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RESUMO

ROCA MAGALLANES, Maria Gabriela. Aspectos citolégicos da variabilidade genética em
Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. & Schrenck f. sp. phaseoli (Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scribner). Lavras: UFLA, 1997. 82 p. (Dissertaco -

Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas).

O estudo da variabilidade nos fungos fitopatogénicos é importante tanto para o
conhecimento da genética do fungo, como para se ter o conhecimento basico necessario para a
conducdo de programas de melhoramento de plantas e desenvolvimento de cultivares resistentes.
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scribner (forma mitospérica) é encontrado na
natureza ocasionando antracnose no feijoeiro. No entanto, em condigdes de laboratorio pode ser
encontrada sua forma meiosporica: Glomerella cingulata f. sp. phaseoli. Nos fungos ocorrem
uma série de fendmenos a nivel citoldgico que permitem fazer inferéncia ao comportamento
genético do fungo. Sabe-se que nesta espécie, em condigbes de laboratério, pode ocorrer
recombinacdo sexual de forma esponténea, e heterocariose de forma induzida.

Este trabalho teve comd objetivo detectar mecanismos com potenciais de variagio, que

possam ajudar a explicar a alta variabilidade genética apresentada por este patogeno. Foram

* Orientadora: Lisete Chamma Davide. Membros da banca: Aida T.S. Matsumura, José da Cruz
Machado.



realizados estudos citologicos em C. lindemuthianum e sua forma meiospérica, em condigdes de
laboratério. A maioria dos resultados foi obtida com a utilizagdo da mistura de corantes carmim-
orceina propionica.

Os resultados mostraram 4 cromossomos para a espécie e de forma mais freqiiente uma
meiose normal. Também foi demostrado, na forma mitospérica, a ocorréncia de trés fenémenos
que se constituem em potencial de variagdo genética: troca de material nuclear nas anastomoses
entre conidios, polimorfismo cromossémico e os passos citologicos necessarios para ocorréncia do

ciclo parassexual.



ABSTRACT

CYTOLOGICAL ASPECTS OF THE GENETIC VARIABILITY IN Glomerella cingulata
(Stonem) Spauld & Schrenck f. sp. (Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.)

Scribner)

The study of variability of phytopathogenic fungi is important for knowing the genetics of
this group of organisms so as to provide the basic requirement for the conduction of plant
breeding programs and development of resistant cultivars. Colletotrichum lindemuthianum (Sacc.
& Magn) Scribner (mitosporic form) is found in nature causing anthracnose disease in beans,
although the meiosporic form is found in culture as Glomerella cingulata f. sp. phaseoli. At the
cytological level a series of phenomena which permits to understand the genetic fungal behaviour
occurs. In culture it is known that the sexual recombination may occur spontaneously in this
pathogen as well as heterokaryosis by induction.

This work had the objective to detect the potential of variability of Glomerella cingulata f.
Sp. phaseoli, which may help to explain the high genetic variability presented by this pathogen.
Cytological studies in the mitosporic and meiosporic forms of the fungus were carried out in
culture. The majority of the microscopic observations were based on the fungal structures stained

with the mixture propio-carmim-orcein.



The results showed that G. cingulata f. sp. phaseoli presents 4 chromosomes and the
normal meiosis process is more frequent than the abnormal process. Under the cytological view it
was also demonstrated that in the mitosporic form three phenomena, the nuclear material changes
between conidial anastomosis, chromosome polymorphism and the necessary cytological steps to

occur the parasexual cycle, which constitute potential for genetics variability were observed.



CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO

O fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scribner € o agente causal
da antracnose no feijoeiro comum, doenga de maior importancia desta cultura (Rava e Sartorato,
1994). Perdas ocasionadas por este patogeno podem ser totais quando sdo utilizadas sementes
infectadas e as condigGes de ambiente lhes sdo favoraveis. A utilizagdo de cultivares resistentes 3
antracnose requer, além do conhecimento das racas fisiologicas prevalecentes na regido onde se
pretende utiliza-las, o conhecimento das caracteristicas genéticas do fungo.

O estudo da variabilidade em fingos fitopatogénicos torna-se importante tanto para
estudos genéticos como para facilitar a condugio de trabalhos de melhoramento envolvidos com
doengas por eles causadas. O conhecimento da variabilidade do patégeno é um requisito basico
para o desenvolvimento de cultivares resistentes capazes de manter essa caracteristica por
periodos prolongados de tempo (Rava et al. 1993).

Azevedo (1976) salienta que, além da mutagdio, a heterocariose, a recombinagdo
sexual, recombina¢do assexual ou parassexualidade e determinantes citoplasmaticos constituem

fontes para a variabilidade e diversidade existentes entre os fungos. O estudo de qualquer destes



processos ja estaria contribuindo para o melhor conhecimento do comportamento genético do
fungo.

A forma meiosporica Glomerella cingulata (Stonem) Spauld. & Schrenk f sp.
phaseoli, é conhecida também como Glomerella lindemuthianum Shear (Sutton, 1992), sendo que
alguns autores utilizam a denominagido Glomerella cingulata como preferem outros autores
(VonArx, 1981, citado por Sutton, 1992; Medeiros, 1988; Tu, 1992). Recentes evidéncias obtidas
em laboratério demonstraram que ¢ relativamente ficil encontrar a forma sexual de C.
lindemuthianum (Mendes-Costa, 1996). Nio existia nenhuma comprovagio do estado
meiosporico de C. lindemuthianum na literatura até 1970, quando Kimati e Galli (1970) obtiveram
a formagdo de peritécios férteis através de cruzamentos em meio de cultura. Estas estruturas
também foram encontradas por Batista e Chaves (1982), Bryson (1990, citado por Bryson et al.
1992) e Mendes-Costa (1996).

A ocorréncia do ciclo parassexual também ndo foi definida. O principal requisito para
a parassexualidade ¢ a ocorréncia de heterocariose. Bos (1985) realizou estudos com
recombinago somatica em mutantes auxotroficos de C. lindemuthianum e verificou a ocorréncia
de anastomoses entre isolados de ragas diferentes. Encontrou também provaveis heterocarios
estabelecidos em meio minimo e heterocarios através de fusdo de protoplastos. Os dados obtidos
por Bos (1985) ndo chegam a demonstrar de forma conclusiva a existéncia da parassexualidade,
mas sim ddo fortes provas de que este fungo tem potencial para realizar algumas etapas.

Em outras espécies de Colletotrichum estudos realizados com auto-incompatibilidade
vegetativa também apontam a possibilidade de heterocariose (Brooker, Leslie e Dickman, 1991).

No entanto, ha autores que discordam por ndo terem observado niicleos dipléides em grupos de



heterocarios encontrados (Dutta e Garber, 1960), ou por ndo terem observado a ocorréncia de
hifas e/ou conidios binucleados (Medeiros, 1988).

Recentemente alguns indicios citologicos de heterocariose foram obtidos por Mendes-
Costa, Davide e Roca (1995), que observaram a existéncia de conidios binucleados e a ocorréncia
de anastomose entre hifas de C. lindemuthiamum. Em fungdo destas duvidas, verifica-se a
necessidade de mais estudos a este nivel.

Concomitantemente aos processos de variabilidade ja conhecidos e citados,
apareceram, a partir da década de 80, nomes técnicos e interpretaces que tentam explicar
mecanismos ndo-mendelianos de heranga em fungos, como o polimorfismo cromossdmico (Kistler
e Miao, 1992). Através do emprego de eletroforese de campo pulsado, foi observada uma grande
variagdo numérica em isolados de Colletotrichum gloeosporioides isolado de Stylosanthes e de
diversas regides de origem. Esta variabilidade foi mais evidente em cromossomos com menos de
1,2 milhdes de pares de base (Mb), chamados “mini-cromossomos” (Masel e Manners, 1990;
Masel, Irwin e Manners, 1993a), os quais ainda nio foram encontrados nos isolados estudados de
C. lindemuthianum.

Através de eletroforese de campo pulsado é possivel contar os cromossomos pela
presenga ou auséncia de bandas e inferir o tamanho dos mesmos pelo seu peso. Porém, nio se
consegue visualizar os cromossomos. As diferencas na mobilidade das moléculas de DNA tornam
esta metodologia em alguns casos duvidosa (Lai et al. 1989; Wickes, Golin e Known-Cgung,

1991).



Neste trabalho foram realizadas analises citologicas de C. lindemuthianum através de
microscopia Optica e eletrdnica com o objetivo de detectar mecanismos que possam explicar a alta

variabilidade genética deste fungo.

1.2 REFERENCIAL TEORICO

Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. & Schrenck (Ascomycotina) f. sp. phaseoli é
comumente encontrada na sua forma mitosporica ou conidial Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc. & Magnus) (Deuteromycotina) causando as moléstias conhecidas como antracnose no
feijoeiro (Sutton, 1992).

A classificagdo dos Ascomicetos baseia-se em sua forma de reprodugio sexual (forma
meiosporica = forma sexual = forma telomorfica). Sob esta forma o causador da antracnose do
fejjoeiro ainda ndo foi encontrado na natureza, sendo que o seu estado conidial foi descoberto
primeiro (forma mitosporica = forma assexual = forma anamoérfica), € o seu nome mais
amplamente empregado e conhecido. Com base no amplo uso do nome das formas conidiais, é
encontrado em inimeras publicagdes com o nome C. lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scrib., o
qual sera considerado como tal neste trabalho, nomenclatura hoje aceita e mundialmente
empregada para a fase mitosporica do agente causal da antracnose do feijoeiro comum,

pertencente a classe dos Coelomycetes e a ordem Melanconiales.



A taxonomia de Colletotrichum spp. ainda ndo esta clara (Frost, 1964; Sutton, 1980
citado por Davis, Boland e Howiff, 1992; Gil et al. 1994, Sherriff et al. 1994; Samuels e Seifert,
1995, Bailey et al. 1996), sendo respeitada a nomenclatura utilizada pelas publicagGes, mas nos
casos onde ndo se encontram publicagGes especificas com o nome de C. lindemuthianum,
realizam-se comparagdes com as publicagdes que utilizam a nomenclatura de C. gloeosporioides,
ja que ha autores que consideram C. lindemuthianum especifico para o feijoeiro, mas dentro da
espécie de C. gloeosporioides (Von Arx, 1981, citado por Sutton, 1992; Medeiros, 1988; Tu,

1992).

1.2.1 FORMA MEIOSPORICA

A fase sexual dos membros do género Glomerella foi inicialmente estudada por
Edgerton (1912, 1914), constituindo-se na primeira descrigio da diferenciagio sexual em
ascomicetos (Wheeler, 1954). Hiittig, 20 anos depois, publicou novamente resultados sobre
estudos de sexualidade em Glomerella isolada de tomate (Hiittig, 1935). Uecker (1994) fez um
trabalho descritivo em Glomerella isolado de morango. Recentemente, Mendes-Costa (1996) fez
estudos com G. cingulata f. sp. phaseoli, mostrando a natureza homotalica deste fungo, resultado
contraditorio ao de Kimati ¢ Galli (1970) que realizaram estudos nesta mesma espécie, concluindo
que o fungo ¢ heterotalico.

Wheeler (1954) divide o processo sexual em G. cingulata em 4 passos: iniciagdo do
peritécio, plasmogamia, cariogamia e divisdo meiética e reducional. O processo ¢ descrito por
Wheeler et al. (1948) e McGahen e Wheeler (1951), iniciando-se por 2 células uninucleares que se

desenvolvem com curtas ramificagdes nas proximidades dos septos das hifas. O crescimento lateral



externo das 2 hifas adjacentes comega formando duas células, cada uma chamada de hifa de
copulagdo. A hifa de copulagdo externa produz a parede do peritécio ¢ a interna produz o
ascogdnio. Antes de completar o desenvolvimento da parede peritecial, o ascogbnio funde-se com
uma hifa de copulagdo; segue-se entdo a formagdo de hifas ascogenas, o desenvolvimento dos
primordios dos ascos, a cariogamia, a meiose, a mitose pos-meiotica e a formagdo dos ascosporos.
Durante este processo, Lucas (1946) inicialmente verificou em G. cingulata o nimero hapléide de
4 cromossomos nos ascos jovens, antes da fusdo e depois na divisdo reducional. Este nimero foi
confirmado posteriormente por Wheeler et al. (1948) em G. cingulata isolado de Jpomea.

Estudos a nivel genético e citologico foram realizados em G. cingulata até a década
de 50 (Edgerton, 1912, 1914; Chilton, Lucas e Edgerton, 1945, Lucas, 1946, Wheeler et al. 1948;
Chilton e Wheeler, 1949a, 1949b; Wheeler, 1950, 1954, 1956, McGahen ¢ Wheeler, 1951;
Wheeler e McGahen, 1952; Wheeler e Driver, 1953). Apéds este periodo ndo se encontram relatos
na literatura, até 1970, quando Kimati e Galli confirmaram a forma meiospoérica para G. cingulata
f sp. phaseoli. A utilizagio da forma meiospérica para estudos genéticos tem sido pouco
explorada (Batista e Chaves, 1982; Bryson et al. 1992; Mendes-Costa, 1996).

De acordo com Kimati e Galli (1970), que estudaram G. cingulata f. sp. phaseoli,
esta produz peritécios mais ou menos arredondados de didmetro varidvel. Os peritécios podem
formar rostros sendo os menores em forma de papila e os maiores alongados. O canal do rostro é
formado de parafises hialinas e filiformes; 4 medida que o peritécio amadurece, tornam-se
enegrecidas a partir do apice. Os ascos sdo envolvidos por parafises filiformes, delicadas e vis}veis
até mais ou menos 27 dias de idade, a partir de entdo mostrando-se evanescentes. Estes autores

encontraram ascosporos de 2 tipos: alantoides e elipsoidais, o que coincide com relatos anteriores



feitos por Edgerton (1914) e Wheeler e Driver (1953) entre outros para G. cingulata isolada de
Ipomea.

