima de restricdo (Hindlll) elevou a freqiéncia de
integracdo do vetor e (3) mutantes insercionais foram recuperados com grande
eficiéncia, os quais poderdo ser explorados para a melhor compreensdo da

patogenicidade de M. grisea em arroz.
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