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RESUMO

ROCA MAGALLANES, Maria Gabricla. Recombinagfio genética em
Colletotrichum lindemuthianum por meio de anastomoses entre conidios.
2002. 138p. Tese (Doutorado em Genética ¢ Mclhoramento de Plantas) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

Colletotrichum lindemuthianum, o agente causal da antracnose no
feijoeiro, ¢ um fungo com muitas ragas fisiologicas que mostra um extensivo
polimorfismo cromossdmico. A forma sexual niio foi encontrada na natureza e
os mecanismos que promovem variabilidade genética sdio desconhecidos.
Utilizando microscopia Otica, eletrénica de varredura ¢ transmissdo,
fluorescéncia e confocal, foram observadas anastomoses entre conidios. As
maiores frequéncias ocomreram nos primeiros 30 dias do desenvolvimento do
acérvulo. Estas foram diferentes do tubo germinativo quanto & forma, freqiiéncia
e época de ocoméncia. Anastomoses multiplas foram encontradas formando
cadeias de conidios, bem como vaciolos e mitocondrias sendo transferidos pelos
tubos de anastomoses. Septos também estavam presentes, ocasionalmente. Os
nicleos mostram uma dindmica intensa ¢ conidios em anastomoses foram
encontrados sem nucleos ou multinucleados, sugerindo provaveis fusdes,
divisdes e degeneragdes. Utilizando uma combinagio de micromanipulagdes
para isolar conidios em anastomoses oriundos de cruzamentos, mostrou-se que
heterocdrios foram formados de isolados geneticamente marcados. Foram
promovidos cruzamentos entre C. lindemuthianum ¢ C. gossypii ¢ utilizados
marcadores fenotipicos ¢ de PCR para isolar um recombinante. Sugere-se que a
recombinagdo assexual por meio de anastomoses entre conidios seja um dos
mecanismos envolvidos para aumentar a variabilidade genética desta espécie.

* Comité de orientagdo: Lisete Chamma Davide - UFLA (Professora
orientadora), Alan Wheals — Universidade de Bath - UK; Rosane Freitas
Schwan - UFLA.



ABSTRACT

ROCA MAGALLANES, Maria Gabricla. Genetic recombination in
Colletotrichum lindemuthianum via conidial anastomosis. 2002. 138p. Thesis
(Doctoral in Genetics and Plant Breeding) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras .

Colletotrichum lindemuthianum, the causative agent of bean
anthracnose, is a fungal pathogen with a large number of pathogenic races and
shows extensive chromosomal variability. No sexual forms have been found so
far in nature and the causes of this genetic diversity are unknown. Using light,
SEM, TEM, fluorescence and confocal microscopy, anastomoses can be seen
between conidia with increasing frequency during the first 30 days of acervulus
development. They are different from germ tubes in form, frequency and time of
initiation. Multiple anastomoses can occur yielding chains of conidia. Vacuoles
and mitochondria can move between conidia but occasional septa can be seen.
The nuclei show extensive dynamics with anucleate and multinucleate
anastomosed conidia, presumptive fusions, divisions and degenerations. Using a
combination of micromanipulation, to isolate anastomosed conidia from crosses,
we show that at least heterokaryons form between genetically marked strains.
Have been created crosses between C. lindemuthianum and C. gossypii, and both
phenotypic and PCR makers were used to isolate a recombinant. We suggest that
asexual recombination via conidial anastomoses is one of the causative
mechanisms of genetic variability in this species.

* Guidance Committee: Lisete Chamma Davide - UFLA (Major Professor), Alan
Wheals - University of Bath - UK; Rosane Freitas Schwan - UFLA.



1 INTRODUCAO GERAL

Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scribner é o agente
causal da antracnose no feijoeiro. Trata-se de um fungo fitopatogénico que ¢é
estudado freqiicntemente na sua forma mitospérica, uma vez que a sua forma
meiospérica, conhecida como Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. &
Schrenk f. sp. phaseoli, nunca foi cncontrada na natureza. Por esta razéio é
definido como um ascomiceto mitosporico.

C. lindemuthianum apresenta diferentes ragas fisiologicas que sdo
definidas em fungdo da presenca ou auséncia de sintomas em cultivares
diferenciadoras de feijdo. Esse fato tem permitido mostrar que a espécie possui
ampla variabilidade genética quando se utilizam, como referéncia, cstas
caracteristicas (Latunde-Dada, 2001). Devido a esta variabilidade questiona-se
se cla pode ter sido originada somente por meio de mutagdo (Sicard e al.. 1997;
Brygoo et al., 1998). Além disso, como a forma meiosporica ou scxual s6 foi
encontrada em condiges de laboratorio. cxistem muitas duvidas sobre a
cxisténcia de outros mecanismos que ajudem a explicar essa variabilidade.

Um major ﬁ’ﬁ;ﬁ;ro de trabalhos descritivos, citolégicos € genéticos desta
espécic ¢ necessanio, sobretudo no Brasil, onde existem diversos programas de
melhoramento do feijoeiro visando a resisténcia a este patoégeno. Sabe-se que
ndo s6 ¢ importante o conhecimento das diferentes ragas que prevalecem nas
diferentes regides do pais. como também da existéncia de mecanismos no
patogeno que ajudem a aumentar a variabilidade genética.

Aparcmtemente, em C. /indemuthianum esses mecanismos exisicm, mas
1¢m sido obtidos como pegas soltas num comportamento genético nada claro.
Isto posto. o objetivo desse trabalho foi utilizar diferentes técnicas citogenéticas
para obter resultados que ajudem a esclarccer, formular e tentar provar vanas
hipdteses sobre o comportamento e forma de vida deste fungo e, assim. explicar

a vanabilidade genética encontrada.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O género Colletotrichum (Glomerella cingulata)

Glomerella cingulata (forma meiosporica, sexual ou teleomérfica —
ascomiceto) tem diferentes formas mitosporicas (assexuais ou anamorficas) e ha
divergéncias com relagio & classificagdo na categoria especifica, entre as
diferentes formas mitosporicas do género Colletotrichum (Arx, 1957; Sutton,
1992; Samuels & Seifert, 1995). Glomerella cingulara f. sp. phaseoli, somente
foi encontrada em condigdes de laboratério. Por isso, é methor conhecida na
forma mitospérica, como Colletotrichum lindemuthianum (Alexopoulos et al.,
1996).

Alguns trabalhos descritivos sobre a formagdo dos peritécios e
ascosporos 1€m sido realizados para G. cingulata f. sp. phaseoli (Kimati & Galli,
1970; Bryson, 1990; Mendes-Costa, 1996; Roca 1997; Roca er al., 2000).
Muitas espécies dentro deste género (Sutton, 1992) s3o facilmente diferenciadas
pelos vérios hospedeiros nos quais causam doengas. Para alguns autores, estes
sd30 organismos muitos parecidos e mais estudos sio necessarios (Sutton, 1992).
Os trabalhos na 4rea de genélica sdo escassos para algumas espécies dentro do
género, sendo mais freqiientes em outras como Collerotrichum gloeosporiodes
(He er al., 1998; Zhu & Oudemans, 2000) ou G. cingulaia (Rikkerink et al.,
1994: Cisar & TeBeest, 1999).

2.1.1 Colletotrichum lindemuthianum

Colletotrichum lindemuilanum se reproduz de forma assexual,
produzindo os conidios (csporos assexuais) num corpo de frutificagio chamado
acérvulo (Taber & Taber. 1974; Sutton, 1992). Os conidios formam massas de
cor salmdo ou mel no meio de cultura. Sdo hialinos, unicelulares, oblongos e

cilindricos, apresemando as cxtremidades arredondadas ¢ medindo de 33 a



4,5um x 9,5 a 11,5um (Sutton, 1992). Em seis isolados brasileiros, Roca (1997)
encontrou, como média, um valor de 5,3um x 13pum em amostras com dez dias
de cultivo e com diferengas significativas entre os isolados utilizados.

Nos fungos, de forma geral, a germinagfio dos conidios esta relacionada
com o inicio da atividade metabélica ¢ do desenvolvimento vegetativo (Osherov
& May, 2001). Foi mostrado, em algumas espécies do géncro, que a
disseminagdo dos conidios em cstado de dorméncia pode garantir a propagacédo
da espécie. Isso provavelmente, se deve a atuagio de agentes inibidores ¢ &
protegdo oferecida pela mucilagem cxtracelular na qual os conidios cstdo
envolvidos (Pain ef al., 1994; 1996). O passo seguinte é a germinagio, quando
ha a restauragio da atividade metabolica ¢ o desenvolvimento vegctativo do
fungo.

Diversos trabalhos 1ém sido rcalizados sobre a relagdo patogeno-
hospedeiro € revisdes completas s3o encontradas a este respeito (Perfect ef al.,
1999). Por ocasido da germinagéo, um conidio de Colletotrichum spp. pode
emitir um ou mais tubos germinativos, sendo mais fregiientes dois. Estes podem
formar apressorios em seus apices (Mould er al.. 1991b; Manandhas er al., 1995,
Latunde-Dada. 2001) ou continuar crescendo, formando as hifas e o micélio. De
forma mais comum, 0 tubo germinativo tem origem lateral, perio de uma das
extremidades do conidio € podc desenvolver um septo na regido mediana do
conidio. dividindo-o em duas células uninuclcadas (Mould ¢r al. 1991b:
Manandhar er al., 1995).

O agente causal da antracnose do feijoeiro apresenta munas ragas
fisiologicas, definidas em fungio da capacidade dos mesmos em causar doenga
em determinadas cultivares de um mesmo hospedeiro (Kimati & Galli. 1970;
Batista & Chaves, 1982: Rava er al.. 1993: Mahe er al., 1993; Rava ¢t al.. 1994;
Perfect er al., 1999). Ha também relatos de variabilidade em 1solados

monosporicos, quando mantidos e cultivados em laboratério (Rodngues. 1987;



Brooker er al., 1991). Alguns autores acreditam que a extensa variabilidade
patogénica existente ajude a quebrar rapidamente a resisténcia de cutivares
(Brygoo et al. 1998),

Para Hastie (1981), a mutagio ¢ a fonte basica de variagdo genética e a
heterocariose ¢ heteroplasmose conduzem & variagdo em fungos selvagens. No
entanto, alguns trabalhos realizados entre populagdes de diferentes regides
geograficas mostram que o alto nivel de diversidade fenotipica, associado ao
alto nivel de diversidade genotipica ¢ o baixo desequilibrio gamético, em
algumas regides da América Central, sustentariam a hipétese de que as
populagdes de C. lindemuthianum sao compostas, principalmente, de genétipos
originados por recombinagio (Brygoo ef al., 1998). Estes autores também
afirmam que csta recombinagio deve ser um evento raro, ancestral ou
localizado em algumas regides geograficas somente. As atuais populagdes
epidémicas aparcnicmente se reproduzem de forma assexual, sem ter, no
entanto, um genétipo predominante unico (Brygoo et al.. 1998).

A recombinagdo genética durante o ciclo parassexual obviamente tem
valor potencial na biologia de fungos conidiais ¢ de outros fungos (Hastie,
1981). Kistler € Miao (1992) propdem que o polimorfismo cromossémico
também deve ser considerado como fonte de variagdo. Destes mecanismos, em
C. lindemuthianum foram demonstrados a heterocariose por meio de fusdo de
protoplastos (Bos, 1985). o polimorfismo cromossémico (Roca, 1997,
O’Sullivan er al.. 1998) ¢ o rcarranjo do genoma (O’Sullivan ez al., 1998).

Estudos utilizando transformantes sio uteis para auxiliar no entendimento
dos mecanismos responsavels pela criagdo de variabilidade penética. Porém,
existem poucos trabalhos com isolados de C. lindemuthianum geneticamenie ‘
modificados (Rodriguez & Yoder, 1991; Dumas er al.. 1999).

0 isolado de C. lindemuthianum, H2, geneticamente modificado (Dumas

el al.. 1999). foi obtido utilizando-se como vetor para transformagio um sistema



contendo um plasmideo com o ponto de origem de replicagio do fungo
Aspergillus nidulans, junto ao promotor do gene da endopoligalacturonase,
ligado ao gene da proteina verde fluorescente (‘Green fluorescent protein’-
GFP). Este gene da proteina verde fluorescente ¢ uma versdo modificada do
gene originalmente isolado da medusa Aequoria victoria (Heim et al., 1995),
sendo um gene repoérter. Assim, sua expressio pode ser monitorada em
organismos vivos (in situ) quando utilizados detectores sensiveis a luz. A
construgdo inscrida também possui o gene de resisténcia a higromicina B. O
gene da higromicina B codifica para higromicina B transferase, a qual atua na
destoxificagiio, permitindo ao fungo transformado crescer em meio contendo

esse amibidtico.

2.1.2 Colletotrichum gossypii

Colletotrichum gossypii South. é o agente causador da antracnose no
algodoeiro (Gossypium hisutum L.). A antracnose, causada pelo fungo C.
gossypii, ¢ bastante problematica, j4 que esie patogeno pode sobreviver
saprofiticamente em restos dc cultura, permanecendo viavel por varios meses. ou
associar-sc a scmentes, maniendo a viabilidade por t1és anos. Este patogeno
sobrevive em solo contaminado e tem capacidade de se associar a diversas
planias do género Gossypium (Kimati, 1980).

Stakman ¢ Harrar (1957) referem-se a longevidade do indculo por meio
de hifas e csclerodios. informando que ha hifas nao que podem permanecc
dentro de sementes por muito tempo. crescendo somenie quando elas germinam.
Estes autores citam entre, outros cxemplos, que hifas ndo diferenciadas de
Glomerella gossypii permaneceram em sementes de algodao por treze anos.

A reproducdo scxual (fase meiosporica) ¢ pouco conhecida em C
gossypii ¢ C. gossypii var. cephalosporioides. A forma sexual, Glomerella

gossypii Edgerton, ja foi descrita em isolados de algodociro (Edgerton, 1909).



No entanto, descrigdes genéticas posteriores ndo sio encontradas na literatura,
assim como poucos trabalhos envolvendo a fase assexual (Silva-Mann e al.,
2002).

2.2 Fontes de variagiio genética

A origem de uma nova forma alélica ¢, basicamente, através de mutacio
novas combinagdes podem ser originadas da recombinagio sexval. Esta ¢ a
forma comum de aumento da variabilidade genética. No entanto, em fungos
filamentosos s3o conhecidas outras formas pelas quais podem ocorrer novas
recombinagdes ou que podem aumentar a variabilidade genética. Algumas delas
sdo: o ciclo parassexual ¢ suas variagdes, o polimorfismo Cromossomico,

elementos citoplasmaticos e elementos transponiveis (Azevedo, 1987).

2.2.1 Reprodugio sexual em C. lindenuthianum

A reprodugio sexval no género Glomerella foi inicialmente cstudada por
Edgerton (1912, 1914), constituindo-se na primeira descrigio da diferenciagio
sexual em ascomicetos (Wheeler, 1954). Mendes-Costa (1996) realizou estudos
em G. cingulaia f. sp. phaseoli, mostrando a natureza homotalica deste fungo,
contradizendo os resultados apresentados por Kimati ¢ Galli (1970) ¢ Bryson
(1990). os quais descreveram comportamento heterotalico para essa espécie.

De acordo com varios autores. G. cingulaia f. sp. phaseoli produz
peritécios mais ou menos arredondados de dizmetro variavel (Kimati & Galli.
1970; Bryson. 1990). Os peritécios podem formar rostros sendo os mcnorcs em
forma de papila ¢ os maiores alongados. O canal do rostro ¢ formado de
paréfises hialinas c¢ filiformes ¢, 4 medida que o peritécio amadurece, tornam-sc
enegrecidos a partir do apice. Os ascos sio envolvidos por parifises filiformes.
delicadas ¢ visiveis até mais ou menos 27 dias de idade. A partir dec cntao.

mostram-se evanescentes. Os cstudos descritivos realizados até agora ncsia



espécie foram feitos com microscopia de luz (Kimati & Galli, 1970; Bryson,
1990, Mendes-Costa, 1996) ou eletronica de transmissiao (Roca e al., 2000).

2.2.2 Polimorfismo cromossémico no género Colletotrichum

Por meio de cletroforese em campo pulsado foi observada em C.
gloeosporiodes isolado de Stylosanthes, na Australia ¢ em outros paises, uma
consideravel variagio ¢m minicromossomos quanto ao nimero e tamanho
(Masel er al., 1990). Encontraram-se de 3 a 5 cromossomos de 2 a 6 Mb ¢ entre
3 a 10 mini-cromosomos de 270 a 1.200 kb. Essa caracteristica o que permitiu a
divisio dos isolados cm dois grupos, fundamentando-se mo nimero dc
minicromossomos (Masel et al., 1990). Em isolados de Citrus spp. o nimero de
cromossomos variou entre 5 ¢ 7 (Livanage er al.. 1992).

Recentemente, O’Sullivan et al. (1998) fizeram um estudo com
eletroforese em campo pulsado em varios isolados de C. lindemuthianum. Estes
autores cncontraram cromossomos maiores do que 10 Mb e também
cromossomos com tamanho entre 0,5 e 2,0 Mb, corroborando com Roca (1997).
Este tltimo autor, utilizando microscopia de luz, mostra a existéncia de
polimorfismo cromossomico numérico. Este polimorfismo encontrado parece
ter-se originado de um processo de ancuploidizagao decorrenie de uma
reproducio parassexual ¢, provavelmente, de rcarranjos cromossomicos dc
origem nao definida (Roca, 1997).

Inimeros fatores podem estar associados a origem do polimorfismo
cromossdmico em C. lindemuthianum. Alieragdes cstruturais, por exemplo, sao
eventos que geram polimorfismo cromossomico ¢ que ocorrem durane as
divisdes celularcs (Mills & McCluskey, 1990: Kistler & Miao, 1992, Masel e/
al., 1993a; b: He er al., 1995). Por outro lado, Masel er al. (1996). em C
gloeosporioides. mostraram evidéncias moleculares de transferéncia horizomal

de cromossomos cntre isolados obtidos de Srviosanthes. Também foram



descritos retrotransposons em isolados de outras espécies dentro do genéro (He
et al., 1996; Zhu & Oudemans, 2000). Todos estes trabalhos mostram que mais
de um mecanismo poderia estar envolvido no processo de ampliagio da

variabilidade genética.

2.2.3 Anastomoses entre conidios em C. lindemuthianum

Conexdes entre células podem gerar heterocariose, como cita Griffiths
(1995). Em eucariontes, varios tipos de conexdes entre células também podem
permitir a troca de material intracelular, tanto do niicleo inteiro como de
cromossomos ou fragmentos de cromossomos (Takats, 1959). Conexdes
permitiriam também a troca de material genético extra-nuclear, como DNA
mitocondrial ou plasmidial (Collins & Saville, 1990; Griffiths, 1995).

A heterocariose ¢ conscguida em fungos filamentosos, por meio das
anastomoses cntre hifas que permitem a troca ou passagem do niicleo, bem
como parte do citoplasma. Anasiomoses entre hifas foram encontradas em C.
lindemuthianum, porém, sem verificar a passagem de micleo por Bos (1985) e
Mendes-Costa, Davide e Roca (1998).

Outro tipo de modificagdo celular foi descrito com detalhes por
Rodenhiscr e Hurd-Karber (1947) cm urcdésporos de ferrugens de cereais ¢ foi
denominado corpo de fusdo. Quiros trabalhos foram publicados posteriormente
(Manners & Bampton, 1957; Wilcoxson, Tuite & Tucker, 1958). dando énfase a
importancia genética destas fusdes. Wilcoxson, Tuite e¢ Tucker (1958)
obscrvaram varios micleos nos corpos de fuséo. indicando que provavelmentc
ocorre a wroca cfetiva de material nuclear. Algumas observagdes ja foram
citadas em C. gloeosporioides (Uccker, 1994) e C. lindemuthianum (Mendes-
Costa. 1996: Roca. 1997), mas descrigoes completas nio foram encontradas.

Em isolados de Verricillium albo-airum. o termo anastomose entre

conidios ja foi emprcgado (Schreiber & Green, 1966). Em Ustilago mavdis



foram rcalizados alguns trabalhos de microscopia, mostrando nicleos nos fubos
de conjugagdo (Sncisclaar & Mims, 1992). Dados interessantes sdo descritos
nesta espéeie, em que uma definigio de origem genética determina os encontros
possiveis entre os esporos (Banuet & Herskowitz, 1994). No entanto, este fungo
tem um ciclo de vida diferente do género Colletotrichum. Todos estes fungos,
nos quais foram encontradas conexdes entre conidios, parecem ser difcrentes de
Colletotrichum ¢ ha pouco em comum entre estes fitopatogenos.

Em C. lindemuthianum. o trabalho mais detalhado sobre anastomose
entre conidios foi realizado por Roca (1997): o micleo pode encontrar-se perto
da elongagdo, no meio desta ou evidenciando fusdo. Em alguns isolados, foram
encontrados de um a trés micronicleos. Também foram encontradas
anastomoses formadas por mais de dois conidios. Poucas quantificagdes foram
realizadas neste trabalho. Uma dclas mostrou que, dc sessenta anastomoses
entre dois conidios avaliados, 38.18% tinham um conidio binucleado; 5,46%
tinham os dois conidios binucleados e 9,09% estavam com micronicleos de
formato alongado ou em forma de V nas anastomoses. Em outra quantificagdo,
no mesmo trabalho, considerou-se uma unica lJamina em que foi cspalbado um
acérvulo ¢ com um minimo de 10° conidios. Nesta 1dmina obieve-se uma
relagdo de uninucleados para binucleados de 3:1 sendo que, aproximadamente, a
quantidade de binucleados foi de 3 x 10°, Foi considerado, neste trabalho, que
9.31% dos conidios observados cstavam em anastomose e 22% destas
anastomoses estavam com nucleo proximo ao inicio da anastomose e/on com
formato alongado, sugerindo migragao.