Kimati e Galli (1970) em G. cingulata f. sp. phaseoli encontraram ascosporos
alantoides medindo em média 20 x 6,5 um que s3o formados de 1 a 8 por asco. Também
encontraram ascosporos elipsoidais em nimero de 8, medindo 10 x 4 um. Wheeler e Driver
(1953) encontraram uma meédia de 24,1 x 5,4 pm nos ascosporos elipsoidais de G. cingulata
isolada de Ipomea.

Estudos citogenéticos em G. cingulata f. sp. phaseoli ndo tém sido realizados.

1.2.2. FORMA MITOSPORICA

C. lindemuthianum tem o micélio septado e ramificado, produzindo acérvulos
(corpos de frutificagdo) onde sdo formados os conidios (Taber e Taber, 1974). Os conidios
formam massas de cor salmdo ou mel, sdo hialinos, unicelulares, oblongos e cilindricos,
apresentando as extremidades arredondadas e medem de 3,5 a 4,5 pym x 9,5 a 11,5 um
(Sutton, 1992).

Por ocasido da germinagdo, um conidio de Colletotrichum spp. pode emitir um ou
mais (até quatro) tubos germinativos, sendo mais freqiientes dois, os quais podem formar
apressorios em seus apices, para a penetragdo no hospedeiro (Mould, Boland e Robb, 1991b;
Manandhar, Hartman e Wang, 1995). Estes ultimos autores descrevem que, em meio de
cultura ao longo de 2 a 3 horas enquanto ocorre a emissdo do tubo germinativo, o nicleo
usualmente entra no processo de mitose e o nicleo filho dirige-se ao lado oposto do conidio.

De forma mais comum, o tubo germinativo tem origem lateral, perto do extremo do conidio.



Justamente ou durante a emergéncia do tubo germinativo, um septo € desenvolvido perto da
regido mediana do conidio, dividindo-o em duas células uninucleadas. Estes autores através, da
microscopia optica, fizeram um estudo onde descreveram apressorios madurus multinucleados,
indicando a ocorréncia de divisdes mitéticas durante a diferenciagdo do apressoério (Mould,

Boland e Robb, 1991b; Manandhar, Hartman e Wang, 1995).

1.2.3. FONTES DE VARIABILIDADE EM FUNGOS

Tanto a forma meiospérica como a mitosporica sdo altamente variaveis e sdo
diferenciadas em numerosos tipos fisiologicos e genéticos (Sutton, 1992; Bryson et al. 1992).
No agente causal da antracnose do feijoeiro ocorrem ragas fisiologicas que afetam
diferencialmente determinadas cultivares de um mesmo hospedeiro (Kimati e Galli, 1970,
Batista ¢ Chaves, 1982; Rava et al. 1993; Mahe, Grisvard e Dron, 1993; Rava, Purchio e

Sartorato, 1994; Balardin, 1997).

Existem variagSes dentro de populagbes selvagens de fungos que nio apresentam o

ciclo sexual na natureza. H4 também muitos relatos de variabilidade em isolados monosporicos,

quando mantidos e cultivados em laboratério (Rodrigues, 1987; Brooker, Leslie e Dickman,

1991). Hastie (1981) conclui que a mutagdo é a fonte basica de variagio genética, e a

heterocariose e heteroplasmose conduzem & variagio em fungos selvagens. A recombinagio

genética através do ciclo parassexual obviamente tem o valor potencial na biologia de fungos

conidiais e outros fungos (Hastie, 1981). Kistler e Miao (1992) propéem que o polimorfismo

cromossdmico também deve ser considerado como fonte de variagdo.



Poucos trabalhos tém sido feitos sobre a citologia de Colletotrichum (Medeiros, 1988;
Tebeest et al. 1989; Mendes-Costa, Davide € Roca, 1995) sendo, a maioria, relacionada com a
identifica¢do de isolados dentro de grupos de auto-incompatibilidade (Brooker, Leslie e Dickman,
1991) e penetragdo do fungo na folha (Mercer, Wood e Greenwood, 1975; O’Connell, Bailey e

Ricchmond, 1985; Van-Dyke e Mims, 1991; Mould, Boland e Robb, 1991a, 1991b).

1.2.3.1. Troca de material genético

Varios tipos de conexdes entre células podem permitir a troca de material, tanto como
0 nucleo inteiro como simplesmente de fragmentos. Estas conexdes permitiriam também a troca de
material genético extra-nuclear, como DNA mitocondrial ou plasmidial. Conexdes entre células
podem gerar heterocariose, como cita Griffiths (1995).

Em fungos filamentosos, sdo as anastomoses entre hifas que permitem a troca ou
passagem do nucleo bem como parte do citoplasma. A anastomose pode ser de 2 tipos: em forma
de H e adjacente. Anastomoses entre hifas foram encontradas por Bos (1985) e Mendes-Costa,
Davide e Roca (1995) em C. lindemuthianum, porém, sem verificar a passagem de niicleo. Bos
(1985) acompanhou o processo de formagdo de anastomoses detalhadamente e verificou que,
nesta espécie, estas ocorrem de forma freqiiente e ndo, como um evento ocasional.

Em microsporos que sio pertencentes a organismos pluricelulares, existem conexdes
conhecidas como citomixia, onde também ocorre uma fusdo das células, fusdo dos nicleos, da
membrana celular ou da parede em forma de pontes (Omara, 1976, Basavariah e Murthy, 1987,

Oliveira, 1994) , como ocorre nas anastomoses descritas em fungos.
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Outro tipo de modificagdo celular foi descrito citologicamente com detalhes pela
primeira vez por Rodentier e Hurd-Karber (1947) em uredosporos de ferrugens de cereais, e foi
denominado “corpos de fusdo”. Estes autores ressaltam a importancia que estas fusdes podem ter
tido na histéria das ferrugens ou na origem de ragas. Muito provavelmente devem ter sido
produzidos tubos germinativos que formaram anastomoses com nicleos de diferentes ragas, e que
depois formaram o “corpo de fusdo”, ja que foi observada a movimentagdo de granulos entre
células, embora ndo tenha sido feito nenhum tratamento diferenciando o nucleo. Qutros trabalhos
foram publicados posteriormente (Manners e Bampton, 1957, Wilcoxson, Tuite e Tucker, 1958),
dando énfase 4 importéncia genética destas fuses. Wilcoxson, Tuite e Tucker (1958) observaram
varios niicleos nos “corpos de fusdo”, indicando que provavelmente ocorre a troca efetiva de
material nuclear, também observaram 2 niicleos muito proximos numa mesma célula.
Recentemente estas conexdes foram descritas em conidios de isolados de C. gloeosporioides

(Uecker, 1994) e C. lindemuthianum (Mendes-Costa, 1996).

1.2.3.2. Ciclo Parassexual

As primeiras observagdes referentes ao ciclo parassexual em fungos filamentosos
foram feitas em 1952 por Pontecorvo e Roper. O ciclo parassexual leva a diploidizagio e a
recombinagao génica, sem entretanto passar pelas etapas da reprodugdo sexual.

Em 1956 Pontecorvo descreveu os passos para o ciclo parassexual da seguinte forma:

a) fusdo de 2 nucleos hapldides diferentes em um heterocario;

b) multiplicagdo do micélio dipléide heterozigoto resultante da fusdo, juntamente com

o nucleo hapléide;
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c) eventual crescimento do micélio diploide que se estabelecera como isolado;

d) permuta mitética que pode ocorrer durante a multiplicagdo do nicleo dipldide;

e) haploidizagio vegetativa do micleo diploide.

A heterocariose € considerada o primeiro passo necessario para a confirmacio do ciclo
parassexual e, para isto, devem ocorrer anastomoses entre hifas, com posterior passagem de
nucleo de uma célula para outra, encontrando-se dois nucleos diferentes. Hastie (1981) cita 2 tipos
de heterocarios em fungos. No primeiro tipo, cita como exemplo Aspergillus nidulans e
Neurospora crassa: as células das hifas destes fungos sdo multinucleadas e os nicleos podem
migrar de célula para célula, estendendo-se a heterocariose para as células apicais das hifas; desta
forma os heterocarios podem ser regularmente propagados utilizando-se as extremidades das
hifas. O segundo tipo de heterocario € exemplificado com Verticillium dahliae onde ha
predominancia de hifas com células uninucleadas e onde pode ocorrer uma restrita migragdo
nuclear, sendo as extremidades das hifas homocaridticas.

O segundo passo para o ciclo parassexual é a ocorréncia de fusio nuclear entre os
nucleos somaticos no heterocario (Hastie, 1981). FusGes nucleares ocorrem ao acaso, porém, so
fusBes entre miicleos geneticamente diferentes sio detectadas através de marcadores (Pontecorvo e
Roper, 1954). A frequiéncia de conidios dipldides heterozigotos em Aspergillus é geralmente de 1
em 10° (Pontecorvo, 1953).

Em A. nidulans provas da diploidia sdo obtidas rotineiramente com medidas de
conidios, uma vez que conidios diploides tém aproximadamente o dobro de tamanho dos conidios
hapléides (Pontecorvo, 1953). O tamanho de conidios pode ser influenciado por mutagdes em

genes simples, e no caso de diploides instaveis, como os produzidos por Verticillium albo-atrum e
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que tém rapidos segregantes haploides, poderiam ser classificados erroneamente como haploides,
principalmente se sio examinadas culturas velhas (Hastie, 1981).

Hastie (1981) cita outros critérios para identificar nucleos diploides, como a
quantifica¢do de DNA e a contagem de cromossomos. Evidéncias citolégicas tais como numero,
tamanho e estrutura dos cromossomos constituem o critério mais convincente da ploidia.
Entretanto, estas evidéncias sdo dificeis de serem obtidas, pela dificuldade de realizar estudos
citogenéticos em hifas. Este autor cita alguns trabalhos com fungos (4. nidulans, Ustilago
violacea e Cochliobolus sativus) onde se conheciam suas formas haploides e diploides por
evidéncias genéticas e em que se realizaram comparagdes citologicas, mas que em nenhum destes
exemplos o resultado foi bem definido. Nos trabalhos realizados em Aspergillus onde quantificou-
se DNA (Heagy e Roper, 1952) e se fez contagem de cromossomos (Robinow e Caten, 1969),
conhecia-se a existéncia da condig3o dipldide.

O seguinte passo seria a haploidizagio vegetativa. Pontecorvo, Gloor e Forbes (1954)
considerou como evidéncias genéticas, do processo de aneuploidizagio dos diploides em A.
nidulans, a presenga das coldnias recombinantes segregantes, reconhecidas através de linhagens
mutantes para a cor dos conidios e de mutantes deficientes nutricionais. Com estes marcadores
nutricionais € de cor, confirmou a formagio dos diploides e reconheceu a formagdo de varios e
diferentes aneuploides, que levariam & formagdo do haploide. Atualmente aceita-se a hipotese de
que este processo se da por intermediarios aneuploides, isto €, ocorre uma sére de
aneuploidizagdes onde o diploide heterozigoto vai perdendo cromossomos através de nio-
disjungdes, presumivelmente ao acaso, até que o nicleo haploide ¢ formado (Azevedo, 1987;

Kotlyarevskii e Levites, 1991; Bagagli, 1992).
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A seqiiéncia de eventos: fusio de nucleos diferentes, permuta mitotica (ndo
necessariamente) e haploidizagdo tém o mesmo efeito de um ciclo sexual regular e acrescentam
um tipo de recombinagdo as espécies de fungos que apresentam este ciclo (Fincham, Day e
Radford, 1979).

Em C. lindemuthianum o ciclo parassexual ainda ndo foi determinado, por falta de
provas citologicas e genéticas. Bos (1985) realizou estudos com recombina¢do somatica nesta
espécie, encontrando evidéncias de heterocariose com mutantes auxotroficos e, através de fusio
de protoplastos, também verificou microscopicamente a ocorréncia de anastomoses. No seu
trabalho, Bos (1985) encontrou provaveis diploides que reconheceu através da selegdo com meio
minimo. O autor ndio encontrou conidios hibridos, nem recombinantes; portanto ndo pode
confirmar a cariogamia. Conidios binucleados e a ocorréncia de anastomoses entre hifas foram
encontrados por Mendes-Costa, Davide e Roca (1995) em C. lindemuthianum, podendo ser uma
indicagdo de heterocariose. Dutta e Garber (1960), através da indugdo com luz ultravioleta,
encontraram isolados mutantes deficientes em nutrigio e cor, em 2 ragas fisiologicas de
Colletotrichum lagenarium. Obtiveram heterocarios envolvendo deficientes nutricionais nas
mesmas ragas, porém, ndo encontraram nenhum dipléide em amostras contendo até 10° €sporos.
Medeiros (1988) descarta a possibilidade do ciclo parassexual por ndo ter encontrado nucleos
pareados ou proximos em conidios de Colletotrichum gloeoporioides.

O ciclo parassexual é uma ferramenta importante no estudo da patogenicidade dos
fungos imperfeitos, e deve dar-se énfase ao esforgo para tentar demonstrar-se o ciclo pa.ras;exual
nas espécies de fungos (Dutta e Garber, 1960). O ciclo parassexual foi reconhecido em mais de 30

espécies de fungos (Azevedo, 1987).
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1.2.3.3. Polimorfismo Cromossomico

Numa revisao feita por Kistler e Miao (1992), abrangendo trabalhos com eletroforese
de campo pulsado, publicados nos 5 anos anteriores, concluem que o polimorfismo cromossémico
€ comum entre espécies de fungos.

Masel et al. (1990) encontraram através de eletroforese de campo pulsado em C.
gloeosporioides isolados de Stylosanthes um grande polimorfismo cromossémico. Parte do
polimorfismo existente em C. gloeosporioides pode ter surgido num processo de haploidizagdo
irregular o que originou aneupldides, decorrente de um processo parassexual, como sugerido
pelos autores. Liyanage, McMillan e Kistler (1992) também encontraram polimorfismo
cromossomico em C. gloeosporioides isolados de Citrus.

