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RESUMO

Colletotrichum lindemuthianum (anamoérfico) é o agente causador da
doenga antracnose do feijoeiro (Phaseolus vulgaris), resultando em perdas
econdmicas no Brasil e no mundo. A fase teleomorfica ¢ de rara ocorréncia na
natureza. Todavia, colOonias anamorficas e teleomorficas tém sido isoladas de
lesdes de antracnose em plantas de feijoeiro coletadas do campo, no Brasil.
Portanto, este estudo teve o objetivo de avaliar o comportamento de isolados
teleomorficos nos eventos de pré e pos-penetragdo durante a infecgdo em
plantulas de feijoeiro. Para isto, foram utilizados oito isolados teleomorficos e
cinco anamorficos. Os isolados foram inoculados nas cultivares de feijoeiro
Pérola, Michelite (suscetiveis) e G2333 (resistente) ¢ o comportamento destes
durante a infeccdo foi observado por meio da microscopia de luz, de
fluorescéncia e eletronica de varredura. Foram realizadas analises in vitro e in
vivo da porcentagem de germinagdo de ascosporos e conidios e formagdo de
apressorios. Foram obtidas linhagens transformantes expressando a proteina
verde fluorescente que foram utilizadas em inoculagdes nas cultivares Pérola
(suscetivel) e G2333 (resistente) na avaliagdo dos eventos de pos-penetracao.
Testes de patogenicidade foram realizados a partir de inoculagdes em hipocétilos
das cultivares suscetiveis. Os resultados obtidos mostraram que plantas
inoculadas com ascosporos ou conidios dos isolados teleomorficos desenvolvem
sintomas brandos ou sem sintomas. Os isolados teleomoérficos apresentaram
comportamento semelhante ao dos isolados anamorficos na pré-penetragdo no
feijoeiro, porém, com diferencas temporais no desenvolvimento das estruturas.
Nos eventos de pos-penetracdo, os isolados teleomoérficos ndo formaram
vesiculas de infec¢do e hifas primdrias, exceto na presenca de morte celular.

Palavras-chave: Glomerella. Antracnose. Fase sexual. Interacdo patogeno x
hospedeiro.



ABSTRACT

Colletotrichum lindemuthianum (anamorphic) causes anthracnose
disease on common bean (Phaseolus vulgaris), resulting in severe economic
losses in Brazil and worldwide. The teleomorphic phase is not common to be
found in nature. Anamorphic and teleomorphic strains have been isolated from
anthracnose lesions on common bean plants in the field in Brazil. The aim of
this study was to evaluate the behaviour of teleomorphic strains at the pre and
post-penetration events during infection on common bean plants. Eigth
teleomorphic and five anamorphic strains were evaluated. The strains were
inoculated on common bean cultivars Michelite (susceptible) and G2333
(resistant) and the samples were observed using light microscopy, fluorescence,
and scanning electron microscopy. In vitro and in vivo analyses were made in
order to estimate the percentage of germinated ascospores or conidia and
apressoria formation. Transformed strains expressing the green fluorescent
protein gene were obtained and inoculated on cultivars Pérola (susceptible) and
G2333 (resistant). Post-penetration events of infection were evaluated.
Pathogenicity tests made with hypocotyls of susceptible cultivars showed that
plants inoculated with ascospores or conidia from teleomorphic strains
developed mild symptoms or no symptoms. Teleomorphic and anamorphic
strains behaved similarly during the pre-penetration events of infection in
common bean plants. However they showed temporal differences during the
development of structures. During the post-penetration events of infection the
teleomorphic strains did not form infection vesicles and primary hyphae, except
when tissues had been killed with dry ice.

Keywords: Glomerella. Anthracnose. Sexual phase. Host x pathogen interaction.
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1 INTRODUCAO

O fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Briosi &
Cavara ¢ o agente causal da antracnose no feijoeiro, uma das doengas de maior
importancia dessa cultura. Perdas ocasionadas por este patogeno podem ser
totais, quando sdo utilizadas sementes infectadas e as condi¢des ambientais sdo
favoraveis.

A resisténcia genética ¢ a medida mais eficaz de controle desse
patogeno, no entanto, a obtengdo de cultivares resistentes ¢ dificultada pela
ocorréncia de ampla variabilidade. Além disso, a durabilidade da resisténcia ¢
afetada pelo potencial evolutivo da populagdo do patdégeno. O modo de
reproducao € um dos fatores mais importantes no estudo do potencial evolutivo,
patoégenos que possuem sistema de reprodugdo misto ou sexual t€ém maiores
chances de vencer os alelos de resisténcia do hospedeiro (MCDONALD;
LINDE, 2002).

A fase teleomorfica (sexual) de C. lindemuthianum foi observada por
Shear ¢ Wood (1913) e denominada Glomerella lindemuthianum. Na natureza,
as suas estruturas de reproducdo nio foram observadas. No entanto, tem se
observado que a organizagdo ¢ a diversidade genética das populagdes deste
patégeno sdo mais semelhantes a de populagdes originadas de reproducdo
sexuada (BRYGOO et al., 1998; SOUZA; CAMARGO JUNIOR, 2010).

Nos ultimos vinte anos, em estudos genéticos utilizando marcadores
morfologicos e moleculares tem sido demonstrada a formagao de recombinantes
durante a fase teleomorfica (BATISTA; CHAVES, 1982; BRYSON, 1990;
CAMARGO JUNIOR et al., 2007; LUNA-MARTINEZ et al., 2007; MENDES-
COSTA, 1996; RODRIGUEZ-GUERRA et al., 2005; SOUZA; CAMARGO
JUNIOR, 2010).
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O isolamento de culturas teleomorficas a partir de lesdes de antracnose
no feijoeiro ndo ¢ comum. No entanto, tem sido frequente em algumas regides
produtoras de feijio no Brasil (CAMARGO JUNIOR et al., 2007; SILVA;
SOUZA; ISHIKAWA, 2007; SOUZA; SOUZA; MENDES-COSTA, 2007). Em
testes de patogenicidade, foi observado que plantulas inoculadas com os isolados
teleomorficos apresentam sintomas brandos da doenga, em comparagdo com a
inoculagdo a partir de isolados anamérficos de C. lindemuthianum (CAMARGO
JUNIOR et al., 2007). No entanto, ndo existem relatos que detalhem o
comportamento desses isolados teleomorficos no feijoeiro.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento dos isolados
teleomorficos nos eventos de pré e pos-penetracdo durante a infeccdo em
plantulas de feijoeiro, com e sem a presenca de isolados anamorficos de C.

lindemuthianum.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Glomerella lindemuthianum (Shear)

A classificagdo dos Ascomicetos baseia-se em sua forma de reproducdo
sexual (forma meiospoérica = forma sexual = forma teleomorfica). Portanto, C.
lindemuthianum teve denominagio teleomorfica inicialmente como Glomerella
lindemuthianum (SHEAR; WOOD, 1913). Poucos trabalhos foram realizados
desde entdo, e Kimati e Galli (1970) propuseram o nome Glomerella cingulata
(Stonem) Spauld & Schrenck f.sp. phaseoli.

Nesta fase, o fungo produz peritécio (corpo de frutificagdo) mais ou
menos arredondado, com didmetro que varia de 85 a 300 um. Os rostros, quando
presentes, medem de 30 a 80 pm. O canal do peritécio ¢ forrado por parafises
(filamentos estéreis dos corpos de frutificacao) hialinas e filiformes. A parede do
peritécio ¢ inicialmente hialina e, a medida que envelhece, torna-se enegrecida a
partir do apice. Dentro dos peritécios estdo os ascos em forma de bastdo ou
cilindricos, com parede fina e cada um contendo de um a oito ascosporos
aleatoriamente arranjados. Os ascosporos ndo apresentam septo, sdo hialinos,
fusiformes ou curvados. Em numero médio de trinta ascos por peritécio, os ascos
medem 60 x 8 um, podendo o comprimento variar entre 48 a 68 um e
envolvidos por parafises filiformes e delicadas, que desaparecem a partir do 27°
dia. Os ascosporos sdo de dois tipos: alantoides (20 x 6,5 um) e elipsoidais (10 x
4um). Cada asco contém de um a oito ascosporos alantoides ou oito ascdsporos
elipsoidais (KIMATI; GALLI, 1970). Em plantas infectadas eles estdo
incrustados nos tecidos, comumente em folhas ou vagens mortas (HOLLIDAY,
1980 citado por BAILEY; JEGER, 1992).

O sistema de acasalamentos em Ascomicetos € dividido, basicamente,

em dois tipos principais: homotalismo, em que os isolados s3o autoférteis e o
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heterotalismo, em que os isolados sdo autoestéreis (BAILEY; JEGER, 1992).
Isolados heterotalicos tém a habilidade de se acasalar somente se os parentais
tiverem genes ‘“mating-types” diferentes (genes que regulam os tipos de
acasalamento).

Em algumas espécies heterotalicas, o acasalamento ¢ controlado por um
unico loco, podendo ser determinada por dois alelos alternativos ou por uma
série alélica. Em outras espécies, o acasalamento ¢ controlado por dois locos, em
que um loco pode ter dois alelos alternativos e o segundo loco, com multiplos
alelos, ou ambos os locos podem ter multiplos alelos (COPPIN; DEBUCHY;
PICARD, 1997; KRONSTAD; STABEN, 1997; MEINHARDT; ESSER, 1990).
De maneira geral, o acasalamento em ascomicetos heterotalicos é controlado por
um Unico loco “mating-type” com dois alelos alternativos de sequéncias de
DNA ndo relacionadas, conhecidas como idiomorfos (GLASS; KULDAU,
1992; METZENBERG; GLAS, 1990).