Embora existam evidéncias citolégicas (Roca, 1997) indicando eventos
provavelmente envolvidos com a varibilidade da espécie, ainda nao se sabe a
dinamica destes eventos, como ocorrem, quando ocorrem € se rcalmente geram

algum tipo de variagio.



2.2.4 Ciclo parassexual

As primeiras observagdes refercntes ao ciclo parassexual em fungos
filamentosos foram feitas no ano de 1952 por Pontecorvo e Roper. O ciclo
parassexual leva & diploidizagdio e & recombinagiio génica, entretanto, na
auséncia de mecanismos sexuais. Diferentes etapas fazem parte desse processo:
formagdo de um heterocario; fusio de dois micleos hapléides diferentes;
multiplicagdo do micélio dipléide heterozigoto resultante da fusdo, podendo
ocorrer a multiplicagio do micélio com o nicleo hapléide; eventual
estabelecimento do micélio diploide que podera ser isolado; permuta mitética
que podera ocorrer durante a multiplicagdo do nucleo dipléide e haploidizac¢io
vegetativa do niicleo dipldide (Pontecorvo, 1956).

A heterocariose ¢é considerada o primeiro passo necessario para a
confirmagio do ciclo parassexual. Hastie (1981) cita dois tipos de heterocérios
em fungos. No primeiro tipo, cita como exemplo Aspergillus nidulans e
Neurospora crassa; as células das hifas destes fungos sio multinucleadas e os
nucleos podem migrar de célula para célula, estendendo-se a heterocariose para
as ctlulas apicais das hifas. Desta forma, os heterocarios podem ser
regularmente propagados, utilizando-se as extremidades das hifas.

O segundo tipo de heterocario é exemplificado com Verticillium dahliae.
em que hi predominancia de hifas com células uninucleadas, podendo ocorrer
uma restrita migragao nuclcar, sendo as extremidades das hifas homocarioticas.

O segundo passo para o ciclo parassexual ¢ a ocorréncia de fusdo
nuclear entre os nuclcos no heterocario. Fusdes nucleares ocorrem ao acaso,
porem, s6 fusdes entre niicleos geneticamente diferentes sao detectadas por meio
de marcadores (Poniccorvo er al., 1954). A freqgiéncia de conidios diploides
heterozigotos em Aspergillus ¢ peralmente de 1 em 10° (Pomecorvo, 1953). Em
A. nidulans, provas da diploidia podem ser obtidas com medidas de conidios,

uma vez que conidios diploides sao maiores que os haploides (Hastie, 1981). O
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tamanho dos conidios pode ser influenciado por mutagdes, € no caso de
diploides instaveis, como os produzidos por Verticillium albo-atrum, que geram
ripidamente segregantes haploides, pode ser sugerida erroneamente a auséncia
de cariogamia, principalmente se sio examinadas culturas velhas (Hastie, 1981).

A presenga das colénias recombinantes segregantes, reconhecidas por
meio de linhagens mutantes para a cor dos conidios ¢ de mutantes deficientes
nutricionais, é utilizada em A. nidulans, para o estudo genético do passo scguinte
na parassexualidade. Aceita-se a hipdtese de que cste processo se da por
ancupléides intermedidrios, isto ¢, ocorre uma série de aneuploidizagdes em que
o dipléide heterozigoto vai perdendo cromossomos por meio de ndo-disjungdes,
presumivelmente ao acaso, aié que o nicleo hapldide ¢ formado (Azevedo,
1987; Kothvarevskii & Levites, 1991; Bagagli, 1992).

Em C. lindemuthianum, o ciclo parassexual, como descrito por
Pontecorvo (1956), ainda nio foi determinado, por falta de provas citolégicas ¢
genéticas. Bos (1985) rcalizon estudos com recombinagio somatica nesta
espécie, encontrando evidéncias de heterocariose com mutantes auxotroficos.
Por meio de fusdo de protoplastos, também verificou microscopicamente a
ocorréncia de anastomoses. No scu trabalho, Bos (1985) encontrou provaveis
diploides, que reconheceu pela da selegio com meio mimimo. O autor ndo
encontrou conidios hibridos. nem recombinantes, portanto, nao pode confirmar a
cariogamia. Roca (1997) sugere que o ciclo parassexual poderia cstar ocorrendo,
supondo que o dipldide senia instavel, utilizando como evidéncias ciloldgicas as
anasiomoses entre conidios ¢ as vanagoes no numero de cromossomos.,

Dunia e Garber (1960). pela indugio com luz ultravioleta. encontraram
isolados mutantes deficientes em nutrigao e cor, cm duas ragas fisiologicas de
Colletotrrichum lagenarium. Obuveram heterocarios envolvendo dcficientes
nutricionais nas mesmas ragas, porém, nao encontraram nenhum dipléide em

amostras contendo até 10’ esporos.
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A transmissdo e modificagio de marcadores de transformagio durante o
ciclo parassexual induzido em Penicillium rogueforti foram investigadas por
Durand ef al. (1992). Protoplastos de duas linhagens selvagens de P. rogueforti
foram transformados para resisténcia 4 higromicina B e fleomicina, utilizando
genes de resisténcia. Foi realizada fusio de protoplastos das linhagens
transformadas, tendo como finalidade a obtengiio de hibridos dipléides. Apos
haploidizagdo, segregantes caracterizados por um rearranjo dos marcadores
parentais foram isolados, indicando a ocorréncia de recombinagio durante o

ciclo parassexual.

2.2.5 Variagdes do ciclo parassexual
2.2.5.1 Parameiose

Apés a formagdo de heterocarios rapidamente podem ocorrer
recombinantes, indicando a formacdo instivel do dipldide. Isto seria uma
variagdo do ciclo parassexual. O dipldide e os recombinantes em Acremonium
chrvsogenum foram dificeis de isolar € os possiveis aneuploides foram isolados
dirctamente de um cstagio heterocanidtico (Ball & Hamlvn, 1978). Eventos
parecidos foram também descritos em Cephalosporium acremonium (Ball &
Hamlyn, 1982) e Aspergillus niger (Bonatelli et al.. 1983). Em A. niger, em que
dipléides e hapléides recombinantes foram encontrados, sugeriu-se que os
nucleos dipldides passaram por um processo semelhante 3 meiose, mas nio foi
acompanhado pelo processo de diferenciagio das estruturas sexuais. Este
processo foi chamado de parameiosc para caracterizar uma meiose primitiva
(Bonatelli er al.. 1983; Bagagli er al., 1991). A diferenga basica entre a meiose ¢
a parameiose seria que a primeira forma um dipléide ¢ tem uma divisdo
reducional caracteristica. A diferenga entre a parassexunalidade e a parameiose
seria, basicamente, que. no ultimo caso. o diploide se mantém instavel, sendo

dificil o seu isolamento.

12



Em varias espécies de fungos, dipléides ndo tém sido isolados ou se
mostram muito instéveis, mas os recombinantes foram isolados. Tais exemplos
existem em A. niger (Bonatelli ef al., 1983), Beauveria bassiana (Paccoloa-
Meirelles & Azevedo, 1991), Cephalosporium acremonium (Hamlyn et al,
1985), Metarhizium anisopliae (Bagagli er al., 1991), Verticillium (Hastie &
Heale, 1984) e Trichoderma pseudokoningii (Bagagli et al., 1995) .

2.2.5.2 Outras variacdes

No género Trichoderma foram promovidas fusoes de protoplastos intra e
interlinhagens (Stasz & Harman, 1990) e¢ avaliadas as culturas utilizando
diferentes marcas auxotroficas ¢ padrdes isoenzimaticos. Foi verificada a
ocorréncia de complementagio nos cruzamentos intralinhagens € possivess
heterocarios balanceados, porém, ndo houve a evidéncia de dipléides e/ou
recombinantes. No caso dos cruzamentos interlinhagens, em que foi baixa a
complememagio, houve forma¢dio de prototroficos, porém, ndo foram
cncontradas evidéncias de formagdo de diploides, hapléides e/ou ancupléides.
Os autores concluiram que a parasscxualidade devia ocorrer muito rapidamentc,
raramente ¢/ou nunca e, também, que outios mecanismos deviam estar
envolvidos para o surgimento de tipos nao paremais. Estes autores sugeriram a
explicacdo de que um dos nicleos do heterocario podia ser degradado ¢ seu
matcrial genético ser incorporado ao nicleo remancscente.

Em heterocarios de Trichoderma. obtidos pela transferéncia dc micleos
de protoplastos. foi observado que 50 um dos nucleos se expressa ¢. com o
tempo, pode mudar a sua expressdo (Sivan er al.. 1990). Por outro lado. Caten
(1981) verificou que cm Humicola sp. foram formados dipléides dirctamente da
mistura de mutantes auxotréficos cm meio minimo, sem a formagio do
heterocanio. Encontramos alguns termos na hicratura. além de paramciosc.

como, por cxemplo, um mecanismo de interiransformagido natural, comeo
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sugerido para Trichoderma (Stasz & Harman, 1990); um sistema de
transferéncia de cromossomos sem a formagiio do dipléide ou uma meiose muito

rapida em Ustilago violacea (Day, 1978).

2.3 Técnicas utilizadas para estudo da variabilidade genética
2.3.1 Protoplastos

Os protoplastos sdo células desprovidas de parede celular ou com parede
muito fina. Sdo chamadas também esferoplastos porque as células apresentam
um formato amredondado (Pizzirani-Kleiner er al., 1998). O isolamento de
protoplastos de fungos pode ter varias utilidades para estudos genéticos, como
induzir a fusdo entre protoplastos origix;ados de espécies incompativeis, fazer
transformacio genética e realizar extragio de DNA in situ (Bos, 1985; Ogawa er
al.. 1987; Rodriguez & Redman, 1992).

Os protoplastos sdo obtidos, principalmente, por meio do emprego de
enzimas que digerem a parede celular. A utilizagdo de diferentes coquetéis
enzimaticos em fungos filamentosos é necessaria, em fungdo da composicio da
parede celular de cada espécie. C. lindemuthianum tem diferentes componentes
na parede celular, que podem variar dependendo da estrutura e do estado
fisiolégico em que se encontram as células (Pain er al., 1996; Roca er al.. 2000).
Entre cstes componentes encontram-se: B 1-3 e B 1-4 glucanos, manose,
galactosc, arabinose, ramnose, N-acetil glucosamina, quitina e ribose (Pain er
al.. 1994: 1996). Os componentes da parede celular mais estudados ¢ conhecidos
em termos fitopatolégicos sdo as B 1-3 plucanases e quitinases (Sengbusch er al.,
1983; O’Connell er al., 1992).

Embora algumas difercngas possam existir na composi¢io da parede
celular entre espécies de fungos, existe um grupo de enzimas comerciais que sdo

utilizadas com fregiiéncia em diversos trabalhos. As mais encontradas sio:
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i) Novozymm234 (Interspex): «, 1-3 ¢ a, 1-4 glucanase, laminarinase, xilanase,
quitinase, protcase.

i) Glucanex™ (Novo Nordisk): B glucosidae e tragos de outras enzimas.

iii) Driselase e B -D glucanase (Interspex): exo ¢ endo (1-3) B-D glucanase, (1-
6) B-D glucanase, B-D glucosidase, a-amilase, D-galacturonase, (1-3) B -D
glucanase.

Diversos estudos ja foram realizados com cste grupo de enzimas cm
diversos fungos. Entre estes, ha alguns relacionados a diferentes técnicas, tais
como extragio de DNA in situ para scpara¢do de moléculas inteiras de DNA
(Orbach er al., 1988; OSullivan ef al., 1998), PCR dircto em protoplastos (Zcij)
et al., 1998), produgio e rcgeneragio de protoplastos (Cheng & Bélanger, 2000).

2.3.2 PCR (Polymerase chain reaction)

Jdentificar isolados diferentes, de uma forma confiavel, é essencial em
estudos genéticos. Analises genéticas 1ém sido feitas com diversos tipos de
marcas morfoldgicas, quimicas, etc. Atualmente, marcadores moleculares sdo
utilizados para fazer estudos genéticos em fungos filamentosos. Marcas simples,
com bastante repcetibilidade, sdo obtidas quando se utiliza o reconhecimento de
seqiiéncias de DNA. Regides homdlogas sio reconhecidas por iniciadores de
DNA (primers). Com o uso de condigdes de rcagbes especificas para a
duplicagio do DNA, podem ser realizadas amplificagdes € o produto pode ser
observado posticriormente. Estas amplificagdoes ocorrem em condigdes de
aumento e reducio de temperaturas ¢cm que uma DNA polimerase atua. Na
reagdo ocorre cntio desnaturagio, anclamento ¢ extensdo do DNA (McPherson
& Moler, 2000).

Para desenhar os iniciadores de DNA, seqiiéncias devem ser conhecidas
previamente. Quando ndo se esta rcalizando seqiicnciamento do DNA. uma das

formas seria utilizar seqiiéncias previamente publicadas (McPherson & Moler.



2000). No enderego eletronico do GenBank: http:/fwww.nebi.nlm.nih.gov, estio
depositados dados atualizados sobre seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos.
Estes dados estdo disponiveis de forma rapida e gratuita. Informagdes deste tipo
permitem fazer comparages entre diversas seqiiéncias para ver o grau de
homologia entre fragmentos de DNA e proteinas.

Com dados publicados podem ser feitas comparagdes de alguns
fragmentos de DNA em diferentes organismos, uma vez que existem algumas
sequéncias que sdo conservadas e, utilizando-se programas que alinham estes
fragmentos, sdo conseguidos dados estatisticos sobre o grau de pareamento oun
similaridade. A partir de essas seqiiéncias, podem ser desenhados iniciadores de
DNA ou primers, considerando-sc¢ algumas caracteristicas como: quantidade de
guanina (G) e citosina (C), comprimento dos iniciadores, pontas com C ¢ G ¢
nao complementares € temperaturas dc anclamento acima de 55°C, entre outras.
Existem programas que fazem isto ou podem ser utilizadas férmulas para

auxiliar a calcular a temperatura de anclamento (McPherson & Moler, 2000).

2.3.3 Microscopia eletrénica

A microscopia eletronica permite o estudo de caracteristicas anatémicas
¢ estruturais que a microscopia de luz nio consegue. Isto se deve principalmente
ao fato do microscopio eletronico utilizar fcixe de elétrons no lugar da luz
branca. ultravioleta ou laser, o que permite maior resolugdo da imagem quando
utilizam-se grandes aumentos. Além disso, as condigdes nas quais sdo
apresentadas as imagens também contribuem, Isto esta dirctamente relacionado
ao tratamento da amostra. Na microscopia eletronica de varredura (MEV) podem
ser fenas amostragens da estrutura externa. sendo que anefatos sao mais dificeis
dc ocorrer (Walsh, 1998). No microscopio elctrénico de transmissao (MET) sao
feitos cortes ultrafinos que permitem visualizar cstruturas interas com detalhes.

tais como poros da carioteca (Heath & Heath, 1976), detalhes no formato da
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mitocéndria e diversos microcorpos no citoplasma (Zickler & Olson, 1975,
Vannini & Mares, 1975; Snetselaar & Mims, 1992).

Alguns trabalhos sobre a ultra-estrutura de Colletotrichum tem sido
realizados (VanDyke & Mims, 1991; Roca er al, 2000), scndo a maioria
relacionada & penetragio do fungo no hospedeiro (Rawlinson er al., 1975;
Mercer et al., 1975). Também sio encontrados alguns trabalhos em microscopia
cletrénica de varredura (Roberts & Snow, 1984; Ogle. Gowanlock & Irwin,
1990; Stein er al., 1993). E interessante salientar que estes trabalhos utilizaram
metodologias ou amostragens diferentes, o que dificulta a realizagdo de estudos

comparativos e discussdes.

2.3.4 Microscopia de fluorescéncia e laser

A microscopia de fluorescéncia e o uso de fluorocromos 1ém vantagens
sobre 0 microscopio de luz branca porque o uso de diferentes cores sobre um
fando preto permite uma melhor definigio de algumas cstruturas. Estudos
genéticos podem ser facilitados enormemente com o uso de fluorocromos vitais,
que permitcm a andlise ‘in vivo™ dos fendmenos celulares (Gilroy, 1997). além
de oferecer outras vantagens, como ecconomia de tempo, dispensando-se fixagdes
e pré-tratamentos. Os fluorocromos vitais também permitem ver o movimento de
organclas ¢ migragdcs que ocorrem cntre compartimentos cclulares (Haugland,
1996). Normalmenic, apresentam também cxcelente contraste para a
visualizagdio das estruturas a sercm coradas. Este tipo de estudo ja foi realizado
com sucesso em outros fungos (Galbraith, 1984; Nelson. 1994).

Com o microscopio confocal, que utiliza o raio laser ¢ possivel fazer
cortes Gticos, a partir de trés angulos diferentes. Essa caracteristica permite, por
meio de manipulagio das imagens, obter cstruturas tridimensionais ou

reconstrugdes que comtornam o problema de profundidade de campo. que
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ocorrem com freqiiéncia num microscopio de luz convencional (Hochstrasser &
Sedat, 1987; White er al., 1987; Czymmek et al., 1994).
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RESUMO

ROCA MAGALLANES, Maria Gabricla. Aspectos estruturais da esporulagdo
do agente causal da antracnose no feijociro. In: . Recombinacgio
genética em Colletotrichum lindemuthianum por meio de anastomoses entre
conidios. 2002. Cap. 1, p. 29-48. Tese (Doutorado cm Genética ¢ Melhoramento

de Plantas) - Universidade Federal de Lavras, Lavras®

Em fungos filamentosos, o processo de esporulagio ¢ muito importante
para a sobrevivéncia ¢ para a dispersdo da espécie. Neste estudo, utilizou-se o
fungo causador da antracnose no feijoeiro, Colletotrichum lindemuthianum, que
normalmente apresenta reproducdo assexual. Foi utilizada microscopia
eletronica de varredura para comparar a esporulagio de isolados ¢ em vagens
com lesdes de antracnose na planta. Foram avaliados a produgio de conidios em
acérvulos, a produgio de ascosporos cm peritécios ¢ o microciclo de
esporulagdo. C. lindemuthianum comportou-se de forma dimérfica em um tnico

isolado e somente em condigdes de laboratorio.

" Comité Oriemador: Lisete Chamma Davide - UFLA (Professora onientadora). AlanE.
Wheals - University of Bath-UK: Rosane Freitas Schwan - UFLA.

30



ABSTRACT

ROCA MAGALLANES, Maria Gabricla. Structural aspects of sporulation of
the causal anthracnose agent on the common bean In: . Recombinagiio

genética em Colletotrichum lindemuthianum por meio de anastomoses entre
conidios. 2002. Cap. 1, p. 29-48. Thesis (Doctoral in Genetics and Plant
Breeding) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.”.

In filamentous fungi sporulation is very important for survival and to
spread the specie. In this study the fungus that causes anthracnose on the
common bean, Colletotrichum lindemuthianum was used. It is usually found
with asexual reproduction. It was used scanning electron microscopy to compare
the sporulation of this fungus in isolated strains and in disease lesions of the
plant. This study evaluated the conidia production in acervulus, ascospores
production in perithecium and microcycle sporulation. Only one isolate of C.

lindemuthianum has shown dimorphic behavior in laboratory conditions.

* Guidance Commitiee: Lisete Chamma Davide - UFLA (Major Professor), Alan E.
Wheals - University of Bath-UK; Rosane Freitas Schwan - UFLA.
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1.1 INTRODUCAO

O agente cawsal da antracnose no feijociro, Colletotrichum
lindemuthianum, produz conidios para a disseminagdo da espécie. No caso de
muitos fungos, a disseminagio em estado de dorméncia garante a propagacio da
espécie e € seguida pelo processo de germinagdo, o qual restaura a atividade
metabdlica e o desenvolvimento vegetativo do fungo (Osherov & May, 2001).
No entanto, em condi¢des de laboratério, foi observada a producdo de
ascosporos, provenientes de reprodugdo sexual (forma meiospérica ou
teleomorfica = Glomerella cingulata f.sp. phaseoli) (Kimati & Galli, 1970;
Brvson, 1990; Roca et al., 2000),

Em certas condigdes, os fungos filamentosos podem produzir esporos
onginados de outro esporo. Este tipo de reprodugio ¢ conhecida como
microciclo de esporulagdo e pode ocorrer devido a fatores ambientais (nutrientes
¢ pH, por exemplo) ou mutagdes (Deacon, 1997). O microciclo de esporulagio
foi registrado com maior freqiiéncia em fungio de efeito ambiental (Deacon,
1997) do que por mutagdes (Nordbring-Hertz er al., 1995; Bailey & Ebbole,
1998). Em Colletotrichum, uma tnica publicagio disponivel foi encontrada com
uma curta descrigdo (Atkinson, 1891). Quando o microciclo de esporulagio ou a
produgdo de microconidios é constante em algum isolado, além de util como
marcador morfologico para a condu¢dio de trabalhos de genética, permite
conduzir com maior facilidade estudos sobre o ciclo celular (Wheeler & Driver,
1953)

O objetivo deste trabatho foi comparar as caracteristicas morfoldgicas
dos diferentes tipos de esporulagio encontrados em isolados de C.
lindemuthianum, provenientes de meios de cultura e do substrato natural. Para

isso, utilizou-se microscopia eletrénica de varredura.
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1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Amostragem
Foram utilizados dois tipos de amostras: trés isolados e vagens de

feijociro com lesdes de antracnose coletadas no campo (substrato natural).