Em C. gloeosporiodes isolados de Stylosanthes na Australia e em outros paises,
Masel, Irwin e Manners (1993a) mostraram uma consideravel variagio em mini-cromossomos
quanto ao numero e tamanho. Estes autores encontraram de 3 a 5 cromossomos de 2 a 6 Mb e
entre 3 a 10 mini-cromosomos de 270 a 1.200 kb. Os autores, inclusive, dividiram os isolados em
2 grupos fundamentando-se no nimero de mini-cromossomos. Também verificaram, em 1 sé
isolado de C. /indemuthianum proveniente da Austrélia, a auséncia destes mini-cromossomos.

Giatgong e Frederiksen (1969) e Rustchenko-Bulgac, Sherman e Hiscks (1990)
consideram que algumas aberrages cromossdmicas podem estar correlacionadas com a variagio
patogénica nos fungos dentro de uma mesma espécie. Junto a estes autores, Kistler e Miao (1992)
e Masel, Irwin e Manners (1993b) entre outros, ressaltam a importancia do estudo dos
cromossomos € seu polimorfismo, por poder estar relacionado diretamente a variabilidade de

patogenos. He et al. (1995) verificaram quanto & variabilidade do niimero de cromossomos em C.
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gloeosporioides isolados de Stylosanthes que ndo existe uma relagdo direta com as ragas
fisiologicas.

Lembrando que, C. gloeosporioides chama-se G. cingulata, quando encontrada a
forma sexual ou meiosporica (Sutton, 1992). Verifica-se no primeiro trabalho de citogenética
realizado em G. cingulata por Lucas (1946) que este autor descreve a presenca de 4
cromossomos de forma constante, os quais foram observados através de microscopia optica.
Lucas (1946) descreve que encontrou os cromossomos com o maior comprimento na profase 1: o
maior dos cromossomos com aproximadamente 4 um de comprimento € o menor com
aproximadamente 1 um de comprimento e na metafase os cromossomos nio foram maiores do
que 0,6 um. O trabalho feito originalmente por Lucas (1946) foi confirmado posteriormente por
Wheeler et al. (1948) em G. cingulata isolados de Ipomea. Em C. lindemuthianum nio se
encontraram trabalhos descrevendo o mimero de cromossomos, embora pelos conhecimentos
gerats de biologia e genética possa ser esperado que o mimero haploide de cromossomos seja o
mesmo ou parecido com a sua fase meiospérica, G. cingulata (x = 4), mesmo sendo este f. sp.
phaseoli.

Os primeiros resultados obtidos para a forma meiosporica e aqueles obtidos
posteriormente para a forma mitosporica de Colletotrichum, onde foi encontrada uma alta
variabilidade no caridtipo eletroforético, indicam que mais estudos sio necessarios. No entanto,
pode-se esperar que isolados de uma mesma regido geografica e com o mesmo hospedeiro,
tenham o mesmo niimero de cromossomos.

Os processos que geram o polimorfismo cromossémico sio as alteragdes estruturais e

numericas, que ocorrem durante as divisdes celulares (Mills € McCluskey, 1990; Kistler e Miao,
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1992; Masel, Irwin e Manners, 1993b). Através da eletroforese de campo pulsado é possivel
contar os cromossomos pela presenga ou auséncia de bandas e inferir o tamanho dos mesmos pelo
seu peso. Porém, ndo se consegue visualizar os cromossomos. As diferengas na mobilidade das
moléculas de DNA tornam esta metodologia em alguns casos questionavel (Lai et al. 1989,
McDonald e Martinez, 1991; Talbot, Oliver e Coddington, 1991; Wickes et al. 1991). Rodriguez e
Redman (1992) consideram que embora a extensa anilise eletroforética realizada por Masel e
Manners (1990), esta ainda ndo esta completa, e ndo € possivel definir o niimero de cromossomos

ou o tamanho do genoma em nenhuma espécie de Colletotrichum.

1.2.4 ULTRAESTRUTURA DO NUCLEO

Sharma e Sharma (1994) consideram que o emprego do microscopio eletrdnico em
estudos citogenéticos pode ajudar a clarificar a estrutura dos cromossomos ao nivel
submicroscdpico, podendo fornecer detalhes minisculos de cromossomos € outros componentes
celulares pelos altos aumentos obtidos. Essas informagdes podem ser tteis para a compreensdo da
genética deste fungo, bem como para um melhor conhecimento de sua morfologia.

Nas hifas em crescimento, os nicleos estdo subapicalmente a regiio onde primeiro se
encontram as mitocdndrias (Isaac, 1996). O niicleo de fungos é geralmente pequeno e dificil de
detectar, mantendo-se numa posigdo central na hifa, ou em outras posi¢des conseguidas através de
migragdes na rede de hifas (Isaac, 1996).

Nos fungos, o nucleo esta limitado por uma dupla membrana ou envelope nuclear, que
¢ perfurado com poros. O espago do poro nuclear comumente contém um diafragma composto

por material protéico (Ghosh, 1973).
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Ghosh (1973) cita que durante a divisdo celular a membrana nuclear pode-se manter
completamente dispersa, formando grampos ou permanecer intata (Zickler, 1970; Wells, 1970;
Ghosh, 1973). Durante a intérfase da primeira profase ca meiose, 0 nucléolo apresenta-se em
intimo contato com o envoltorio nuclear. Nos meiocitos de algumas plantas e em fungos como
Haplopappus e Neottiella, durante a profase 1 o nucléolo aplana-se e adota um formato alantoide
(Brown e Bertke, 1979) Na microscopia eletronica o nucléolo ¢ normalmente visivel nos fungos
em cortes ultrafinos (Isaac, 1996).

O niimero de cromossomos em fungos filamentosos pode variar de 3 a 21 (Mills e
McCluskey, 1990). Os cromossomos de fungos variam entre 0,2 e 10 Mb podem gerar cariétipos
moleculares (Kistler ¢ Miao, 1992), e também podem ser vistos através de microscopia eletronica
como apontam Fincham, Day e Radford (1979). De uma forma indireta tem-se obtido o numero
de cromossomos em espécies com poucos € pequenos cromossomos, através de reconstrugdes de
cortes consecutivos do nucleo, porque cada homélogo no pareamento da meiose esta relacionado

a um complexo sinaptonémico (Moens e Perkins, 1969; Byers e Goetsch, 1975).



CAPITULO 2

CITOGENETICA DE Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. & Schrenck.
f. sp. phaseoli

2.1 INTRODUCAO

O conhecimento do comportamento e caracteristicas citogenéticas de uma espécie
sdo importantes para descrevé-la, e com estes conhecimentos basicos, podemos entender
melhor outras caracteristicas a nivel genético e as fontes de variabilidade que possam estar
ocorrendo. Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. & Schrenck (Ascomycotina) f. sp.
phaseoli ¢ comumente encontrada em sua forma mitosporica ou conidial Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Scribner (Deuteromycotina) causando as moléstias
conhecidas como antracnose nb fejjoeiro (Sutton, 1992). S3o encontrados alguns estudos de
citogenética para G. cingulata (Lucas, 1946; Wheeler et al. 1948), descritivos a nivel morfo-

genético (Hiittig, 1935; McGahen e Wheeler, 1951) e morfologico (Uecker, 1994).

18
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No processo sexual de formagdo de esporos, o numero esperado ¢ de 8
ascosporos/asco, no entanto, sdo encontrados 4 ascosporos/asco quando s3o alantoides (Kimati e
Galli, 1970); 1, 2 ou 4 no mutante “Dwarf” (Wheeler e Driver, 1953) e 0 a 4 em cruzamentos
entre isolados de hospedeiros diferentes (Cisar et al. 1994), mostrando baixa fertilidade nos casos
citados.

Este estudo teve como objetivos acompanhar e caracterizar a meiose e formagdo de

ascosporos em G. cingulata f. sp. phaseoli.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 ISOLADOS

Foram utilizados 3 isolados diferentes de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli
provenientes da micoteca do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), apresentados na Tabela 1. Os isolados foram repicados em placas com M; (Junqueira et

al. 1984). A meiose foi acompanhada nos isolados 531 e 1013.

TABELA 1. Isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli utilizados. UFLA, Lavras, 1997.

ISOLADOS 1010 531 (re-isolado) 1013

RACAS 81 73 ol
ORIGENS Lambari - MG EMBRAPA-CNPAF Patos - MG
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2.2.2 PREPARACOES CITOLOGICAS

Com excegdo da mistura de corantes carmim-orceina que corou melhor os
cromossomos da maioria dos isolados, a coloragdo foi feita segundo Robinow (1975), com.
modificagdes que dependeram do isolado e da condi¢do em que se encontrava o niicleo (Tabela
2).

2.2.2.1 Avaliagdes citologicas

Os peritécios foram retirados com 7 a 15 dias apds a sua formagdo e esmagados
intensamente para separa¢do de ascos e ascosporos. Os ascosporos foram medidos com auxilio
de uma ocular OSM adaptada ao microscopio optico na objetiva de 40x, também foi contado o
numero de nucleos. Para isto foram medidos 30 ascosporos escolhidos aleatoriamente de 3
laminas diferentes.

Para o estudo da meiose foram observados ascos em todos os estagios, em materiais
provenientes de placas diferentes e de peritécios diferentes, escolhidos aleatoriamente. O numero

de cromossomos foi contado em 35 nucleos.

2.2.2.2 Fotomicrografias
Foram feitas fotomicrografias em filme branco e preto para papel, asa 25 e 100. Os
filmes foram revelados com D-72 (Dektol) e Microdol respectivamente, as fotos foram reveladas

em Kodalight ou Dektol em papel F3.
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TABELA 2 Tratamentos aplicados para coloragdo de nucleos e cromossomos em ascos €

ascosporos nos diferentes isolados avaliados. UFLA, Lavras, 1997.

Isolado | Fixacdo (horas) Hidrélise HCI  Corante (boras) Montagem de IAminas  Niicleo
60°C 10 min.
1010 Camnoyac.4-24h  IN Feulgen 8 h Permanente Interfasico
531 Carnoy prop. 24 h C-Oprop. 24 h Semi-permanente e Divisdo
secagem ao ar*
Camnoy acet. 4-24 h HCI 4N Feulgen 12 h Permanente Interfasico
1013 Carnoy prop. 24h - C-Oprop. 12-22h  Semi-permanente Divisio
Carnoy acet. 4-24 h  HC14N Feulgen 24 h Secagem ao ar Divisdo
Camoy acet. 24h  HCI4N5min Giemsa24 h Semi-permanente ¢ Interfasico
permanente
Carnoy acet. 24 h HC14N60°C  C-Oacet. 24 h Secagem ao ar* Divisdo

Carnoy ac.: 3 partes de alcool etilico absoluto e 1 parte de acido acético glacial;

Carnoy prop.: 3 partes de aicool etilico absoluto para 1 parte de acido propi6nico;

Feulgen: Reativo de Shiff, modificado por Coleman (1938, citado por Robinow, 1975);

C-O prop.: Carmin-orceina propidnica 2 %;

C-O acet.: Carmin-orceina acética 2%,

Giemsa: Corante Giemsa 2% em tampao fosfato pH 6,8

* Segundo Carvalho (1995) e posteriormente lavadas rapidamente em cloroformio e no fixador,

para serem fotografadas.

2.2.3 ANALISES ESTATISTICAS
A avaliagdo do comprimento e largura dos ascosporos e niimero de cromossomos dos

ascos foi realizada em delineamento inteiramente casualizado com 30 e 35 repeticoes,



S8IBLIOTECA CENTRAL - UFLA

22

respectivamente. Foi realizada uma analise de variancia (Tabela 3) conforme o seguinte modelo
matematico:

Y= pttite;

Y;; : observagdo referente a repeticdo j do isolado i;

u : efeito de uma constante comum a todas as observagdes;

t; : efeito aleatério do isolado i, t; "N (0, 6% );

e; - efeito aleatério do residuo associado  repetigdo j do isolado i, &5 N N (0, 6% );

TABELA 3 Esquema da analise de varidncia entre e dentro de isolados, com os graus de

liberdade e esperangas dos quadrados médios'. UFLA, Lavras, 1997.

Causas de Variagio GL E (QM)
Isolados (entre) t o’ + rozg
Dentro t(n-1) o’

el Ty e

1. t: nimero de isolados; r: nimero de repetigdes.

Os componentes de varidncia foram estimados pelo método dos momentos, e a
variacdo fenotipica entre médias de isolados foi estimada conforme:

6f2=682 +o°

r
A2 <A . . . ~ 2D (s - ’y -~ . .
na qual of (varidncia fenotipica) e G~ (varidncia genética) sdo as estimativas dos componentes

apresentados na Tabela 3.
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Realizaram-se testes de Shapiro-Wilk para verificagdo de normalidade dos residuos, e

quando necessario, transformages do tipo 'Y foram feitas segundo Steel e Torrie (1980).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 FORMACAO DOS ASCOS

A formagdo dos ascos comega com a formagio dos ganchos (Figura 1a) seguida da
meiose e de uma mitose.

Foram observadas células enoveladas com uma célula central maior onde se
encontrava cromatina um pouco condensada em um niicleo maior (aproximadamente 2,40 um),
que corresponde a mais do que o dobro do didmetro do nucleo das células das hifas que se
encontravam no contorno (aproximadamente 0,74 um) como observado na Figura la (seta).
Algumas vezes foi encontrada a célula central binucleada, cada nicleo com tamanho maximo de 1
um. O nucleo foi encontrado sempre com material cromatinico corado.

O asco, assim que comega a formar-se, alonga-se muitas vezes, alcangando um

tamanho que € mantido até completar a meiose , mas que pode variar de asco para asco.

2.3.2 DIVISAO CELULAR NO ASCO
2.3.2.1 Meiose
Quando a cromatina comega a condensar-se e a ordenar-se na profase I, encontra-se

em uma area arredondada mais clara em comparagdo ao resto do citoplasma. Nesta fase, o nucleo
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alcan¢a o maximo do seu tamanho, aproximadamente de 5,17 um (Figura 1b). Nesta fase, os
cromossomos encontram-se mais distendidos e, portanto, ocupando maior espago dentro do asco.
O nucléolo esta sempre presente e associado ao seu cromossomo organizador.