O género Glomerella ndo se encaixa simplesmente nessas categorias,
apresentando espécies sexualmente ambiguas (BAILEY; JEGER, 1992). Dentro
de uma unica espécie alguns isolados sdo homotalicos, enquanto outros
apresentam  comportamento  heterotalico (VAILLANCOURT; WANG;
HANAU, 2000).

Experimentos das décadas de 1940 e 50 permitiram a descricdo da
morfologia da iniciagdo do peritécio, a plasmogamia, a meiose, O
desenvolvimento dos ascos e ascOsporos ¢ a regulacdo genética dos
acasalamentos de G. cingulata (CHILTON; LUCAS; EDGERTON, 1945;
CHILTON; WHEELER, 1949a, 1949b; DRIVER; WHEELER, 1955;
EDGERTON; CHILTON; LUCAS, 1945; LUCAS, 1946; LUCAS; CHILTON;
EDGERTON, 1944; MCGAHEN; WHEELER, 1951; WHEELER, 1950, 1956;
WHELLER; DRIVER; CAMPA, 1959; WHEELER et al., 1948).
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Em algumas publica¢cdes mais recentes relatam-se o isolamento e a
utilizacdo da fase teleomorfica de C. lindemuthianum. Em cruzamentos, em
alguns estudos foram observados isolados comportando-se como homotalicos
(CAMARGO JUNIOR et al, 2007; MENDES-COSTA, 1996; SOUZA;
CAMARGO JUNIOR, 2010) e, em outros, como heterotalicos (BATISTA;
CHAVES, 1982; BRYSON, 1990; KIMATI; GALLI, 1970; RODRIGUES-
GUERRA et al., 2005).

Brygoo et al. (1998) e Souza e Camargo Junior (2010), estudando a
reprodugdo e a estrutura populacional de fungos fitopatogénicos, verificaram
que, no caso do C. lindemuthianum, apesar de ser encontrado na forma assexual
e de suas estruturas de reproducdo sexuais niao terem sido observadas na
natureza, sua organizagdo e diversidade genética sdo mais semelhantes a de
populagoes originadas de reproducdo sexuada do que populagdes assexuadas.
Este é um indicativo de que, realmente, ela pode estar ocorrendo no campo e
explicaria a grande variabilidade genética verificada em varios estudos
(DAMASCENO et al., 2007; ISHIKAWA et al., 2008; ISHIKAWA; SOUZA;
DAVIDE, 2008; MAHUKU; RIASCOS, 2004).

2.2 Colletotrichum lindemuthianum e a sintomatologia da antracnose do

feijoeiro

O estado anamorfico do fitopatdogeno causador da antracnose no
feijoeiro (SUTTON, 1992) foi descoberto primeiramente (forma mitospdrica =
forma assexual = forma anamorfica) € o seu nome amplamente empregado e
conhecido como Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.).

O fungo Colletotrichum lindemuthianum se reproduz, portanto, de forma
assexual, produzindo os conidios num corpo de frutificagdo denominado

acérvulo. Apresenta micélio septado e ramificado, com coloragdo variando de
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hialina a quase negra (WALKER, 1959). Os conidios formam massas de cor
salmdo ou mel no meio de cultura, sendo unicelulares, hialinos e retos ou
cilindricos, medindo de 9,5-11,5 x 3,5-4.5 um. Por ocasido da germinagdo, um
conidio pode emitir um ou mais tubos germinativos, que podem formar
apressorios em seus apices ou continuar crescendo, formando as hifas e os
micélios. Os apressorios sao marrom-escuros € ovais, mendindo 8 x 6-7 um, ndo
formando complexos (SUTTON, 1992).

O aparecimento de sintomas pode ser observado a partir do sexto dia
ap6s o inicio da infecgcdo afetando plantas de feijdo em todos os estadgios de
desenvolvimento, atacando folhas, caules, ramos, vagens e sementes (ARAUJO,
1988; KIMATI et al., 1997).

A doenga surge na lavoura pela presenca do patdégeno nos restos
culturais ou pela utilizagdo de sementes infectadas (MACHADO, 1994). Apos a
germinagdo das sementes infectadas, podem-se observar lesdes escuras nos
cotilédones e no hipocotilo das plantulas. As lesdes ocorrem com maior
frequéncia nos peciolos, na superficie inferior das folhas e nas nervuras. Tais
regides apresentam manchas de coloragdo marrom-escura ou parda que atingem
inicialmente as nervuras principais até as nervuras secundarias a medida que a
doenga progride. No peciolo ¢ no caule, as manchas sdo geralmente ovaladas,
deprimidas e de coloracdo escura, podendo causar queda das folhas e
tombamento da plantula. Nas vagens, as manchas sdo arredondadas, deprimidas
e pardo-escuras, com bordas salientes pardo-avermelhadas. Quando as condigdes
ambientais sdo favoraveis, uma massa de coloragdo rosea pode ser observada no
centro das lesdes, formada por conidios (PRIA et al., 1999; VIEIRA, 1983). Os
esporos sao, entdo, levados a outras plantas, principalmente pela agdo de

goticulas de chuva ou irriga¢do na lavoura.
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2.3 Infecc¢do e colonizacdo em Colletotrichum lindemuthianum

Colletotrichum lindemuthianum é um fungo hemibiotrofico, ou seja, se
comporta como biotréfico no inicio da fase de infec¢do, passando a necrotrofico
nas fases finais da colonizag¢ao do tecido hospedeiro (O’CONNELL; BAILEY;
RICHMOND, 1985). Os fungos biotroficos se caracterizam pela capacidade de
absor¢ao de nutrientes do seu hospedeiro, sem que suas células sejam mortas. O
controle da interacdo patdgeno-hospedeiro ¢ realizado por trocas de sinais
quimicos entre esses, que resultardo na ativagao ou na repressao de determinados
genes. A manuten¢do dessa relagdo necessita de um fino controle genético de
ambos, principalmente do patdgeno que suprime as respostas de defesa, ao
mesmo tempo em que mantém a célula vegetal viavel para suprir suas
necessidades nutricionais.

Os estudos de desenvolvimento, adesdo de estruturas de infecgéo,
biotrofia e necrotrofia foram realizados utilizando-se C. lindemuthianum como
sistema modelo (O’CONNELL et al., 2000). Nestas pesquisas empregaram-se
microscopia eletronica de transmissdo e anticorpos monoclonais presentes em
estruturas isoladas do tecido do hospedeiro para a identificacdo de componentes
fingicos expressos em diferentes estagios da infeccdo (O’CONNELL et al.,
1996; PAIN et al., 1994).

O processo de infeccdo e as estruturas formadas por fungos
fitopatogénicos biotroficos e hemibiotroficos podem ser caracterizados da
seguinte maneira (PERFECT; GREEN, 2001).

O conidio germina ¢ emite o tubo germinativo cerca de 18 horas apos a
sua deposicdo sobre a folha do hospedeiro. Em seguida, um apressorio
melanizado ¢ formado na extremidade do tubo germinativo (BAILEY; JEGER,
1992). A partir dessa estrutura, diferencia-se a hifa peg de penetracdo que

atravessa a parede celular da primeira célula vegetal. Enzimas hidroliticas
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devem estar envolvidas nesse processo, ja que ocorrem modificagdes quimicas
nas regides das paredes celulares proximas ao peg. Deve existir um forte
controle na secrecdo de tais enzimas, pois a atuagdo das mesmas ¢ localizada.

Uma estrutura grande e esférica, denominada vesicula de infecgdo, ¢é
diferenciada entre a parede celular e a membrana plasmatica da célula
epidermal. A formagdo dessa vesicula ndo ocasiona a morte da célula infectada.
A sua fun¢do ainda ndo foi elucidada, mas pode estar envolvida com a
manutencdo da viabilidade da célula vegetal infectada e/ou com a supressao das
respostas de defesa do hospedeiro compativel.

A partir da vesicula de infecg@o, diferencia-se a hifa primaria também
com diametro grande e aspecto esférico. Essa estrutura tem seu crescimento
entre a parede celular e a membrana plasmatica das células epidermais e
corticais, que permanecem vivas, apesar de sofrerem modifica¢des estruturais no
citoplasma. Durante essa fase biotrofica, a membrana plasmatica do hospedeiro
expande e invagina ao redor das vesiculas de infeccdo e hifas primarias que
estdo se desenvolvendo e a camada da matriz de interface ¢ depositada entre a
parede celular do fungo e a membrana plasmatica do hospedeiro. Todavia, cerca
de 24 horas depois da penetracdo, a membrana do hospedeiro perde sua
integridade funcional e as células comegcam a degenerar e morrem
(O’CONNELL; BAILEY; RICHMOND, 1985). Esta matriz extracelular amorfa
¢ parcialmente composta de polissacarideos e glicoproteinas (O’CONNELL,
1987) e ndo foi observada no crescimento das hifas secundarias tipicas da fase
necrotrofica dessa espécie (O’CONNELL; BAILEY; RICHMOND, 1985).

Prosseguindo, cerca de 48 horas apos a infecgdo, observam-se rupturas
no tonoplasto e no plasmalema, culminando na completa desorganizagdao do
citoplasma dentro de 60 horas, restando apenas fragmentos de membrana. Esse
padrao de colonizacdo das células do hospedeiro, no qual a célula vegetal ¢

inicialmente mantida viva (fase biotrofica), seguida de degeneragdo celular,
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repete-se a medida que as hifas primarias vdo invadindo as demais células
vegetais.