1.2.1.1 Amostras do substrato natural

O primeiro grupo de amostras (n° 1, 2 ¢ 3) compds-se de varias vagens
de trés cultivares diferentes, obtidas dirctamente de plantas infectadas cm
lavouras de feijociro (Tabela 1). As vagens com sintomas de antracnosc,
provenientes do campo, foram mantidas por trés dias em cdmara umida, &
temperatura e luz ambicnte, para intensificar a esporulagdo. Algumas lesdes
foram transferidas para batata-destrose-dgar (BDA) para obter € manter os
isolados em Ms (Junqueira er al., 1984) e, posteriormente, identificar as ragas

fisiologicas. Pelo menos duas vagens com lesdes foram fixadas posteriormente.

1.2.1.2 Isolados

Os isolados ecstavam disponiveis na micoteca do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras (Tabela 1). Destes isolados, foram
obtidas culturas monosporicas de suspensdes de conidios, que foram diluidas ¢
inoculadas em placas de petri com meio de cultura. Os conidios germinados
foram, a seguir. micromanipulados com uma agulha.

As culturas monosporicas foram mantidas em meio agar aveia (MA).
BDA c¢/ou M: (Junqueira et al, 1984), sob condigdes de temperatura ¢ luz
controladas (Tabcla 1). Os isolados utilizados possuiam diferentes caracteristicas

como microciclo de esporulagio (ms) ¢ reprodugio sexual (rx).
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TABELA 1 Isolados utilizados e principais caracteristicas das amostras
oriundas da natureza e do laboratério.

N.° Tsolado Ra¢a Origem Cultivar Amostra

01 campo - Bom Sucesso/MG desconhecida  lesdes de vagens

02 campo - LambariMG Ouro lesBes de vagens

03 campo - Lambari/MG CariocaMG lestes de vagens

04 1027f 2047 AméricaCentral - vagem em MA

05 1002m 81 LavrassMG - vagem em M,

06 53lm O Lavras’MG - folha em M; (rx)

07 531-5 0O Lavras/MG - vagem em MA (ms)

08 531-5 0 Lavras/MG - vagem em M; (ms)

09 531-5 0 Lavras’MG - membrana de nylon (ms)

rx= reprodugdo sexual; ms= microciclo de esporulagdo.

Para estimular a esporulagio, os isolados foram transferidos sobre
vagens ou folhas previamente autoclavadas (trés vezes), em tubos de ensaio com

meio de cultura.

1.2.2 Definigfio das ragas fisiolégicas
Para confirmar a identidade das ragas de C. lindemuthianum utilizadas,

os isolados foram inoculados em cultivares diferenciadoras de feijoeiro (Rava ez
al., 1993). Para cada isolado, dez sementes de cada cultivar diferenciadora foram
semeadas em bandejas plasticas contendo solo da mesma procedéncia. Uma
semana apés a semeadura, uma suspensio contendo 1,2 x 10° de esporos/ml foi
aplicada sobre as plantulas, com auxilio de um pincel, em ambas as faces das
folhas. Em seguida, as plantulas foram incubadas em cimara a 20+2°C, umidade
relativa do ar acima de 95% e fotopcriodo de 12 horas, durante trés dias.
Transcorridos estes dias, as bandejas foram colocadas em casa de vegetagio.
Apbs sete dias, foram avaliados os sintomas de acordo com a escala apresentada
por Rava e al. (1993),
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1.2.3 Microscopia eletrfnica de varredura (MEV)

As amostras foram compostas da propria folha ou vagem inoculadas
com os isolados ou com lesdes (substrato natural). Apenas uma amostra foi
retirada da membrana de nylon, passando-a sobre a coldnia do fungo em
esporulagio com M; (Tabela 1). Todo o material foi monitorado previamente
com microscopia de luz.

As amostras foram fixadas em glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5%
em tampdo cacodilato 0,05 M; pH 7 por uma semana a 4°C. Posteriormente
foram lavadas trés vezes no tampdo. As amostras foram embebidas por uma hora
em tetradxido de dsmio 2% (tampdo cacodilato 0,1M; pH 7,2) e desidratadas
inicialmente em uma série de acetona (30% a 100%). As amostras para 0 MEV
foram desidratadas finalmente até o ponto critico, utilizando CO; liquido,
montadas em cima de suportes préprios do MEV ¢ cobertos com ouro/paladio.
Foi observado todo o pedago de vagem que cstava fixado no suporte com um
microscépio ecletrdnico de varredura Zeiss, DSM 940, pertencente ao
(NAP/MEPA) da ESALQ-USP, Piracicaba, SP. Para algumas amostras foram

realizadas medigdes (dez repetigdes) dirctamente das células, com recursos
préprios do microscopio.

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Amostras do substrato natural

Nas amostras n° 1, 2 e 3, duas regides da vagem foram encontradas ¢
analisadas: a regido da vagem lesionada pelo patogeno (Figura 1) ¢ a regido

adjacente as lesocs (Figura 2).
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A regido lesionada pelo patégeno apresentou células mortas (Figura 1),
macroscopicamente com aspecto necrético € ao microscépio como uma
profunda depressio, onde houve grande quantidade de acérvulos com setas
(Figura 3a). A medida que se afasta do centro da lesio, diminui a quantidade do
fungo. Na regido do mesofilo da vagem, encontram-se massas de conidios. Estes
estavam envolvidos por uma grande quantidade de mucilagem o que
impossibilitou, na maioria dos casos, fazer uma descriio detalhada da
superficie dos mesmos. Nao foram observados conidios germinando na regido de
depressdo. Na amostra n° 2 foram observados conidios em anastomoses nos
acérvulos (Figura 3b). Com uso das diferenciadoras, verificou-se que nas
amostras n° 1 e 2, estavam presentes isolados de C. lindemuthianum
correspondentes as ragas 81 € na amostra n° 3, um isolado da raga 89.

Na regido adjacente (Figura 2), cstdmatos bem conservados foram
obscrvados, assim como os tricomas da planta. A quantidade de hifas foi
minima, quando comparada a quantidade de conidios. Os conidios na superficie
da cpiderme ecstavam germinando, formando apressérios. Estes conidios
apresentavam-se lisos e sem mucilagem. Na amostra n° 2 houve grande invasio
do fungo ao redor dos tricomas. Outros fungos, bem como bactérias, também
foram encontrados no material proveniente do campo, nos arredores da lesdo

principal da planta.

1.3.2 Isolados

Nas amostras dos isolados, as vagens ndo apresentaram difercntes
regides (amostras n° 4 ¢ 5). Nestas amostras foram encontrados muitos conidios
com mucilagem (Figura 4). Os acérvulos apresentaram-se caracteristicos da
espécie ¢ similares aos encontrados nas amostras obtidas do substrato natural. A
dispersdo do fungo foi homogénca ao longo de toda a vagem. Os estématos

estavam visiveis embaixo das hifas. Nio foram encontrados conidios
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germinando, mas sim, formando massas com muita mucilagem, que os mantinha
préximos (Figura 5). Como a mucilagem foi muito bem conservada no
processamento da amostra, em alguns casos ndo foi possivel a visualizagao dos

conidios em detalhe. Na amostra n° 5 foram encontrados poucos conidios com

tamanho inferior ou iniciando o processo de germinagdo.

I T - 48 ‘-’E: 3=
FIGURAS 1-3 Amostra n” 2. 1- Depressdo da lessdo, acérvulos com setas.
Barra: 200um. 2- Tecido adjacente a depressdao de
hipersensibilidade, conidio germinando (c), outro fungo (o),
aumento total: 5.270X. 3 (a) Acérvulo com setas e tricoma (t),-
Barra: 20um. 3 (b) Detalhe da Figura 3a, conidios em

anastomoses na base do acérvulo. Barra: 15um.



FIGURAS 4-5 Amostra n°4. 4- Conidios com mucilagem. Barra: 5um. 5.
Agrupamento de conidios com mucilagem. S6 a mucilagem foi

aparente no MEV. Barra: 50 pm.

As demais amostras (n° 6, 7, 8 e 9) vindas do laboratério eram
origindrias de um mesmo isolado (531), porém comportaram-se de forma
diferente. Os isolados 531 e 531-5 foram culturas diferentes (o 531-5 foi um
isolado de um ascésporo do 531).

Os peritécios produzidos de forma espontanea sobre folhas, em meio de
cultura (amostra n’ 6), quando imaturos, apresentavam-se como um corpo
arredondado, coberto por hifas (Figura 6). A medida que amadureciam
verificava-se a exposicio dos ascésporos (Figura 7). Ascos ndo foram
observados, provavelmente por encontrarem-se no interior do peritécio, uma vez
que ndo foi efetuado esmagamento dos mesmos. Os ascésporos foram

encontrados com maior freqiiéncia no formato alantéide (Figura 8).
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FIGURAS 6-7 Amostra n° 6. 6- Peritécio imaturo. Barra: 20pum. 7- Peritécio

maduro, ascésporo (as). Barra: 20um.

FIGURA 8 Amostra n° 6. Ascésporo (as) e conidio (c). Barra: 10 pm.

As amostras n° 7, 8 e 9 apresentaram diferentes tamanhos de conidios
(Figura 9). Sdo considerados de tamanho normal em torno de 4,14pum de largura
e 11,74um de comprimento, em média. Os microconidios, sem germinar,
tinham, em média, 1,33 x 3,48 um e, quando em germinagdo, o tamanho foi de
2,30 x 4,6um. Também foram encontradas, na amostra n’ 7, estruturas com

caracteristicas de esclerédios.
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FIGURA 9 Amostra n° 7. Conidio (c) e microciclo de esporulagio (mc) a.t.:
10.550 x.

Os microconidios germinavam formando inicialmente tubos e, depois,
hifas delgadas. Foram encontrados conidios em anastomose e com grandes
aumentos observam-se cicatrizes em um ou ambas as extremidades dos conidios,
mas ndo foram encontrados germinando. Na amostra n® 9 (membrana de nylon
passada acima do isolado 531-5 esporulando em meio M,), foram encontradas
grandes quantidades de conidios em anastomoses, conidios grandes e pequenos
com cicatrizes e conidios produzidos por outros conidios (microciclo de

esporulacdo). Microconidios e microciclo de esporulagiio niio foram encontrados
em BDA.

1.4 DISCUSSAO

Ambas as amostras apresentaram acérvulos, nos quais foram
encontrados conidios. Os conidios estavam envolvidos com uma grande massa
mucilaginosa, provavelmente protegendo-os. A mucilagem, aparentemente tem
alguma matriz que foi conservada pelo processo de fixagiio utilizado. Sabe-se
que esta mucilagem, no género Colletotrichum, além de ser vantajosa, em
termos de sobrevivéncia por evitar desecacdo por exemplo, pode também conter

substancias auto-inibidoras da germinag@o (Nicholson, 1992; Mananhdhar er al.,
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1995). Isto explicaria a auséncia de conidios germinando nos acérvulos. A
existéncia de dorméncia facilita que os conidios sejam disseminados pelo vento,
respingos de igua, material propagativo, formigas e outros insetos (NagRaj,
1981; Mananhdhar et al., 1995), enquanto a mucilagem vai sendo retirada ¢ estes
podem germinar, como observado nos arredores da lesdo causada pelo fungo,
nas amostras vindas da natureza. Nestas amostras, os conidios germinados e
formando apressorios foram observados afastados dos acérvulos, comegando
novos ataques a planta em pontos sadios desta.

Trabalhos anteriores mostram que os apressérios sdo formados na
superficie da epiderme das plantas, e é a primeira estrutura a ser formada na
natureza quando vai ocorrer o ataque por cste fungo (Aist, 1981; Osherov &
May, 2001). Outros organismos foram cncontrados, o que era esperado, uma vez
que no campo ocorrem interagdes entre diferentes espécies de seres vivos.
Porém, na lesio, somente se encontravam acérvulos e conidios de
Colletotrichum. Nestas regides, os acérvulos encontravam-se embaixo da
cpiderme e, provavelmente, as sctas dos acérvulos teriam a funcdo de rompe-la,
permitindo a exposicio dos conidios ao meio ambiente. Quando foi possivel ver
os conidios, a epiderme estava desagregada e o meséfilo exposto mostrava
entdo, grupos de conidios com mucilagem ¢ em longas cadeias e em
anastomoses. Como este material vinha do campo, € ndo sabe-se exatamente a
data de inoculagdio € também quantos conidios iniciaram o processo de infec¢do,
é ficil deduzir que os acérvulos avaliados tém diferentes idades. Esse fato
explica as diferentes aparéncias da epiderme ¢ do meséfilo, uma vez que as
amostras foram fixadas como encontradas, sem quebras e com o minimo de
manipulagio. '

O tecido que encontra-se nas depressdes causadas pela morte celular da
planta foi caracteristico da reagdo de sucetibilidade ao patégeno (Greenberg,

1997). As vagens de fcijoeiro inoculadas em laboratério permitiram o
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crescimento do fungo de forma uniforme, uma vez que nio houve interagdo
entre a planta e o fungo. O pedago da planta (vagem) no qual foi feita a
inoculagdo estava morto ¢ nio houve reagio de resposta da planta ou efeito do
fungo de forma diferenciada.

Quando comparam-se os acérvulos das vagens do substrato natural ¢ a
esporulagdo nas vagens autoclavadas, observa-se que as caracteristicas gerais de
csporulagdo apresentaram-se como descrito na literatura (Sutton, 1992).
Considerando as descri¢des feitas por Sutton (1966), C. lindemuthianum ¢ um
exemplo de fungos que forma acérvulos com desenvolvimento pulvinato. No
cntanto, a maioria dos trabalhos realizados nesta espécie utilizou microscopia
cletronica de transmissdo e as comparagdes nio sio cxatas. As observagdes
realizadas neste trabalho. com acérvulos de diferentes idades de
desenvolvimento, indicam que, aparentemente, o desenvolvimento foi do tipo
pulvinado (ruptura das células do hospedeiro por forga mecinica). No material
inoculado sobre as vagens mortas ¢ em alguns acérvulos com aparéncia de
estagio avangado de esporulagio, o aspecto hipostromatico foi aparente. Isto
ocorre quando enzimas do fungo degradaram células do hospedeiro. Sutton
(1966) cita que o aspecto hipostromatico ¢ caracteristico de  outros
Colletotrichum, como C. graminicola ¢ nio C. lindemuthianum.

No material que veio de meio de cultura, nio foram encontrados
acérvulos caracteristicos ¢ sim esporos com as diferentes caracteristicas do
material vindo de um acérvulo. Isto, provavelmente. deve-se ao fato de ndo
terem sido tomadas amostras completas e, sim, tocada a superficic da coldnia
com a membrana de nvlon.

Em apenas uma amostra foram encontradas estruturas similares a
esclerodios e sabe-se que, apesar desta espécie poder formar cste tipo de
cstrutura, da ¢ pouco fregiiente (NagRaj, 1981). Provavelmente, a presenca de

esclerodios se deve mais a circunstincias ambicentais do que a caracteristicas de
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um isolado especifico.

Alguns isolados do laboratério (531 e 531-5) apresentaram microciclo
de esporulagio somente cm meio MA ou M; e nio em BDA. As culturas
originais, ¢ apés a micromanipulagio conservaram estas caracteristicas. Isto
indica que esta forma de esporulagio provavelmente é estimulada por fatores
nutricionais ¢ algumas caracteristicas no genétipo do fungo, uma vez que os
outros isolados utilizados nio apresentaram, em nenhuma circunstincia, o
microciclo de esporulago.

Os conidios apresentaram tamanho médio préximo ao descrito na
literatura (Sutton, 1992; Roca, 1997). Quanto aos microconidios, poderia se
questionar a ocorréncia de contaminagfio, no entanto, utilizaram-se culturas
monospdricas. Os resultados de transferéncias paralelas para M;, MA ¢ BDA
mostraram que o comportamento dimérfico foi dependente do meio de cultura ¢
ocorreu em um isolado. Isto ja foi verificado também para outros fungos (Smith
et al, 1981; Deacon, 1997). Estudos sobre ultra-estrutura deveriam ser
realizados com a finalidade de identificar diferencas ou semelhangas entre 0 que
foi considerado conidio ¢ microconidio. Isto porque ndo foram encontrados
dados na literatura referentes a cste assunto em C. lindemuthianum.

Os conidios observados em anastomose tinham aparéncia diferente
daqueles originados do ciclo de microesporulagdo, permitindo inferir que as
anastomoses entre conidios nao seja resultado do processo de microcsporulagio.
Os conidios em anastomosc apresentaram tamanho e formas similares aos
conidios livres. Quando comparam-se as amostras vindas da natureza com as do
laboratério, verificou-s¢ que na natureza existiam cadeias de conidios € no
laboratério foram mais freqiientes anastomoses entre dois conidios. Isto pode ser
devido a fatores como manipulacgio e idade da amostra, pois. ndo foi possivel ter
certeza do tempo da lesdo e do inicio do processo de esporulagdo nas vagens

vindas do campo. Estas anastomoses também foram encontradas no material que
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ndo apresentou microciclo de esporulagfio, mais uma vez confirmando que ndo
estio relacionadas a um fenétipo especifico do isolado 531.

Houve formagdo de peritécios sobre as folha em meio de cultura, que
facilitou a manipulagdo e preparagio da amostra. Em hipétese alguma o
substrato utilizado foi considerado como indutor da reprodugiio sexual, haja vista
que csta ocorreu de forma espontiinea, anteriormente em meio de cultura.
Cruzamentos ndo foram propiciados para confirmar a natureza homotalica das
amostras, mas, aparcntemente, este isolado teve comportamento homotélico
durante as transferéncias realizadas nestes experimentos.

Os peritécios, quando imaturos, apresentaram aparéncia similar & aquela
observada com auxilio de microscopia de luz (Uccker, 1994; Roca, 1997).
Entretanto, quando maduros, ocorreu degradagio gradativa da parede dos ascos
e somente foram observados ascosporos na parte externa. Nesta espécie, a
degradagdo da parede do asco parece estar associada ao estagio de
amadureciento do mesmo (Roca ef al., 2000). Segundo Read e Beckett (1996),
alguns peritécios tém uma parede delgada, sem estruturas apicais especializadas
para a liberagdo dos ascosporos (que sdo liberados apé6s a queiscéncia da parede
dos ascos), o que coincidiria com as descrigdes apresentadas por Kimati e Galli
(1970) e Roca et al. (2000). O trabalho mais completo envolvendo este tipo de
estudo foi realizado por Uecker (1994), mas nio incluia isolados de feijoeiro.

O comportamento pleomérfico, que inclui formagio de esporos de
origem assexual (mitospérica ou anmamérfica), microciclo de esporulagio
(dimorfismo) e esporos de origem sexual (meiosporica ou teleomorfica), pode
Tepresentar uma caracteristica vantajosa, como ja definido para outros fungos
(Carmichael, 1981). No entanto, este comportamento sé foi observado em meio

de cultura, para as amostras provenientes do laboratério.
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1.5 CONCLUSAO

A forma de esporulagio de Colletotrichum lindemuthianum varion em
fungdo da origem do material observado. Na natureza, a esporulagdo ocorreu por
meio de conidios produzidos em acérvulos, tipicos da reprodugdo assexual. Em
condigdes especificas de laboratério teve comportamento pleomérfico, incliindo
a formagio de conidios de origem assexuval (mitospérica ou anamoérfica),
microciclo de esporulagio (dimorfismo) ¢ formagio de ascosporos de origem

sexual (meiosporica ou teleomoérfica).
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l CAPITULO 2

~ CITOLOGIA DAS ANASTOMOSES ENTRE CONIDIOS DO
‘ FUNGO FITOPATOGENICO Colletotrichum lindemuthianum
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RESUMO

ROCA MAGALLANES, Maria Gabriela. Citologia das anastomoses entre
conidios do fungo fitopatogénico Colletotrichum lindemuthianum. In: .
Recombinagiio genética em Colletotrichum lindemuthianum por meio de
anastomoses entre conidios. 2002. Cap. 2, p. 49-70. Tese (Doutorado em
Genética ¢ Melhoramento de Plantas) - Universidade Federal de Lavras,

Lavras.’.

Um estudo citoldgico foi realizado para descrever as anastomoses entre
conidios em Colletotrichum lindemuthianum, o patégeno causador da antracnose
no feijoeiro (Phaseolus vulgaris). Foram utilizadas quatro ragas diferentes e trés
isolados para cada uma das ragas. Com o uso de microscopia de luz foi
determinada a freqiiéncia em que as anastomoses foram formadas. As imagens
de microscopia eletrénica de varredura confirmaram que as anastomoses entre
conidios ocorrem também no substrato natural. O tubo de anastomose teve um
tamanho médio de 1,82 x 4,04 um. As caracteristicas deste tubo permitem a
conexdo entre citoplasmas ¢ a passagem do niicleo, como mostrado pela
avaliagdo através de microscopia eletrénica de transmissio. Em poucas ocasides
foram encontrados scptos. A passagem de organelas foi confirmada utilizando-se
fluorocromos vitais para mitocéndrias e vaciiolos, observados no microscépio de
fluorescéncia e confocal. Embora estes fluorocromos tenham sido originalmente
testados em leveduras, eles apresentaram aha afinidade para estudos desta
espécie. Estas conexdes celulares foram diferentes de qualquer estrutura

previamente descrita em C. lindemuthianum ¢ das anastomoses entre hifas,

* Comité Orientador: Liscie Chamma Davide - UFLA (Professora orientadora), Alan E.
Wheals - University of Bath-UK; Rosane Freitas Schwan - UFLA.
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ABSTRACT

ROCA MAGALLANES, Maria Gabriela. Cytology of conidia anastomoses of a
plant anthracnose fungus Colletotrichum lindemuthianum. In: .
Recombinagio genética em Colletotrichum lindemuthianum por meio de
anastomoses entre conidios. 2002. Cap. 2, p. 49-70. Thesis (Doctoral in
Genetics and Plant Breeding) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.”.