No dipléteno sdo evidenciadas regides de coloragdo mais escura nos cromossomos,
que poderiam ser consideradas pontos de quiasmas. Nesta fase foram contados 4 bivalentes
(Figura 1b). Néo foram encontradas imagens suficientes nesta fase. Na Figura 1c observa-se uma
diacinece-metafase I com 4-5 cromossomos ¢ o nucléolo. O nucléolo permanece associado ao seu
cromossomo organizador até a metafase I, apresentando-se como um corpo em degeneragdo.

Também foram vistos, nos ascos em formagdo, nucleos com 4 e 8 cromossomos.

Poucas metafases, anafases e telofases foram encontradas na meiose 1. Na metafase
foi possivel contar, na maioria das células encontradas, 4 cromossomos. No isolado 531 foram
observados 2 nucleos restaurados apos a primeira divisdo da meiose, enquanto no isolado 1013
parece ndo ocorrer intercinese, sendo muito rapida a passagem da ultima fase vista da meiose I 4
primeira fase vista da meiose II.

No isolado 531, foi mais facil distinguir os 4 cromossomos. O maior dos cromossomos
apresentou em meédia 1,10 um e a regido organizadora do nucléolo (RON). O segundo
cromossomo apresentou um comprimento intermedidrio entre o maior € os menores
cromossomos. Os dois menores cromossomos apresentaram aproximadamente 0,5 pum de
comprimento, sendo que normalmente estdo proximos.

Na profase II, muitas vezes os nucleos foram observados proximos, cada um numa
area clara menor do que a encontrada na profase I. O nucléolo pode reaparecer na profase II,

como observado num dos nucleos da Figura 1d. Em muitos casos foram observados 3 micleos na
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FIGURA 1 a - Isolado 1013, células enoveladas ¢ nucleo depois da fusio (seta); b - paquiteno do
isolado 1013 mostrando nucléolo (seta); ¢ - asco do isolado 1013 com 4 ou 5
cromossomos; d - asco (seta) do isolado 531 mostrando | nicleo em profase 11, 2
nucleos em metafase II e 2 nicleos em interfase da mitose; e - asco do isolado 531
com 5 cromossomos, f - teléfase mitotica do isolado 1013; g - nucleos
desordenados no asco do isolado 531; h - nicleos ordenados no asco do isolado

531. UFLA, Lavras, 1997. — 5pum
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metafase e um na anafase, evidenciando o assincronismo da segunda divisdo. Outras configuragdes
foram encontradas, em que alguns nicleos finalizaram a meiose (Figura 1d, seta). Nas células
assincronicas do isolado 531 foram encontrados cromossomos atrasados.

Em algumas metafases, para ambos isolados, imagens apareciam com 5 ou 6
cromossomos (Figura le).

No final da meiose , na maioria dos ascos, foi possivel ver 1 ou 2 nicleos com nitidez,
sendo que os demais apreseﬁtaram—se fora de foco.

No isolado 1013 ndo se encontraram nucleos reconstituidos na telofase 11

2.3.2.2 Mitose

A mitose ocorre imediatamente ap0s a meiose nos ascos, para a formac¢do dos 8
ascosporos e ocorre de forma rapida. Foi possivel identificar nicleos interfasicos com nucléolo
nos ascos onde estava ocorrendo divisdo de forma assincrénica (Figura 1d), no isolado 531.

Metafases e anafases foram encontradas, mostrando imagens com 4 grupos de material
condensado, considerados como cromossomos. No entanto, os nucleos s3o pequenos
(aproximadamente 1,3 um) sendo dificil a diferenciagdo entre metafases e anafases.

No isolado 1013 depois da telofase da mitose, os micleos mantém-se ainda com
cromossomos condensados (Figura 1f). Em seguida o nucléolo reaparece ¢ comega a
desespiralizagdo dos cromossomos. Ao contrario, no isolado 531 foram encontrados nicleos
reconstituidos antes da formagéo dos ascosporos (Figuras 1g e 1h).

Foi feita observagdo em 35 micleos nitidos por isolado em todo o processo de
formagdo dos ascos, resultando a média e a moda de 4 cromossomos. A contagem do numero de

cromossomos nos ascos foi dificultada pela profundidade de campo, encontrando-se valores para
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o niimero de cromossomos que foram multiplos de 4, como 8 e 12 cromossomos, mas nio se
mostrando nitido a quais nucleos pertenciam. O resultado da analise estatistica mostra que os

isolados sdo iguais quanto ao nimero de cromossomos (Anexo A, Tabela Al).

2.3.3 FORMACAO DOS ASCOSPOROS

2.3.3.1 Isolado 1013

A diferenga mais notdria entre os dois isolados € o arranjo dos nuicleos para a
formagdo dos ascosporos. No isolado 1013 pode-se generalizar que ocorre a migragio dos
nucleos na primeira fase da meiose de forma transversal ou longitudinal ao maior eixo do asco.
Enquanto que na segunda fase da meiose esta migragdo é longitudinal e/ou obliqua, sendo que os
nucleos comegam a se acomodar ao longo do eixo mais longo do asco. Na mitose, a segregacdo
ocorre com maior freqiiéncia de forma transversal ao eixo mais longo, depois da telofase comega a
ocorrer uma migragdo obliqua (Figura 1f) e o nucleo termina de reconstituir-se quando
praticamente ocorre a citocinese final. Como resultado, encontram-se os 8 ascosporos de uma
forma quase ordenada, podendo-se ter idéia de quais sdo os niicleos irmaos. Na maioria das vezes
foram encontrados 8 ascosporos/asco, porém, neste isolado, também foram encontrados ascos
com 4 e 6 ascOsporos.

2.3.3.2 Isolado 531

No isolado 531 os nucleos foram encontrados reconstituidos depois da mitose antes de
ocorrer a formagdo dos ascosporos. Sendo que os mais diversos arranjos foram observados
(Figura 1g). Evidenciando uma migragio mais desordenada e mantendo (Figura 1h) ou nio um

alinhamento ordenado. Aos 7 dias os peritécios contém os ascosporos formados (Figura 2a),
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FIGURA 2  a - Liberacdo de ascosporos no isolado 53 1; b - ascos no peritécio do isolado 531;
¢ - isolado 531 com ascosporos em varios graus de maduragdo; d - peritécio
maduro do isolado 1013; e - placa (9 cm de didmetro) com meio de cultura
formando peritécios, isolado 531. UFLA, Lavras, 1997.

— 5 |m; e 250m
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porém, ainda se observam ascos com diferentes tamanhos dentro do peritécio (Figura 2b). A
liberagdo dos ascosporos se da concomitante a desintegragdo da parede do asco.

Foram encontrados sempre 8 ascosporos/asco, porém, eles podem estar em diferentes
graus de amadurecimento (Figura 2c), que foi determinado pelas diferencas dos tamanhos dos
ascosporos, sendo encontrados ascosporos onde apenas havia ocorrido a citocinese e ascosporos
ja maduros, ocupando grande parte do espago do mesmo asco. Nio foram encontrados ascos com
ascosporos de tamanhos discrepantes para serem liberados, descartando a possibilidade da

formagdo de ascosporos andes ou gigantes.

2.3.4 CARACTERISTICAS DOS ASCOSPOROS

Estes isolados produzem uma grande quantidade de células enoveladas, ascos novos e
ascos maduros por peritécio (Figura 2d). Foram encontrados ascosporos alantoides e elipsoidais
nos isolados 531, 1013 e 1010 todos sem septos e uninucleados. Em determinados momentos
pode ser observado o nilcleo sem necessidade de coloragio. Houve diferengas significativas

quanto ao comprimento e largura dos ascosporos entre os 3 isolados avaliados (Tabela 4). As

TABELA 4 Resumo da ANAVA para comprimento e largura dos ascosporos dos isolados 1010,

1013 e 531, em meio de cultura. UFLA, Lavras, 1997.

Fontes de variagio comprimento largura -
S GL QM GL QM_
Isolados 2 70,680** 2 42 376**
Dentro 87 3,168 87 0,991
Erro 89 89

** significativo a 1%
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médias e os parametros estimados sdo apresentados na Tabela 5 € 6.

TABELA S5 Médias do comprimento e largura em micrémetros (um) de ascosporos com menos

de 17 dias em meio M;. UFLA, Lavras, 1997.

Isolados  _ _ Comprimento Largura
1010 19,624 5,344

531 21,320 7,168

1013 18,256 4,936
i e R g™

Nos 3 isolados os dois tipos de ascosporos sdo formados em peritécios de 2 tipos: os

que crescem isolados e grandes € 0s que s3o pequenos e crescem formando massas negras (Figura

2e).

TABELA 6 Estimativas dos pardmetros para a amostragem dos ascosporos. UFLA, Lavras, 1997.

m CV Gy of h?
Comprimento 19,733 9,02% 2,25 2,35 95,75%
Largura 5,816 17,12% 1,38 1,41 97.87%
2.4 DISCUSSAO

O fato da relagdo nucleo/citoplasma ter sido muito grande resultou na ocorréncia de
profundidade de campo, o que dificultou a observagio dos cromossomos ao microscopio optico.

Além disso, os cromossomos sdo muito pequenos. Em fung@o disso, foram realizados estudos em
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microscopia eletronica, através de metodologias normalmente utilizadas para outros fungos. No
entanto, até o momento, nio foram encontradas se¢des que permitissem a visualizagio dos
cromossomos ¢ obteve-se pouco contraste para o niicleo. E provavel que esta dificuldade deva-se
ao fato de que o peritécio € um corpo altamente rigido. Isto pode ser constatado quando se
compara o tipo de hidrolise que foi utilizada para a microscopia 6ptica. Enquanto que HCI 1N é
suficiente para a maioria das células, para os peritécios em alguns casos (Tabela 2), foi necessario
HCl 4 N a 60 °C. Os dados obtidos através de microscopia eletronica, no entanto, permitiram
realizar descricdes morfologicas e de ultraestrutura, resultados que serio apresentados em

trabalhos posteriores.

2.4.1 FORMACAO DOS ASCOS

Neste estudo foi encontrada uma célula central fortemente corada, na maioria das
vezes com um nucleo bem grande indicando que ja ocorreu fusdo. Com menos fregiiéncia esta
célula foi encontrada binucleada, o que mostra que depois da migragdo dos nucleos ocorre a fusdo
rapidamente. Esses resultados sdo similares aqueles obtidos por Lucas (1946) e Wheeler et al.
(1948) em Glomerella cingulata isolado de [pomea que mostraram que os ascos originam-se dos
ganchos de uma célula original binucleada e intensamente corada, nas células enoveladas, no
peritécio novo. McGahen ¢ Wheeler (1951) demonstraram posteriormente que estas células
centrais enoveladas sdo as células de copulagdo ascogonicas, € que em um unico peritécio,
aparentemente, uma célula original binucleada da origem ao gancho e ao asco. A fusdo nuclear
ocorre no asco novo, seguido de trés divisGes, as duas primeiras que correspondem a meiose e a

terceira, a mitose.
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2.4.2 DIVISAO CELULAR NO ASCO

Lucas (1946) e Wheeler et al. (1948) descreveram, para G. cingulata isolado de
Ipomea, uma meiose normal e numero constante com 4 bivalentes no paquiteno. Neste trabalho,
foram observados também 4 bivalentes no paquiteno para G. cingulata f. sp. phaseol.

Foi dificil seguir o pareamento exato no paquiteno, algumas vezes pareciam ocorrer
cromossomos néo pareados. Alguns autores (Hrushovetz, 1956; Knox-Davies e Dickson, 1960)
relacionaram os problemas de pareamento no paquiteno com a ocorréncia de aneuploides, estes
problemas seriam ocasionados pela presenca de cromossomos ndo homélogos. Na Figura Ic,
assumindo-se que o cromossomo € maior nesta fase (aproximadamente 4 um) e que esta ligado ao
nucléolo, tendo um segmento que sobressai, podem ser considerados 4 cromossomos. O niimero
hapléide pode parecer 5 cromossomos, considerando o pedago do cromossomo maior como um
fragmento supranumerario ndo pareado.

Na meiose de G. cingulata f. sp. phaseoli encontrou-se que o nucléolo vai diminuindo
de tamanho e esta ainda presente na metéafase, como relatado por Wheeler et al (1948) em G.
cingulata isolado de Ipomea.

Na mitose as fases ocorrem de forma rapida, o tamanho menor dos cromossomos
deve-se ao fato de nio formarem bivalentes, quando comparados aos da meiose. Estas
observagdes coincidem com as realizadas por Lucas (1946) e Wheeler et al. (1948). No entanto,
estes autores observaram o reaparecimento do nucléolo s6 no final da mitose, o que diferiu das

observagdes encontradas no presente experimento. No entanto, em outros fungos, como
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Neurospora (Fincham, Day e Redford, 1979) parece ocorrer de forma similar ao encontrado neste
trabalho.

Na telofase foram observados 4 cromossomos coincidindo com os relatos de Lucas
(1946) em G. cingulata.

A divisdo assincronica observada pode levar a falhas na divisdo. Isto foi constatado
pela observagdo de cromossomos atrasados e variagdo no nimero de cromossomos. Wheeler et al.
(1948) encontraram em G. cingulata cromossomos atrasados nas 2 anafases da meiose, porém,
ndo encontraram variagdo no niimero de cromossomos. Essas alteragSes, que normalmente levam
a diminui¢do da fertilidade, provavelmente foram as responsaveis pela produgdo de ascos vazios
ou com poucos ascosporos (4 ou 6), como observados neste estudo. Observagdes de ascos com 4
ascosporos também foram feitas por Wheeler e Driver (1953), que relataram a desintegrag3o
cromossdmica € nuclear (principalmente antes da mitose) em um mutante de G. cingulata. Os
autores relacionaram este fendmeno com um tipo de controle genético, porém, sem muitas
explicagSes de que forma este seria. Wheeler et al. (1948) também encontraram ascos com 1,2e4
ascosporos em G. cingulata. Em G. cingulata f. sp. phaseoli Kimati e Galli ( 1970) encontraram
de 1 a 8 ascosporos alantéides por asco.