A degeneracdo ocorrida no intervalo de 60 a 72 horas pode ser
observada apenas em microscopio. Os sintomas macroscopicos aparecem depois
de decorridas 96-120 horas do inicio da infec¢@o. Nesse estagio, a hifa primaria
alcanca uma extensdo maxima de dez células epidermais e quatro camadas
celulares do cortex. O micélio priméario ramifica-se numa hifa secundaria apos
120 horas. Além de possuir didmetro menor, a hifa secundaria ¢ capaz de crescer
intercelularmente (pela parede celular ou pela lamela média) e, até mesmo,
invadir o lamen de células vegetais mortas. Essa ¢ a fase necrotrofica tipica, na
qual as células infectadas e aquelas situadas a uma distancia de até 250 pm, que
ainda ndo foram invadidas, possuem o citoplasma modificado e sdo mortas. O
cortex do tecido vegetal estd completamente colonizado pela hifa secundaria
apos 6 a 8 dias. Os sintomas macroscopicos da antracnose tornam-se evidentes e
caracteristicos. Acérvulos rompendo a camada da epiderme vegetal sao
evidentes em aproximadamente 10 dias. Tais estruturas tém uma massa de
conidios com setas estéreis e melanizadas.

Durante a passagem do modo de biotrofico para o necrotréfico, ocorrem
modificagdes no padrdo de crescimento do fungo e nos genes expressos pelo
patogeno. A fase necrotrofica é marcada pela degradagdo maciga do tecido
vegetal provocada principalmente pelo aumento na secrecdo de enzimas
hidroliticas capazes de degradar a parede celular das células vegetais. Em C.
lindemuthianum, endopoligalacturonases (endoPGs), pectina liases, o e B-
galactopiranosidase, a-arabinofuranosidade e proteases sdo enzimas secretadas
e, provavelmente, provém agucar ao fungo durante a patogénese (HERBERT et

al., 2004; WIJESUNDERA; BAILEY; BYRDE, 1984).
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2.4 Metodologias para estudo da infeccéo

Diferentes metodologias e ferramentas foram utilizadas para investigar o
processo de infeccdo. Além do uso de anticorpos monoclonais como citado
anteriormente, a microscopia tem importincia fundamental no estudo dos
processos de infeccdo e colonizacdo em fungos. Entre as mais utilizadas,
destacam-se microscopia de luz (HOROWITZ et al., 2008; LATUNDE-DADA
et al., 1999; LATUNDE-DADA; LUCAS, 2007; RECH; ENGH; KUCK, 2007;
SUGUI; DEISING, 2002; VERNARD; VAILLANCOURT, 2007) e
microscopia eletronica de varredura (MONEY; HOWARD, 1996; VENEAULT-
FOURREY et al., 2005; VENEAULT-FOURREY; LAUGE; LANGIN, 2005) e
de transmissdo (O’CONNELL et al., 1996, 2000; PARK et al., 2004). Além
destas, a microscopia de fluorescéncia tem sido empregada com sucesso por
varios autores (DUMAS et al., 1999; HOROWITZ et al., 2008; O’CONNELL et
al., 1996; VERNARD; VAILLANCOURT, 2007) e, da mesma forma, a
microscopia laser confocal (HOROWITZ et al, 2008; HOROWITZ;
FREEMAN; SHARON, 2002).

A descoberta das proteinas fluorescentes e sua aplicagdo no estudo da
biologia celular trouxe vantagens para elucidar a infecgdo ¢ a colonizagdo em
fungos, por meio da transformagdo de isolados e obtencdo de mutantes com
genes repérteres que expressam proteinas fluorescentes green fluorescent
protein (GFP), cyanin fluorescent protein (CFP), yellow fluorescent protein
(YFP) e red fluorescent protein (RFP). Esta técnica foi utilizada com sucesso em
C. acutatum (HOROWITZ; FREEMAN; SHARON, 2002) ¢ C. graminicola
(VERNARD; VAILLANCOURT, 2007), entre outros patégenos (CZYMMEK
et al., 2002; FREITAG et al., 2004). Ulilizando a GFP sob o controle de um

promotor constitutivo, a extensao e o tempo de curso da coloniza¢do do fungo
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no tecido do hospedeiro podem ser observados diretamente, sem nenhuma
coloragdo (O’CONNELL et al., 2000).

Além disso, esta técnica pode ser utilizada para estudar o
comportamento sexual e segregacdo em fungos. Rech, Engh e Kiick (2007)
realizaram um estudo no qual isolados do fungo ascomiceto Sordaria
macrospora foram transformados com vetores que codificam proteinas de
histona H2B ¢ H2A marcadas com as proteinas fluorescentes azul e amarela.
Isso permitiu a marcagdo dos nucleos de diferentes isolados com cores distintas
¢ a observagao da fusdo de hifas, nucleos e tipo de segregagdao dos ascosporos,
por meio da microscopia de fluorescéncia.

Mais recentemente, microscopia confocal e isolados transformados com
proteinas fluorescentes t€ém sido utilizados no estudo da biologia dos tubos de
anastomoses entre conidios (conidial anastomosis tubes, ou CATs) em C.
lindemuthianum, visando comprovar a ocorréncia de recombinagdo genética na
auséncia do ciclo sexual, utilizando imagens de células in vivo (ISHIKAWA et

al., 2010).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Origem e manutencao dos isolados

Os 1isolados anamorficos e teleomorficos de C.
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lindemuthianum

utilizados neste estudo pertencem a Micoteca do Laboratério de Resistencia de

Plantas a Doengas, no Departamento de Biologia da Universidade Federal de

Lavras e foram obtidos de lesdes de antracnose em folhas e vagens de cultivares

de feijdo provenientes do campo (Tabela 1). Deve ser mencionado que os

isolados teleomorficos foram obtidos do campo sem nenhuma indugio, ou seja,

meio especifico ou nutriente (Figura 1).

Tabela 1 Isolados teleomorficos e anamorficos utilizados no estudo

Isolado Raca* Fase Origem
UFLAGO1 0 Teleomorfico Guarapuava, PR
UFLAGO02 0 Teleomorfico Lavras, MG
UFLAGO3 0 Teleomorfico Ribeirdo Vermelho, MG
UFLAG04 0 Teleomorfico Ribeirdo Vermelho, MG
UFLAGO5 0 Teleomorfico Ribeirdo Vermelho, MG
UFLAGO06 0 Teleomorfico Ribeirdo Vermelho, MG
UFLAGO07 0 Teleomorfico Lavras, MG
UFLAGOS8 0 Teleomorfico Lavras, MG

LV 51 73 Anamorfico Lavras, MG

LV77 81 Anamorfico Lavras, MG

LV 115 65 Anamorfico Patos de Minas, MG

LV 116 Nao-patogénico  Anamorfico Patos de Minas, MG

LV 117 65 Anamorfico Lavras, MG

tQBO1* - Teleomorfico Transformante, GFP

tQB02" - Anamorfico Transformante, GFP

* Raga 0 = sintoma observado na cultivar Pérola
* isolado obtido da transformagdo (GFP) do isolado UFLAGO06
® isolado obtido da transformeéo (GFP) do isolado LV115
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Figura 1 Colonias monospoéricas obtidas a partir de ascosporos de isolado
UFLAGO06. (A) Colonia preta peritecial/conidial. (B) Colénia preta
conidial. (C) Coldnia branca peritecial e (D) colonia preta estéril

Todos os isolados foram submetidos a purificacdo genética pela
obtencdo de culturas monosporicas de conidios e ascosporos. Os isolados foram
mantidos em meio de cultura M3 (JUNQUEIRA et al., 1984). Para esporulagao,
os isolados anamorficos foram transferidos para vagens de feijdo esterelizadas
parcialmente imersas em agar a 2% em tubos de ensaio, incubadas a 22+2°C, por
15-20 dias, no escuro. Os isolados teleomorficos formaram peritécios férteis
com ascosporos apos 25 dias de cultivo em meio M3.

Para a obtengdo das suspensdes, os conidios ou ascosporos foram
coletados em agua destilada, deionizada e estéril. As suspensoes foram filtradas
e, posteriormente, os esporos foram lavados com uma série de trés

centrifugacdes e ressuspensdes em agua estéril.
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3.2 Andlise da germinacdo e eventos de pré-penetracdo de conidios e

asclosporos

Com o objetivo de caracterizar e comparar as taxas de germinagdo de
esporos ¢ acompanhar eventos de pré-penetragdo entre isolados anamorficos e

teleomorficos, foram realizados experimentos de germinagéo in vitro e in vivo.

3.2.1 Analise da germinacdo in vitro

Foi conduzido um experimento no delineamento inteiramente
casualizado (DIC) em esquema fatorial 13 x 3, com trés repeticdes. Foram
avaliados os isolados (Tabela 1, exceto transformantes), em trés tempos: 6, 12 e
24 horA. A germinagdo foi avaliada em suspensdo de esporos de conidios ou
ascosporos na concentracio de 5 x 10° esporos/ml em laminas escavadas,
incubadas a 22+2°C, que foram observadas em microscopio de contraste de fase
(Leica DMLS, Wetzlar, Germany), nos trés tempos. Cada parcela foi constituida
de uma amostra de 100 esporos avaliados quanto a germinag@o. Dessa forma,
obteve-se a porcentagem de cada amostra. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia utilizando o programa MSTATC e as médias foram

comparadas pelo teste de Scott ¢ Knott (1974), a 5% de probabilidade.

