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RESUMO

A antracnose do feijoeiro é causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum. No entanto,
linhagens de Glomerella sp. ndo patogénicas tém sido isoladas de lesbes de antracnose e nao
correspondem & fase sexual de C. lindemuthianum. Essas espécies formam tubos de
anastomoses entre conidios (CATS), que sdo estruturas especializadas que emergem como
protuberancias dos conidios apds ou durante a germinacdo, dependendo da espécie. A fusdo
de CATSs permite que haja a comunicacgdo entre citoplasmas de dois ou mais conidios podendo
ocorrer a transferéncia de organelas, tais como, mitocondrias e também de nicleos. Em
Neurospora crassa, sabe-se que duas proteinas, SOFT (SO) e MAK-2, sdo responsaveis pela
comunicacdo dos conidios e a fusdo de CATs. No entanto, ndo ha informagdes do papel
dessas proteinas em C. lindemuthianum. Este trabalho teve como objetivos caracterizar a
formacdo de CATSs nestas espécies, localizar os genes clsoft e glso (clso e glso), sequenciar,
expressar e estudar as proteinas CLSO e GLSO durante a formacdo de CATs e também,
observar os efeitos do gene inativado, principalmente na patogenicidade. Além disso,
observar a ocorréncia de CATSs entre as espécies/linhagens estudadas. Foram utilizadas as
linhagens LV134 da raga 65 de C. lindemuthianum e G7-2 de Glomerella sp. O gene clso e
glso foi isolado, sequenciado e as linhagens foram transformadas com o gene clso ligado a
proteina GFP. Este gene também foi inativado pela técnica de recombinacdo e clonagem por
leveduras. Todas as linhagens selvagens e transformadas de ambas as espécies foram
caracterizadas quanto ao indice de velocidade crescimento micelial, didmetro colonial, taxa de
esporulacdo, porcentagem de germinacdo e teste de patogenicidade. Ambas as espécies foram
uninucleadas antes e apds a germinacdo dos esporos. As linhagens apresentaram
incompatibilidade micelial e sexual, no entanto, houve formacdo de CATSs entre e dentro das
espécies avaliadas. Além disso, ndo ocorreu especificidade na escolha do parceiro de fusdo.
Observou-se também que a melhor temperatura para a formacdo de CATs foi de 20°C. As
proteinas CLSO e GLSO apresentaram recrutamento oscilatério e foram essenciais na
formacgdo de CATSs nas especies C. lindemuthianum e Glomerella sp., respectivamente. As
proteinas CLSO e GLSO ndo apresentaram efeito pleiotropico para as caracteristicas
avaliadas. Os resultados sugerem que a formacdo de CATs pode estar contribuindo para o
aumento da variabilidade e surgimento de novas espécies de Colletotrichum no feijoeiro.

Palavras-chaves: Antracnose; comunicagdo celular; Glomerella sp.; Tubos de anastomose
entre conidios



ABSTRACT

Anthracnose of common bean is caused by Colletotrichum lindemuthianum fungi. However,
Glomerella sp., no pathogenic strains have been isolated from anthracnose lesions and do not
correspond to sexual form of C. lindemuthianum. These species form conidial anastomosis
tubes (CATS), which are specialized structures that emerge as protuberances of conidia after
or during germination, depending on species. CATs fusion allows communication between
cytoplasm of two or more conidia and organelles transference can occur, such as
mitochondria and nuclei. Two proteins, SOFT (SO) and MAK-2, are responsible for conidia
communication and CATSs fusion in Neurospora crassa. However, there is no information
about these proteins in C. lindemuthianum. Objective of this study was to characterize CATSs
formation in these species, localize, sequence and express the clsoft and glsoft (clso and glso)
gene, study the CLSO and GLSO protein during CATs formation, and also to observe the
effects of silenced gene, mainly in pathogenicity. In addition, to observe CATs occurrence
among species/strains studied. The LV134 strain of C. lindemuthianum, race 65 and G7-2
strain of Glomerella sp. were used. clso and glso gene were isolated, sequenced and strains
were transformed with so gene linked with GFP protein. These gene were also silenced by
yeast cloning and recombination technique. All wild type and transformed strains of both
species were characterized for Index of mycelial growth rate, colonial diameter, sporulation
rate, germination percentage and pathogenicity test. Both species were uninucleated before
and after spore germination. Strains presented mycelial and sexual incompatibility, however,
there were CATSs formation between and within evaluated species. In addition, no specificity
occurred in the choice of fusion partner. It was also observed that the best temperature for
CATs formation was 20°C. CLSO and GLSO protein presented oscillatory recruitment and
were essential in CATs formation in C. lindemuthianum and Glomerella sp. Species,
respectively. CLSO and GLSO protein did not present a pleiotropic effect for evaluated traits.
Results suggest that CATs formation may be contributing to variability increase and
emergence of new Colletotrichum species in common bean.