Em Trichometasphaeria turcica, Knox-Davies e Dickson (1960) relacionam a
ocorréncia de menos de 8 ascosporos em um asco, com a degeneracédo de niicleos, no entanto eles
ndo descrevem de que forma esta degeneragio possa estar ocorrendo, mas sugerem que a perda
de cromossomos como resultado do atraso possa conduzir a niicleos nulissdmicos, com baixo
vigor e degenerados. Em cruzamentos entre isolados de hospedeiros diferentes de G. cingulata,

também foram encontrados 4 ascosporos/asco. Os autores fizeram um acompanhamento nos
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descendentes, utilizando RFLP, encontrando resultados diferentes dos esperados, os quais seriam
explicados, provavelmente, por recombinaggo intracromossémica ou por seqiiéncias repetitivas de
elementos transponiveis (Cisar et al. 1994), mostrando problemas de homologias entre
cromossomos. Homologia entre cromossomos € um requisito imprescindivel para uma segregagio
normal na meiose (Klein, 1994). Falhas na meiose indicam que poderiam ocorrer falhas na mitose,
como néo disjungdo cromossdmica, 0 que contribuiria com o polimorfismo cromossoémico na fase
vegetativa de fungos que apresentam o ciclo sexual na natureza.

O isolado 1013 passa rapidamente da primeira divisdo meidtica para a segunda divisio
e, igualmente, para a mitose. Esta divisdo rapida deve dificultar a migragio dos nucleos fazendo
com que se mantenham mais ordenados. Esta divisdo mais rapida deve ter contribuido para o fato
de ter-se encontrado menos imagens favoriveis i observagio dos cromossomos, quando
comparado ao isolado 531.

No isolado 531 a presenca de niicleos reconstituidos apos a meiose e mitose indica
que estas ocorrem de forma mais lenta, quando comparada ao isolado 1013. Este fato poderia
levar a uma distribui¢io dos nucleos ao longo do asco. Além do assincronismo observado nas
divisGes deste isolado, verifica-se assincronismo na maturagdo dos ascosporos. Isto pode estar
ocorrendo devido a um controle genético unido & distribuigio irregular do citoplasma no asco para

0S ascosporos.

2.4.3 FORMACAO E CARACTERISTICAS DOS ASCOSPOROS
Lucas (1946) e Wheeler et al. (1948), trabalhando em G. cingulata isolado de Ipomea,

encontraram 8 ascosporos/asco, cada um com um niicleo hapléide de 4 cromossomos. Nio
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descreveram diferencas quanto & morfologia dos cromossomos, provavelmente alguma aberragio
estrutural ndo teria sido detectada com a metodologia por eles empregada, devido ao tamanho tdo
pequeno dos cromossomos. Neste estudo, cromossomos pequenos poderiam ter sido confundidos
com fragmentos, o que ndo exclui a possibilidade de pedagos extracromossdmicos irem para os
ascosporos. Miao, Covert e VanEtten (1991) mostraram que pedagos pequenos de cromossomos
podem ser deletados e translocados, como resultado da meiose, no ascomiceto Nectria
haematococca, o que estes autores definiram como cromossomos B.

Os isolados 1010, 1013 e 531 formam peritécios de forma espontinea nas condiges
de laboratorio utilizadas, sem necessidade de indugdo, sendo diferentes, do que geralmente se
conhece para G. cingulata f. sp. phaseoli.

Na sua forma mitospdrica, os isolados sdo classificados em ragas fisiologicas
diferentes. Neste trabalho foram observadas diferengas no comprimento e largura dos ascosporos
e durante o processo da formagdo dos ascos; quanto ao tempo de divisio, sendo mais rapida no
isolado 1013, e quanto a ordenagéo dos ascosporos no asco. Nos estudos feitos anteriormente em
G. cingulata, normalmente os 8 ascosporos estio sempre alinhados em duas fileiras desiguais no
asco (Lucas, 1946; Wheeler et al. 1948), coincidindo com o arranjo encontrado de forma mais
freqiente no isolado 1013. No entanto, no isolado 531 muitas vezes os 8 ascosporos foram
encontrados arranjados de forma muito desordenada no asco.

Relacionado a ocorréncia de 6 a 4 ascosporos/asco, como resultado da produgdo de
ascosporos, ndo se detectou algum outro fator, além dos discutidos, que pudesse afetar
diretamente a formag8o final dos ascosporos. Ndo ter encontrado desintegragdo cromossémica

como observada por Wheeler e Driver (1953) ou desintegragdo nuclear (Wheeler e Driver, 1953;
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Knox-Davies, 1960), mesmo depois da divisdo ter ocorrido, relacionam-se provavelmente com a
pouca resolugdo e nitidez das imagens encontradas e nio, com a auséncia das desintegracdes em
si.

Espera-se que alguns ascosporos nos isolados avaliados sejam aneupldides, devido as
falhas encontradas na meiose. Considerando que os aneupléides com combinagdes menos
toleraveis sejam degenerados e outros com combinagdes favoraveis possam ter continuado o
desenvolvimento até ascosporos maduros e germinado posteriormente para fazer parte da fase
vegetativa, certamente isto contribuiria para um polimorfismo cromossdmico na fase mitosporica,
como sera visto no Capitulo 3. No entanto, sabe-se que para ocorrer uma segregagdo normal na
meiose € necessario um prévio pareamento entre cromossomos homélogos de forma correta
(Klein, 1994). Ha casos onde ascosporos produzidos sio vidveis mesmo com polimorfismo
cromossémico (Zolan, 1995), sendo possivel a viabilidade dos ascosporos com 5 ou 6
cromossomos como encontrados neste trabalho.

Polipl6ides e aneuploides sdo comuns em tecidos somaticos de organismos superiores,
especialmente em cultura de tecido (Skirven, 1978; Yeoman e Forche, 1980). Knox-Davies e
Dickson (1960) consideram que a ocorréncia disto ndo ¢ inesperada em micélios vegetativos de
fungos em cultura, estes autores sugerem que este fendmeno é comum em fungos crescidos em
condig3es de laboratorio e mesmo em fungos que ndo apresentam a forma sexual ou meiosporica
na natureza.

A média (Tabela 6) para o tamanho dos ascosporos encontrada foi de 19,7 x S,é pm,
0 que esta proximo aos valores encontrados por Wheeler e Driver (1953) em G. cingulata isolado

de Jpomea de 24,1 x 5,4 um e Kimati e Galli (1970) de 20 x 6,5 um em G. cingulata f. sp.
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Pphaseoli. As diferengas encontradas s3o devidas as caracteristicas genéticas proprias dos isolados,
verificando-se que para o comprimento e largura, 96% e 98% da variagdo fenotipica é devida a

variagio genética (Tabela 6).

2.5 CONCLUSOES

a) Glomerella cingulata f. sp. phaseoli apresenta n = 4 cromossomos.

b) Ocorre um contrdle genético diferente com relagdo a formagdo dos ascosporos quanto ao
tempo de divisdo celular, tamanho e ordenagdo final dos ascosporos no asco. Os resultados
mostraram maiores diferencas entre isolados do que dentro de isolados, devido as caracteristicas
genéticas dos mesmos.

¢) No processo de formagdo de ascos, a meiose ¢ seguida rapidamente de mitose, produzindo 8
ascosporos/asco, apesar de que falhas no processo de divisio celular (divisio assincrénica e

cromossomos atrasados) levaram i aneuploidizaggo e produgdo de 4 ou 6 ascosporos/asco.
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Capitulo 3

POTENCIAL DE VARIACAO EM Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. &
Magn.) Scribner: EVIDENCIAS CITOLOGICAS.

3.1. INTRODUCAO

O fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scribner é o agente causal
da antracnose no feijoeiro comum, doenga muito importante nesta cultura (Rava e Sartorato,
1994), sendo mais comumente encontrado e conhecido nesta forma (mitospérica). A forma sexual
(meiosporica) deste fungo s6 foi encontrada em condigdes de laboratério, sendo reconhecida com
o nome de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli (Sutton, 1992), sendo que alguns autores utilizam
a denominagdo G. cingulata (Medeiros, 1988; VonArx 1981, citado por Sutton, 1992; Tu, 1992)

Os processos responsaveis pela variabilidade em C. lindemuthianum nio foram
perfeitamente demonstrados. Os fatores mais citados como responsaveis para originar novas

caracteristicas genéticas em fungos, sdo mutagio ou provavel recombinagdo parassexual ou
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somatica (Bradley, 1962) e ha autores que afirmam que a uUnica alternativa conhecida para a
reprodugdo sexual € a recombinagio somatica (Esser e Kuenen, 1967).

Batista e Chaves (1982) mostraram em G. cingulata f. sp. phaseoli (em condigdes de
laboratoério) novas combinagdes de caracteres e o aparecimento de novos gendtipos através da
recombinagio sexual, constituindo também uma fértil e importante fonte de variacio.

Com relagdo & recombinacio parassexual, o estudo mais completo foi feito por Bos
(1985). O autor verificou as possibilidades de heterocariose e recombinagdo somatica neste fungo
através da ocorréncia de anastomoses entre hifas, crescimento de mutantes auxotréficos em meio
minimo e fusdo de protoplastos. Seus resultados mostraram claramente heterocariose somente
através da fus8o de protoplastos. Bos (1985) considerou como prova positiva da recombinagdo
somatica, o isolamento do conidio recombinante, o que ndo foi conseguido. Dessa forma persiste
ainda a davida se ocorre ou no, recombinagdo parassexual nesta espécie.

Este trabalho teve como objetivo buscar evidéncias citomorfologicas e citogenéticas

que expliquem a variabilidade observada neste fungo.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 ISOLADOS
Foram utilizados 6 isolados de C. lindemuthianum dos quais 4 pertencem a ragas
fisiologicas diferentes e 2 sdo de racas desconhecidas. O material foi proveniente da micoteca do

Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e estdo apresentados na
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Tabela 7. Os isolados foram repicados em placas com M; (Junqueira et al. 1984). A contagem do
numero de cromossomos foi realizada nos isolados 531, 1013 e 1002.

TABELA 7 Isolados de C. lindemuthianum utilizados. UFLA, Lavras, 1997.

ISOLADOS 53 1(re-isolado)* 1002 1003 1007" 1010* 1013°

RACAS 73 89 - - 81 01
ORIGENS EMBRAPA-CNPAF  Lavras-MG  Vigosa-MG LavrassMG Lambari-MG Patos - MG

* apresentam reprodugdo sexuada espontaneamente em meio de cultura.
** albino

3.2.2 CRUZAMENTOS A NIVEL VEGETATIVO

Foram feitos cruzamentos para a observagdo de anastomoses entre os isolados 1013,
531, 1007 e 1002, em todas as combina¢Ses possiveis, com duas repeti¢cdes cada. Os cruzamentos
foram realizados em placas de petri com BDA e papel celofane, segundo Roane (1952). Os
isolados foram repicados e colocados a uma distancia de 4 cm um do outro. Maﬁtiveram-se como

testemunhas cada isolado crescido individualmente.

3.2.3 PREPARACOES CITOLOGICAS

A coleta do material das placas foi feita de diferentes formas para a montagem das
laminas.

Os micélios (hifas), crescidos em membrana de celofane foram corados segundo a
Tabela 8, na propria membrana onde haviam crescido e na membrana de celofane que encontrava-
se na regido central da placa, onde ocorria o inicio de contato entre as hifas. A coleta e preparagdo

foram realizadas até no maximo de 4 dias apos a repicagem.
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TABELA 8 Tratamentos aplicados para coloragdo de niicleos e cromossomos em conidios e hifas

nos diferentes isolados avaliados. UFLA, Lavras, 1997.

Isolado | Fixacdo (horas) Hidrélise HCI Corante Montagem de Niicleo
60°C (horas) laminas
1010 Camoy acet. 4-24h 1N 10 min. Feulgen 8 h Permanente interfisico
531 Camoy prop. 24 h C-Oprop.24h  Semi-permarente divisio
Camoy acet. 4-24h 1N 10 min. Feunlgen 12 h Permanente interfasico,
fragmentos
Camoy acet. 4-24h  IN 10 min. * Feulgen 12 h + Permanente interfasico,
C.acet. 12 h fragmentos
1013 Camoy prop. 24h - C-Oprop 12-22h Semi-permanente  divisdo
Camoy acet. 4-24h 1 N 10 min. Feulgen 10-12h  Permanente interfasico
Camoy acet. 24h 4N 5 min Giemsa 24 h Semi-permanente interfasico
€ permanente
1003 Camoy acet. 24 h 1 N 10 min. Feulgen 10-20h  Permanente interfasico
Camoy prop. 24h - C.prop.24 h Semi-permanente  divisdo
1007 FAA lh I N 10 min. Giemsa 2 h Permanente interfasico
Camoy prop. C-Oprop.24h  Semi-permanente divisdo
1002 Camoy prop. IN 10 min. COprop. 12h  Semi-permanente  divisio
FAA1lh 1N 10 min. Giemsa 4 h Semi-permanente  divisdo
Camoy acet. 24 h I N 10 min Feulgen 6 h + Permanenee interfasico
C acet. 6 h

* conidios em anastomoses
Camoy acet.= camoy acético: 3 partes de alcool etilico absoluto e 1 parte de ac. acético glacial.
Camoy prop.= camoy propidnico: 3 partes de alcool etilico absoluto e 1 parte de acido propidnico.

C. acet.= carmim acético 2%;

C. prop.= carmim propiénico 2%;

C-O prop.= carmim-orceina propidnica 2%;
Feulgen = reativo de Shiff, modificado por Colleman (1938, citado por Robinow, 1975);
Giemsa = corante Giemsa 2% em tampo fosfato pH 6,8.

Com excecdo da mistura carmim-orceina que corou melhor os cromossomos da

maioria dos isolados, a coloragdo foi feita segundo Robinow (1975), com modificagGes que

dependeram do isolado e da condigdo em que se encontrava o micleo (Tabela 8). As medigdes dos
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ntcleos interfasicos dos conidios, foi feita em suspensdes aderidas as 1dminas com adesivo de
Haupts (Robinow, 1975) e corados segundo a Tabela 8.