A cytomorphological study was done to describe the conidial
anastomosis in Colletotrichum lindemuthianum which is the causal agent for
anthracnose of the common bean (Phaseolus vuigaris). Three strains were used
for each of the four different physiological races studied. Using light microscopy
the frequency of the event of anastomosis was quantified. Using scanning
microscopy with sporulating strains it was confirmed that anastomosis between
conidia occurs in both samples, coming from nature or laboratory conditions.
The anastomosis tube had an average diameter of 1.82 pm and length 4.04 pm.
The size of this tube permited the cytoplasm and nucleus passage as shown by
the tube characteristics showed on transmission electron microscopy, although
septa could be found occasionally. The organclles passage were confirmed using
vital fluorochromes to visualize mitochondria and vacuoles using fluorescence
and confocal microscopy. The fluorochromes were originally designed for
veasts, but showed high specificity with this filamcntous fungi. This kind of
cvtoplasm connection is different of any structure described before in C.

lindemuthianum and from hyphal anastomosis.

* Guidance Committee: Liscic Chamma Davide - UFLA (Major Professor), Alan E.
Wheals - University of Bath-UK; Rosane Freitas Schwan - UFLA.
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2.1 INTRODUCAO

O fungo causador da antracnose do feijoeiro, Colletotrichum
lindemuthianum, € descrito como um ascomiceto mitospérico € apresenta
diferentes ragas fisioldgicas durante a fase assexual (Rava et al., 1994; Balardin
el al., 1997).

A forma sexual desta espécie foi encontrada poucas vezes € somente em
condi¢bes de laboratério (Kimati & Galli, 1970; Batista & Chaves, 1982;
Bryson, 1990, Mcndes-Costa, 1996). Existem varios trabalhos tentando mostrar
formas alternativas da origem da variabilidade encontrada nesta espécie. Entre
elas, podem ser citadas a ocorréncia de heterocarios pela fusdo de protoplastos
(Bos, 1985), as anastomoses entre hifas (Bos, 1985; Roca, 1997), o
polimorfismo cromossdmico (Roca, 1997, O’Sullivan et al., 1998) e o rearranjo
do genoma (O’ Sullivan et al., 1998). Embora varias tentativas tenham sido feitas
para confirmar a ocorréncia de um ciclo parassexual, como descrito por
Pontecorvo (1956) em Aspergillus, inclusive algumas modificagdes deste ciclo
que ocorrem c¢m outras espécies (Bagagli et al, 1991), ela ndo tem sido
completamente demonstrada em C. lindemuthianum (Bos, 1985; Roca, 1997).

As anastomoses entre hifas, que permitem a conexdo de citoplasmas
entre diferentes células das hifas, sdo bem conhecidas e descritas (Alexoupoulos
el al., 1994), nio sendo o mesmo caso das conexdes entre conidios. Em
trabalhos anteriores encontram-se descrigoes de estruturas semelhantes a
anastomoses entre conidios de C. lindemuthianum ¢ que foram chamadas de
fusio de corpos (Rodentier & Hurd-Karber, 1947) ou fusio de tubos
germinativos (Manners & Bampton, 1957; Wilcoxson er al.,1958). O termo
anastomose entre conidios foi usado em um cstudo realizado com Verticillium.
um fungo fitopatogénico presente no solo (Wilhelm, 1954; Schreiber & Green,

1966) e fusio de esporidios em Ustilago maydis (Snetseelar & Mims, 1992).

52



Porém, sabe-se que algumas espécies de Verticillium possuem o ciclo
parassexual (Hastie, 1964; Kotlyarevskii & Levites, 1991). Para o basidiomiceto
U. maydis, existem alguns estudos de ‘cruzamentos’ ou encontros, através da
fusdo dos esporidios ¢ do dimorfismo desta cspécie (Snetseelar & Mims, 1992).
Esporidio é o nome utilizado para designar os basidiésporos dos fungos
ustilaginales (basidiomicetos), scndo este ultime de origem sexual (Guerrero &
Silveira, 1993). Em Colletotrichum sé se encontrou a citagio destas estruturas '
em trés trabalhos sem descrigdes (Southworth, 1891; Uecker, 1994; Roca, 1997).

No primeiro trabatho, Southworth (1891) fez alguns desenhos do agente
causal da antracnose no algodoeiro, entre os quais, um mostrando esta estrutura.
Posteriormente, uma estrutura similar foi chamada de anastomose entre conidios
quando encontrada em C. lindemuthianum (Roca, 1997). Southworth (1891), na
época especulou a possibilidade de estar ocorrendo um processo de brotamento,
partindo dos esporos previamente formados de basidios, os ‘quais poderiam ser
liberados ou ficar presos através de um delicado tubo. O segundo trabalho foi
realizado por Uecker (1994) em Glomerella cingulata (varios hospedeiros). Nas '
fotografias da csporulagdo da fase mitospérica, ocorrida em fialides (célula
conidiogénica), o autor mostrou trés conidios com tubos fundidos entre eles,
antes mesmo de terem sido liberados da hifa original (ndo fica clara a
possibilidade dos conidios terem formado a hifa). Todavia, nenhum dos dois
trabalhos traz explicag3es detalhadas. No ultimo trabalho, realizado por Roca
(1997) em C. lindemuthianum, vérias fotografias foram mostradas ¢ os micleos
parecem ecstar envolvidos em processos relacionados com o aumento da
variabilidade genética da espécie.

O objetivo deste trabalho foi descrever e caracterizar as anastomoses
entre conidios, mostrando as possibilidades de ocorrer passagem de organelas €
troca de material citoplasmitico em C. lindemuthianum, utihizando,

principalmente, vérios tipos de microscopia.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Isolados e meios de cultura

Os diferentes isolados foram obtidos de lesSes cm vagens de plantas de
feijoeiro € estdo depositados na micoteca do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, sendo mantidos em meio de cultura batata-
destrose-agar (BDA) (Tabela 1). As culturas monospéricas foram obtidas por
meio de suspensdes diluidas de conidios que foram espalhadas em placas com
meio de cultura. Posteriormente, com auxilio de uma agulha, foram recolhidos
unicamente os conidios (csporos assexuais) germinados. As culturas
monospdricas foram entio mantidas em meio Mathur’s (M3S) modificado (Tu,
1985) a 20°C, para crescimento e esporulagio.

Diferentes meios de cultura foram testados para se verificar a presenga
de anastomoses entre conidios. Os meios testados foram: M3S, BDA, nutriente
agar, czapck dox agar, farinha de milho agar e triptopano soja 4gar (da Oxoid™,
com excegdo do M3S). Vagens de feijio autoclavadas também foram

inoculadas.

2.2.2 Freqiiéncia das anastomoses

A freqiéncia de anasiomoses foi determinada em amostras contendo
3.000 conidios cada, ressuspendidos em tampdo fosfato, sem nenhum processo
de fixagdo prévio e avaliadas em microscdpio de campo claro. As amostras
orginaram-se de sete grupos que correspondiam a corpos de frutificagiio
asscxual, coletados de uma mcsma placa com dez dias de crescimento sobre

vagens de feijao.
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e caracteristicas.

|
» TABELA 1 Isolados de C. lindemuthianum com suas respectivas identificagdes

N” da amostra Isolado Raga fisiolégica Lugar de origem

00 531 0 Goifnia, GO
01 458 64 Vigosa, MG
02 466 64 Vicosa, MG
03 467 64 Vicosa, MG

l 04 1004 73 Madre de Deus, MG
05 1006 3 Lambari, MG
06 1012 73 Lavras, MG

t 07 40] 81 Vicosa, MG
08 538 8] Vigosa, MG
09 1002 8] Lavras, MG
10 1023 8] Lambari, MG
11 BS 8] Bom Sucesso, MG
12 1020 2047 América Central
13 1020F 2047 América Central
14 1020C 2047 América Central

2.2.3 Caracteristicas das anastomoses
2.2.3.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para verificar ¢ descrever as anmastomoses cntre conidios durante a
csporulagio foram avaliadas amostras dos isolados ¢ amostras proccdentes de

substrato natural no campo. Os isolados foram transferidos sobre as vagens. As
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laser de Argon (458, 488nm) e laser HeNel (543nm), no Departamento de
Biologia ¢ Bioquimica da Universidade de Bath (UK). Imagens simultincas de
campo claro ¢ fluorescéncia ou confocal foram adquiridas quando necessario.
Utilizou-se objetiva de imersdo a 6leo 63x Oil DIC Plan-Apochromat (NA 1.4).

microscopia

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

As anastomoscs mostraram-s¢ como pcqucnos tubos emitidos de um
conidio a outro (Figura 1), que permitem a conexdo entre os citoplasmas dos
conidios envolvidos (Figura 2). Variagdes foram observadas no comprimento
das anastomoses, sendo a média calculada com base em vinte medigoes
realizadas com recursos proprios do MEV foi de 4 pm de comprimento por 2um
de largura. Algumas vezes, o comprimento chegou a 20 um, observado no
microscopio de fluorescéncia e ndo incluidos nos calculos da média feito no
MEV. Ocasionalmente, scptos foram encontrados separando os citoplasma dos
conidios conectados. Estes foram evidenciados tanto em contraste de fase, como
com calcufluor white no microscépio de fluorescéncia e cm se¢des de cortes no

microscépio eletrénico de transmiss3o.
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FIGURA 1 Conidios em anastomose. MEV. Setas indicam cicatrizes
decorrentes da fusiio dos tubos da anastomose e do nascimento
(processo de conidiogeneses) dos conidios. Isolado 531. Barra =

| pm.

L (a) (b)
FIGURA 2 Anastomoses entre conidios. MET. Isolado 09. (a) Corte transversal

de dois conidios ¢ anastomose. (b) Detalhe de corte transversal de

uma anastomose. Barra = 3 um.

As comparagdes com outros dados bibliograficos foram prejudicadas
pela escassez de publicaces sobre este assunto. Em Colletotrichum (Glomerella
cingulata) encontra-se uma citagdo sobre uma fotografia sem nenhuma descrigao
(Uecker, 1994). Mesmo no trabalho efetuado por Roca (1997), em que vdrias

fotografias foram mostradas, ¢ possivel verificar que sao as mesmas



anastomoses, porém bem curtas. Isto pode ter ocorrido pelo tamanho da amostra
utilizada na oportunidade (Roca, 1997). As anastomoses em Verticillium albo-
atrum e Ustilago maydis apresentam alguns aspectos morfolégicos semelhantes
¢ sdo, provavelmente, o mesmo tipo de estrutura. Porém, estes dois fungos
apresentam poucas coisas em comum com Colletotrichum no que se refere ao
ciclo de vida, exceto que sdo fungos fitopatogénicos e podem ser saprofiticos em
certas ocasiGes (Schreiber & Green, 1966; Snetselaar & Mims, 1992; Machado,
1994). Snetselaar ¢ Mims (1992) comentam que o fubo conj'ugativo pode ter
vdrios tamanhos e orientacdes e algumas vezes podem estar conectando
esporidios distantes.

Uma estrutura bem conhecida, ¢ que normalmente é emitida por
conidios € o tubo germinativo, o qual ocorre durante o processo de germinagéo
(Osherov & May, 2001). As caracterfsticas que diferenciam o tubo germinativo
do tubo de anastomose s&o a época de emisdo e o tamanho dos dois tubos. Os
resultados do primeiro ensaio do experimento de microcultura em laminas
indicam auséncia de anastomoses entre conidios durante o processo de
germinagao (Figura 3).

O tubo germinativo normalmente forma uma hifa e, em seguida, um
novo micélio de uma nova coldnia ou se diferencia em outro tipo de célula (Pain
et al., 1996), como um apressério, por exemplo (Figura 4). A ndo identificagdo
das anastomoses durante a germinagéo, pode ter sido por causa do tamanho da
amostra utilizada, a qual pode ndo ter sido suficientemente grande para
representar a populagdo. Em Verticillium, Schreiber ¢ Green (1966) também
comentam a auséncia deste fendmeno durante a germinagfio. As condigBes
utilizadas também podem ter influenciado, uma vez que foi utilizado meio de
cultura ‘completo’. Em alguns fungos, quando se quer promover o encontro
entre tubos que permitem a conexdo entre citoplasma de esporos, essa condigdo

€ obtida mantendo-se os esporos em meio minimo (Day & Jones, 1968).
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|| FIGURA 3 Seqiiéncias de fotomicrografias do primeiro ensaio de microcultivo.

Microscopio de contraste de fase. Barra: 10um.

FIGURA 4 Sequéncia do primeiro ensaio de microcultura. Formagdo do

|‘ haustorio, 6 horas apos a germinagdo. Microscépio de contraste de

| fase. Barra = 8um.

O tubo germinativo também foi sempre mais largo que o tubo de

anastomose (Figura 5). Isto ficou evidente no segundo ensaio do experimento de




microcultura, quando as duas estruturas foram comparadas. Pois, nestas
amostras encontravam-se também conidios em anastomoses (Figura 5).
Provavelmente, o termo fusdo de tubos germinativos, utilizado por Manners ¢
Bampton (1957) e Wilcoxson, Tuite e Tucker (1958), ndo é o mais adequado
neste caso, apesar de tratar-se de uma espécie diferente (Puccinia).

Este segundo ensaio também permitiu observar diferengas no tempo de
germinagdo; os conidios em anastomoses germinaram precocemente num
periodo médio de trés horas, enquanto conidios livres germinaram foi num
periodo de 5 a 6 horas. Essa diferenga nas atividades de ambos indica um
crescimento mais rapido e vantajoso para obtengdo de nutrientes. E interessante
notar, nesses experimentos, que, embora a fusdo entre tubos conjugativos; em
alguns Ustilagos, possa ter certa semelhanga com as anastomoses entre conidios,
quando ocorre a germinagdo dos urediosporos conectados. Pois, a hifa cresce a

partindo do tubo de conjugagdo quando este é mais longo (Snetseelar e Mims,

1992) e ndo de um dos esporos, como ocorre no presente caso (Figura 5).

FIGURA 5 Segundo ensaio de microcultura. Intervalo de 3 horas entre
fotografias. Seta= tubo de anastomoses; T= tubo germinativo.

Microscopio de contraste de fase. Barra = 8um.
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Nos meios de cultura artificiais utilizados, quando as anastomoses
estavam presentes, as caracteristicas foram similares, assim como nas lesdes de
antracnose examinadas sobre vagens. Isto, além de indicar que as anastomoses
ndo foram produto de artefatos criados pelas condigdes de laboratorio, também
mostram que eclas podem estar ocorrendo na natureza. As anastomoses
ocorreram unicamente apés a produgdo de corpos de frutificagiio de conidios, no
caso de acérvulos, quando vindo de substrato natural (meios M3S, nutriente agar
€ vagens autoclavadas de feijdo). BDA e czapec dox agar foram bons meios de
cultura para crescimento e formagéo de micélio e ndo para esporulagio, uma vez
que a quantidade de esporos produzidos foi muito inferior dquela em mcio de
Mathur’s (M3S) e niio encontraram-s¢ anastomoses. Em triptofano soja agar, os
conidios foram produzidos em células individuais, chamadas fidlidcs, sem a
formagdo de corpos de futificagdo ou csporodéquios (com hifas diferenciadas
como setas ¢ mucilagem que sdo tipicas da espécie). Neste meio de cultura
também ndo foram encontradas anastomoses cntre conidios. Em farinha de -
milho agar ndo se obteve crescimento.

A formagido de anastomoscs cntre conidios parece ser um proccsso
tardio, uma vcz que, para todos os isolados, cstas cstruturas s6 foram observadas
apos o final da esporulagdo. O aparccimento de conidios em anastomose, dez
dias ap0s esporulagio, ocorreu cm menos de 1% da populagdo. A proporgio de
conidios em anastomose aumenta com o decorrer dos dias. Na Tabela 2 pode-se

verificar que ha quatro isolados da mesma raga e um isolado de raga diferente, o

| isolado 12. Dcpois de 15 dias do final da csporulagdo, a freqiiéncia de

anastomoses aumenta, bem como anastomosces entre mais de um conidio (Tabela
2). No cmanto, os valores nao permitem fazer agrupamentos por ragas ou
isolados.

Anastomoses cntre conidios pode scr uma forma altermativa para a

ocorréncia de trocas de metabdlitos, orpanclas ¢ material genético. A passagem
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de organelas como mitocondrias ¢ vacuiolos foi evidenciada quando utilizados
corantes ¢ microscopia de fluorescéncia e confocal (Figuras 6, 7 e 8). N3o foram
obtidas imagens com a seqiiéncia de cventos. Entretanto, o movimento dos
vaciiolos € mitocondrias foi observado e o registro desta passagem foi efetuado.
Nido se obteve sucesso na utilizagio de dupla coloragio para diferentes
organclas, razdio pela qual a passagem dc mitocondrias e vaciolos no tubo nio
foi observada simultaneamente. Tampouco foi possivel inferir como ocorre o
movimento.

Nas condigdes deste experimento, o movimento do vaciiolo ocorreu num
periodo de 2 horas. Aparentemente, os vaciiolos maiores ficam no conidio
doador, & medida que sdo formados pequenos vaciiolos que passam através do
tubo de anastomose (Figura 6a). Estes aparecem como estruturas dinimicas,
porém ndo foi possivel identificar, nem caracterizar um padrio de heranga como
demonstrado em outros fungos (Steinberg, 1998). Os vaciolos transportados
entre anastomoses podem afetar o desempenho fisiolégico destes isolados

durante a formag8o de novas coldnias.

TABELA 2 Percentagem de conidios envolvidos formando anastomoses entre
dois, trés e quatro conidios. Amostras coletadas de vagens

autoclavadas, cerca de 15 a 20 dias ap6s a esporulagéo.

Isolado 2 conidios 3 conidios 4 conidios
08 0,66 0,39 0,40
09 1.66 2,01 5.6
10 3.80 3,30 2,03
11 3,66 411 5,32
12 2,26 1,89 1,32
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FIGURA 6 Passagem de vacuolos pelas anastomoses entre conidios. (a)
Microscopia de fluorescéncia. O corante Carboxy-DFCA foi
especifico para o limen do vactolo. (b) Microscopio confocal. O
corante MDY-64, foi especifico para o tonoplasto dos vactolos.

Barra= 5 um.

As conexodes citoplasmaticas permitem heranga extracromossomica, ja
descrita como fonte de variagdo genética em fungos (Kistler & Miao, 1992;
Griffiths, 1995). A passagem de mitocondrias ocorreu como um evento muito
raro. A sua observacdo foi dificultada pelas condigdes experimentais, isto ¢,
utilizagdo de fluorocromo vital com material obtido de um esporédoquio
(acérvulo) em um evento raro e as anastomoses entre conidios. Além disso, a
focalizagdo das mitocdndrias no tubo, com cor positiva foi muito dificil (Figura
7).

A passagem do nucleo pelas anastomoses entre conidios de C.
lindemuthianum também foi sugerida (Roca, 1997). Nos tubos de anastomoses,
os nucleos encontram-se alongados sugerindo migragdo, a qual deve ocorrer
mediada pelo esticamento dos microtubulos do citoesqueleto, como sugerido por

Steinberg (1998) para outros fungos.
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FIGURA 7 Passagem de mitocondrias pelas anastomoses entre conidios. (a)
Microscopio de contraste de fase; (b) detalhe com microscopia de
fluorescéncia, mitocondrias em verde com DiOCy(3) Sug/ml. (¢)
microscopio de interferéncia, (d) detalhe no microcopio confocal,
mitocdndrias coradas de vermelho com o corante Rhodomine B.

Barra= 7 um.

Estes eventos, embora raros, afetariam o comportamento genético e

fisiologico do fungo. Mesmo que os conidios sejam iguais, a possibilidade de
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um incremento em metabélitos poderia conferir vantagens para sobrevivéncia e
adaptagio. A compreensio destes mccanismos contribuird para o melhor
entendimento da espécie.

Finalmente, cmbora um niumero relativamente grande de estudos tenha
sido realizado em C. lindemuthianum, até o momento anastomoses ndo haviam
sido bem caracterizadas para esta espécie. Isso ocorrcu, provavelmente, porque a
grande maioria destes estudos com microscopia foi realizada num periodo

inferior a dez dias de esporulagio.

2.4 CONCLUSOES

- Durante a fase asscxual do fungo Colletotrichum lindemuthianum formam-se
anastomoses entre conidios, em condi¢des de laboratério € no substrato natural.

- Anastomoses sao formadas entre dois ou mais conidios.

- O tubo de anastomose caracteriza-se como uma estrutura Unica e diferente
daquelas previamente descritas para a cspécie.

- Ocorre comunicagdo do citoplasma ¢ passagem de mitocondrias e vacuiolos

pelo tubo das anastomose.
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CAPITULO 3

TRANSFERENCIA HORIZONTAL ENTRE DUAS
ESPECIES DE Colletotrichum

n




3.1 INTRODUCAO

Existem dois modos distintos para a transmissdo de material genético
entre individuos. O primeiro deles ¢ o normalmente empregado pela maioria das
espécies, denominado também de transferéncia vertical, ou seja, ¢ a passagem da
informagdo genética de geragdio para geragiio, via reprodugiio sexual. O segundo

-modo ¢é denominado transferéncia horizontal ou lateral e consiste na troca de
material genético entre individuos, ndo necessariamente aparentados, sem o
emprego de células reprodutivas (gametas), mas sim bascada em outros
mecanismos citolégicos (Brygoo ef al., 1998; Diepeningem van, 1999; Walton,
2000).