3.2.2 Anélise da germinacao in vivo

As cultivares suscetivel (Pérola) e resistente (G2333) foram semeadas
em bandejas de poliestireno contendo substrato Plantmax® (Eucatex, Paulina,
Sdo Paulo, Brasil). As plantulas foram coletadas para utilizagdo das folhas
primarias, sendo estas destacadas e dispostas em placas de Petri com papel

umedecido.
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Os esporos foram coletados como descrito no item 3.1 e a suspensdo de
esporos ajustada para a concentragdo de 1,2 x 10° esporos/ml. Posteriormente,
foram depositadas gotas de 5 pL de solugdo de esporos ao longo das folhas e
estas foram incubadas a 224+2°C. Para as avaliagdes, os tecidos foliares foram
clareados utilizando-se o método descrito por Ryan e Clare (1974) modificado.
Desse modo, pedagos de folhas (aproximadamente de 1 cm?) foram colocados em
placas de Petri contendo papel filtro umedecido com solugdo de acido acético e
etanol (1:1 v/ v), por 48 horas. As folhas foram transferidas para papel filtro
umedecido com agua esterelizada, por 30 minutos. Posteriormente, foram
montadas ldminas com os pedagos de folhas clareadas, utilizando-se uma gota de
solucdo 67 Mm K,HPO, (pH 9,0), contendo 0,1% de azul de anilina e glicerol a
50% e observadas em microscopio de contraste de fase (Leica DMLS, Wetzlar,
Germany).

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado
(DIC) em esquema fatorial 2 x 2 x 2 com trés repetigdes. Foram avaliados os
ascosporos do isolado teleomorfico UFLAGO3 e os conidios do isolado
anamoérfico LV117 em dois tempos: 24 ¢ 48 horas, nas cultivares suscetivel
(Pérola) e resistente (G2333). Cada parcela foi constituida de uma amostra de
cem esporos avaliados quanto a germinagdo ¢ a formagdo de apressorios. Dessa
forma, obteve-se a porcentagem de cada amostra. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia utilizando o programa MSTATC e as médias

foram comparadas pelo teste de Scott ¢ Knott (1974), a 5% de probabilidade.
3.2.3 Analise dos eventos precedentes a penetracdo e MEV
Os ascosporos dos isolados teleomorficos UFLAGO1 e UFLAGO6 e os

conidios do isolado LV117 foram inoculados na cultivar susceptivel Pérola, na

concentracao de 1,2 x 10° esporos/ml. A cada periodo de incubacao (24, 48, 72,
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96 e 120 horas), amostras de folhas foram preparadas para MEV, fixando-as por
48 horas em solu¢do Karnovsky modificada [2,5% glutaraldeido e 2,5%
formaldeido em tampdo 0,05 M cacodilato de sddio (pH 7,2) contendo 0,001 M
de clorato de calcio], lavando-as em tampao de 0,05 M cacodilato de sodio (pH
7.2) e fixando-as, por 1 hora, com 1% de tetroxido de 6smio em tampao
cacodilato de sodio, a temperatura ambiente. Para a fixa¢do seguinte, amostras
de folhas foram desidratadas em agua e gradiente de acetona com concentragdes
de acetona de 25% 50%, 75%, 90% e 100%. A exposi¢do a cada etapa foi de 10
minutos e a etapa a 100% foi repetida trés vezes. A acetona foi removida em
secador de ponto critico Bal-Tec modelo CPD 030 (Balzers, Liechtenstein). As
amostras foram fixadas em suportes de aluminio com fita dupla face adesiva de
carbono e cobertas sob vacuo com uma fina camada de ouro metalico, utilizando
um evaporador Bal-Tec modelo SCD 050. O sistema Nano Technology (Carl
Zeiss, Oberkochen, Germany) modelo Evo® 40 VP MEV foi utilizado com uma
aceleracdo de voltagem de 20 kV e distdncia de trabalho de 9 mm para a
obten¢do de imagens a varias magnitudes. As imagens foram processadas
utilizando o programa Corel Draw 9 Photopaint Software (Corel Corporation,

Ottawa, Canada).

3.3 Analise dos eventos pos-penetracao

A fim de acompanhar e comparar os eventos pos-penetracao realizados
por conidios e ascosporos, e também buscando elucidar as causas da diferenca
observada na sintomatologia, foram realizados experimentos utilizando isolados
selvagens e transformados, observados por meio da microscopia de luz e

fluorescéncia.
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3.3.1 Transformacéao de isolados

Para a obten¢do de transformantes expressando da proteina fluorescente
verde (green fluorescent protein, GFP) os isolados LV115, LV117, UFLAGO6 ¢
UFLAGOS8 foram transformados com o método de transformagao mediado por
Agrobacterium tumefaciens (FLOWERS; VAILLANCOURT, 2005). O
plasmideo utilizado pJF1 contém o gene SGFP, os elementos do promotor de
Pyrenophora tritici-repentis promotor TOX-A e o gene de higromicina como
marcador seletivo, ou seja, os mesmos elementos do plasmideo pCT74
(FLOWERS; VAILLANCOURT, 2005; LORANG et al., 2001). Os
transformantes foram selecionados em meio BDA com 50 ug/ml de higromicina
B e purificados pela obtencdo de culturas monospodricas de conidios e

ascOsporos.

3.3.2 Inoculagdes com isolados selvagens e obtencdo de amostras

Foram realizados experimentos inoculando-se os conidios do isolado
selvagem anamorfico LVI115 e os ascosporos do isolado teleomorfico
UFLAGO6 em folhas e hipocotilos das cultivares de feijoeiro suscetivel Pérola e
da cultivar resistente G2333. As folhas e hipocétilos destacados foram dispostos
em placas de Petri com papel umedecido. Os esporos foram coletados como
descrito no item 3.1 e a suspensdo de esporos ajustada para concentragdo de 1,2
x 10° esporos/ml. Posteriormente, foram depositadas gotas de 5 puL de solugdo
de esporos ao longo dos tecidos e incubou-se a 224+2°C, para as avaliagdes as 72,
96 ¢ 120 horas apos a inoculagao.

Para facilitar a observacdo da infeccdo por microscopia de luz, foi
realizado o clareamento dos tecidos vegetais. Para isso, foram obtidas amostras

. . ~ 2 . . ~
recortando-se os tecidos vegetais em sec¢des de 1 cm” nos locais de infecgdo.
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Posteriormente, as amostras foram imersas em solucdo de acido acético:etanol
(1:3), por 1 hora e, em seguida, transferidas para solugcdo de acido acético:
etanol: glicerol (1:5:1), por 1 hora. A coloragdo das amostras depois de clareadas
foi realizada com Azul de Tripan (250 ug/ml) em solugdo de lactofenol (acido
latico: fenol: H,0 1: 1: 1), por 10 minutos e transferidos para lactonenol, por 1
hora. As amostras foram analisadas em laminas com secgdes de tecido vegetal
em glicerol 50% e observadas em microscopio Zeiss Axioscop com o programa
AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).

Foram realizadas contagens para a formagdo de apressorios as 72 horas
apos a infec¢do em experimento realizado com os conidios do isolado selvagem
LV115 e ascosporos do isolado selvagem UFLAGO6 inoculados em cultivares
suscetivel (Michelite) e resistente (G2333). O experimento foi conduzido no
delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 2 x 2, com
trés repeticdes. Cada parcela foi constituida de uma amostra de 100 esporos,
obtendo-se a porcentagem. Os dados obtidos foram submetidos & analise de

variancia, utilizando-se o programa MSTATC.

3.3.3 Inoculagdes com isolados transformantes

Os ascosporos do isolado transformado teleomoérfico (tQBO1) e os
conidios do isolado transformado anamorfico (tQB02) foram inoculados em
hipocétilos da cultivar suscetivel (Pérola) e resistente (G2333). As folhas e os
hipocotilos destacados foram dispostos em placas de Petri com papel
umedecido. Os esporos foram coletados como descrito no item 3.1 e a suspensao
de esporos ajustada para 1,2 x 10° esporos/ml. Posteriormente, foram
depositadas gotas de 5 uL de solugdo de esporos ao longo das folhas e incubadas

a 2242°C, para as avaliagdes as 72, 96 ¢ 120 horas apds a inoculagao.
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Com objetivo de analisar o processo de infe¢do do isolado teleomorfico
durante a morte celular, foi realizado um experimento em que ascosporos do
isolado transformante tQBO1 foi inoculado em hipocdtilos ¢ folhas das
cultivares suscetivel (Pérola) e resistente (G2333). A morte celular foi
provocada encostando-se pequenos pedacos de gelo seco ao longo dos tecidos
vegetais por cerca de 3 segundos, com auxilio de uma pinga. Apds esse
processo, foram inoculadas gotas da solugdo de esporos nos pontos em que foi
causada a morte celular. As avaliagdes ocorreram as 24, 48 ¢ 72 horas apos a
inoculagao.

As amostras foram analisadas em laminas com seccdes finas de tecido
vegetal em glicerol 50% e observadas em microscopio Zeiss Axioscop, com 0

programa AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).

3.3.4 Coinoculagdes com isolados anamorficos e teleomorficos

Foi realizado um experimento de coinoculagio em que isolados
selvagens e transformantes foram inoculados em hipocoétilos da cultivar
suscetivel Pérola nas seguintes combinagdes: 1) conidios do isolado anamérfico
selvagem (LV115) + ascésporos do teleomorfico transformante (tQBO1) e 2)
ascosporos do isolado teleomorfico selvagem (UFLAGO6) + conidios do isolado
anamorfico transformante (tQB02). Os controles para este experimento foram:
1) conidios do isolado anamorfico selvagem inoculado na cultivar suscetivel; 2)
ascosporos do isolado teleomdrfico selvagem inoculado na cultivar suscetivel e
3) controle inoculado com agua estéril na cultivar suscetivel.