Keywords: Anthracnose; Cellular communication; Glomerella sp.; Conidial anastomosis
tubes
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1 INTRODUCAO

Entre os fatores que afetam a produtividade do feijoeiro, destaca-se a ocorréncia de
doencas, - uma das principais é a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum. Nos ultimos anos, vém sendo isoladas linhagens de C. lindemuthianum e
Glomerella sp. de lesdes de antracnose (BARCELOS et al., 2014; MOTA et al., 2016). A
analise comparativa de caracteres morfolégicos, moleculares e testes de patogenicidade dessas
linhagens tém mostrado ampla variabilidade e comprovado que as linhagens de Glomerella
sp. ndo representam a forma teleomorfica de C. lindemuthianum (BARCELOS et al., 2014).
Esses autores identificaram dois grupos distintos de linhagens de Glomerella sp. coletados de
lesbes de antracnose no feijoeiro, denominados de Glomerella sp. grupo | e 1. O grupo
Glomerella sp. | amplifica para os primers HMGglo (BARCELOS; SOUZA;
VAILLANCOURT, 2011) e ndo para o par de primers especificos de C.lindemuthianum
(GARCIA-SERRANO et al., 2008) e ndo causam sintomas no feijoeiro aos dez dias de
avaliacdo. No entanto, um grupo de seis linhagens do grupo Il ndo amplificou para ambos os
primers e causou sintomas brandos no feijoeiro. A patogenicidade dessas seis linhagens foi
investigada por Mota et al. (2016) e causaram sintomas tipicos nas vagens do feijoeiro comum
de sarna do feijoeiro, doenca emergente também causada pelo género Colletotrichum, mas
ainda pouco estudada.