A avaliagio do numero de cromossomos em conidios foi feita em liminas semi-
permanentes obtidas a partir de suspenséo de conidios, coletados de colénias previamente coradas

no meio de cultura, segundo a Tabela 8.

3.2.4 AVALIACOES CITOLOGICAS

As caracteristicas avaliadas est3o listadas a seguir:

Ocorréncia de anastomoses. Observou-se o comportamento das hifas quanto a
formacdo de anastomoses H e adjacentes e verificou-se a passagem de nucleo.

Tamanho dos conidios. Foram medidos com auxilio de uma ocular OSM, utilizando-
se objetiva de 40x. Cem conidios foram escolhidos aleatoriamente em 5 liminas diferentes. O
tempo de cultura foi de no maximo 15 dias, para avaliagdo do comprimento e largura dos
conidios.

Nimero de micleos por conidio. Foi verificado o mimero de nucleos numa amostra
de pelo menos 100 conidios.

Nimero de cromossomos. Uma vez determinada a melhor época em que encontrava-
se maior nimero de conidios em divisdo, foi feita a contagem dos cromossomos em conidios de
todos os isolados (Tabela 7) a cada 7 dias, até 45 dias de cultura. Para os isolados 1002 e 531
realizaram-se contagens em 60 conidios escolhidos aleatoriamente de 1aminas e placas diferentes,
em que pelo menos dois tratamentos (Tabela 8) diferentes haviam sido empregados. No isolado

1013, fez-se a contagem em 5 placas diferentes com 5 laminas cada uma e 10 células/lamina.
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2.2.5 FOTOMICROGRAFIAS

Foram feitas fotomicrografias em filme branco e preto asa 25 e 100. Os filmes foram
revelados com D-72 (Dektol) e Microdol, respectivamente. As fotos foram reveladas em Dektol e
copiadas em papel F3.

Algumas fotografias foram varridas em scaner 400 dpi branco e preto e
posteriormente pseudocolorizadas em tons cinzas com os software Adobe Photoshop™ v.2,5 e

Jandel SigmaScan® Pro v.2,0.

3.2.6 ANALISES ESTATISTICAS

A avaliagdo do comprimento e largura de conidios foi realizada em delineamento
inteiramente casualizado, de acordo com o seguinte modelo matematico:

Y= putti+e

Y;; : observagdo referente a repeti¢do j do isolado i;

i : efeito de uma constante comum a todas as observagdes;

t; : efeito aleatorio do isolado i, t; ~ N (0, o,° );

e; : efeito aleatorio do residuo associado 4 repetigdo j do isolado i, e "N (0, 6%);

O esquema da anilise de varidncia, bem como as esperangas dos quadrados médios,
estdo apresentados na Tabela 9.

Os componentes de varidncia foram estimados pelo método dos momentos, € a

variacdo fenotipica entre médias de isolados foi estimada conforme:

67 =57 +&
100

2 2 =~ . :
na qual 6;° e &, sdo as estimativas dos componentes apresentados na Tabela 9.
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TABELA 9 Esquema da anilise de varidncia entre e dentro de isolados, com os graus de

liberdade e esperangas dos quadrados médios. UFLA, Lavras, 1997.

Causas de Variagdo GL E(QM)
Isolados (entre) 5 c® +100 0%,
Dentro 594 o’

Total 599

Para o isolado 1013 foi feita uma avaliagio do nimero de cromossomos, em
delineamento inteiramente casualizado, onde uma estrutura hierarquica foi utilizada conforme o

modelo a seguir:

Yig= p+pi +lgy + e

Yiu : numero de cromossomos no conidio k do isolado 1013, dentro da lamina j dentro da
placa i;

H : efeito de uma constante comum a todas as observagdes;

pi : efeito aleatorio referente a placa i;

Liy : efeito aleatério referente & 1dmina j, dentro da placa i, log "N(0,05°);

e : efeito aleatorio do conidio k, dentro da limina j, dentro da placa i, egix N N (0, %),
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O nimero de laminas por placa e 0 nimero de observagdes por limina nio foram
constantes, caracterizando um desbalanceamento. As esperangas dos QM estdo apresentadas na

Tabela 10.

TABELA 10 Esquema da anilises de varidncia e esperangas matematicas dos quadrados médios

do numero de cromossomos nos conidios do isolado 1013. UFLA, Lavras, 1997.

Causas de Variagdo GL Esperanga matematica
Bl T oSS 51 3660'2,, ........
Lamina (Placa) 10 o’ +8,0203¢%
Conidios (Placa x Lamina) 112 o
Total 126

Para a caracteristica nimero de cromossomos, realizou-se o teste de Shapiro-Wilk

para verificagdo de normalidade dos residuos, e quando necessério, transformagdes do tipo N

foram feitas segundo Steel e Torrie (1980).

3.3. RESULTADOS

3.3.1 CARACTERISTICAS GERAIS
Todos os isolados estudados formaram anastomose entre conidios em qualquer época
da avaliagdo (7 a 40 dias). A maioria dos conidios livres encontravam-se no processo de

germinag3o com 15-20 dias.
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O isolado 1007 germinou rapidamente, com menos de 15 dias. Neste isolado a

elongacgdo dos conidios ocorreu algumas vezes sem ramificagdes, tendo sido observado aumento

de até 4 vezes o tamanho do conidio. Neste isolado foi dificil encontrar nicleos em divisdo

sincrdnica nos conidios livres na placa, o que impediu a generalizagdo sobre o pico de divisio

celular. Os conidios binucleados ndo apresentaram tamanho muito discrepante entre eles. A

porcentagem destes encontra-se na Tabela 11.

TABELA

11 Média do comprimento e largura em micrdmetros (um) dos conidios e

porcentagem dos conidios binucleados nos isolados com menos de 15 dias, em

meio M; UFLA, Lavras, 1997.

Isolados Comprimento Largura % Binucleados
1010 12,790 5,018 0*!

531 14,254 6,557 2%

1013 13,217 4,824 0*!

1003 11,887 4,805 0,55%2

1007 13,546 5,143 2%

1002 12,091 5172 2%

nimero de observagdes 600 600

* em 100 conidios, *' em 1000 conidios; ** em 548 conidios

As anastomoses entre conidios apresentaram septos nos isolados 1010, 1003 e 1002,

sendo que alguns dos conidios dos isolados 1010 e 1003 ndo estavam septados, quando em

anastomoses.

Nos isolados 1010, 1003 e 1002 foram encontrados acérvulos e apressorios em BDA

com celofane, alguns destes apressorios eram binucleados (Figura 3a).



47

FIGURA 3 a - Isolado 1002: 15 dias em BDA com celofane, apressorios binucleados; b - isolado
531: 15 dias em BDA com celofane, produgdo de conidios em fialides. UFLA,
Lavras, 1997. — 10 um
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Os isolados produzem acérvulos de forma tipica em cultura de C. lindemuthianum.

Mas o isolado 531 produz também células conidiogénicas simples em fialides, produzindo conidios

(Figura 3b).

3.3.2 CARACTERISTICAS DO ENCONTRO VEGETATIVO ENTRE ISOLADOS

Na testemunha do isolado 1002, observaram-se hifas em anastomose em H com
passagem de nucleo (Figura 4a). Também foram observadas anastomoses adjacentes, com regides
coradas nas proximidades, mas sem nitidez para avaliar os nucleos.

Nos cruzamentos verificou-se incompatibilidade vegetativa através do crescimento
helicoidal (Tabela 12). Utilizou-se o termo “crescimento helicoidal” para hifas com crescimento
enovelado (Figura 4b), terminologia utilizada por Gooday (1995), coincidente com a forma de
crescimento das hifas que ndo formaram anastomose e que tinham aspecto de repulsdo. Os

resultados dos cruzamentos, estdo apresentados na Tabela 12.

TABELA 12 Resultado dos cruzamentos entre isolados em BDA e celofane, com avaliagdo do

crescimento helicoidal e formagdo de anastomoses entre hifas. UFLA, Lavras,

1997.

Isolados 1013 531 - 1007 1002
1013 - anastomoses crescimento helicoidal anastomoses
531 - - crescimento helicoidal °
1007 - - - anastomoses
1002 - o - -

- . dificil de definir o resultado; e : perdidos
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FIGURA 4 Meio BDA com celofane, a - Isolado 1002 15 dias; b - crescimento helicoidal:
isolados 1007 x 1013 4 dias; ¢ - anastomoses: isolados 531 x 1013 4 dias. UFLA,
Lavras, 1997. — 5 pum
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FIGURA 4 Meio BDA com celofane, a - Isolado 1002 15 dias; b - crescimento helicoidal:
isolados 1007 x 1013 4 dias; ¢ - anastomoses: isolados 531 x 1013 4 dias. UFLA,
Lavras, 1997. — 5 pum
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Onde ocorreu anastomoses (Figura 4c), estas foram observadas na forma de H ou
adjacente. No caso dos isolados 1013 e 531 hifas diferenciadas ocorrem, inclusive com niicleos em
divisio, € 0 nimero de cromossomos observado foi de 4. O material ficou na placa por um tempo

prolongado e ndo houve cruzamento sexual (sem peritécios).

3.3.3 CARACTERISTICAS DOS CONIDIOS EM DORMENCIA
As médias do comprimento e largura dos conidios dos isolados avaliados estdo
apresentados na Tabela 11. O resumo da ANAVA para comprimento e largura de conidios, estdo

apresentados na Tabela 13.

TABELA 13 Resumo da ANAVA do comprimento e largura dos conidios nos isolados 1007,

1003, 1002, 531, 1010 e 1013. UFLA, Lavras, 1997.

Fontes de comprimento largura

variagao GL QM GL QM
Isolados 5 80,339 ** 2 43,169 **
Erro 594 1,388 594 0,529
Total 599 599

** significativo a 1%

Houve diferencas significativas quanto ao comprimento e largura dos ascosporos entre
os isolados avaliados (Tabela 13). As médias e os pardmetros estimados utilizando os quadrados

médios da Tabela 13 s3o apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 Estimativas dos parametros para a amostragem dos conidios com menos de 15 dias.

UFLA, Lavras, 1997.

m cv oy of b’ Cvg
Comprimento 12,964 10,60% 0,7845 08034  97.65%  6.05%
Largura 5253 13,85% 04264 04317 9877%  84%

3.3.4 CARACTERISTICAS DOS CONIDIOS EM DIVISAO

3.3.4.1 Isolado 1013

Com 15-20 dias, os conidios estavam muito sensiveis e facilmente estouravam. A
partir de 20 dias comegaram a germinar e a divisio prolangou-se até 30-40 dias, ndo
necessariamente com tubos germinativos, e podendo apresentar anastomoses entre eles. Embora
as anastomoses tenham sido mais freqiientes aos 15 dias. Foi observada uma variagio de 2 a 16
cromossomos nos nucleos (Figuras 5a e 5b). A média foi de 5 cromossomos/niicleo (Figura 6a), a
moda foi 4 cromossomos/niicleo € um CV de 12,43 %. O resumo da ANAVA feita neste isolado
para o numero de cromossomos esta apresentado na Tabela 15.

3.3.4.2 Isolado 531

Com 20-30 dias de cultura foram encontrados conidios livres germinando (Figura 6b). Os nuicleos
estavam em divisio tanto nos conidios uninucleados como nos binucleados (Figura 6c). Na
profase aparecia uma area heteropicnética maior identificada como o nucléolo (Figura 6¢). Em

alguns conidios em intérfase foram observados microntcleos (Figura 6d).



N° de
conidios
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FIGURA 5 a - Numero de conidios x nimero de cromossomos, no isolado 1013 em uma
amostra de uma placa com meio M; de cultura; b - nimero de conidios x nimero

de cromossomos, nos isolados 531, 1002 e 1013 em meio de cultura Ms. UFLA,
Lavras, 1997.
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TABELA 15 Resumo da ANAVA para o nimero de cromossomos/nicleo em conidios do isolado

1013 em 30 dias de cultura. UFLA, Lavras, 1997.

Fontes de Variagdo GL oM
Placa 4 1,6717 **
Lamina(Placa) 10 2,14 *
Conidios (Placa x Lamina) 112 0,0790
Total 126

** significativo a 1 % de probabilidade;
* significativo a 5 % de probabilidade.
Observagéo: A SQ € do tipo III

Os miicleos em metafase encontravam-se com maior frequéncia numa posigdo polar
(Figura 6e) e menos freqiientemente em posi¢do equatorial (Figura 6b). Foram encontrados com
maior frequéncia 4 cromossomos. Quando observava-se mais de 4, normalmente 2 eram maiores,
1 de tamanho médio, € uma variagdo de 1 a 3 cromossomos muito pequenos. Houve diferencas
entre 2 laminas, sendo que uma delas apresentou nitidamente uma média de 4 cromossomos e a
outra de 7 cromossomos/células (Figura 6e). A variagio no tamanho dos cromossomos na
metafase foi de 0,26 pm a 0,57 um aproximadamente, onde se encontravam mais condensados.