As solugdes de esporos foram obtidas como descrito no item 3.1 e a
concentragdo foi ajustada para 1,2 x10° esporos/ml. Posteriormente, as solugdes
foram misturadas e inoculadas gotas de 5 pL, ao longo dos hipocétilos em

placas de Petri com papel umedecido. A avaliagdo foi realizada 120 horas apds a
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inoculagdo. As amostras foram analisadas em laminas com secgdes finas de
tecido vegetal em glicerol 50% e observadas em microscopio Zeiss Axioscop,

com o programa AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).

3.4 Testes de patogenicidade

Visando identificar a raga de isolado teleomorfico, este foi inoculado no
conjunto de doze diferenciadoras de feijao (CENTRO INTERNACIONAL DE
AGRICULTURA TROPICAL - CIAT, 1990). Para isso, dezesseis sementes de
cada uma das cultivares diferenciadoras e da cultivar Pérola (suscetivel) foram
semeadas em bandejas de poliestireno (128 células cada) contendo o substrato
comercial Plantmax®. Foram inoculados ascosporos do isolado teleomorfico
(UFLAGO1) e os conidios do anamorfico (LV117). As plantulas foram
pulverizadas com 200 ml de suspensio de esporos (1,2 x 10° esporos/ml) e a
bandeja foi colocada em camara de nebulizagdo por 72 horas a temperatura de
20£2°C, com fotoperiodo de 12 horas no escuro/12 horas de luz. Posteriormente,
as bandejas foram transferidas para casa de vegetacdo e, depois de 10 dias,
foram avaliadas quanto a severidade da antracnose, utilizando uma escala de 1 a
9, sendo as plantulas com notas de 1 a 3 consideradas resistentes e as com notas
de 4 a 9, suscetiveis (SCHOONHOVEN; PASTOR-CORRALES, 1987). O
sistema binario de Habgood (1970) foi utilizado na identificacdo das racas.

A partir das colonias teleomorficas dos isolados UFLAGO06 e
UFLAGOS, foram obtidas colonias monospdricas pretas conidiais e brancas que
formam ascosporos e conidios. As colonias conidiais e ascospdricas foram
inoculadas separadamente em hipocotilos destacados de duas cultivares
suscetiveis, Pérola e Michelite. Os isolados utilizados foram: UFLAGO067.5
(coldnia branca que forma ascosporos ¢ conidios), UFLA067.1 (preta conidial),

UFLAGO0815.1 (branca com formagdo de ascosporos e conidios) e
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UFLAGO811.1 (preta conidial). Foram utilizados como controle o isolado
anamorfico LV115 inoculado nas duas cultivares e o controle com agua estéril
nas duas cultivares.

Foram realizadas suspensdes de esporos como mencionado no item 3.1 e
a concentragdo foi ajustada para 1,2 x 10° esporos/ml, para todos os isolados. As
inoculagdes foram realizadas depositando-se gotas de 5 pl de suspensdo de
esporos em hipocétilos destacados dispostos em placas de Petri com papel
umedecido. As imagens dos sintomas foram obtidas dez dias apds as

inoculacoes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ascosporos germinam mais rapido do que conidios in vitro

Os dados de germinagédo de ascosporos e conidios dos isolados avaliados in
Vitro estdo apresentados na Tabela 2. Todas as fontes de variagdo da analise de
variancia foram significativas (P<0,0001), inclusive a interacdo isolado x tempo.
Portanto, o teste de médias foi utilizado nas médias em cada tempo. Verifica-se, de
modo geral, que os isolados da fase anamorfica formaram um unico grupo, ou seja,
ndo houve diferencas de germinagao entre esses isolados. O mesmo comportamento
se observa para os isolados teleomorficos. As 6 horas, o isolado UFLAG07 mostrou
baixa taxa de germinacdo, sendo agrupado com os isolados anamorficos. Ja as 12
horas de incubag@o, os isolados teleomorficos formaram trés grupos diferentes.

Foi demonstrado, portanto, que a germinacdo de ascOsporos ocorreu

antes da de conidios in vitro.

Tabela 2 Porcentagem de germinagdo de ascosporos e conidios de isolados de C.
lindemuthianum as 6, 12 e 24 horas de incubagdo em 4gua

Isolados % germinacdo de esporos
6 horas 12 horas 24 horas

UFLAGOI (ascésporos) 10,33 +6,40° B* 9,16+5,35 B 100,00 B
UFLAGO2 (ascésporos) 6,57 +5,89 B 11,00+7,02 B 100,00 B
UFLAGO3 (ascésporos) 6,89 +1,89 B 9,94 +4,63 B 100,00 B
UFLAGO04 (ascosporos) 10,33 +4 .91 B 2231+16,01 C 100,00 B
UFLAGQOS5 (ascosporos) 7,78 +4,29 B 14,78 £6,91 B 100,00 B
UFLAGO6 (ascosporos) 16,22 £9,63 B 37,89+2222 D 100,00 B
UFLAGO7 (ascosporos) 4,67 +1,66 A 11,45+2,54 B 100,00 B
UFLAGOS8 (ascosporos) 15,00 £17,03 B 19,67+25,54 C 100,00 B
LV51 (conidios) 1,44 £0,50 A 2,00+0,33 A 2,89+0,19 A
LV77 (conidios) 0,11 +0,19 A 044 +0,19 A 233+033 A
LV115 (conidios) 0 A 1,11+£1,92 A 244222 A
LV116 (conidios) 0 A 1,00 A 3,67+£1,88 A
LV117 (conidios) 0 A  1,16+023 A 1334046 A

*Médias e desvios padrdes
*Médias com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes, de acordo com o teste
de Scott-Knott, a 5%
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4.2 Ascésporos e conidios germinam e formam apressorios na superficie de

folhas

Os dados obtidos da analise de germinacdo de esporos in Vivo estdo
descritos na Tabela 3. Todas as fontes de variacdo da analise de variancia foram
significativas (P<0,001). A maioria dos ascésporos do isolado UFLAGO3
germinaram em folhas das cultivares resistente (75,66%) e suscetivel (76,33%),
24 horas apos a inoculagdo. A média das porcentagens de germinagdo do isolado
UFLAGO3 foi significativamente diferente (P<0,0001) do isolado patogénico
(LV117). Apds 48 horas das inoculagdes, quase 100% dos ascosporos
germinaram, enquanto poucos conidios do controle patogénico germinaram.

O isolado teleomorfico UFLAGO3 exibiu uma porcentagem de
germinacdo semelhante nas cultivares suscetivel e resistente (Tabela, 3). Porém,
0 mesmo nao foi observado para o isolado anamoérfico LV117, o qual exibiu alta
porcentagem de germinacdo na cultivar suscetivel e baixa na resistente. Todos os

isolados avaliados desenvolveram apressorios (Grafico 1).

Tabela 3 Germinacdo de ascosporos e conidios e formagdo de apressorios em
duas cultivares de feijoeiro, Pérola (suscetivel) e G2333 (resistente)

Esporos germinados (%)*

Isolado Pérola G2333
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
UFLAGO03 76,33+£17,47 97,66+2,51 75,66+£6,43  98,33+1,52
LV117 9,33+8,32 4,6+5,68 2+1,73 1,33+1,15
Esporos germinados formando apressorios (%)*
UFLAGO3 63,7+12,74 96,33£1,15 65,7+8,37 97,33+£2,08
LV117 9,33+8,32 4,6+5,68 2+1,73 1,33+1,15

*Média e desvio padrao
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Grafico 1 Porcentagem da germinagdo de ascdsporos e conidios na cultivar

resistente (G2333) e na susceptivel (Pérola), 24 ¢ 48 horas apds a
inoculacao

A formagao de dois apressorios nas extremidades dos ascosporos ou no
final de tubos germinativos foi tipicamente observada para o isolado
teleomorfico (Figuras, 2a e 3a). Esse fendtipo morfologico foi observado pela
primeira vez neste estudo, pois ndo ha relatos de formagdo de dois apressorios
por esporo em isolados anamorficos ou teleomorficos de C. lindemuthianum.
Apobs 72 horas da infecgdo, ndo foi possivel quantificar a porcentagem de
germinagdo e formacdo de apressorio, devido a intensa produgdo de micélio na
superficie das folhas. Foi possivel, no entanto, quantificar a germinagdo conidial
do isolado LV117 na cultivar resistente (1.8%), em que as diferengas de

comportamento nas cultivares resistente e suscetivel foram claras.
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Figura 2 Tubos germinativos e apressorios de conidios e ascosporos em células
epidermais de folhas de feijoeiro coradas com azul de anilina, 24 horas
apos inoculacdo. (A) e (C) Formacdo de dois apressorios nas
extremidades do ascosporo do isolado teleomoérfico UFLAO3. (B)

Apressorios esféricos emitidos por conidios do isolado anamorfico
LV117

Observagdes por MEV em folhas inoculadas com ascdsporos do isolado
teleomorfico UFLAGO1 demonstraram que houve crescimento mais vigoroso as
24 ¢ as 48 horas do que o observado em inoculagdes utilizando conidios do
isolado anamorfico (LV117). Estas observagdes confirmaram os resultados de
microscopia de luz. Adicionalmente, durante esse periodo, a producdo de
micélio, a emergéncia de tubos de germinagdo em ascosporos e a formacdo de
apressorios puderam ser detectadas (Figuras, 3a—c). Todas estas estruturas foram
observadas as 72 horas ap6s a inoculacdo, para o isolado UFLAGO1 (Figura, 3d)
e UFLAGO6 (Figura, 5), enquanto que, apos 96 e 120 horas, somente micélio foi
observado. Apressorios foram formados pelos esporos teleomoérficos e

anamorficos.
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Figura 3 Microscopia eletronica de varredura da superficie das folhas do feijao
(cultivar Pérola) apos a inoculagdio com isolado teleomorfico
UFLAGO1: (A) 24 horas apés inoculagdo, mostrando ascosporos (As)
emitindo tubos germinativos, apressorios (a) e desenvolvimento de
hifas (H); (B) e (C) 48 horas ap6s a inoculagdo, mostrando ascosporos
(As) com tubos germinativos (setas brancas), hifas (H) e apressorios
(a) [em (C), detalhes foram ampliados na imagem]; (D) 72 horas apods
a inoculagdo, mostrando ascosporos com apressorios (detalhes sdo
ampliados acima, a direita)

Analises em MEV do material foliar coletado as 24 e as 48 horas apds a
inoculagdo com isolado anamorfico revelaram que o fungo cresceu lentamente e
que um grande niimero de conidios ndo germinou, além da formagdo de poucos

tubos germinativos e apressorios (Figuras 4a e b). Apds 48 e 72 horas, foi
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possivel observar tubos de anastomoses entre conidios (CAT) (Figura, 4c), tubos
germinativos e apressorios emergindo de conidios (Figura, 4d). Apos 96 ¢ 120

horas, foi observado grande crescimento micelial na superficie das folhas.