C. lindemuthianum produz um tipo de hifa especializada que permite a fusdo de
conidios, conhecida como tubos de anastomoses entre conidios (Conidial Anastomosis Tubes
- CATs) (ROCA et al., 2003; ISHIKAWA et al., 2010a). Dentre suas fungbes tem sido
sugerido o favorecimento da recombinacdo assexual e a transferéncia horizontal de genes
(ROCA et al., 2004; ISHIKAWA et al., 2010a, 2010b; MEHRABI et al., 2011; ISHIKAWA
et al., 2012). Assim, a ocorréncia de diferentes espécies na mesma lesdo no feijoeiro e que
pertencem ao género Colletotrichum pode favorecer a formacéo de CATS entre essas espécies,
uma vez que estdo bem proximas uma da outra e ndo ocorre a reproducdo sexuada. Contudo,
ndo ha informacdes detalhadas sobre o processo de formacdo de CATSs nas espécies de
Colletotrichum, isto é, caracteristicas especificas envolvidas no processo de sinalizacdo
celular ou na comunicacao celular. O patossitema C. lindemuthianum/Phaseolus vulgaris ¢
um modelo no estudo de fitopatégenos, e, além disso, os CATs foram descritos com detalhes
pela primeira vez nessa espécie (ROCA et al.,, 2003; ISHIKAWA et al.,, 2012, READ;
GORYACHEV; LICHIUS, 2012; BARCELOS et al.,, 2014). Apesar da observacdo e
descricdo sobre os CATs em Neurospora crassa ter sido relatada posteriormente (ROCA et
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al., 2005), informacgdes detalhadas sobre a comunicacdo e fuséo celular de CATs nessa
espécie tém sido investigadas com maiores detalhes. Devido a ser um fungo com genoma
sequenciado, possui metodologias bem estabelecidas, assim, um fungo modelo para estudos
(FLEISSNER et al., 2009). Os genes map kinase-2 (mak-2) e soft (so) sdo responsaveis pela
formacdo das proteinas de membranas MAP KINASE (MAK-2) e da SOFT (SO) e estdo
envolvidos na formacdo dos CATs em N. crassa (FLEISSNER et al., 2009). Nessa espécie,
ocorre crescimento quimiotropico entre os conidios envolvidos na formacdo de CATs. O
recrutamento de MAK-2 e SO ¢ alternado entre os parceiros de fusdo em um sistema
altamente coordenado. A dindmica oscilatoria de sinalizagdo entre essas proteinas ocorre nas
pontas dos CATs em formacdo e com um unico ponto na fusdo (FLEISSNER et al., 2009).
Essas observacdes indicam que os parceiros de fusdo se alternam entre dois estados
fisioldgicos que envolvem o envio e recepcao de sinais. Portanto, € um sistema de sinalizacédo
refinada e de desenvolvimento, isso permite que células geneticamente idénticas coordenem o
seu comportamento temporal e espacial para alcancar a fusdo e atragdo mdtua, evitando o
autoestimulo. Nessa espécie também foi observado que a inativacdo de apenas um desses
genes, impede a formacao e fusdo de CATs (FLEISSNER et al., 2009).

MAK-2, além de ser essencial para a anastomose de hifas e conidios, também séao
fatores patogénicos em vérios fitopatdgenos, incluindo Magnaporthe grisea, Botrytis cinerea
e Fusarium oxysporum (XU; HAMER, 1996, ZHENG et al., 2000; DI PIETRO et al., 2001).
A proteina SO é conservada nos fungos filamentosos Ascomicetos, mas a sua funcédo
molecular, ainda, permanece obscura (WEICHERT; FLEISSNER, 2015). A func¢do da SO na
formacéo de anastomoses tem sido conservada em fungos de diferentes estilos de vida, como
o fungo saprdéfita Sordaria macrospora, os fitopatdgenos Alternaria brassicicola e Fusarium
oxysporum e o endofitico Epichloe festucae (CRAVEN et al., 2008; PRADOS ROSALES; DI
PIETRO, 2008; CHARLTON et al., 2012; ENGH et al., 2007). Essa proteina também esta
envolvida na interacdo fungo-hospedeiro, uma vez que em A. brassicicola é essencial para a
patogenicidade. Em E. festucae, a delecdo do gene so causa um disturbio e o fungo torna-se
patogénico, no entanto, em F. oxysporum a patogenicidade ndo ¢ afetada (ENGH et al., 2007,
PRADOS ROSALES; DI PIETRO, 2008; CHARLTON et al., 2012).

As espécies C. lindemuthianum e Glomerella sp. coabitam as mesmas lesdes no
feijoeiro, podendo ter um grande impacto na evolucdo das espécies, alem de dificultar o
controle da doenca no feijoeiro. Portanto, torna-se importante entender a formagéo de CATs e
se 0S Mesmos ocorrem entre as espécies presentes nas mesmas lesdes de antracnose. Assim,

0s objetivos deste trabalho foram: i. caracterizar a formacdo de CATS nestas espécies, ii.
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localizar os genes clso e glso, sequenciar, expressar e estudar as proteinas CLSO e GLSO
durante a formagéo de CATSs, iii. observar os efeitos dos genes inativados, principalmente na

patogenicidade, iv. observar a ocorréncia de CATSs entre as especies/linhagens estudadas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Antracnose do feijoeiro

A antracnose é uma das principais doencas fungicas do feijoeiro em regifes
subtropicais e temperadas, especialmente em localidades com temperaturas moderadas a frias
(13- 27°C) e alta umidade relativa (acima de 91%) (FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013).
As perdas ocasionadas por essa doenga podem ser da ordem de 100%, principalmente quando
sementes contaminadas ou cultivares suscetiveis sdo utilizados para plantio e ocorrem
periodos prolongados de condicGes favoraveis ao seu desenvolvimento (PINTO et al., 2012).
Além de diminuir o rendimento da cultura, os sintomas da antracnose depreciam a qualidade
do produto, por ocasionarem manchas nos gréos, tornando-os imprdprios para 0 consumo
(DALLA PRIA; AMORIM; BERGAMIN FILHO, 2003).