Com relagdo as anastomoses, no inicio de sua formagdo o nicleo pode encontrar-se
perto da elongagdo, no meio desta ou evidenciando fusio (Figura 6f). Em quase todos os conidios
em anastomose deste isolado, que foram avaliados, encontrou-se de 1 a 3 micronticleos (Figura
6g). Também foram encontradas anastomoses formadas por mais de dois conidios. Das 60
anastomoses entre 2 conidios avaliados: 38,18% tinham 1 conidio binucleado; 5,46% tinham os

dois conidios binucleados e 9,09% estavam com micronticleos de formato alongado ou em forma
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FIGURA 6 a - Isolado 1013: conidios com 5 cromossomos; b - isolado 531: conidio germinando;
¢ - isolado 531: conidio binucleado com ambos nicleos em profase; d - isolado 531:
conidio com 3 micronucleos; e - isolado 531: conidio com 7 cromossomos; f -
isolado 531: fusdo de nucleos; g - isolado 531: 2 pontes, presenga de microntcleos;
h - isolado 1002: Anastomose e conidios com 2 e 3 ntcleos; i - isolado 1002:
Anastomose e passagem de nicleo. UFLA, Lavras, 1997. — 5,0 um
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de v nas anastomoses. Também foram encontradas anastomoses duplas entre conidios (Figura 6g),
as quais ndo foram quantificadas.
3.3.4.3 Isolado 1002
Nos acérvulos foram encontrados muitos dos conidios em anastomose (Figura 6g e 6h),
nucleos no inicio (Figura 6h) e também com formato alongado na anastomose (Figura 6i).
Também, dentro dos acérvulos, observou-se muitos conidios binucleados e trinucleados (Figura
6h). Houve dificuldade em avaliar-se com precisio a freqiiéncia destas observagdes pela grande
quantidade de conidios, sendo dificil a sua dispersdo nas laminas e o controle para fazer as
amostragens.
Observou-se variagdo no numero de cromossomos dos conidios (Figura 5b), sendo a média
e moda 4 (Figura 7a). Estruturas maiores foram identificadas como o nucléolo (Figura 7a).
Também foram observados conidios com 5-6 cromossomos pequenos quando o nucléolo estava
ainda presente (Figura 7b). Quando o conidio apresentava 6 cromossomos, 0s 2 Cromossomos

maiores apresentavam-se proximos (Figura 7c).
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Spum ——

FIGURA 7 Isolado 1002 com 30 dias em meio Mj; a - conidio com 4 cromossomos e nucléolo; b
- conidio com 5 cromossomos; ¢ - conidio com 6 cromosssomos. UFLA, Lavras,

1997,
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3.4 DISCUSSAO

A necessidade de uma metodologia variada para a observagdo dos conidios pode ser
explicada pelo estadio fisiologico em que os mesmos se encontravam: dorméncia ou germinacio.
Logo no inicio da cultura eles possuiam uma grossa parede celular ¢ muitos vacuolos no
citoplasma o que provavelmente dificultou a penetragio dos corantes. A medida que o tempo
passou, as reservas esgotaram-se € a parede celular tornou-se flexivel em fungdo do alongamento
que a mesma devera soffer para dar inicio & formagdo do tubo germinativo, como verificado
através de estudos sobre ultraestrutura realizados em Colletotrichum lindemuthianum (trabalhos
em andamento) e para outros fungos (Griffin, 1981; Isaac, 1996). Na maioria das células em
metafase ndo foi visualizado o tubo germinativo. Isso talvez ndo possa ser generalizado, uma vez
que nestas condigdes, isto €, sem o tubo germinativo, fica mais facil a observagdo microscopica,
pela menor interferéncia da profundidade de campo.

Em leveduras, onde varios trabathos a nivel de biologia celular e citogenética tém sido
realizados, também ha a necessidade de metodologias diferentes entre isolados de uma mesma
espécie (Wheals, 1996)*. Neste trabalho a maior variagio na metodologia entre os isolados,

ocorreu para o tempo de coloragio.

3.4.1 CARACTERISTICAS DO MICELIO VEGETATIVO
A demonstragdo de anastomoses sem a presenga de nucleos provavelmente se deva a
uma amostra muito pequena e a avaliagdo feita no inicio do encontro, quando a quantidade de

hifas é menor.

*Dr. A. Wheals, University of Bath, School of Biology and Biochemistry, Bath, Inglaterra.
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Hifas em crescimento helicoidal foram observadas nos encontros entre as combinagdes
dos isolados 1013 x 1007 e 531 x 1007 (Figura 4b). Gooday (1995) descreveu o crescimento
helicoidal em hifas de Candida albicans quando crescidas em superficies de membranas de
celofane e citou outros trabalhos onde ocorreu 0 mesmo em meio de cultura. O autor ndo
relacionou este tipo de crescimento a repulsdo entre isolados, mas sim a um tipo de crescimento
que pode ser afetado por caracteristicas do meio ou caracteristicas proprias do isolado (mutantes).
O crescimento helicoidal (embora ndo chegue a fechar em circulos) nos isolados de C.
lindemuthianum, mostrou caracteristicas de incompatibilidade vegetativa devido a impressio de
repulsdo entre as hifas, pelo tipo de crescimento e por ndo ter-se observado regides de contato.
Este tipo de crescimento ndo apresentou-se nas testemunhas.

Nas testemunhas foi possivel visualizar a migra¢do de nicleos entre hifas H (Figura
4a). O formato destes mucleos era alongado nas anastomoses, enquanto que os das hifas eram
arredondados. Varios autores relacionam a modificagdo do formato do nicleo com migragio
dentro de uma célula ou de uma célula para outra, tanto na fase mitosporica como na fase
meiospérica de fungos (Knox-Davies e Dickson, 1960; McCully, Kathleen e Robinow, 1971;

Ashton e Moens, 1982).

3.4.2 PRODUCAO E CARACTERISTICAS DE CONIDIOS

3.4.2.1 Producio de conidios

A maior quantidade de conidios normalmente forma-se a partir de acérvulos, como € o
mais comum e caracteristico para esta espécie (Krugner e Bacchi, 1995). A produg@o de conidios

em hifas diferenciadas e no em acérvulos foi encontrada mas com baixa frequiéncia e s6 no
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isolado 531 (Figura 3b). Outros autores também encontraram este tipo de reprodugdo em
Colletotrichum gloeosporioides isolado de morango (Uecker, 1994). Certamente a contribuigdo
na produgio de conidios através desta forma, foi pouca nas condi¢des de laboratorio em que
realizou-se esse trabalho, tendo sido a produgio em acérvulos a mais eficiente.

Nos acérvulos do isolado 1002, observou-se grande quantidade de conidios
binucleados e trinucleados (Figura 6h), de tamanho caracteristico ao dos conidios livres. Essas
caracteristicas € a grande quantidade de anastomose com passagem de niicleo encontrada nos
acérvulos, sugerem uma intensa troca de material genético nesta fase de reprodugdo. Isto
permitiria recombinagdo somatica que levaria 4 variagio, quando material genético diferente
estivesse envolvido.

3.4.2.2. Caracteristicas dos conidios

Analisando-se as placas com meio de cultura verificou-se que os conidios livres estdo
em dorméncia, até os 15 dias. O processo de divisio comega e alcanga seu pico em torno de 30-40
dias. O periodo de dorméncia nos conidios deve estender-se a0 maximo quando eles estio juntos
em grande quantidade no micélio vegetativo, ja que ao realizar-se repicagens, mesmo com 15 dias,
a dorméncia € quebrada rapidamente. Apesar da dorméncia, conidios em anastomose sdo
encontrados em qualquer época, embora sua freqiiéncia tenha sido maior aos 15 dias.

O tamanho médio dos conidios em dorméncia foi de 12,96 um de comprimento € 5,25
um de largura (Tabela 14), sendo estes valores um pouco maiores dos descritos por Sutton (1992)
para caracterizar C. lindemuthianum (9,5-11,5 x 3,5-4,5 um) e mais proximos dos valores que
Rava e Sartorato (1994) delimitaram na sua revisdo (13-22 x 4,4-5,3 um) sobre esta espécie. Nas

analises estatisticas realizadas encontraram-se diferencas entre os isolados quanto ao tamanho dos
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conidios. No comprimento e largura 98 % e 99% da variagdo fenotipica encontrada foi devida a
variag@o genética (Tabela 14).

Durante a divisdo mitotica em conidios de C. lindemuthianum, a profase ocorreu
como em outros fungos conidiais, com o nucléolo sendo observado como uma regiio mais
intensamente corada. Robinow (1981) comentou que o nicleo das hifas em relagio ao dos
conidios € muito pequeno dificultando a sua observa¢do no microscopio dptico e também a falta
de afinidade com orceina acética. Neste trabalho, as melhores preparagdes resultaram da mistura
de orceina e carmim acético e/ou propidnico, que corou facilmente o nucléolo o qual tem tamanho
semelhante aquele observado no Capitulo 2, na fase meiosporica (aproximadamente 0,4-0,7 pm).
Nos conidios binucleados a profase ou prometafase ocorreram de forma sincrénica, sugerindo o
mesmo grau de condensagdo para os dois complementos cromossdmicos. Isto facilitaria uma fusio
posterior entre estes dois nucleos o que geraria um nicleo heterozigoto se eles fossem diferentes.

Na metéfase a maioria dos nicleos estdo em posigdo polar, mostrando-se um arranjo
numa area mais clara de formato arredondado, diferente do resto do citoplasma, aproximadamente
de 2 um, que deve estar sendo delimitado pela carioteca, mostrando que esta provavelmente n3o é
desintegrada como ocorre com a maioria dos fungos (Robinow e Caten, 1969; Zickler, 1970;
Wells, 1970). A observagdo de conidios com e sem nucléolo (Figura 7a e 7c) indica que esse
desaparece no final da metafase.

A moda de 4 croméssomos foi comum para todos os isolados avaliados (531, 1013 e
1002) na divisdo celular (Figura 5b). Em seqiiéncia 4 moda de 4, as maiores frequiéncias
encontradas foram 5 e 6 cromossomos. A média diferente encontrada (isolado 1013 = 5

cromossomos; isolados 531 e 1002 = 4 cromossomos) € explicada pela presenca de nucleos com
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valores extremos de 2 e 16 cromossomos no isolado 1013, ja4 que a média € um tipo de medida de

posi¢do, muito suscetivel quando valores extremos estdo presentes.

3.4.3 FONTES COM POTENCIAL DE VARIACAO: EVIDENCIAS CITOLOGICAS

As avaliagdes citologicas deram provas de trés fontes com potencial de variagdo em C.
lindemuthianum: troca de material nuclear através de anastomose entre conidios, polimorfismo
CromossOmico e 0s passos para que ocorra o ciclo parassexual.

3.4.3.1 Troca de material nuclear através de anastomose entre conidios

Sdo varios os trabalhos que tem mostrado a formag@o de anastomoses entre esporos
de fungos (Schreiber e Green, 1966; Giatgong e Frederiksen 1969; Uecker, 1994) e que enfatizam
asua impoftﬁncia como fonte de variabilidade para gerar novas caracteristicas genéticas (Watson,
1957, Schreiber e Green, 1966; Giatgong e Frederiksen, 1969; Bartos et al. 1969 e Sharma e
Prasad, 1970 citados por Camargo, 1995). Neste trabalho ficou evidente que ocorre a passagem e
troca de material genético (Figuras 6d, 6f, e 6i), tanto de nucleos inteiros, o que facilitaria a
posterior fusdo de micleos, como de fragmentos cromossémicos, os quais foram observados como
micronucleos de formato alongado ou em forma de v nas anastomoses, evidenciando migragdo.

A presenga de micronicleos nos conidios de C. lindemuthianum indica que foi perdido
material genético durante a divisdo celular em conseqiiéncia de quebras e/ou a ocorréncia de
cromossomos atrasados, os quais se mantém por um tempo no citoplasma até serem degenerados
ou transferidos para outra célula, ja que sua presenga nio é comum em todos os conidios em

dorméncia. Por outro lado, Brown e Bertke (1979) citam que os micronticleos e as células que os
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originaram n3o s3o mantidos. O que significa que os conidios com microniicleos poderiam ser ou
n3o degenerados, j& que neste experimento ndo foi possivel mostrar a viabilidade destes.

A visualizagio de anastomoses ndo garante a sua eficiéncia como fonte de
variabilidade. No entanto, o grande numero de células envolvidas pode garantir que nicleos
diferentes se encontrem, gerando condi¢des favoraveis e aumentando a variabilidade.

A ocorréncia de anastomose entre células permite também a ocorréncia de
heteroplasmose, ja citada por outros autores como fonte de variagdo em fungos, por estar
relacionada a fatores citoplasmaticos ou a heranga extracromossémica (Azevedo, 1976; Hastie,
1981). Desta forma, ha também a possibilidade de fatores citoplasmaticos terem efeito sobre a
varniabilidade em C. lindemuthianum.

3.4.3.2 Polimorfismo cromossémico

No capitulo 2 foi descrita a meiose, onde foi observado assincronismo na divisdo entre
os nucleos dos ascos, cromossomos atrasados na anafase, nicleos com 5-6 cromossomos € ascos
maduros com 4 e 6 ascosporos. Considerando que aneuplbides produzidos na fase meiosporica
possam ser conservados, estes poderiam contribuir para um polimorfismo cromossdmico numérico
na fase mitosporica, uma vez que mutagdes podem afetar tanto a mitose como a meiose (Baker et
al. 1976). Deve ser lembrado que o ciclo sexual nio foi encontrado na natureza e como tal s é
mostrado seu potencial como fonte de variagio.

Masel et al. (1990), encontraram em C. gloeosporioides (isolado de Stylonsanthes
spp.), variagdo no tamanho e niimero de mini-cromossomos o que permitiu a classificagio c;estes
isolados em dois grupos em fungdo destes mini-cromossomos e do niimero de cromossomos

maiores, que era constante em cada tipo, por eles determinados. Segundo os autores o tipo A tem
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5 cromossomos e 8-10 mini-cromossomos e, o tipo B, 3 cromossomos e 3-5 mini-cromossomos.
Levando em conta o limite de resolugdo do microscopio de campo claro, os nimeros por eles
encontrados coincidem com os observados neste trabalho, apesar de Masel, Irwin ¢ Manners
(1993a) ndo terem encontrado mini-cromossomos em um isolado de C. lindemuthianum. Em C.
gloeosporioides isolado de citrus, Liyanage, McMillan e Kistler (1992) também encontraram
arranjos similares aos apresentados por Masel et al. (1990).