Figura 4 Microscopia eletronica de varredura da superficie de folhas do feijoeiro
(cultivar Pérola) apds a inoculagdo com isolado anamorfico LV 117:
(A) 24 horas ap6s a inoculacdo, mostrando conidios emitindo tubos
germinativos (setas brancas) e apressorios (a); (B) 24 horas apds
inoculagdo, mostrando varios conidios ndo germinados, conidios (c)
emitindo tubos germinativos (seta branca) e apressorio (a); (C) 72
horas ap6s a inoculacdo, mostrando conidios formando cadeia de
anastomoses (seta branca) e (D) 72 horas apds inoculagdo, mostrando
conidios com tubos germinativos (seta branca) e apressorios (a)
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Portanto, observa-se que a diferenca no tempo para a germinagdo do
esporo observada na andlise in vitro se repetiu na andlise in Vvivo e para as
analises por MEV. Adicionalmente, foi demonstrado que a formacgio de
apressorios dos isolados teleomorficos ocorre antes e de forma mais intensa do
que para isolados anamorficos, tanto na cultivar suscetivel como resistente.

Outro aspecto interessante observado nas analises de pré-infecgdo € que
os isolados teleomorficos se comportam de maneira semelhante nas duas
cultivares, ndo sendo influenciado pela resisténcia do hospedeiro.

Ja o isolado anamorfico exibiu maior porcentagem de germinacdo de
conidios na cultivar suscetivel do que na resistente e foram observados
apressorios nao melanizados na superficie da cultivar resistente. Este
comportamento era esperado, ja que a cultivar resistente utilizada faz parte das
cultivares diferenciadoras utilizadas para identificagdo de racas (CIAT) e tem
muitos alelos de resisténcia. Estes resultados estio de acordo com aqueles
apresentados por Jerba, Rodella e Furtado (2005), no qual o nimero de
apressorios formados por isolados anamorficos durante os estagios iniciais da
infec¢do foi maior na cultivar suscetivel do que na resistente.

A reagdo do hospedeiro pode prejudicar o desenvolvimento do
patégeno. Este fato foi verificado na avaliagdo de um isolado de C. destructivum
inoculado em duas cultivares de feijao-caupi, uma suscetivel ¢ uma resistente a
antracnose. Na superficie do hospedeiro resistente, muitos tubos germinativos
falharam em desenvolver apressorios ¢ parte dos que desenvolveram ndo
desenvolveram a melanizagdo. Além disso, a cuticula do hospedeiro resistente
foi significativamente menos penetrada até mesmo pelos apressorios
melanizados. Os autores enfatizam que essas falhas no desenvolvimento durante
a pré-penetragdo podem ser devido a presenca de inibidores constitutivos na
cuticula da cultivar resistente, caracterizando um tipo de resisténcia a raca nao-

especifica ou resisténcia de ndo-hospedeira (LATUNDE-DADA et al., 1999).
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Em espécies de Colletotrichum, a formagdo de apressorios é importante
para a penetracdo do patdogeno pela célula da planta e o subsequente
desenvolvimento da doenga. Todavia, existem exemplos, tais como a invasdo de
amoreiras por C. gloesporioides (KUMAR et al., 2001), na qual o fungo ndo produz
apressorio. Porém, no caso de C. lindemuthianum, a penetragéo ocorre diretamente
pela cuticula da folha como consequéncia da pressao exercida pelo apressorio. Este
¢ o primeiro relato sobre mecanismos de penetragdo de isolados teleomorficos de C.
lindemuthianum, em células de feijoeiro, sendo observada a intensa formagdo de
apressorios (Figura, 5a-d). A presenca de pigmentos de melanina nos apressorios foi
verificada para os isolados anamorficos e teleomorficos (Figura, 2a—c). A

penetragdo através de estdmatos nao foi observada.
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Figura 5 Microscopia eletronica de varredura da superficie das folhas do feijdo
(cultivar Pérola) apdés a inoculagdo com isolado teleomorfico
UFLAGO06: (A) e (B) 72 horas apds inoculagdo, mostrando ascosporos
(As) emitindo tubo germinativo (seta branca), apressorios (a) (C) e (D)
72 horas apds a inoculagdo, mostrando hifas (setas brancas) na
superficie de folhas
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4.3 lIsolados teleomorficos causam sintomas brandos no feijoeiro in vivo e

néo causaram sintomas em hipocétilos in vitro

Nos testes de patogeniciade com a cultivar comercial Pérola, a mesma
foi suscetivel ao isolado teleomdrfico (UFLAGO1) e anamorfico (LV117) com
diferencas nos sintomas.

Os resultados da identificacdo de ragcas mostraram que nenhuma das
doze cultivares diferenciadoras utilizadas no estudo foi suscetivel ao isolado
teleomoérfico UFLAGO1 utilizado. O isolado LV117 foi classificado como raga
65. Plantas inoculadas com ascosporos mostraram sintomas brandos (nota = 4,5)
quando comparados aqueles normalmente associados com inoculagdes
utilizando conidios. As lesdes foram observadas na nervura principal das folhas

e lesdes nos hipocotilos foram praticamente invisiveis (Figura, 6a—e).
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Figura 6 Sintomas de antracnose aos dez dias apds a inoculagdo. (a) Plantas de
feijao inoculadas com ascosporos do isolado teleomorfico (UFLAGO1)
a esquerda e inoculadas com conidios do isolado anamoérfico (LV117)
a direita; (b) e (c¢) sintomas em folhas e hipocotilos inoculados com o
isolado teleomorfico; (d) e (e) sintomas em folhas e hipocotilos
inoculados com o isolado anamorfico

Os resultados do experimento in vitro mostram que ndo houve o
desenvolvimento de sintomas em hipocdtilos de feijoeiro quando as colonias
conidiais e ascospdricas obtidas de monosporicas dos isolados teleomorficos
(UFLAGO06 e UFLAGO8) foram inoculadas nas cultivares suscetiveis. Somente
o isolado anamorfico LV115 desencadeou a formacdo de sintomas tipicos de

antracnose em ambas as cultivares (Figuras 7 e 8).
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Figura 7 Sintomas de antracnose aos dez dias apos a inoculagdo em hipocotilos.
(A) Isolado LVI115 inoculado na cultivar Pérola. (B) Isolado
UFLAGO067.5 (ascosporos e conidios) inoculado na cultivar Pérola. (C)
Isolado UFLAGO06 7.1 (conidial) inoculado na cultivar Pérola. (D)
Controle inoculado com agua na cultivar Pérola. (E) Isolado LV115
inoculado na cultivar Michelite. (F) Isolado UFLAGO067.5 (ascésporos
e conidios) inoculado na cultivar Michelite. (G) Isolado UFLAGO067.1
(conidial) inoculado na cultivar Michelite. (H) Controle inoculdado
com agua na cultivar Michelite
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Portanto, os resultados deste estudo mostram que ascosporos dos
isolados teleomorficos podem germinar ¢ formar apressoérios em cultivares de
feijoeiro, porém, ndo causam sintomas caracteristicos da antracnose. Esses
resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por Camargo Junior et al.
(2007), no qual os sintomas de antracnose em plantas inoculadas com
ascosporos do isolado teleomorfico foram brandos quando comparados aqueles
apresentados por plantas inoculadas com conidios do isolado anamérfico.

Outro aspecto importante sobre a sintomatologia ¢ que, nos pontos nos
quais foram depositadas as gotas de inoculo em hipocotilos, em algumas
amostras (Figura, 7F) desenvolveu-se uma mancha de cor marrom-clara. Na
observagdo dessas manchas sob microscopia de luz, pdde-se verificar a intensa
formagdo de hifas e apressorios. Portanto, ¢ possivel que, em algumas ocasioes,
essas manchas sejam também reconhecidas como sintomas brandos, como

relatado anteriormente.
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Figura 8 Sintomas de antracnose aos dez dias apos a inoculagdo em hipocotilos.
(A) Isolado LVI115 inoculado na cultivar Pérola. (B) Isolado
UFLAGO0815.1 (ascosporos ¢ conidios) inoculado na cultivar Pérola.
(C) Isolado UFLAGO0811.1 (conidial) inoculado na cultivar Pérola. (D)
Controle inoculado com agua na cultivar Pérola. (E) Isolado LV115
inoculado na cultivar Michelite. (F) Isolado UFLAGO0815.1 (ascosporos
e conidios) inoculado na cultivar Michelite. (G) Isolado UFLAGO0811.1
(conidial) inoculado na cultivar Michelite. (H) Controle inoculado com
agua na cultivar Michelite



44

4.4 lIsolado teleomorfico exibe comportamento epifitico e oportunista no

feijoeiro

Os experimentos utilizando isolados selvagens anamorfico e
teleomorfico (LV115 e UFLAGO06) demonstraram resultados que concordam
com os obtidos na analise da pré-infeccdo, ou seja, o isolado teleomorfico
germinou ¢ formou mais apressorios e hifas na superficie de hipocoétilos do que
o isolado anamorfico, as 72 horas apos a inoculacdo (Tabela 4). Todas as fontes
de variagdo da analise de variancia foram significativas (P < 0,001).