A mclhor demonstragio da ocoréncia de transferéncia lateral entre
fungos poucos rclacionados foi obtida no género Colletotrichum (Walton, 2000),
empregando-se isolados de C. gloesporioides, que sdo incompativeis. Porém, os
mccanismos citologicos envolvidos no processo ainda néo foram elucidados (He
el al., 1998). A compatibilidade vcgetativa entre isolados de fungos ¢ o passo
inicial para ocorrer encontros entre cles (Leslie, 1993), isto ocorre, normalmente,
por meio das anastomoses entre hifas (Leslie, 1993; Diepeningen, 1999). Por
outro lado, a incompatibilidade vegetativa é considerada, por muitos autores,
como uma barreira para a transferéncia horizontal (Saupe, 2000).

Para o género Colletoirichum. a ocorréncia de polimorfismo
cromossoémico tem sido demonstrada pelo emprego de técnicas de clctroforese
de campo pulsado, em isolados de C. gloesporioides, isolados de plantas de
Stvlosantes spp. (Masel et al., 1990), de plantas citricas (Livanage er al., 1992)
e. ainda, em C. lindemuthianum isolados de plantas de feijoeiro (Roca, 1997;
O’Sullivan ez al., 1998; Arce-Monotova et al., 1998). Entretanto, nio se sabe
como ¢ nem quais eventos citologicos cstariam cnvolvidos na geragio dessa

ampla variabilidade genética rclatada para as espécies (Sicard er. al., 1997;
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Gonzales et. al., 1998; O’Sullivan et. al., 1998). Também ndo se sabe quais
mecanismos sdo responsaveis pelo rearranjo do genoma e se, entre estes, pode
ocorrer recombinagdo durante a fase assexual.

No caso de C. lindemuthianum, agente causal da antracnose na cultura
do feijoeiro, ampla diversidade tem sido relatada, o que tem sugerido a
classificacfio dos diferentes isolados como ragas fisiologicas (CIAT, 1990). Esta
classificagiio ¢ rcalizada de acordo com a habilidade de cada isolado em causar
doencga em diferentes cultivares de feijociro portadores de diferentes genes/alelos
de resisténcia, denominadas cultivares diferenciadoras (CIAT, 1990). Por outro
lado, C. gossipy também mostra uma extensa variabilidade genética (Silva-Mann
et al., 2002),

A transferéncia vertical em C. lindemuthianum (Kimati & Galli, 1970;
Bryson, 1990; Roca, 1997) ¢ C. gossypii (Edgcrion, 1909; Magallanes, 1998)
tem sido observada em condi¢gdes de laboratério, porém como um processo
instavel. Entretanto, acredita-se que deva existir, em condi¢des naturais, alguma
forma de recombinago genética que possa explicar tio expressiva variabilidade,
até entdo relatada (Brygoo er al., 1998). Dcssa mancira, o presente trabalho foi
realizado com o objetivo de investigar a possivel existéncia de transferéncia
horizontal entre diferentes isolados de Colletotrichum. Para isso, empregaram-se
marcas de PCR. fenotipicas ¢ o monitoramento de eventos citologicos durante o
processo de esporulagio envolvendo a formagido de anastomoses cntre conidios,

as quais possivelmente participam do processo investigado.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2,1 Meios de cultura e isolados
Foram empregados quatro isolados de Colleiotrichum, sendo trés de C.

lindemuthianum (07, 12 e H) e um de C. gossypii (G). Os isolados 07 ¢ 12 sio
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selvagens ¢ correspondem as ragas fisiologicas 81 ¢ 2047, predominantemente
encontradas nas regides sul de Minas Gerais (Brasil) ¢ América Central,
respectivamente. O isolado H (modificado geneticamente) ¢ portador do gene
hgh que confere resisténcia a hygromicina B e foi fornecido pelo grupo de
pesquisas do Dr. Bernard Dumas (Universidade de Toulusse — Franga, Dumas et
al, 1999). O isolado ‘G’ foi empregado por ser diferente, em varias
caracteristicas, do isolado H (tamanho e formato do esporo, cor da colénia,
patogenicidade ao feijociro e ndo resisténcia 3 higromicina), auxiliando na
identificagdo de possiveis recombinantes.

Os experimentos foram realizados utilizando-se culturas monospéricas
obtidas com auxilio de micromanipulador acoplado ao microscdpio. As culturas
foram mantidas e crescidas em meio M3S (Tu, 1985), sélido ou liquido, &
temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas.

3.2.2 Definigéo das ragas fisiologicas

A dcterminagdo das ragas fisiolégicas dos isolados foi efctuada de
acordo com metodologia aprescntada por Menczes ¢ Dianese (1988). Para
avaliar a patogenicidade dos isolados ao feijoeiro, foi acrescentada a cultivar

Carioca-MG as doze cultivares diferenciadoras sugeridas pelo CIAT (1990).

3.2.3 Niimero de niicleos nos conidios

O mimero de nicleos presentes nos conidios foi contado emprcgéndo—se
amostras das coldnias recém-esporuladas, utilizando-se o fluorocromo DAPI (4',
6-diamidino-2-fenilindole) e visualizagio em microscopio de contraste de fase e
fluorescéncia (Haugland, 1996). As suspensdes de conidios em tampio fosfato
foram aderidas as liminas apds secagem ao ar, permeabilizadas, utilizando-se
triton 2% por 20 minutos ¢ lavadas em tampao fosfato. A solugio com DAPI

(300nm) foi adicionada diretamcnte na limina e deixada por, pelo menos, 20
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minutos No escuro.

Para visualizagdo dos miclecos corados com DAPI foi utlizado um
microscopio de fluorescéncia Olympus, com filtro de exitagdo ultravioleta (UG-
1), espelho dicromatico de 400nm e filtro de barreira de mais de 435nm. As
imagens foram adquiridas com uma camera digital Nikon CoolPix 950 (1.600 x

1.200 pixels no maximo de resolugiio).

3.2.4 Anilises genéticas e PCR

Foi promovido o encontro entre os isolados ‘G’ ¢ ‘H’, para confirmar
compatibilidade vegetativa, transferindo-os para os extremos da placa de petri
com M38S. Estes foram deixados a crescer em condi¢des de temperatura e luz
controladas ¢ avaliada a regido central da placa para verificar o encontro entre os
isolados.

Os formatos dos conidios foram definidos em relagio ao comprimento e
largura. Estes valores foram obtidos acoplando-se uma ocular OSM no
microscopio € medidos pelo menos 20 conidios, para calcular a média dos
isolados utilizados.

Com a finalidade de propiciar o encontro entre os isolados, estes foram
combinados para ‘cruzamento 2 a 2, Para isso, 100ul de uma suspenséo conidial
de cada isolado foram adicionados a outros 100p! da suspensio conidial de outro
isolado, numa concentragio de 10° conidios/ml, até screm obtidas todas as
combinagdes possiveis. Estas misturas conidiais foram inoculadas em placas
contendo meio M3S sélido por um periodo de trinta dias (placas de 5cm de
didmetro), quando procedeu-se ao isolamento de acérvulos individuais.
Suspensdes conidiais preparadas partindo de cada acérvulo foram observadas em
microscopio de contraste fase ¢, em seguida, inoculadas em placas contendo
meio M3S+higromicina B (438pg/ml) com cinco repeticbes. As coldnias

sobreviventes foram transferidas durante algumas geragdes. Cada geragdo
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proveniente da mistura de conidios foi denominada geragio/transferéncia. Por
exemplo, as colonias obtidas a partir de acérvulos individuais foram
denominadas transferéncia A e as demais geragdes/transferéncias foram
identificadas em ordem alfabética crescente (B,C...).

Uma vez isolados, os conidios foram transferidos individualmente para
meio M38S solido ou liquido (TU, 1985) e deixados para crescer. As culturas no
meio liquido foram mantidas no escuro, em temperatura ambiente, até formar
um fino filme de micélio (trés dias aproximadamente). Destas culturas foram
retiradas pequenas quantidades de micélio, com auxilio de uma pinga, para obter
o molde de DNA e realizar PCR.

As pontas de hifas foram incubadas num mini-tubo para PCR com 5ul
de 4gua millipore, durante trés minutos, a temperatura de 91°C no termociclador.
A seguir o mini-tubo foi deixado numa caixa de isopor com gelo até esfriar.
Foram coletados 4 pl do sobrenadante e colocados na mistura de reagio que
estava esperando pronta no frio. Foram utilizados primers bascados em
seqiiéncias de DNA para reconhecimento de seqiiéncias do plasmideo de

resisténcia a higromicina pAN7-1 (hphr), indicados na Tabela 1.

TABELA 1 Seqiiéncia de bases dos primers empregados nas reages de PCR e

referéncias.

Primer Tm&C -3 Referéncia

hphr} 60 GCA GCC GGTCGC GGA GGC CAT GG PUNT et al., 1987
hphr2 62 CGC 1GC GGC CGA TCTTAG CCA GAC PUNT et al., 1987
hphr6 57 CGC CCG GAG CCG CGG CGA TCC 1GC PUNT et al., 1987
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O total da mistura de reagio foi 25ul que continham 0,15ul de Tag
polimerase com 1,5 unidade, 2,5u1 de tampdo de reagdo 10x, 1,51 de MgCl,
25mM, 0,5u1 de NTPs 10mM, 2l do primer A 10pM, 2ul do primer B 10pM,
4pl do sobrenadante do micélio ou 0,5p! do plasmideo (10ng) e 4gua millipore
para completar o volume.

As condigdes de reagio foram: a desnaturagiio a 91°C por 30 segundos;
o anclamento a 55°C durante o tempo de um minuto; a amplificagdo a 72°C por
70 segundos, repetida por 35 ciclos; um ultimo ciclo de 10 minutos a 72°C e
outros 10 minutos a 4°C. Os ciclos de amplificagio foram realizados
empregando-se um termociclador de minitubos individuais de PCR (MJ
Research thermocyclers — GRI). Os produtos de PCR foram colocados em géis
de agarose 2,5 %. Os géis foram posteriormente corados com brometo de etidio
(1pg/ml) e visualizados sobre transiluminador de luz ultravioleta. Todos os
experimentos com PCR foram rcalizados no Laboratério de Microbiologia
Patolégica do Departamento de Biologia ¢ Bioquimica da Universidade de Bath
(Bath-UK).

3.3 RESULTADOS

Os encontros promovidos cntre os isolados H e G permitiram verficar
que ocorre incompatibilidade vegetativa entre os micélios de ambas as col6nias,
quando os isolados foram estimulados a encontrar-se apos a inoculag3o nos
cxtremos da placa de petri.

O monitoramento das suspensdes no microscopio dc fasc permitiu
obscrvar a formagdo de anastomoscs entre dois ou mais conidios em alguns dos
acérvulos. Dentre essas anastomoses, foi possivel identificar algumas com

aspecto envelhecido. Estas anastomoses ocorreram nos encontros promovidos
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por meio da mistura de conidios.

Para verificar 0 nimero de coldnias resistentes a higromicina, foram
inoculadas suspensdes de conidios com uma concentragio de 1,025 x 10°
conidios/ml. Destas, uma média de 225 sobreviveram.

Das 225 coldnias (transferéncia A) crescidas em meio
M3S+Hygromicina foram selecionadas 47, das quais 37 foram transferidas para
meio M3S sélido ¢ as demais para meio M3S liquido, denominadas entio
transferéncia B. Das 37 col6nias mantidas em mcio sélido, 29 apresentaram cor
cinza (mistura de résea e preto), enquanto que apenas uma, dentre as dez
mantidas em meio Jiquido, apresentou essa mesma cor (Figura 1).

As dez coldnias em meio solido e aquela em meio liquido apresentando
cor rosea mais intensa foram sclecionadas para screm estudadas com maiores
detalhes. Estas colonias foram transferidas ¢ avaliadas durante sucessivas
geragdcs/transferéncia. As caracteristicas morfologicas e genéticas dos
diferentes isolados e transferéncias sdo apresentadas nas Tabelas 2 a 5.

Verifica-se (Tabcla 2) que a primeira transferéncia (A) proveniente do
isolamento de acérvulos produzidos com base na mistura conidial de H+G
apresenta conidios de formato alongado e resisténcia a4 higromicina,
caracteristicas de G e H (Figura 2, Tai:e!a 3), respectivamente. Por outro lado, a
transferéncia A apresenta cor branca, que é distinta tanto de H (preta) quanto de

G (résca).
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(b) (©)
FIGURA 2 Conidios em contraste de fase. (a) Isolado da transferéncia B em

meio liquido; (b) isolado G e (c) isolado H. Barra: 8 um.

TABELA 2 Caracteristicas genéticas ¢ morfologicas empregadas na

diferenciagdo dos isolados nas diferentes transferéncias.

Identificacio Resist. Higrom. Cor Conidios

H + Preta Oval

G - Rasea Alongado
H+G * Cinza Oval + Alongado
A + Branca Alongado

H ¢ G correspondem aos isolados de C. lindemuthianum e C. gossypii, respectivamente,
utilizados como ‘parentais’. H+G a mistura de conidios dos isolados H e G: A representa
as colonias obtidas do isolamento de acérvulos individuais produzidos com base na
mistura de conidios H+G; + ¢ — representam resisténcia e susceptibilidade & higromicina
B, respectivamente ¢ * indica auséncia de avaliagio.
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TABELA 3 Diferentes formatos de conidios e respectivos tamanhos.

Isolado Comprimento (#m) Largura(um) C/L Formato

Control (12) 13,55 514 2,63 alongado
Parental G 15,0 58 2,58 alongado
Parental H 8,0 5,8 1,2 ovalado

Os resultados observados durante as transferéncias B e C (Figura 2,
Tabela 4) crescidas em meio M3S+Higromicina mostraram a ocorréncia de
segregacdo para a cor. A partir da transferéncia A (branca) foram formadas
colonias B, com cores preta € résea. Observa-se, ainda, que nos casos em que foi
determinada a cor das coldnias crescidas em meio contendo higromicina (C),
houve predominéncia da cor preta em diferentes tonalidades. Porém, coldnias de
cor cinza e rdsea também foram obtidas, como é o caso de C9, n°17.

Estudos mais detalhados foram realizados apenas para aquela colénia de
cor résea/cinza, selecionada em meio liquido durante a fase B (chamado de
isolado N, Tabela 5). Neste caso, avaliagGes foram estendidas até a fase G,
correspondendo a sétima geragdo de transferéncias. Observa-se que, ao longo
das transferéncias, foram alterados os cultivos em meio M3S na presencga ¢
auséncia de higromicina. Isso possibilitou obter apés cinco geragdes de
transferéncias (E) um isolado capaz de causar doenga em plantas de feijoeiro
(diferente do parental H e G), de apresentar cor rdsea como o parental G (Figura
3) e crescer em meio com higromicina como o parental H. Em adigdo,
obtiveram-se ainda, os resultados de amplificagéo da reagdes de PCR, os quais
mostraram a formagdo de bandas correspondentes & marca do isolado H (Figura
4).
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FIGURA 3 Algumas caracteristicas do isolado N. (a) Formato dos conidios na

transferéncia C, Barra: 15um; (b) Sintomas de antracnose na

transferéncia E.
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FIGURA 4 Resultados de PCR com os primers hphr2-hphr6. H: isolado
parental H; G: isolado parental G; N: isolado N na transferéncia B
em meio liquido; pAN7-1: plasmideo de transformagio com o

gene de resisténcia a higromicina, controle positivo.
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TABELA 4 Transferéncias em meio s6lido. Transferéncias B na auséncia de

higromicina e C na presenca e auséncia de higromicina.

Cor Cor da coldnia
Transfer. N°® Ma3s Transfer. N° M3S M3S+Higrom,
1 résea 1 résea *
Bl 1 preta Cl1 1 * preta
2 preta int 2 cinza *
3 preta int. 3 cinza *
B2 3 preta int. C2 3 * preta
4 résea 4 résea *
4 preta 4 cinza *
5 preta 5 résea *
B3 6 preta C3 6 * preta
6 preta int. 6 cinza *
7 résea 7 résea *
B4 7 preta C4 7 * preta
8 preta int. 8 cinza *
9 résea 9 résea *
BS 9 preta C5 9 * preta
10 preta int. 10 cinza *
11 preta 11 * preta
B6 11 résea Cé 11 perdeu perdeu
12 preta int. 12 cinza ¥
13 résea 13 résea *
B7 13 preta C7 13 * preta
14 preta int. 14 cinza *
15 résea 15 rosea *
B8 15 preta C8 15 preta *
16 preta int. 16 preta *
17 résea 17 rosea *
B9 17* preta C9 17* * cinza
18 preta int. 18 cinza *
19 résea 19 résea *
B10 19 preta C1o 19 * preta
20 preta Int. 20 preta *

B1...Bl10 correspondem as 10 colénias selecionadas em meio sélido; N°1...20
correspondem as diferentes transferéncias, por exemplo, de Bl foram feitas trés
transferéncias para placas; C1; C1...C10 correspondem as respectivas transferéncias
derivadas de B1 a B10; preta int.= 4rea de intersegdo entre o preto e o réseo (Figura 1a) e
cinza= mistura de preto + rosea; * auséncia de avaliagéo.



TABELA 5 Dados das transferéncias do isolado selecionado e transferido a

meio liquido. Isolado chamado de N.

Repic. M3S |+H Cor PCR Conidios
A / + - / /
B + ! | preto/résea |+ alongados/uninucleados
C / + | peto/résea |/ | intermedidrios/uninuclados
D + [ | preto/résea |/ /

E folha ! / leslo / /
F + + résea / alongados
G / + résea / alongados

-: auséncia de crescimento; + crescimento, /: auséncia de avaliagio

3.4 DISCUSSAO

A observagido da formagdo de anastomoscs serviu como indicio para
sugerir que, fisicamente, € possivel ocorrer transferéncia horizontal. No entanto,
ndo foram avaliados os formatos dos conidos que faziam parte das anastomoses,
¢ que permitiriam identificar se as anastomoses foram formadas por conidios de
isolados diferentes. Na época em que estas foram observadas, podia ter ocorrido
germinagio das anastomoses € estes ‘novos individuos’ terem esporulado
novamente (30 dias). A cxisténcia de anastomoses com aspecto envelhecido
pode ter sido devido a ocorréncia de combinagdes incompativeis ou quebras de
anastomoses mais longas com passagem de matcrial citoplasmético (verificado
no microscépio de contraste de fase). Esse fato pode indicar, mais uma vez, que

houve tempo suficicnte para algumas anastomoses éntre conidios terem
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germinado antes da formagdo de mais corpos de frutificagdo ou mesmo com
mais formacio destes.

Os isolados foram incompativeis quanto & formagio de anastomoses
entre hifas (resultados dos cncontros promovidos através das transferéncias nos
extremos das placas), fomecendo mais uma evidéncia de que algum tipo de
compatibilidade poderia ocorrer s6 por mcio de anastomoscs cntre conidios.
Sabe-se também que, por meio de fusdo de protoplastos ou de anastomoses entre
hifas, onde a incompatibilidade ocorre apés fusdo, pode ocorrer hcterocariose
entre alguns isolados de cspécies diferentes (Hansen & Smith, 1932; Uchida er
al., 1958; Hastie, 1973).

A obtengdo da geragdo A ocorrcu por meio de suspensdes/diluigdes que
poderiam ter levado, por exemplo, dois conidios em anastomoses. Nesta geragao
poderia ainda ter ocorrido transferéncia por meio de anastomoses entre hifas
quando da formagdo dos corpos de frutificagdo. Porém, € pouco provavel, uma
vez que os isolados foram incompativeis vegctativamente.

Na transferéncia B, observou-se segregagio rapida dos dois fendtipos
parentais, isto €, na mesma placa formaram-se sctores concéntricos com os dois
fendtipos (Figura 1). No entanto, as geragoes seguintes do isolado N (o inico
avaliado) se mostraram mais uniformes quanto a cor, sempre uninuclcados (com
menos de dez dias de cultura). As mudangas que ocorreram foram de
transferéncia para transferéncia e em fun¢ao da presenga ou ndo de higromicina.
por exemplo (Tabelas 4 ¢ 5). O isolado H cra preto e resistente a higromicina.
Esta caracienstica foi predominante no isolado N, quando o meio continha
higromicina nos dois primeiros ciclos de crescimento. Na auséncia desta. a
colonia N era résca (nos dois primeiros ciclos de vida), caracteristica do isolado
G, que cresce muito mais rapido do que o isolado H em. M3S. Apos os dois
primeiros ciclos de vida, a cor manteve-se de forma constante até as ultimas

avaliacocs rcalizadas. O isolado G ocupa 10da a placa em dois dias, enquanio o
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isolado H demora de sete a dez dias.

Na transferéncia F (Tabela 5), tem-se uma coldnia de coloragio réosca,
produzindo conidio de formato alongado e com habilidade para sobreviver em
mcio contendo higromicina e ainda infectar plantas de feijociro. A associagdo
dessas caracteristicas em um  unico individuo sé podena ocorrer da
recombinagdo dos dois parentais, uma vez que as caracteristicas apresentadas em
F encontram-se separadas nos dois isolados H e G (Tabela 6). Considerando
ainda que as coldnias foram obtidas de corpos de frutificagdo ou esporoddquios
individuais e que os conidios em F eram uninucleados. Descarta-se a
possibilidade de heterocariose.