Manners et al. (1992) também questionaram a variagdo no nimero e tamanho dos
mini-cromossomos. Com relagdo a este ponto, os autores mostraram através de hibridagdes de
DNA, que as repeti¢des dispersas observadas sio comuns nos cromossomos € mini-cromossomos,
sugerindo que eles sdo parte de um mesmo sistema. Assim estes autores sugerem que ha
probabilidade de ocorrer o que ocorre com Plasmodium (McConkey, Waters ¢ McCuthan, 1990)
onde rearranjos cromossdmicos ocorrem como resultado de um efeito de selegdo, ou ainda,
poderia estar ocorrendo uma recombinagio somatica e isto levaria a formagdo de heterocarios e
dipléides transcendentes. Recentemente, Masel et al. (1996), utilizando mutantes auxotroficos
pertencentes a dois biotipos (Tipos A e B) de C. gloeosporioides isolados de Stylosanthes,
verificaram através de técnicas moleculares, que ha mini-cromossomos nos isolados do biétipo B
que originaram-se por transferencias “horizontais™ recentes a partir do biotipo A. Sugerindo que
esta transferéncia ocasional de cromossomos especificos entre os isolados mitospéricos ocorreu de
forma genética.

Nos conidios com 4 cromossomos foi mais constante a presen¢a de 1 cromossomo
maior € com formato de bastdo, um cromossomo médio, também com formato de bastio e dois

menores que apareceram em forma de pontos e sempre proximos. Quando mais de 4
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Cromossomos estavam presentes, ou observava-se 2 grandes e os demais menores arredondados,
ou, todos eram pequenos e com forma arredondada (Figura 7c). Isto poderia sugerir que
Cromossomos pequenos, extras, originaam-se a partir de quebras dos cromossomos maiores.
Recentes estudos em meiose de Nectria haematococca (Miao, Covert e VanEtten, 1991)
utilizando técnicas moleculares, mostraram que mais do que a nio-disjungdo, algumas delegdes e
adicbes em cromossomos maiores alteram o fenotipo esperado. Essas delegdes foram associadas
aos fragmentos, pelos resultados de hibridagdo de DNA com seqiiéncias sempre coincidentes, os
quais foram caracterizados como cromossomos B, pela associagdo com caracteristicas fenotipicas
dispensaveis. Estes autores sugerem que estas seqiéncias coincidlem com regides dos
cromossomos que facilitarlam as quebras e fusdes de fragmentos e que certamente estdo
contribuindo com a variagdo cariotipica encontrada na espécie com a qual eles trabalharam. Em C,
gloeosporioides isolado de Stylosanthes spp. também foi mostrado por Masel, Irwin e Manners
(1993b) através do emprego de virias técnicas moleculares, que grande quantidade de DNA, e
possivelmente cromossomos inteiros sdo arranjados através de delegdes e adigdes de seqiiéncias
de DNA, que tém contribuido para o polimorfismo existente neste fungo.

Os mini-cromossomos observados em N. haematococca e em C. gloeosporioides sio
de aproximadamente 1,6 Mb e 1,2 MB respectivamente, e estariam provavelmente fora do limite
de resolugdo do microscopio dOptico, para serem identificados com exatidio neste trabalho. Por
outro lado, Zolan (1995) também descreve numa revisio que em varios fungos ja foram descritos
elementos transponiveis que podem gerar polimorfismo cromossémico.

A variagdo no tamanho e nimero de cromossomos entre valores proximos, como os

observados neste trabalho e por outros autores, poderia ser devida, em parte, a falhas na
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metodologia como aparecimento de artefatos ou a erros de interpretagio, uma vez que alguns
cromossomos tém dimensdes proximas do limite de resolugdo do microscopio de campo claro.
Por outro lado, em varias ocasies essa variagdo ndo deixou divida, sendo relacionada a um
polimorfismo numérico que varia entre 4-6 cromossomos e os valores extremos encontrados os
quais foram considerados aneuploides de varios niveis e que s3o discutidos posteriormente quando
da apresentag@o do Ciclo Parassexual.

A analise estatistica realizada com os dados obtidos com o isolado 1013 (Tabela 15)
permite esclarecer a variagdo no numero de cromossomos encontrada. Em virtude do tamanho
muito reduzido dos cromossomos, € razoavel admitir que haja um certo nivel de erro de leitura na
avaliagdo de cada célula individualmente. Entretanto, admitindo que este erro tenha sido aleatério
e independente da ldmina e da placa onde foi feita a coleta de material, os resultados da Tabela 15
evidenciam uma variag4o no nimero de cromossomos que nio é devido ao erro humano. Ou seja,
as diferengas entre placas, e ainda entre laminas montadas de uma mesma placa, ilustram a
presenca de fatores que provocam variages reais no nitmero de cromossomos, de natureza
biologica, e ndo devida as dificuldades de avaliagio.

Por outro lado, a produgdo de aneupléides, como resultado de sucessivas repicagens
em culturas mantidas em laboratorio, poderia explicar a instabilidade mitética e a perda de vigor
de fungos de cultura repicadas muitas vezes, como sugerido por Knox-Davies e Dickson (1960).
Isso também acontece com cultura de tecido vegetal (Skirven, 1978; Yeoman e Forche, 1980),
onde encontram-se quimeras de ploidia no tecido regenerado, como também varia¢do no nimero e
tamanho dos cromossomos nos calos (Wang, Hang e Tsuchiya, 1991). No entanto, relacionar a

ocorréncia de variagdes as condigdes de cultura somente, seria um critério muito restrito, j& que
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estes polimorfismos tem sido encontrados em trabalhos com isolados da natureza. McDonald e
Martinez (1991) encontraram polimorfismo cromossomico em Septoria tritici em campos de trigo.

Em trabalhos mais recentes autores tém formulado a hipoteses, baseando-se em
trabalhos proprios € em muitas revisdes, apostando nas possibilidades do aumento da variabilidade
nos fungos que ndo apresentam o ciclo sexual (ou a fase meiosporica) na natureza. Neste sentido,
Kistler e Miao (1992) formularam uma hipétese onde propdem uma correlagio negativa entre a
freqiiéncia da fase meiosporica (na natureza) e a presenca de polimorfismo cromossémico em
fungos fitopatogénicos.

3.4.3.3 Ciclo Parassexual

Pelo grande nimero de ragas que ocorrem em C. lindemuthianum (Rava et al. 1993;
Rava, Purchio e Sartorato, 1994; Balardin, 1997) pode-se perceber que, a alta variagdo
apresentada por este fungo, ndo poderiam ser totalmente explicada com a ocorréncia de mutaggo.
Um substituto do ciclo sexual, ¢ o ciclo parassexual. Também sabe-se que a forma sexual
(meiospoérica) ndo foi encontrada na natureza e sé poucas vezes em condi¢des de laboratorio
(Kimati e Galli, 1970, Batista e Chaves, 1982; Bryson et al. 1992; Mendes-Costa, 1996).

Neste trabalho, todas as provas citologicas necessarias para a ocorréncia do ciclo
parassexual foram encontradas; sugerindo-se o ciclo de vida em C. lindemuthianum na Figura 8, e
discutidos os passos a seguir:

1) Anastomose entre células. A ocorréncia de plasmogamia entre células (hifas e
conidios) garante o inicio do ciclo. Bos (1985) demonstrou citologicamente a ocorréncia de
anastomose entre hifas de forma freqiiente entre isolados diferentes de C. lindemuthianmum. No

entanto, percebe-se neste trabalho, que a maior contribuigio para anastomose e plasmogamia
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ocorre nos conidios livres ou em acérvulos, mais do que nas hifas. Considerando-se que uma
grande quantidade de conidios é normalmente produzida pelos fungos, este fenémeno, se ocorrer
na natureza, certamente contribuiu para evolugio desta espécie (Figura 8).

2) Migracio e fusdo de muicleos. A produgdo de conidios nos acérvulos ndo foi
quantificada seguindo um delineamento experimental com repeti¢es, mas considerou-se uma
linica Idmina em que foi esmagado um acérvulo, e com um minimo de 10* conidios. Nesta l4mina
fez-se uma relagdo quanto aos uninucleados e binucleados de 3:1 quando observado varios
campos ao microcopio, sendo aproximadamente a quantidade de binucleados 3 x 10°.
Considerando-se ainda que nos conidios observados 9,31% estdo em anastomose e 22% destas
anastomoses estao com nucleo préximo ao inicio da anastomose e/ou com formato alongado
(sugerindo migragio) e utilizando-se como base o minimo de 10* conidios/acérvulo, pode-se
acreditar que haveria chances de ocorrer fusdo de nicleos. Por outro lado, nos conidios livres
avaliados varias vezes foram encontrados nicleos préximos e niicleos que mostravam inicio de
contato (Figuras 6d, 6f, 6g, 6h, e 6i).

Mesmo que estes calculos possam ser hipotéticos, a evidéncia citogenética de nicleos
diploides ndo deixa duvida de que ocorreu fusdo (Figura 5b). Os resultados mostraram
cariogamia. Neste sentido diividas foram apresentadas nos estudos realizados por Dutta e Garber
(1960) em C. lagenarium e Bos (1985) em C. lindemuthianum, que nio tiveram certeza de estar
ocorrendo fusdo de nucleos hos heterocarios encontrados, Medeiros (1988) que descartou a
ocorréncia do ciclo parassexual, por nio ter encontrado binucleados, nem passagem de niicleos
entre anastomoses de C. gloeosporioides, isolado de varios hospedeiros. Os micleos com 16

cromossomos encontrados no isolado 1013, poderiam ser nicleos diplédes no inicio de uma
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anafase, houve separagio dos cromossomos e foram contados a0 mesmo tempo os dois
complementos cromossémicos.

Certamente, as evidéncias mostram as migragdes e as possibilidades de fusdo. Esser e
Kuenen (1967) consideram que niicleos geneticamente idénticos também podem fundir-se e sofrer
recombinag@o mitética e reduzir-se até a condigdo haploide. Segundo estes autores, isto ndo tem
um efeito genético na variabilidade. A heterocariose seria essencial para uma eficiéncia genética do
ciclo parassexual. A este respeito a heterocariose corresponde ao heterozigoto na reproducio
sexual (Esser e Kuenen, 1967).

3) Aneuploidizagdo. Para os nimeros de cromossomos observados na Figura 5a e 5b
(maior ou menor do que 4-6), seria dificil acreditar que fosse devido a um polimorfismo
cromossomico, j4 que as frequéncias encontradas sio muito baixas, indicando que sejam
provavelmente mais um resultado de um processo de aneuploidizagio (Figura 8).

O nucleo dipléide ¢ reduzido para a condi¢io hapléide numa fregiiéncia relativamente
constante de 10 /divisdo nuclear no ciclo parassexual, segundo Kafer (1961; citado por Esser e
Kuenen, 1967) e durante este processo ocorrem varios graus de aneuploides, que nio sio
derivados da meiose. No entanto, utilizar as freqiiéncias citadas na literatura, para fazer
comparagOes paralelas aos resultados apresentados neste trabalho, se torna dificil, ja que nas
laminas para a contagem do niimero de cromossomos, muitos conidios sio visualizados, mas nio
sendo possivel a contagem dos cromossomos com facilidade, eles ndo foram considerados na
contagem final de conidios vistos. Pode-se dizer que no minimo foram vistos 1 milhio de conidios
neste trabalho, mas o niimero deles anotados na avaliagio ¢ muito menor, porque restringe-se aos

nicleos nitidamente visiveis. Por outro lado, mesmo a contribuigao que a meiose possa ter dado a
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variag@o no nimero de cromossomos na fase mitosporica (ciclo assexual), foi encontrada varia¢do
numérica num isolado (1002) que ndo apresentou o ciclo sexual (fase meiosporica) nas condigdes
de laboratorio utilizadas neste trabatho.

Na mitose poucas imagens com caracteristicas tipicas de anafase foram encontradas, o
que poderia sugerir que esta fase ocorre de forma muito rapida ou que a segregagdo
cromossdmica ocorreu de forma assincrnica. O assincronismo poderia levar a mais de 4
cromossomos e, explicagdes parecidas tém sido dada por outros autores (Giatgong e Frederiksen,
1969). No entanto, se algumas metafases fossem na verdade anéafases assincronicas, é preciso levar
em consideragdo a provavel ocorréncia de cromossomos atrasados, os quais contribuiriam para a
formagdo de aneuploides. Portanto, causando polimorfiimo cromossdmico ou mais
provavelmente, sendo um processo de aneuploidizacdo de dipldides previamente formados.
Guerra (1985) descreve o processo de aneuploidizagio em fungos, exatamente relacionado a
anafases com atrasos de cromossomos.

Desta forma, restitui-se a condigdo haploide de n = 4, com possibilidades de serem

encontrados nicleos com 5 e 6 cromossomos, pelos mecanismos previamente discutidos.

3.5 Conclusoes

Em C. lindemuthianum ocorrem trés fendmenos, demonstrados citologicamente, que se
constituem em potencial de variagdo genética:

1) troca de material citoplasmatico e genético entre conidios;
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2) polimorfismo cromossémico numérico de 4-6 cromossomos nos niicleos dos conidios;

3) ciclo parassexual de forma rapida, onde o diploide se mantém instavel.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados dos Capitulos 2 e 3 mostraram que Colletotrichum lindemuthianum tem
potencial para aumentar a sua variabilidade genética através do ciclo sexual e por
parassexualidade. Por outro lado, a troca de material nuclear entre anastomoses e o polimorfismo
cromossdmico, por si 6, constituem fontes de variagdo. Desta forma, reunindo-se os resultados,
sugere-se um ciclo de vida (Figura 8) mais completo para esta espécie.

Finalmente considera-se que é possivel estender experimentos para identificar a nivel
molecular as caracteristicas dos microniicleos, a passagem destes € o contréle destes na
participagdo dos fendmenos descritos no presente trabalho. Assim como, realizar a nivel de

campo, testes paralelos de variabilidade quanto & patogenicidade.
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APENDICE

TABELA 1A ANAVA do numero de cromossomos na meiose dos isolados 531 ¢ 1013. UFLA,
Lavras, 1997

Causas de variagio GL SQ oM F
Isolados (entrei' rmm— 00037 00037 0,09n.s
Dentro 68 2,8974 0,0426

Total 89 2,9011

CV:9,88%