As estruturas pos-penetracdo como vesicula de infecgdo e hifas
primdrias foram encontradas para o isolado anamorfico as 72 horas apos a
infecdo na cultivar suscetivel (Figura, 9). No entanto, para o isolado
teleomorfico, ndo foram encontradas estas estruturas as 72 horas e nem mesmo
nos tempos mais avancados apds a inoculagdo (96 e 120 horas), utilizando-se

tanto a microscopia de luz como a de fluorescéncia.

Tabela 4 Germinagdo de conidios e ascosporos e formagdo de apressorios nas
cultivares Pérola (suscetivel) e G2333 (resistente) de feijoeiro, 72
horas ap0s a inocula¢do

Esporos germinados formando apressorios (%)*

Isolado

LV 115 UFLAGO06
Pérola 15+1,73 98,33+1,52
G2333 441 9743

*Média e desvio padrdo
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Figura 9 (A) Isolado anamorfico (LV115) na cultivar resistente, apressorios
(setas). (B) e (C) Isolado anamorfico (LV115) na cultivar suscetivel,
formando vesiculas de infeccdo (setas brancas) e hifas primarias (setas
pretas). (D) Isolado anamorfico (LV115) na cultivar suscetivel,
formando apressérios (setas pretas) e hifas primdrias (setas brancas).
(E) Mesma imagem por microscopia de fluorecéncia, hifas do isolado
transformante expressando GFP. Todas as imagens foram obtidas 72
horas apos a inoculagdo. Barra: 10 um

Todavia, no experimento de inoculagdo do isolado teleomorfico
transformante (tQB01) em pontos nos quais a morte celular foi induzida, o
mesmo teve habilidade de desenvolver hifas com didmetro grande,
caracteristicas de hifas primarias, no interior das células mortas (48 horas),
formando acérvulos em folhas as 72 horas (Figura 10). Para os isolados
anamorficos, ndo foram observados acérvulos neste tempo € nem mesmo em
tempos mais avancados (124 horas), de acordo com relatos da literatura para C.
lindemuthianum de que a formacdo de acérvulos rompendo a camada da
epiderme vegetal ¢ evidente em aproximadamente dez dias apds a penetracdo

(PERFECT; GREEN; O’CONNELL, 2001).
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Figura 10 (A) 72 horas apds a inoculacdo do isolado teleomoérfico (UFLAGO6)
na cultivar suscetivel com formagdo de hifas superficiais e apressorios
(seta). (B) 72 horas apds a inoculagdo do isolado teleomorfico
(UFLAGO06) na cultivar resistente, formando apressorios (seta). (C)
Isolado teleomorfico transformante (tQB01) na cultivar suscetivel
formando hifas primarias (setas brancas), 48 horas apds a inoculagao.
(D) Mesma imagem por microscopia de fluorescéncia, hifas do
isolado transformante expressando GFP. (E) Isolado teleomorfico
transformante (tQBO1) na cultivar resistente, formando apressorios
(setas pretas) 48 horas apds a inoculagdo. (F) Mesma imagem por
microscopia de fluorescéncia, hifas do isolado transformante
expressando GFP (seta branca). (G) Formacao de acérvulos e esporos
(seta) em folhas da cultivar suscetivel apds inoculagdo com o isolado
transformante tQBO1, 72 horas apos a infecg¢do. (B) Mesma imagem
por microscopia de fluorescéncia com esporos expressando GFP
(seta). Barra: 10 pm

(...continua...)



No experimento de coinoculagdes foi observado o crescimento de hifas

do isolado teleomorfico transformante (tQBO01) sobre lesdes de antracnose
causadas pelo isolado selvagem (LV115). Em amostras em que o isolado
anamorfico transformante (tQB02) foi inoculado, foram observadas hifas sobre
lesdes de antracnose e ao redor das mesmas e intensa formagao de apressorios
do isolado teleomorfico selvagem (UFLAGO06) (Figura 11). Estes resultados
sugerem que ambos os isolados podem colonizar as mesmas lesdes de
antracnose e, portanto, explicam porque tém sido isolados do campo com
frequéncia a partir de lesdes de antracnose. Nos controles da coinoculacdo, os
isolados selvagens anamorfico e teleomorfico comportaram-se do mesmo modo
que os transformantes, ou seja, anamorfico infectando e produzindo lesdes e

teleomorfico produzindo apressorios e hifas superficiais.
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Figura 11 (A) Coinoculacdo na cultivar suscetivel com o isolado teleomorfico
transformante (tQBO1) e o isolado anamorfico selvagem LV115.
Observar a formagao de apressorios (setas pretas) e hifa (seta branca)
crescendo em lesdo. (B) e (C) Mesma imagem por microscopia de
fluorecéncia. (D) Coinoculagdo na cultivar suscetivel do isolado
anamorfico transformante (tQB02) e o isolado teleomorfico selvagem
(UFLAGQO06). Observar a formacgdo de hifas na lesdo (seta branca) e
formagdo de apressorios ao redor da lesdo (setas pretas). (E) Mesma
imagem por microscopia de fluorescéncia. Observar a expressao de
GFP em hifas na lesdo (seta branca) e apressorios (setas pretas).
Imagens obtidas as 120 horas ap6s a inoculagdo. Barra: 10 um

Desse modo, compreende-se que a interagdo entre os isolados
teleomorficos utilizados neste estudo e o feijoeiro ocorre da seguinte forma: ao
serem depositados na superficie de tecidos do feijoeiro, os ascosporos germinam
rapidamente (24 horas), formando muitos apressorios melanizados e hifas
superficiais. Todavia, a penetragdo nao ocorre, a ndo ser que haja lesdes nos
tecidos, causadas por ferimentos ou por isolado anamorfico (lesdes de
antracnose). Adicionalmente, foi observado que o comportamento desses
isolados teleomorficos ndo difere quando inoculados em cultivar suscetivel e

resistente de feijoeiro.



49

Os resultados deste estudo podem explicar a sintomatologia observada
em testes de patogenicidade. No campo ou, até mesmo, em casa de vegetacao, ¢
possivel que pequenas lesdes nos tecidos causadas por insetos, por exemplo,
levem a necrose e facilitem a colonizagdo por isolados teleomorficos, causando
sintomas brandos. Do mesmo modo, ¢ possivel que isolados anamorficos
infectando em estagio necrotrofico e causando lesdes de morte celular oferecam
oportunidade para que isolados teleomorficos colonizem as mesmas lesoes,
produzindo acérvulos e esporulando, sendo recuperadas ambas as fases em
isolamentos.

Estruturas como conidios, tubos germinativos, apressorios, vesiculas de
infeccdo e hifas primarias t€ém papel importante na interagdo entre o patégeno e
as células do hospedeiro, atuando em varios processos como adesao, sinalizacao
celular, manutencdo da viabilidade do fungo e mecanismos de reconhecimento
(PERFECT; GREEN; O’CONNELL, 2001). Logo, a falta ou o nao
funcionamento de tais estruturas podem afetar a expressdo da doenga. Foi
observado que os isolados teleomorficos formam apressorios melanizados,
porém, esses isolados podem ter falhas na sua fung@o, como relatado por
Veneault-Fourrey et al. (2005) para C. lindemuthianum. Além disso, em células
mortas, foram observadas hifas primarias, porém, ndo foram encontradas
vesiculas de infec¢do, mostrando evidéncias de que a falha ou a falta de
afinidade desses isolados com o hospedeiro possam estar no momento da
formacao do peg de penetracdo e formacao da vesicula de infeccao.

A ultraestrutura de apressorios de diferentes espécies de Colletotrichum
demonstra algumas caracteristicas em comum. Normalmente, a parede do
apressorio tem uma ou trés camadas, com melanina preferencialmente
depositada dentro de uma delas (BAILEY; JEGER, 1992). Melaninas sdo
macromoléculas formadas pela polimerizagao oxidativa de compostos fendlicos

e indolicos, apresentam coloracdo marrom ou preta, podendo adquirir outras



50

tonalidades, possuem carater hidrofobico e sdo carregadas negativamente
(LANGFELDER et al., 2003).

A camada de melanina diminui a permeabilidade do apressorio,
aumentando a pressdo de turgor interna por meio da produgdo e aciumulo de
grandes quantidades de componentes osmoticamente ativos (DEISING;
WERNER; WERNITZ, 2000; KUBO et al., 2000; MENDGEN; DEISING,
1993), como o glicerol (JONG et al., 1997). Logo, a biossintese da melanina esta
relacionada com a capacidade de penetragdao do apressorio, gerando alta pressdo
hidrostatica requerida para a penetragdo direta no hospedeiro (HOWARD;
VALENT, 1996).

A aderéncia firme do apressorio é também fator essencial para que possa
exercer a forca mecanica requerida para a penetracao, sem deslocar o fungo da
superficie a ser penetrada. A formagdo do apressorio ¢ frequentemente
acompanhada pela secrecdo de uma matriz mucilaginosa que o envolve. Em C.
lindemuthianum, essa matriz estende-se para as regides de cuticula proximas ao
apressorio e parece colaborar para a sua adesdo (BAILEY; JEGER, 1992;
O’CONNELL; BAILEY; RICHMOND, 1985). A adesdo do apressorio ¢
mediada por glicoproteinas ricas em manose e galactose da matriz extracelular
secretada durante a sua diferenciagdo (PAIN et al., 1996).