Vale a pena ressaltar que, embora um recombinante cntre H e G tenha
sido obtido, cste ndo foi avaliado durante muitas peragdes quanto a estabilidade
fenotipica, nem tampouco foram efetvados estudos da patogenicidade do
referido recombinante em plantas de algodoeiro. Dessa maneira, ha neccssidade
de se prosscguir na avaliagiio desse recombinante para verificar sua cstabilidade
ao longo do tempo. Isto é, permanecera este recombinante um isolado diferente
de H e G ou scgregagdes sucessivas ocorrerdo para a recuperagdo dos tipos
selvagens? Se forem considerados os rearranjos de genoma que, aparentemente,
estdo ocorrendo nesta cspécie ¢ de se esperar que, sem pressdo de sclegdo, cstes
recombinanics scjam instaveis € tendam a desaparecer. sendo mantidas as
caraclcristicas favoraveis de um dos parentais.

Finalmente. deve-se considerar que ainda cxistem mecanismos quc
ocorrem duranme a fase assexual dos fungos. os quais permitem variagoes
genéticas ¢ que nao foram cxplicados de forma clara. Alguns destes sado
variagdes do ciclo parasscxual, como parameciosc ¢ transformagdo nuclcar
(Hastic, 1967: Bagagli er al., 1995: Griffiths. 1995: He et al., 1998).
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TABELA 6 Caracteristicas fendtipicas dos parentais ‘G’ e ‘H’ ¢ o isolado ‘N".

Isolade | M3S |+H Cor PCR | Docnga Conidios
G + - Résca / - Alongados
H + + Preto + - Arredondados
N* + + Résca + + Alongados

* transferéncia na fase C; + crescimento ou resultado positivo; - auséncia de

crescimento ou resultado negativo; auséncia de resultado.

3.5 CONCLUSAO

Durante a reprodugio asscxual ocorrem mccanismos que permitem a
troca de matcnial genético entre isolados incompativeis de Colletotrichum

lindemuthianum ¢ C. gossippy, produzindo novos fenétipos.

3.6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARCE-MONTOYA. M.; SANCHEZ-GARZA, M.; SIMPSON, J. Polimorfismo
en el cariotipo moleccular de aislados mexicanos de Colleiorrichum
lindemuthianum. Revista Mexicana de Fitopatologia, v. 16, p. 110, 1998

BAGAGLL E. er al. Genetic recombinats in Trichoderma pseudokoningii
(Rifai) without tvpical parasexuality. Canadian Journal of Microbiology. .
41, p. 1132-1134. 1995,

BRYGOO. Y.er al. Reproduction and population structure in phvtopathogenic
fungi. Reporduction and population structure in phytopathogenic fungi. In:
BRIDGE. P. COUTEAUDIER, Y.. CLARKSON, ). (Ed.). Molecular
variability of fungal pathogens. Wallingford: CAB Intemational, 1998. p. 133-
148.

88



BRYSON. R.J. Sexual hybridisation and the genetics of pathogenic
specificity in Colletotrichum lindemuthianum. 1990. 285p. Teses. (Ph.D.)-
University of Birmingham, Birmingham.

CENTRO INTERNACIONAL DE AGRICULTURA TROPICAL. Programa
de Frijol: informe anual de 1988. Cali, 1990. p.128-129. (CIAT-Documento de
trabajo, 72).

DIEPENINGEN, A.V. Horizontal transfer of genctic clements in the black
Aspergilli. 1999. 143p. Thesis (Ph.D.)-Wageningen Agncultural University,
Wagcningen,

DUMAS, B. er al. Use of green fluorescent protein to detect expression of an
endopolvgalacturonase gene of Colleoirichum lindemuthianum during bean
infection. Applied and Environmental Microbiology, v.65, n.4, p. 1769-1771,
1999,

EDGERTON, C. W. The perfect stage of the cotton anthracnose. Mycologia,
v.1,n.1, p.115-120, 1909,

GONZALES, M. et al. Characterization of Mexican Isolates of Colletotrichum
lindemuthianum by using differential cultivars and molecular markers.
Phytopathology, v. 88, p. 292-299, 1998,

GRIFFITHS, A. ). F.. Natural plasmids of filamentous fungi. Microbiology
Review, v.59, p. 673-685, 1995,

HANSEN, HN.; SMITH, R.E. The mechanism of variation in imperfect fungi:
Boirviis cinera. Phytopathology, v.22, p. 953-964, 1932,

HASTIE, A.C. Mitotic recombination in conidiophores of Veriiciltium albo-
airum. Nature, London, v.214, p. 240-252, Apr. 1967.

HASTIE, A.C. Hybridization of Verticillium albo-arrum and Verticillium
dahhae. Trans. Br. Mucol. Soc. v. 60, p.511-523, 1973,

HAUGLAND. R.P. Handbook of fluorescent probes and research chemicals.
6.rd.cdn. Eugene: Molecular Probes, 1996. 210p.

89



HE, C. er al. Transfer of a supernumerary chromosome between vegetatively
incompatible biotypes of the fungus Colletotrichum lindemuthianum. Genetics,
v.150, p. 459-466, 1998,

KIMAT], H.; GALLI, F. Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. et v.
Scherenk. f.sp. phaseoli nf., fase ascigena do agente causal da antracnose do
feijociro. Anais da E.S.A. "Luiz de Queiroz", Piracicaba, v.27, p.411-437,
1970.

LESLIE, JF. Fungal vegclative compatibility. Annual Review of
Phytopathelogy, Palo Alto, v.31, p.127-150, 1993.

LIYANAGE, H.D.; MCMILLAN, JR; KISTLER, H.C. Two genetically distinct

populations of Colletotrichum gloeosporioides from citrus. Phytophatology, St.

Paul, v.88,n.11, p.1371-1376, Nov. 1992,

MAGALLANES, M.GR. er al. Citologia de esporos de Colletotrichum gossypii
¢ C. gossypii var. cephalosporioides em meio de cultura. Fitopatologia
Brasileira, v.23, p.255. 1998. Suplemento.

MASEL, A.M.et al. Highly vanable molecular karyotypes in the plant pathogen
Colletotrichum gloeosporioides. Flavour and Fragrance Journal, Chinchester,
v.18, p.81-86, 1990.

MENEZES, J.R.; DIANESE. J.C. Race characterization of Brazilian isolates of
Colletotrichum lindemuihianum and detection of resistance to anthracnose in
Phaseolus vulgaris. Phytopathology, v.78, p. 650-655, 1988,

O’SULLIVAN, D. er al Variation in genome organization of the plant
pathogenic fungus Colletorrichum lindemuthianum. Current Genetics, v.33,
p.291-298. 1998.

ROCA M., M.G. Aspecios citologicos da variabilidade genética em
Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld & Schrenck {.sp. phaseoli
{Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn) Scribner). 1997. 82p.
Dissertagao (Mestrado em Genética e Mclhoramento de Plantas)-Universidade
Federal de Lavras, Lavras.

SAUPE, S.J. Molecular genetics of heterokaryon incompatibility in filamentous
ascomvcetes. Microbiology and Molecular Biology Reviews, v. 64, n.3, p.489-
502, Sept. 2000.

90



SICARD, D.er al. Genetic diversity and pathogenic variation of Colletorichum
lindemuthianum in the three centres of origin of its wild host Phaseolus vulgaris.
Phytopathology, v.87, p.807-813, 1997.

SILVA-MANN, R. er al Variabilidade genética de isolados do complexo
Colletotrichum associados & sementes de algodoeiro, por meio de técnicas
moleculares e inoculagdo em plantas. Fitopatologia Brasileira, 2002 (no prelo).

TU, J.C. An improved Mathur's medium for growth, sporulation and
germination of spores of Colletotrichum lindemuthianum. Microbios, v. 44,
p.87-93, 1985.

UCHIDA, K.; ISHITANI, C.; IKEDA, Y.; SAKAGUCHI, K. An attempt to
produce interspecific hybrids between Aspergillus oryzae and A. sojae. Journal
of General Microbiology, v.4, p.31-38, 1958

WALTON, ).D. Horizontal gene wansfer and the evolution of secondary

metabolite gene clusters in fungi: an hypothesis. Fungal Genetics and Biology,
v.30, p.167-171, 2000.

9]



CAPITULO 4

DINAMICA E CARACTERISTICAS NUCLEARES DAS

ANASTOMOSES ENTRE CONIDIOS EM Colletotrichum

lindemuthianum
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RESUMO

ROCA MAGALLANES, Maria Gabriela. Dinimica e caracleristicas nucleares
das anastomoses entre conidios em Colletotrichum lindemuthianum. In: .
Recombinaciio genética em Colletotrichum lindemuthianum por meio de
anastomoses entre conidios. 2002. Cap. 4, p. 92-138. Tese (Doutorado em
Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras®.

Colletotrichum lindemuthianum (forma sexval Glomerella cingulara
f.sp. phaseoli) ¢ o agente causal da antracnose do feijociro (Phaseolus vulgaris).
Um grande nimero de ragas fisioldgicas € um expressivo polimorfismo
cromossémico 1ém sido descritos para esta espécic. Entretanto, os mecanismos
responsaveis pela origem dessa variabilidade ndo sio bem conhecidos. A
ocorréncia da reprodugdo sexual tem sido demonstrada em condigbes de
laboratério ¢ indicada como possivel fonte para essa variagio. Porém, nio ha
relatos da sua ocorréncia em condi¢des naturais. Um estudo citogenético foi
realizado e observou-se a formagdo de anastomoses entre conidios, bem como
uma nova seqiiéncia de eventos relacionadas a atividade nuclear e a passagem de
nicleos, evidenciando-se também fusdes e divisdes. Micromanipulagoes
permitiram demostrar que nuclcos diferentes podem estar presentes no complexo
formado pelas anastomoses entre conidios. Estes mecanismos podem consistir

numa alternativa para gerar variabilidade nesta espécic

* Comité Orientador: Liscte Chamma Davide - UFLA (Professora orientadora). Alan E.
Wheals — Universidade de Bath-UK; Rosane Freitas Schwan - UFLA.
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ABSTRACT

ROCA MAGALLANES, Maria Gabriela. Nuclear characteristics and dynamics
in anastomosis between conidia of Colletotrichum lindemuthianum. In:
Recombinagéio genética em Colletotrichum lindemuthianum por meio de
anastomoses entre conidios. 2002. Cap. 4, p. 92-138. Thesis (Doctoral in
Genetics and Plant Breeding) ~ Universidade Federal de Lavras, Lavras®.

Colletotrichum lindemuthianum (sexual form Glomerella cingulaia f sp.
Phaseoli) is the pathogen responsible for anthracnose of the common bean
(Phaseolus vulgaris). A large number of physiological races and substantial
chromosomal polvmorphism have been described in this species but the
mechanisms for creating this diversity are not well known. Sexual reproduction
has been demonstrated in the laboratory and is a possible source of diversity,
but has not been found in nature. A cylogenetic studv was performed and
anasiomoscs were found between conidia and novel sequences of nuclei
exchange were demonstrated, suggesting also fusions and  divisions.
Micromanipulations permited demonstrated the different nuclei could be present
at the anastomoscs complexes between conidia. These events could provide a

novel route for gencrating genetic exchange.

" Guidance Commitice: Liscte Chamma Davide - UFLA (Major Professor), Alan I
Wheals - Universidade de Bath-UK; Rosane Freitas Schwan - UFLA.
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4.1 INTRODUCAO

Colletotrichum lindemuthianum é o agente causal da antracnose, a
principal doenga fiingica na cultura do feijoeiro (Rava & Sartorato, 1994; Perfect
et al, 1999). A forma meiospérica desse fungo (scxual ou teleomorfica),
Glomerella cingulaia f. sp. phaseoli, nio foi observada na natureza, embora
tenha sido demonstrada a sua ocorréncia em condigdes de laboratorio (Sution,
1992; Bryson, 1990; Mendes-Costa, 1996; Roca, 1997).

Utilizando mutantes auxotréficos de C. lindemuthianum, estudos
genéticos com recombinacio somética produziram cvidéncias da formagdo de
heterocarios por meio da fusio de protoplastos, embora a cariogamia ndo tenha
sido demonstrada (Bos, 1985). Em outros fungos, fusdo de tubos germinativos
entre conidios, anastomoses cntre conidios e formagdo de tubos de conexdo 1€m
sido verificados (Manners & Bampton, 1957; Schiciber & Green, 1966;
Snetselaar & Mims, 1992; Uecker, 1994).

Em alguns fungos, para os quais a reprodugdo sexual nunca foi descrita
na naturcza (como o C. lindemuthainum), a variabilidade genética poderia ser
incrementada por mecanismos que ndo seguem uma segregagdo mendeliana,
como heranga citoplasmatica ¢/ou polimorfismo cromossomico (Kistler & Miao,
1992). Polimorfismo cromossomico (Roca, 1997: O'Sullivan ez al., 1998; Arce-
Montoya, Sanchez-Garza & Simpson, 1998) ¢ rearranjo genémico (O’Sullivan er
al.. 1998) t€m sido verificados em C. lindemuthianum. Em  espécics
relacionadas, polimorfismo cromossémico € elecmentos transponiveis também
tém sido identificados (Mascl er al., 1990; Livanage, McMillan & Kistler, 1992:
He er al., 1996, Zhu & Oudemans, 2000). Porém as melhores evidéncias
genéticas de eventos durante a fase somatica foram obtidos para C.

gloeosporioides, tendo He er al. (1998) cfetivamenic mostrado transferéncia
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cromossdmica entre isolados vegetativamente incompativeis. Porém, a
demonstragio de como csse mecanismo ocorre ainda continua desconhecida.

Em virias espécies de Colletotrichum, ainda nio se sabe como eventos
citolégicos poderiam explicar a expressiva variabilidade genética encontrada
(Sicard er al, 1997; Gonziles er al., 1998; O’Sullivan er al., 1998).
Provavelmente, existem mecanismos que permitem uma recombinagio somatica
de forma parassexual, como alternativa 4 auséncia ou rara ocorréncia do ciclo
sexual. Eventos citologicos aqui descritos sugerem a existéncia de um novo
mecanismo para a transferéncia de material genético entre isolados. Este
mecanismo pode ser responsavel pelo incremento, em parte, da variabilidade
genética observada em C. lindemuthianum. O objetivo deste trabalho foi
caraclerizar a dindmica das anastomoses cntre conidios € verificar se este
processo esta relacionado a algum mecanismo que possa aumentar a

variabilidade genética ncsta cspécie.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Isolados de C. lindemuthianum e meios de cultura

Isolados de C. lindemuthianum obtidos inicialmente de lesdes de vagens
de plantas de feijoeiro foram mantidos em meio de cultura batata-destrose-agar
(BDA) (Tabela 1).

As culturas monosporicas foram obtidas por meio de suspensdes de
conidios espalhadas nas placas com mecio de cultura. As placas foram
monitoradas com microscopio esteroscopico ¢ os conidios germinados foram
recolhidos com uma agulha ¢ transferidos para uma nova placa com mcio de

cultura. As culturas monosporicas foram mantidas para crescimento ¢
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esporulagio em mcio de Mathur's (M3S), com algumas modificagdes (Tu,
1985) a 20°C.

Além dos dois isolados sclvagens de C. lindemuthianum foi utilizado o
isolado H2, o qual é gencticamente modificado (Tabela 1). Este isolado possui
na sua construgdo de transformagio, o gene de resisténcia & higromicina (Punt er
al., 1987; Dumas et al., 1999). Outras duas espécies também foram utilizadas:
C. gloeoporioides isolado de café e C. gossypii isolado do algodociro (Tabela

1). Estes isolados foram mantidos também em BDA ¢ M3S.

4.2.2 Definicéio das ragas fisiolégicas
Para confirmar a identidade das racas de C. lindemuthianum, os trés
isolados foram inoculados em cultivarcs diferenciadoras de feijoeiro, conforme

metodologia descrita no capitulo 1 (Rava e al., 1993),

4.2.3 Dinamica do micleo

Conidios foram coletados de corpos de frutificagdo ou esporodoguios
em placas com M3S, em diferentes épocas para se avaliar o numero de micleos
‘in vivo’ Para coloragio dos nicleos utilizou-se o fluorocromo vital DAPI (4°,
6-diamidino-2-fenilindole) da Molecular Probes, numa concentragao de trabalho
de 300 nM e suspensdes celulares de 10° conidios/ml em tampdo fosfato
(Haugland. 1996). Duas metodologias foram utilizadas em fungio da idade do

matenal.
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TABELA 1 Isolados de Colletotrichum utilizados, com suas respectivas

identificagbes e caracteristicas.

Espécic Isolado Hospedciro Lecal de origem
C. lindemuthianum 40} Feijoeiro (raca 81) Vigosa, MG
C. lindemuthianum 1020 Feijociro (raga 2047) América Central
C. lindemuthianum H2 Feijociro (ra¢a 0) Dumas er al. (1999)
C. gossypii - Algodoeiro Campinas, SP
C. gloeosporioides - Cafeciro Lavras, MG

Em amostras com dez dias ou menos realizou-se inicialmente uma
suspensdo de 10° conidios/ml em tampéo fosfato, a qual foi lavada duas vezes
para remover a mucilagem. Cem microlitros da supensdo foram entio gotcjadas
numa lamina de microscopia, a qual foi seca ao ar. Para assegurar a penetra¢io
por difusdo. as células foram permcabilizadas, utilizando-se triton 2%, por 20
minutos. As laminas foram, entdo, lavadas em tampao fosfato e 50 pl do DAPI,
na concentragio de trabalho, foram espalhados sobre o esfregaco de células e
deixados por 15 minutos no escuro. O excesso foi removido e as liminas
montadas ¢m tampéo fosfato para observagio no microscopio.

A metodologia utilizada para suspensdes celulares de culturas com mais
dc quinze dias foi a seguinte: suspensdes ceclulares foram centrifugadas e
ressuspendidas cm tampao fosfaio. O DAP] estoque foi adicionado diretamente
nas suspcnsdcs para conseguir a concentra¢io de trabalho (300nM). As laminas
foram preparadas diretamente desta suspensio, vedadas e deixadas no ¢scuro por
trinla minutos, para posteriormente serem visualisadas.

Para visualizagdo dos nucleos corados com DAPIL. utilizou-se um
microscdpio de epifluorescéncia Olympus BX60 (MF), com filtro dc exitagéo

ultraviolcta (UG-1), espelho dicromatico de 400nm e filtro de barreira de mais
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de 435nm. As imagens foram adquiridas com cimera digital Nikon CoolPix 950
(1.600 x 1.200 pixcls no maximo de resolugio).

Para a obtengdo das amostras foram preparadas nove placas para os
isolados 401 e 1020, os quais foram colocados para crescer em um fotoperiodo
de 12 horas luz/12 horas escuro. Foram também preparadas seis placas para cada
um dos dois isolados, as quais foram mantidas o tempo todo no escuro € outras
seis, o tempo todo na Juz. Coletas das amostras foram realizadas em diferentes
intervalos de tempo apds o inicio da esporulagdo (10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40
dias). Para cada época, as avaliagdes foram rcalizadas em amostra contendo,
pelo menos, 1000 conidios. Foram registrados o mimero de niicleos por conidio
ndo envolvidos em anastomoses, 0 numcro de conidios em anastomoses entre 2,
3 ¢ 4 conidios, nimero de micleos por complexo de anastomose, nimero de
conidios com tubos em inicio da anastomose e scu nimero de micleos. Para cada
uma destas avaliagdes foram confeccionadas trés Jaminas e, de cada lamina,

foram avaliadas trés amostras.

4.2.4 Tamanho e distribuicéio dos nicleos

Foram utilizadas células previamente fixadas para a visualizagdo dos
nicleos e dos microtibulos. Para isto. as células foram inicialmente lavadas em
tampdo fosfato e fixadas em carnoy acético 4°C (3 metanol: 1 acido acético). O
camoy a 4°C foi trocado trés vezes, em intervalos de 15 minutos. Apoés a ultima
suspenséo, as células foram armazcenadas em minitubos a -20°C.

Na scqiiéncia, 100ul da suspensio de células (10° conidios/ml) foram
colocados na lamina ¢ csta deixada para sccar a 50°C por 30 minuos
aproximadamente. Em scguida as células foram permeabilizadas com 50ul de
Glucanex ™ (enzima litica da NovoDisk™) 73mg/ml em tampéo SCE pH3-4 a
37°C, por 3 horas. O excesso foi lavado em 1ampéo fosfato e, mais uma vez. fez-

se a permcabilizagdo com triton 2%, no mesmo tampdo, por 10 minutos. A
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permeabilizagdo com enzima ndo foi realizada em amostras com mais de 15
dias.

Para observagdo dos microtibulos, 50ul de FITC-conjugado a faloidin
(Sigma. 0,01pg/pl em tampido fosfato) foram gotejados sobre uma lamina e
deixados no escuro por 5 minutos. O exesso foi lavado com tampao fosfato. Para
visualizagio do nicleo, utilizaram-se 50pl de iodeto de propidio (Sigma,
0,02 pe/pl em tampao fosfato), no cscuro, por 5 minutos. O excesso foi lavado
com tampio fosfato. Finalmente, as laminas foram montadas em 20u] de mowiol
(‘antialvejante”, 6g  glicerol, 2.4¢ mowiol-4-88 Calbiocehm™, 6ml 4gua
bidestilada. Iml tris-HCI 0.2M pH8.5).

Para a anélise de rotina foi utilizado um microscopio LSM 510 da Zeiss
(LSCM) com um laser de Argon (458, 488nm) ¢ um laser HeNel (543nm).
Imagens  simultdneas de campo claro. fluorescéneia ou confocal foram
adquiridas quando necessario. Empregou-se uma objetiva de imersio a 6leo 63x
O11 DIC Plan-Apochromat (NA 1.4).

O microscépio foi calibrado da mesma forma para a obtengdo dos cortes
oncos. Foram medidos nucleos dentro de uma mesma lamina ¢m preparacoes
citologicas do mesmo dia, para comparagio dos tamanhos. A medida dos
nucleos bascou-se somente na arca. Eles foram analisados em um computador
Macintosh com programa NIH image 1.62 disponivel gratuitamente para uso
pubhco (desenvolvido pelo U.S. Naunional Institutes of Health ¢ disponivel na

mternet no enderego http://rsb.nfo.nih.gov/nih-image).

4.2.5 Digestao enzimatica das paredes

Para verificar a solidez das anastomoses. suspensoes de conidios com
anastomoses ¢ sem anastomoses. foram submetidas a digestao da parede celular
com o auxilio de enzimas at¢ a formagio dos csferoplastos. Para isto. foi

& = ™
uthzada a mistura de 20mg/ml de glucanase (Interspex'™) e 20mg/ml de
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driselase (Interspex™) em tampdo ST1 (IM sorbitol, 20mM citrato de sédio,
pH3,8). Esta solugdo foi centrifugada para remover as particulas nio diluidas e
esterilizada por meio de filtro de furos com 0,22pm de didmetro. O processo foi
monitorado no microscopio otico, a temperatura de 27°C até a formagio dos
esferoplastos, selecionando-se campos no microscopio que permaneceram sem

movimento na ldmina concavada. Foram preparadas cinco repetigdes.

4.2.6 Microculturas

Laminas para microcultivos de células foram inoculadas com um fino
filme de agua e conidios em alta densidade, para verificar a0 microscépio o
encontro entre eles. Foram utilizadas concentragbes entre 2000 e 3000

conidios/ml e monitoradas no microscopio de contraste de fase e confocal,

4.2.7 Encontros entre diferentes isolados

Para checar a possibilidade de compatibilidade vegetativa os isolados
401, 1020 e H2 foram transfcridos, dois a dois, nas extrecmidades das placas
com M3S ¢ avaliada a area de encontro entre ambos, apds o crescimento.

Outra forma utilizada para propiciar encontro entre isolados (dois a
dois) foi por meio da mistura de suspensdes de conidios, nas mesmas
concentragdes, em um mesmo minitubo (Brvson, 1990). As suspensdes de
conidios foram entio inoculadas em agua por 24 horas, apos lavagem da
mucilagem. Estas suspensdes foram posteriormente inoculadas nas placas
contendo M3S.

Também foram rcalizadas microculturas em laminas para microscopia
apropriadas para o microcultivo com dois isolados diferentes, um de C. gossypii
e o outro de C. lindemuthianum (H2) (selecionados por terem esporos de facil
reconhecimento). As cavidades foram preenchidas com M3S sélido e, apos a

moculagdo dos conidios. elas foram cobertas com laminula de vidro e vedadas
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com esmalte para evitar dessecaglio do meio. Cada suspensio de conidios foi
obtida apds sucessivas diluigdes até alcancar a concentragido de

aproximadamente 1000 conidios/Spl.

4.2.8 Ensaio com a mucilagem

Foram utilizados os isolados 401 ¢ 1020, com secte dias, para obtengdo
dos esporos € com 15 a 20 dias, para obtengdo da mucilagem,

A mucilagem foi obtida fazendo-se uma suspensio de 3 x 10° conidios
em 100ul de agua, a qual foi centrifugada e a supensio intermediaria de cor
marrom (aproximadamente 20pl, entre os conidios ¢ a agua) foi coletada. Esta
suspensdo foi colocada cuidadosamente sobre placas de petri de Sem de
didmetro contendo agar-agua 2%. Sobre a mucilagem foram colocados 20 ul de
suspensdo de conidios com sete dias, numa concentragio de 500 conidios/ml. A
suspensao de conidios tinha sido previamente inoculada em agua por 24 horas.
Cobriu-se uma arca da placa com laminula de vidro para microscopia € espcrou-
se o crescimento da cultura. A placa foi aberta para observa¢o diretamente no
microscopio em periodos de tempos diferentes (cada doze horas durante seis
dias).

4.2.9 Anilises genéticas

Suspensdes de conidios preparadas com os isolados 401, 1020 e H2,
misturados duas a duas foram inoculadas cm placas. As concentragocs.,
inocula¢des € procedimentos foram explicadas no item 5.2.7 (segundo
paragrafo). Foram cntdo preparadas amostras de suspensoes cclulares, partindo
de corpos de frutificagio ou esporodéquios com 15 dias.

Das amostras de suspensdes cclulares foram coletados conidios em
anastomose, com o auxilio de um micromanipulador hidrailico acoplado ao

microscopio de luz. Estes conidios em anasiomosec foram inoculados
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isoladamente (mantendo o complexo de anastomoscs) para formar novas
culturas em meio M3S liquido (TU, 1985) e deixadas para crescer. As culturas
foram mantidas no escuro, cm temperatura ambiente, até formar um fino filme
de micélio (trés dias, aproximadamente). Desta cultura, foram coletadas as
quantidades de micélio necessarias para se obter o molde de DNA para PCR.

O molde foi obtido apos suspensdo de pontas de micélio cm Sul de agua
millipore e incubagio durantc um minuto, como descrito no Capitulo 3.

Foram utilizados diferentes iniciadores (primers) de DNA (Tabela 2),
desenhados com base em scgiiéncias de DNA previamente conhecidas e
disponiveis na literatura. A mistura ¢ condi¢des de reagao foram rcalizadas como

descritas no capitulo 3.

TABELA 2 Segiiéncia de bascs nitrogenadas (DNA) dos primers desenhados e

utilizados em PCR com as respectivas referéncias.

Primers -3 Referéncias
hphrl  GCA GCC GGT CGC GGA GGC CAT GG Puni e1 al., 1987
hphr6 CGC CCG GAG CCGCGGCGATCCTGC  Pumet al, 1987
clpgl  CAAGGG CACCACCACCITTGGCTAC  Centiser al, 1997
clpg?  GCT CGA CGT TG4 CAC TGG GAC GGT Centis er al., 1997
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Caracteristicas do complexo de anastomoses entre conidios

O ensaio enzimatico mostrou resisténcia das anastomoses entre conidios,
mesmo apds a desintegragdo da parede. O acompanhamento foi efetuado em
cinco campos ¢ foram consideradas somente anastomoses entre dois conidios e
com tubos de, no miximo, 4 pm de comprimento, o que facilitou a visvalizagio
ao microscopio.

Com a intengdo de se conhecer a segiiéncia em que cram formadas as
cadeias de anastomoses, foram quantificadas as anastomoses com dois, trés e
quatro conidios. Os resultados apresentados nas Tabelas 3, 4 e 5 indicam que o
processo inicia-se entre dois conidios e, ao passar do tempo cadeias sdo
formadas. Néo foram realizadas avaliagdes com mais de quatro conidios, porque
o problema de profundidade de campo nio podia ser contornado.

O padréo de eventos: inicio com dois conidios ¢ posterior formagio de
cadcias, parece ser igual. mesmo em condigdes de fotoperiodos diferentes
(Tabela 4 € 5). No emtanto, nota-se que, em fotoperiodos diferentes aos de 12
horas luz/12 horas escuro, as freqiiéncias de anastomoses parecem diminuir.
Também foram obscrvadas freqiiéncias diferentes cntre os dois isolados.

Quando o complcxo de anastomoses foi formado entre menos de quatro
conidios, dois tubos de anastomose por conidio foram cncontrados. A medida
que o numero de conidios aumenta, também podcm scr encontrados trés
tubos/conidios fazendo parie do complexo.

Anastomoscs cntre conidios também foram cncontradas cm C. gossypii
(isolado de algodociro) ¢ C. gloeosporioides (isolado de cafceiro), em condigdes
similares as de C. /indemuthianum: placas de pctri com mais de quinze dias de
esporulagdo, meio M3S, 20°C e fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas no escuro.

No entanto, ndo foram quantificadas (Figura 1).

104



TABELA 3 Porcentagem do nimero de conidios envolvidos em anastomoses

(entre dois, trés e quatro conidios) em dois isolados de C.
lindemuthianum. Amostras de 1000 célulaé. 12 horas sob luz/12

horas no escuro.
Isolados 401 1020
Dias 10 15 25 30 40 10 15 25 30 40
2 conidios - - 2,2 74 6,0 - - 06 20 92
3 conidios - - 1,2 4,8 54 - - - 06 4,2
4 conidios - - - 0,8 4.8 - - - >0,1 5,6
Livres 100 100 966 870 838|100 100 994 97,3 81

TABELA 4 Porcentagem do nimero de conidios envolvidos em anastomoses

em dois isolados de C. lindemuthianum. Amostras de 1000 células.

12 horas no escuro.

Isolados 401 1020
Dias 10 15 25 30 10 15 25 30
2 conidios - - 35 2,0 - - 0,2 6,1
3 conidios - - 0,5 1,0 - - - -
4 conidios - - 0,6 1,3 - - - -
Livres 100 100 954 957 | 100 100 998 939

TABELA 5 Porcentagem do niimero de conidios envolvidos em anastomoses

em dois isolados de C. lindemuthianum. Amostras de 1000 células.

12 horas sob luz.

Isolados 401 1020
Dias 10 15 25 30 10 15 25 30
2 conidios - - - 36 - - 0,3 0,6
3 conidios - - 04 1,0 - - - -
4 conidios - - - - - - - -
Livres 100 100 99,6 954 | 100 100 99,7 994
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(b)
FIGURA 1 (a) Anastomoses entre conidios em C. gossypii e (b) C

gloesporioides. Barra: 5 um.

4.3.2 Cinética da formacgio das anastomoses

Na microcultura, verificou-se que, apos cinco dias da germinagao de um
conidio, formam-se o mic¢lio e os miolos de hifas. Alguns dos miolos de hifas
formam primordios de acérvulos ou corpos de frutificagdo ou esporodoquios.
Estes novelos podem ser originados de um ou mais conidios (Figura 2). Entre
sete a dez dias, nenhum conidio em anastomose foi encontrado (Figura 3a).
Neste periodo observam-se, porém, condioforos gerando conidios na ponta (tipo
blastico). Os conidios se mantiveram proximos nos corpos de frutificacio,
unidos pela mucilagem (Figura 3b) .

No ensaio com mucilagem, a esporulagdo iniciou-se trés dias apds a
inoculagdo. Ndo sendo formadas hifas longas, foi possivel verificar que os
conidiéforos originavam-se de uma célula (Figura 4) ou duas células, as quais
formavam novelos em que os conidiéforos se encontravam (Figura 5). Apoés
sete dias, ndo houve mais crescimento ¢ nem desenvolvimento. E importante
lembrar que este ensaio foi realizado em dgar-dgua sem nutrientes, para dar
condigoes extremas a cultura.

Nas microculturas com misturas de conidios de diferentes isolados foi

observada a produgdo de acérvulos, corpos de frutificagdo ou esporodoquios,
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similar & descrita anteriormente. Consideramos como tnica diferenca entre
esporodoquios e acérvulo, que este ultimo deve apresentar a epidermis da
planta. Também observou-se que os esporoquios estavam tdo proximos que 0s
conidios produzidos em um podiam entrar em contato com os conidios
produzidos por outro (Figura 6). Para verificar que ndo houve falta de
crescimento (nos encontros propiciados apo6s inoculagido nas extremidades das
placas), por falta de nutrientes, foi adicionado novo meio na drea de encontro
entre isolados ou esta area foi transferida para uma placa com meio novo e a
reacdo de incompatibilidade vegetativa entre os isolados se manteve (Figura 7).
Dois tipos distintos de anastomoses foram identificados. Aquelas
encontradas no centro dos esporodoquios esmagados, normalmente com tubos
mais curtos (<5um) e aquelas que se encontravam ao redor dos corpos de

frutificagdo, formando longas cadeias (Figura 8), as vezes com tubos longos de

até 20um.

FIGURA 2 Novelo de hifas formado de mais de um conidio (alguns dos
conidios estdo em anastomose). Seqiiéncia de fotos realizadas a cada

trés horas.
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FIGURA 3 (a) Corpo de frutificagio ou esporoddquio, barra: 40 pum; (b)
processo de conidiogénese, seta branca mostra conidioforos.

barra: 10 um. Setas pretas mostram seta do fungo

FIGURA 4 Formagdo e esporulagio no ensaio de mucilagem. Diferentes
estagios da conidiogénese iniciados de uma unica célula. Barra:

Sum.

FIGURA 5 Formacdo e esporulagio no ensiao de mucilagem. Diferentes
estagios da conidiogénese, originados de mais de uma célula.

Barra: 15um.
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FIGURA 6 Esporodéquios proximos nas microculturas com mistura de isolados
de C. gossypii e de C. lindemuthianum (H2). (a) Trés

esporodoquios. Barra: 30um; (b) varios acérvulos. Barra: 30um.

(b)

FIGURA 7 Incompatibilidade vegetativa entre isolados de C. lindemuthianum.

(a) Apos 25 dias. (b) Apds 30 dias com suplementagdo de meio de

cultura. Placas de 9cm de diametro.
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FIGURA 8 (a) Corpo de frutificagdo e (b) detalhe ao redor com conidios em
cadeias de anastomoses; (¢) mesmo corpo apos coloragio com
DAPI; (d) detalhe de nucleos (pela profundidade de campo nido

aparecem alguns ntcleos). Barra: 10pm.
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FIGURA 9 Inicio de formagio de tubos germinativos (seta branca) e tubos de
anastomoses (seta preta) em laminas de microcultivo com dgua.
Isolado 1020.

Foi impossivel acompanhar o processo de formagio das anastomoses in

vivo, porque o emaranhado formado nos corpos de frutifiagdo impedia a

obtenc@o de imagens. Na limina de microcultivo com dgua foi possivel ver o
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inicio do processo, verificar as diferencas entre tubos germinativos (>3,8 um) e
tubos de anastomoses (<3,8 um), porém como muitos confdos apresentaram
tubos germinativos ou de anastomose ao mesmo tempo e a densidade de
confdios foi alta, nfo foi possivel ver o momento da fuséio. Os isolados
diferenciaram-se neste processo. No isolado H2 n#Zo foi observado o inicio
embora foram encontradas anastomoses ji formadas. No isolado 1020, apés 6
horas, j4 havia emissdo do tubo germinativo e do tubo de anastomose (Figura 9),

enquanto o isolado 401 levou 12 horas para atingir o mesmo desenvolvimento.

4.3.3 Caracteristicas dos niicleos

A observacdo dos miicleos foi dificultada nos confdios frescos (menos de
dez dias), o que foi resolvidlo com o emprego de impermeabilizagdes no
processo de coloragdo. Porém, niio foi necessdrio o mesmo procedimento para os
conidios mais velhos porque as células rompiam-se.

Os conidios recém-formados (dez dias ou menos), em sua maioria, eram
uninucleados (Tabela 6). A medida que o tempo passava, surgiam confdios sem
niicleos e binucleados (Tabela 6). Esta reducdio na freqiiéncia de conidios
uninucleados, aumento de binucleados e conidios sem niicleos foi observada,
para os dois isolados, através do tempo. O isolado 1020 alterou mais
rapidamente os valores inicialmente apresentados nos conidios frescos, nas
diferentes condigdes utilizadas (Tabelas 6, 7 e 8).

Foram também observados micleos em divisdo, evidenciando
cromossomos (Figura 10a), fragmentagio nuclear ¢ microniicleos (Figura 10b),
sempre em confdios uninucleados.

Conidios em inicio de formagdo do tubo de anastomose foram
observados em baixa fregii€ncia, como apresentado na Tabela 9.

A partir dos dados de érea dos niicleos tentou-se, de forma comparativa,

sugerir os provdveis niveis de ploidia ou conteidos de DNA. O mesmo
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procedimento foi utilizado, no mesmo material ¢ na mesma calibracio do
microscopio (Tabela 10, Figura 11). Foi realizado um agrupamento (oito classes)
com a fungdo ‘one-way frequency’ do program MSTATC 1.41, numa amostra
de 44 células (dez ldminas), e sugerido um reagrupamento para quatro classes,
correspondendo as seguintes etapas do ciclo celular: nG1 (hapléide na fase G1
da intérfase); 2nG1 (dipléide na fase G1 da intérfase); nG2 (hapléide na fase G2
da intérfase) e 2nG2 (dipléide na fase G2 da intérfase).

Alguns exemplos permitem comparar o tamanho dos nicleos em células
em que os nicleos seriam ‘irmaos’ (originados por mitose) (Figura 11). assim

como daqueles conidios em anastomoses (Figura 12).

TABELA 6 Porcentagem de conidios com diferentes nimeros de niicleos em
uma amostra total de 500 conidios. Isolados 401 e 1020 em
condigbes de 12 horas luz/12 horas escuro. Média de trés

repetigoes.

Isolados 401 1020

Numero de dias 10 15 28 30 10 15 25 30

Conidio - 1 niicleo 99,3 947 939 865 | 988 1723 171.0 505
Conidio - 0 nacleo 0.7 53 28 197 01 51 230 481
Conidio - 2 nicleos - - 3.3 1,53 1.1 226 6.0 14

TABELA 7 Porcemagem de conidios com diferentes nimeros de miclcos em
uma amostra total de 300 conidios. Isolados 401 e 1020 em

condigées de 12 horas no escuro. Média de trés repetigoes.

Isolados 401 1020

Nimero de dias 10 15 2% 30 10 15 25 30

Conidio - 1 nicleo 998 942 818 937 | 996 949 828 83.6
Conidio - 0 niicleo 020 201 180 45 | 04 09 1.1 79
Conidio - 2 micleos - 3.7 l6 19 - 42 161 86
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TABELA 8 Porcentagem de conidios com diferentes nimeros de micleos em
uma amostra total de 500 conidios. Isolados 401 ¢ 1020 em
condigdes de 12 horas luz. Média de trés repeticoes.

Isolados 401 1020

Niimero de dias 10 15 25 30 10 15 25 30

Conidio - 1 niicleo 99,7 979 948 972 100 970 850 815
Conidio — 0 nicleo 0,3 0,2 5,0 1,7 - 1,0 95 14,1
Conidio — 2 nicleos - 2,0 0,3 1,1 - 20 53 4,5

Conidio — 3 nicleos - - - - - - 0,2 -

TABELA 9 Numero de micleos € porcentagem de conidios com tubo de

anastomose, em inicio de formag¢do, de dois isolados de C.

lindemuthianum.
Isolados 401 1020
Tempo (dias) 25 30 40 25 30 40
Com 1 nicleo 1.0 2,9 0,] 1.8 2,0
Com 2 nicleos - 0.6 0,7 0.6 24
Total 1,0 35 0,7 24 4,4

TABELA 10 Distribuigio da freqgiiéncia absoluta da area (um?®) de nucleos de

conidios uninucleados do isolado 401 com 20 dias de inoculagio.

As imagens foram obtidas de segdes oticas no microscépio

confocal.

P 2 - e 0 E—
Inicio (pm°) (:‘::;) Fregiiéncia Média(um?) Descrigcio sugerida
0.15 1.68 § 1,01 Microniicleos
1.69 3.21 15 2.41 nGl = 1C
3.22 4,75 14 3,97 2nGl nG2 = 2C

4,76 6.28 9 5.62 2nG2 = 4C

Média=3.48um’, desvio padrao= 0.02. Conteido de DNA= 1C: 1 genoﬁ_ﬁ; 2C:2

gcnomas: 4C: 4 genomas.



FIGURA 10 (a) Cromossomos; (b) fragmentagdo do nicleo e micronticleos em

conidio uninucleado. Isolado 401, 20 dias.

FIGURA 11 Secao otica de uma hifa corada com iodeto de propidio para os
nucleos (vermelho) e faloiden para os microtibulos (verde).
Valores das areas dos nucleos, dados em pm’, indicadas pelos

diferentes nimeros em branco. Isolado 401.



FIGURA 12 Sobreposigdo de segdes oticas. Area dos nucleos em branco e em
2 . . .

um-. Isolado 401, vinte dias. (a-¢) Anastomoses (seta) entre dois

conidios; fragmento na anastomose, (d) anastomoses entre trés

conidios; (e) cadeias de conidios em anastomoses.
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Nio foi possivel conseguir repeticbes suficientes para medicéo dos
ntcleos nos conidios em anastomoses, como efetuado para os conidios
individuais (dados vindos da mesma lamina). Dessa forma, foi dificil estabelecer
uma metodologia experimental ou construir uma disuibdigio de freqiiéncia para
os nucleos dos conidios em anastomoses, baseado na mesma metodologia
utilizada para os conidios individuais. No entanto, as seqﬁes consecutivas dos
cortes dticos realizados no confocal confirmam que as dllferenc;as observadas em
tamanhos de niicleos e fragmentos ndo foram devndas a sobreposi¢do de
imagens. Pode-se ainda observar que, nas diferentes segdes éticas, diferencas no
tamanho dos nicleos existem (Figura 13), independente da sobreposi¢do
apresentada na Figura 12. Estas observac¢des repetiram-se com o uso de DAPI,

sem o uso de fixadores (ndo foram realizadas medigdes).

4.3.4 Posiciio e niimero de nicleos nos conidios em anaistomoses

A coloragdo in vivo, principalmente, confirmou que o numero de
nicleos nem sempre correspondia a0 mesmo nimero de conidios envolvidos
nas anastomoses (Tabela 11). Foram encontradas, por exemplo, anastomoses
entre dois conidios, com um, dois e trés micleos :%(Figura 14). Mesmo
considerando o grande nimero de imagens adquiridgs com os diferentes
fluorocromos utilizados (Figura 15), foi dificil sugeﬁr uma seqiiéncia de
eventos. Isto foi dificultado também pela ocorréncia de mais de dois tubos por
conidios em anastomoses, quando complexos de longas ;cadeias entre conidios

foram encontrados (Figura 16).
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FIGURA 13 Segdes oOticas consecutivas obtidas no confocal. Isolado 401. (a)

Secoes oticas da imagem 12b (1pum de espesura) corte; (b) segdes

oticas da imagem 12d, (0,5 um de espesura). Barra: 5 um.