Adicionalmente, as possiveis causas para a falha desses isolados
teleomorficos podem estar na secrecdo de enzimas hidroliticas que se acredita
serem produzidas apds a diferenciacao da hifa peg de penetragdo a partir de
apressorios (PERFECT; GREEN, 2001), ja que ocorrem modificagdes quimicas
nas regides das paredes celulares proximas ao peg. Utilizando-se o gene da
proteina fluorescente verde gfp sob controle do promotor do gene clpg2, foi
observado que o gene que codifica endoPG (clpg2) é expresso nos estigios
iniciais da germinagdo do conidio e durante a formagdo do apressorio, tanto in

Vitro quanto na planta hospedeira (DUMAS et al., 1999).
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Sabe-se que, em condigdes de campo, a pressdo de selegdo sobre as
populagdes do patégeno ¢ intensa e diversos mecanismos de ampliacdo da
variabilidade genética podem ocorrer para que se aumentem as chances de
sobrevivéncia do mesmo. Portanto, é importante observar a ocorréncia desses
isolados teleomorficos, do ponto de vista genético e evolutivo.

E interessante ressaltar a instabilidade fenotipica observada para os
isolados utilizados neste estudo, formando setores e diversos tipos de coldnias
ap6s a obtencdo de monosporicas, com diferentes padrdes de formacdo de
esporos e, at¢é mesmo, de coldnias estéreis. As causas para essa instabilidade
podem estar relacionadas com elementos transponiveis ativos e o polimorfismo
cromossomico (ISHIKAWA; SOUZA; DAVIDE, 2003; O’SULLIVAN et al.,
1998; ROCA; DAVIDE; MENDES-COSTA, 2003).

Além de mutagdes e do ciclo sexual, em fungos filamentosos pode haver
outros mecanismos de transferéncia de material genético, como a ocorréncia do
ciclo parassexual (CASTRO-PRADO et al., 2007; HASTIE, 1981; ROCA,
1997) e a recombina¢do ndao meidtica via tubos de anastomoses conidiais
(conidial anastomosis tubes, CATs) (ISHIKAWA et al., 2010; ROCA et al.,,
2003, 2004) que podem levar ao polimorfismo cromossomico (KISTLER;
MIAO, 1992; O’SULLIVAN et al., 1998; ROCA; DAVIDE; MENDES-
COSTA, 2003) ¢ ao rearranjo do genoma (O’SULLIVAN et al., 1998).

As fusdes de CATs foram também observadas neste estudo entre
esporos de isolado anamorfico (Fig. 3c) e entre esporos de isolados
teleomorficos (Nao publicado) e tais eventos podem ter papel importante na
ampliacdo da variabilidade genética e na patogenicidade (ISHIKAWA et al.,
2010; ROCA et al., 2004).
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4 CONCLUSAO

a)

b)

os isolados teleomorficos apresentam comportamento semelhante ao
de isolados anamorficos na pré-penetragdo no feijoeiro, porém, com
diferencas temporais no desenvolvimento das estruturas;

nos eventos pos-penetracao, os isolados teleomorficos ndo formaram
vesiculas de infec¢@o e hifas primarias, exceto na presenga de morte
celular;

o comportamento dos isolados teleomorficos foi semelhante quando
inoculados nas cultivares suscetivel e resistente de feijoeiro,

apresentando-se ndo patogénicos.
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	Figura 3 Microscopia eletrônica de varredura da superfície das folhas do feijão (cultivar Pérola) após a inoculação com isolado teleomórfico UFLAG01: (A) 24 horas após inoculação, mostrando ascósporos (As) emitindo tubos germinativos, apressórios (a) e desenvolvimento de hifas (H); (B) e (C) 48 horas após a inoculação, mostrando ascósporos (As) com tubos germinativos (setas brancas), hifas (H) e apressórios (a) [em (C), detalhes foram ampliados na imagem]; (D) 72 horas após a inoculação, mostrando ascósporos com apressórios (detalhes são ampliados acima, à direita) 
	Figura 4 Microscopia eletrônica de varredura da superfície de folhas do feijoeiro (cultivar Pérola) após a inoculação com isolado anamórfico LV 117: (A) 24 horas após a inoculação, mostrando conídios emitindo tubos germinativos (setas brancas) e apressórios (a); (B) 24 horas após inoculação, mostrando vários conídios não germinados, conídios (c) emitindo tubos germinativos (seta branca) e apressório (a); (C) 72 horas após a inoculação, mostrando conídios formando cadeia de anastomoses (seta branca) e (D) 72 horas após inoculação, mostrando conídios com tubos germinativos (seta branca) e apressórios (a) 
	Figura 5 Microscopia eletrônica de varredura da superfície das folhas do feijão (cultivar Pérola) após a inoculação com isolado teleomórfico UFLAG06: (A) e (B) 72 horas após inoculação, mostrando ascósporos (As) emitindo tubo germinativo (seta branca), apressórios (a) (C) e (D) 72 horas após a inoculação, mostrando hifas (setas brancas) na superfície de folhas 
	 4.3 Isolados teleomórficos causam sintomas brandos no feijoeiro in vivo e não causaram sintomas em hipocótilos in vitro 
	Figura 6 Sintomas de antracnose aos dez dias após a inoculação. (a) Plantas de feijão inoculadas com ascósporos do isolado teleomórfico (UFLAG01) à esquerda e inoculadas com conídios do isolado anamórfico (LV117) à direita; (b) e (c) sintomas em folhas e hipocótilos inoculados com o isolado teleomórfico; (d) e (e) sintomas em folhas e hipocótilos inoculados com o isolado anamórfico 
	Figura 7 Sintomas de antracnose aos dez dias apos a inoculação em hipocótilos. (A) Isolado LV115 inoculado na cultivar Pérola. (B) Isolado UFLAG067.5 (ascosporos e conídios) inoculado na cultivar Pérola. (C) Isolado UFLAG06 7.1 (conidial) inoculado na cultivar Pérola. (D) Controle inoculado com água na cultivar Pérola. (E) Isolado LV115 inoculado na cultivar Michelite. (F) Isolado UFLAG067.5 (ascósporos e conídios) inoculado na cultivar Michelite. (G) Isolado UFLAG067.1 (conidial) inoculado na cultivar Michelite. (H) Controle inoculáado com água na cultivar Michelite 
	Figura 8 Sintomas de antracnose aos dez dias apos a inoculação em hipocótilos. (A) Isolado LV115 inoculado na cultivar Pérola. (B) Isolado UFLAG0815.1 (ascosporos e conídios) inoculado na cultivar Pérola. (C) Isolado UFLAG0811.1 (conidial) inoculado na cultivar Pérola. (D) Controle inoculado com água na cultivar Pérola. (E) Isolado LV115 inoculado na cultivar Michelite. (F) Isolado UFLAG0815.1 (ascósporos e conídios) inoculado na cultivar Michelite. (G) Isolado UFLAG0811.1 (conidial) inoculado na cultivar Michelite. (H) Controle inoculado com água na cultivar Michelite 
	 4.4 Isolado teleomórfico exibe comportamento epifítico e oportunista no feijoeiro 
	Figura 9 (A) Isolado anamórfico (LV115) na cultivar resistente, apressórios (setas). (B) e (C) Isolado anamórfico (LV115) na cultivar suscetível, formando vesículas de infecção (setas brancas) e hifas primárias (setas pretas). (D) Isolado anamórfico (LV115) na cultivar suscetível, formando apressórios (setas pretas) e hifas primárias (setas brancas). (E) Mesma imagem por microscopia de fluorecência, hifas do isolado transformante expressando GFP. Todas as imagens foram obtidas 72 horas após a inoculação. Barra: 10 µm 
	Figura 10 (A) 72 horas após a inoculação do isolado teleomórfico (UFLAG06) na cultivar suscetível com formação de hifas superfíciais e apressórios (seta). (B) 72 horas após a inoculação do isolado teleomórfico (UFLAG06) na cultivar resistente, formando apressórios (seta). (C) Isolado teleomórfico transformante (tQB01) na cultivar suscetível formando hifas primárias (setas brancas), 48 horas após a inoculação. (D) Mesma imagem por microscopia de fluorescência, hifas do isolado transformante expressando GFP. (E) Isolado teleomórfico transformante (tQB01) na cultivar resistente, formando apressórios (setas pretas) 48 horas após a inoculação.  (F) Mesma imagem por microscopia de fluorescência, hifas do isolado transformante expressando GFP (seta branca). (G) Formação de acérvulos e esporos (seta) em folhas da cultivar suscetível após inoculação com o isolado transformante tQB01, 72 horas após a infecção. (B) Mesma imagem por microscopia de fluorescência com esporos expressando GFP (seta). Barra: 10 µm 
	Figura 11 (A) Coinoculação na cultivar suscetível com o isolado teleomórfico transformante (tQB01) e o isolado anamórfico selvagem LV115. Observar a formação de apressórios (setas pretas) e hifa (seta branca) crescendo em lesão. (B) e (C) Mesma imagem por microscopia de fluorecência. (D) Coinoculação na cultivar suscetível do isolado anamórfico transformante (tQB02) e o isolado teleomórfico selvagem (UFLAG06). Observar a formação de hifas na lesão (seta branca) e formação de apressórios ao redor da lesão (setas pretas). (E) Mesma imagem por microscopia de fluorescência. Observar a expressão de GFP em hifas na lesão (seta branca) e apressórios (setas pretas). Imagens obtidas às 120 horas após a inoculação. Barra: 10 µm 
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