TABELA 11 Porcentagem de anastomoses com diferentes nimeros de conidios e

diferentes niimeros de nucleos. Isolados 401 e 1020. Média de trés

repetigoes. Fotoperiodo 12 horas luz/12 horas no escuro.

Isolados 401 1020

Dias 25 30 40 25 30 40
2 conidios/0 nucleo - - 13,3 - 40,0 21,7
2 conidios/1 nucleo 27,2 16,2 20,0 66,7 10,0 30,4
2 conidios/2 nucleos 72,7 83.8 66,7 - 30,0 435
2 conidios/3 nucleos - - - 33,3 20,0 4.4
3 conidios/0 nucleo - - 22.2 - - 71,4
3 conidios/2 nicleos - 37,5 - - - 14,3
3 conidios/3 nucleos 100 56,3 61,1 - 3,0 14,3
3 conidios/4 nucleos - 0,3 16,7 - - -
3 conidios/5 nucleos - - - - 97,0 -
4 conidios/ 0 nicleo - - 25,0 - - 50,0
4 conidios/ 3 nucleos - - 16,7 - 100 -
4 conidios/ 4 nicleos - - 58,3 - - 50,0

FIGURA 14 Anastomoses entre dois conidios com (a) 1 nucleo, barra: ; (b) 2

nucleos e (¢) 3 nicleos, barra: 3 um.
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FIGURA 15 Representagdo esquematica do nimero e posicdo dos nicleos

encontrados nas anastomoses entre conidios.

FIGURA 16 Detalhe da Figura 12e. Complexo de anastomoses formado por
cadeias de conidios unidos por dois e trés tubos de anastomoses.

Setas indicam a posi¢do dos tubos (3) num tnico conidio (¥*).
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4.3.5 Genética e desenvolvimento a partir das anastomoses entre conidios

Realizou-se micromanipulacio de algumas anastomoses, mantendo-se
somente aquelas que cresceram em meio com higomicina. Os conidios
originados das novas coldnias apresentaram-se uninucleados com DAPL E
importante ressaltar que somente foi possivel micromanipular anastomoses de
tubos curtos. Aquelas de tubos longos (>10um) quebraram-se (Figura 17). Duas
em dez micromanipulagdes ndo formaram colénias em meio M38S liquido. Das
oito restantes, s6 uma foi resistente 3 higromicina, a qual foi avaliada com PCR,
tirando-se amostras da primeria placa formada pela coldnia.

A anastomose original que cresceu e formou esta coldnia foi derivada de
um complexo de anastomoses formado por quatro conidios. Os corpos de
frutificagdo de onde foram retiradas estas anastomoses originaram-se do
encontro entre os isolados H2 e 401 (itém 4.2.7, segundo paragrafo). A formagdo
de anastomoses foi variavel nos diferentes encontros. Em alguns ocorria
formagio de esporoddquios ou corpos de frutificagdo e em outros ndo, mesmo
dentro das repeticdes.

Os resultados de PCR para esta tinica colonia foram obtidos no mesmo
dia, utilizando a mesma mistura de reacdo e micélios da mesma placa, coletados
na mesma area de crescimento para cada amostra. Os resultados mostraram
produtos correspondentes aos dois isolados doadores de nicleos (H2 e 401) nas

condigdes desta reagio e o da nova coldnia formada (Figura 18).
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(a) ST ;)
FIGURA 17 (a) Micromanipulagdo de anastomose de tubo longo; (b) tubo de

anastomose rompido ap6s o movimento.

50pb 2.0kb
Marcadr & | LILIL
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‘Parentais’ { . ' l
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Pan 7.1 (control) '

Primer hphr 1-6

‘Parentais’
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anastomoses

Marcador

50pb 2.0kb

FIGURA 18 PCR da colonia proveniente da anastomose entre quatro conidios e

dos ‘parentais’.



4.4 DISCUSSAO

4.4.1 Reprodugio assexval em Colletotrichum lindemuthianum

O processo de conidiogénese observado neste trabalho assemelha-se
aquele tipicamente descrito para o género Colletotrichum (Sutton, 1966;
Maiello, 1988; Alexopoulos, Mims & Blackwell, 1996). Ele implica em
crescimento do conidiéforo até seu ponto maximo e conseqgiiente liberagio dos
conidios. Acérvulos formados de um primérdio circular foram previamente
descritos (Maiello, 1988), os quais podem também scr originados de células
individuais de hifas.

Considcrando-se previamente a ocorréncia da dorméncia em conidios,
procurou-se estudar o cfeito da camada mucilaginosa na germinagdo conidial.
Verificon-se que a mucilagem envolvendo os conidios retardou
substancialmente a germinagdo dos mesmos. No caso das placas cultivadas na
presenca dessa substincia, a germinagao so iniciou-se trés dias apds inoculagio,
ao passo que, na auséncia de mucilagem, a germinagio iniciou-se cerca de trés
horas a partir da transferéncia. A auséncia de nutrientes no meio pode ter
induzido & rapida esporulagao, o que permitiu observar claramente, na auséncia
de muitos novelos de hifas, a formagao do acérvulo, esporodéqui ou corpo de
frutificagdo. Isso mostra que acérvulos ou grupos de conidiéforos podem ser

originados de uma ou mais células (Figura 19).
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FIGURA 19 Desenho ilustrativo de acérvulos e esporodéquios observados
durante a microcultura cxperimental € no substrato natural

(capitulo 1).

4.4.2 Origem e natureza das anastomoses entre conidios
Os resultados encontrados permitiram explorar quatro hipéteses para

cxplicar a naturcza das anastomoses, as quais sio descritas a seguir.

4.4.2.1 Falhas no processo de conidiogénese

A ocorréncia de falhas no processo de conidiogénese poderia resultar na
formagéo de conidios unidos por um tubo, como clonga¢io de um conidiéforo,
por exemplo. Esta hipétese ndo procede pois, o processo de conidiogénese foi
cstudado empregando-se diversas metodologias, diferentes tipos de microscopia,
varios isolados e diferentes condigdes ambientais. Em nenhum dos casos diferiu
daqucle descrito para a espécie. Além disso. o tubo de anastomose seria alguma
coneccio remanescente € esta, entdo, seria facilmente degradada por enzimas da

parede cclular, o que ndo ocorreu.

4.4.2.2 Formacio de conidios secundarios via microciclo
Neste caso, poderiam ser formados conidios secundarios, partindo de
conidios primarios ou algum tipo de microciclo de esporulagio. A presenga de

cicatrizes revcladas por meio de MEV, em ambos os conidios, apresentando
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anastomose, indica ocorréncia de conidiogénese prévia (Capitulo 2). Também a
presenga de mais de dois tubos (trés, Figura 20) por conidio, quando estio em
cadeia, indica que, caso estcja ocorrendo alguma emissio de um conidio
secundério, esta sé poderia se dar com a contribuigio de dois conidios (Figura
20). Dessa forma, ndo poderia ser simplemente um processo de reproducio
assexual, como os brotamentos observados em algumas cspécies de fungos
(Capitulo 1, Snetseclar & Mims, 1992). A 1ltima evidéncia para descartar esta
hipétese € que nunca foram encontrados conidios de tamanhos intermediarios ou

pequenos que sugerissem formagio e crescimento de novos conidios.

4.4.2.3 Fusio de tubos germinativos

Em alguns casos, pode ocorrer germinagéio dos conidios ¢ fusdo entre
tubos germinativos. Esta hipotese também foi descaniada, uma vez que as
metodologias empregadas pemitiram discernir entre tubo germinativo e tubo de
anastomose (Figura 9 ¢ capitulo 2). Tubos germinativos, em geral, apresentam
entre 4 ¢ 6um de didmetro e evoluem para a formagio de hifas, ao passo que os
tubos de anastomoses sdo de menor didmetro (2 a 4pm) e niio originam hifas.
Vale a pena ressaltar que as condi¢dces nas quais os conidios foram depositados
para avaliagio (fina pelicula de &4gua) assemelham-se mais as condigdes
encontradas pelo patégeno na naturcza do que as condi¢des dentro do acérvulo
(Bailey er al, 1992; Tu, 1992). Evidencia-se¢ assim mais uma vez que
anastomoses podem também ser formadas fora do acérvulo. Observa-se também

quc a presenca de mucilagem nio inibiu a formagéo desses tubos.
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FIGURA 20 Desenho esquematico da foto da Figura 16. Anastomoses entre

conidios formando cadeias.

4.4.2.4 Formagio d= conecgdes citoplasméticas

Apoés anilise e rejeigio das demais hipoteses, a explicacio mais
plausivel ¢ a formac¢do de estruturas para permitir a conecgdo entre citoplasmas
de conidios. Os dados apresentados neste ¢ nos capitulos anteriores permitem
sugerir a ocorréncia de uma seqiiéncia de eventos (Figura 21). Embora csta
seqgii€éncia de eventos tenha sido observada em condigdes de laboratério, ¢é de se
esperar que cla ocorra da mesma forma na natureza, uma vez que resultados
similares foram observados quando amostras foram colectadas diretamente do
campo (Capitulo 1 ¢ 2). Condigdes ambicntais adversas, como falta de
nutrientes, podem estar também relacionadas ao processo, ja que estas condigdes
forcam a formagido de heterocarios ¢m varias espécies de fungos como:
Aspergillus, Fusarium. Ustilago violacea, U. mavdis. Verticillium albo-atrum e
Trichoderma (Pontecorvo, 1956; Molnar, Sulvok & Hornok, 1990; Day & Jones,
1968, Sneetselar & Mims, 1992; Hastie, 1967: Stasz & Harman. 1990), ¢ ha
hipéteses onde se relaciona a falta de nutrientes com a formagdo de organismos

hapléides (Lewis, 1985).
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4.4.3 Dindmica do nucleo nos conidios
4.4.3.1 Conidios livres

Embora em C. lindemuthianum tenham sido anteriormente descritos
conidios uninucleados (Alexopoulos er al., 1996, Roca, 1997), ndo ha surpressa
na ocorréncia de conidios bi e/ou polinuclcados uma vez que cste evento ja foi
relatado para outras espécies do género Colletotrichum (TeBeest et al., 1989,
Mendes-Costa ez al., 1998; Takano er al., 2001). Entretanto, vale salientar que
nos trabalhos onde conidios binucleados foram encontrados, os conidios ndo
eram frescos (TeBeest er al., 1989; Mendes-Costa er al., 1998) ou entio agentes
toxicos foram utilizados (Takano er al., 2001). Do mesmo modo, sabe-s¢ que em
C. lindemuthianum a viabilidadc dos conidios decresce significativamente a
partir dos dez dias de idade (obscrvagdes pessoais € comunicagido pessoal, Jane
Williams, Universidade de Bath-UK), o que pode estar associado a formagio de
conidios anucleados. Esta obscrvagio da respaldo aos dados aprcscntados nas
Tabcelas 6 € 7, ou seja, a freqiiéneia de conidios binuclcados ou polinuclcados
elevou-se simultancamente a8 medida que a freqiiéncia de conidios anucleados
aumentava. O aumento do nimcro de nucleos estaria relacionado a divisio
nuclecar e/ou doagdes reccbidas ¢ os anucleados foram consegiiéneia de
degeneragao nuclear e/ou doagdes realizadas. Veja ainda que, mesmo alterando-
sc as condigdes de fotoperiodo, a seqiiéncia de eventos permancce a mesma,
porém, com ligeiras difercngas na velocidade, o que foi venficado cm outros
fungos (Aronson ef al., 1994).

Comparagdes do volume dc DNA nuclear foram realizadas utilizando-se
suspensoes de células € ndo cones histologicos, como sugerido na literatura
(Chicco er al., 2001). Difercngas substanciais foram obscrvadas entre diferentes
nicleos, em conidios uninuclcados ¢ nas anastomoses. Essa variagio no

contcido de DNA pode tanto scr devida a duplicagio no inicio da mitose ou,
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cntdo, a diferentes niveis de ploidia (Tabela 10), originados de diversas formas
possiveis, como fusdo de nicleos e/ou rearranjo de genoma. Com o objetivo de
se obter uma comparagio mais proxima da realidade, foram considerados apenas
nicleos interfasicos, sendo as comparagdes feitas dentro de Jdminas preparadas ¢
avaliadas no mesmo dia. Igualmente, néio foram realizadas medigdes das 4reas
dos miclecos em conidios com menos de dez dias (frescos). Parecem existir
diferencas na espessura da parede celular dos conidios frescos, uma vez que a
penetragdo do corante foi desigual.

Na Tabela 10 verificam-se os dados relativos da area. A média geral
(3,5 um?) comresponde praticamente 4 4rea nuclear observada durante a fase G2
da intérfase. Sabe-se que conidios cm dorméncia encontram-se em G1 em varios
fungos (Bos, 1985). Neste caso, a possibilidade dos conidios encontrarem-se em

dorméncia é minima, uma vez que as amostras estavam com vinte dias de idade.

Tubo de
anastomose

Conidiogénese

x00)

rs

Anastomose
enire conidios

30-40 dias

FIGURA 21 Modelo proposio para explicar o ciclo assexual de C.
lindemuthianum ¢ momento da formacao das anastomoscs entre

conidios.
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Algumas imagens sugerem fragmentagdo do nicleo e produgdo de
microniicleos (Figura 12b), ecmbora os micronticleos possam ser originados por
diferentes fatores, como cromossomos atrasados dura:nte as mitoses nos
condiéforos, quebra ou perda de alguns cromossomos }‘durante as fases de
metafase/anifase mitética dos conidios (razio pela qual apresentam um unico
micleo antes do final da mitose com aspecto diferente ao interfdsico). Relatos da
formagio de microniicleos existem, tanto para espécies animais como vegetais, €
estio relacionados, principalmente, a perda de material cromossomico
(Matsumoto & Célus, 2000, Baptista-Giacomelli ef al., 2000a, b). Estes também
poderiam estar relacionados ao uso de agentes quimicos no processo de fixagao,
por cxemplo, Porém, imagens semelhantes foram encontradas com diferentes
metodologias de coloragido em trabathos anteriores (Roca, 1997) e inclusive sem
fixagio (com DAPI). Provavelmente, mitose catastrofica nio foi o fator
responsavel pela geragdo de micromicleos, podendo, porém, em alguns casos, ter
causado a formagdo de conidios anucleados, conforme sugerido pelas imagens
observadas, corroborrando com o que tem sido observado em outras espécies
(Kulilk & Dery, 1995). O formato arredondado dos micronticleos no citoplasma
sugcre a existéncia de alguma membrana com fungio de proteger o DNA contra

a agdo de endonucleases citoplasmaticas.

4.4.3.2 Conidios em anastomoses

Dc acordo com os dados apresentados nas Tabclas 4 a 6 e Figuras 13 ¢
14, pode-se sugerir uma scgiiéncia de evemos durante o processo de
esporulagdo, mesmo que o movimento do nicleo “in vive' ndo tenha sido
acompanhado. As difcrentes posigdes € numeros de micleos nos levam a inferir a
ocorréncia de migragio ¢ ou divisdo nuclcar. cspecialmente nos casos em que
foram encontrados dois ou mais conidios conectados por anastomoses ¢ um

unico nicleo presente. O’Sullivan er al. (1998) mostraram ocorréncia de
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rearranjo de genoma em conidios de C. lindemuthianum, o qual poderia ter sido
resultado da divisdo ocorrida no conidiéforo (mitose) c/ou algum tipo de
rearranjo ocorrido tardiamente, via anastomoses entre conidios.

A seqiiéncia de eventos foi similar nos dois isolados e nas diferentes
condi¢des. Para as diferentes situagbes, a forma¢fio de anastomoses ocorre
justamente a partir do momento em que conidios anucleados, bi c¢/ou
polinucleados passam a ser observados. Embora tenham sido verificados todos
esses eventos de forma clara e aparentemente associados, nio é possivel afirmar
com clarcza se a mitose s6 é responsavel pelo aumento do niimero de naclcos ou
se a formagdo de anastomoses entre conidios é responsavel por induzir divisdo
nuclear ¢ resultar em células com diferentes nimeros de nicleos. No caso de
auséncia de nicleos, sugere-se migragdo, porém conidios anucleados também
foram vistos em cadeia de anastomoses. Esse fato ndo permite inferir quantos
‘fragmentos’ teniam migrado, nem tampouco quem OCOrreu primeiro, se a

anastomose ou a divisdo nuclear.

4.4.4 Troca de material genético e anastomoses entre conidios

A descoberta de uma nova forma de anastomose citoplasmatica entre
conidios confere respaldo as hipdtescs da geragao de variabilidade genética via
meios assexuvais em C. lindemuthianum. como sugerido por Brvgoo et al.
(1998). A troca de matcrial genético parece cstar relacionada a dinamica das
anastomoscs, considerando as cadcias quc sdo formadas. Varias hipétcses
surgem. Porém. observando-se todos os evemos encontrados e representados na
Figura 135, ndo se pode sugerir nenhum modelo, embora parega clara a migragio
de nucleos por meio das anastomoses (Figura 14 b), o que esta de acordo com as
imagens sugestivas de migra¢do de nucleo apresentadas por Roca (1997).

Em C. gloeosporioides, Masel er al. (1996) sugeriram que ocasional

transferéncia de alguns cromossomos entre isolados mitosporicos ocorre de



forma hereditaria (He er al., 1998). Estes autorcs observaram unicamente a
presenca de conidios uninucleados, descartando, portanto, a possibilidade de
heterocarios. Da mesma forma que anastomoses foram jencontradas entre C.
gloeosporioides (isolado de café) e C. gossypii, também poderia ser esperado
para outras espécies de Colletotrichum. ;

Anastomoses entre hifas tém sido bem docurqentadas para fungos
filamentosos € conhecida por sua importancia na f‘ormal‘io de heterocarios ¢
dipldides (Jacobson er al., 1997; Saupe, 2000; Glass éf al., 2000). Entdo, como
isolados vegetativamente incompativeis poderiam formar anastomoses entre
conidios? Isto poderia scr cxplicado pelo fato dos tubos de anastomoses serem
estruturas diferentes dos tubos germinativos e, portanto, de hifas, que seriam o
primeiro passo para ocorrer compatibilidade vegetativa (Glass e al., 2000).
Bryson (1990) obteve rcsultados positivos para a formagdo de peritécios
dispersos nas placas apds a mistura de conidios, ao contrario do que era
esperado, ou seja, formag3o na regido de encontro dos isolados.

Da mesma forma, os experimentos com microcultura, realizados com
isolados de espécies difcrentes (H2 de C. lindemuthianum e C. gossyppi),
mostram que acérvulos difercntcs, estando proximos, possibilitariam a formagio
de anastomoses longas entre conidios localizados na regido periférica dos
acérvulos (Figura 22). Além disso, os resultados do capitulo 3 mostram que
isolados com caracteristicas fenotipicas diferentes podem ser gerados, mesmo
sendo incompativeis vegctlativamente.

Os eventos citologicos apresentados mosiram uma complexa dindmica
do nucleo nos conidios ¢ também quando conectados pelas anastomoses, 0 que
denota ndo serem simplesmente esporos dormenics. As anastomoses fornecem
uma oportunidade para gendtipos diferentes sc cncontrarem e trocarem matcrial.
como mostram os resultados de PCR originados da colénia formada da

anastomose. A nova colOnia aprescnta caracteristicas cncontradas em ambos os
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isolados (401 e H2). Nio foi possivel determinar o mimero de nicleos presentes
nos conidios em anastomose (originalmente micromanipulada), porém os
conidios produzidos com base nessa microcultura eram uninucleados. Pelos
resultados de PCR ve-se que ainda poderia estar ocorrendo rearranjo de genoma
nos isolados o que explica bandas de diferentes 1amanhos presentes no isolado
H2 e, diferentemente na nova colénia. Ele pode scr produto de alguma delegio
durante um processo de divisdo celular na nova colnia, porém, também poderia
ser pelo nimero de cdpias inseridas no isolado H2, no momento da
transformagéo.

Finalmente, pdde-se observar que muitas informagdes podem ser obtidas
do ciclo assexual desta cspécie. Partindo das diferengas entre conidios
considerados células em dorméncia, somente com fung¢do propagativa ¢
infecciosa da cspécie, verifica-se que sdo células com intensa atividade e que
tém papel fundamental na sobrevivéncia da espécie, ndo s6 como um esporo
assexual ¢ todos idénticos, mas, sim, cxpressando variabilidade. Muitas
perguntas surgem apds tantos resultados e mais cstudos envolvendo genética e

citogenética deveriam continuar sendo realizados.

132



PR massa de conidios mantidos
9 préximas pqla mucilagem.

substrato

FIGURA 22 Representagdo csquemitica de corpos de frutificagdo ou
esporodbquios proximos, em meio de cultura. No substrato
natural, embora a presenga da cpidermis da planta e a dificil
distingdo da base do acérvulo (chamado de csporédoquio
quando ocorre cm meio de cultura), quando as lesdes estdo
avangadas, ocorre contato entre conidios de diferentes

acérvulos. A
|

4.5 CONCLUSOES

As anastomoses entre conidios acontecem durante o ciclo assexual de C.
lindemuthianum, dando a oportunidade para gendtipos diferentes da cspécie
encontrarem-se num complexo comum (complexo formado pelas anastomoses).
Esse fato permite o surgimento de fendtipos diferentes, com basc em outros

preexistentes.
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