Os sintomas da antracnose aparecem em todos o0s estagios de crescimento na parte
aérea da planta, a partir de cinco dias do contato com o fungo (CHAVES, 1980; KIMATI et
al, 1997). O patdgeno pode afetar as sementes, produzindo lesdes nos tecidos dos cotilédones.
As sementes infectadas sdo ligeiramente descoloridas, podendo apresentar cancros, cuja
coloracdo varia de amarela a café-escura ou negra (SARTORATO, 1988; SCHAWARTZ,
1994). No peciolo e no caule, as lesdes sdo ovaladas, deprimidas e de coloracdo escura
(SARTORATO, 1988). Nas folhas, as lesdes ocorrem, inicialmente, na face abaxial, ao longo
das nervuras, como pequenas manchas de cor pardo-avermelhada que se tornam café-escura a
negra. Nas vagens, as lesdes sdo arredondadas, deprimidas e apresentam o centro claro,
delimitado por um anel negro levemente protuberante, rodeado por uma borda de coloragédo
laranja-avermelhada. Essas lesdes podem coalescer e cobrir parcialmente as vagens. Sob
temperatura e umidade adequadas, observa-se a esporulacdo rosada no centro das lesdes
(SARTORATO, 1988; SCHWARTZ, 1994).

O agente causal da antracnose é conhecido por Colletotrichum lindemuthianum (Sacc
& Magn.) Briosi & Cav. e a disseminacdo desse patdgeno ocorre a curta distancia por meio de

respingos de chuvas, implementos agricolas, homem, insetos e varios outros agentes, e a
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longa disténcia, por meio de sementes infectadas (VIEIRA; VIEIRA; RAMOS, 1993). Essas
sementes representam a maior fonte de indculo do ponto de vista epidemioldgico, além de
promover o intercdmbio de diferentes racas entre as diversas regides produtoras (RAVA,
PURCHIO; SARTORATO, 1994; SILVA, 2004). O patogeno sobrevive de uma estacdo a
outra, ou de um cultivo a outro, como micélio dormente no interior do tegumento da semente
nas células dos cotilédones ou em restos culturais, na forma de esporos (VIEIRA; PAULA
JUNIOR; BOREM, 2006).

Para o sucesso no desenvolvimento de cultivares resistentes a antrachose, algumas
informagOes sdo necessérias, entre elas destacamos o conhecimento dos niveis de
variabilidade dentro e entre populacbes do patégeno e a determinacdo das racas
predominantes em cada regido de cultivo do feijoeiro comum (RODRIGUEZ-GUERRA et al.,
2003; PINTO et al., 2012).

2.2 Colletotrichum no feijoeiro comum

Colletotrichum € um grande género pertencente a Classe dos Ascomicetos
(Glomerellaceae, Sordariomycetidae, Sordariomycetes, Ascomycota), este abrange muitas
espécies que causam a antracnose em muitas culturas (BAILEY; JEGER, 1992). O foco do
sistema de classificacdo é o estado anamérfico do género, uma vez que o teleomorfico é
comum apenas em poucas espécies do género (VAILLANCOURT; WANG; HANAU, 2000).
Os fungos filamentosos possuem ampla distribuicdo geografica, os maiores danos ocorrem em
ambientes quentes e Umidos, ou seja, nas regides tropicais e subtropicais (WALLER, 1992). O
género foi recentemente eleito o oitavo mais importante grupo de fungos patogénicos de
plantas no mundo (DEAN et al., 2012).

O conidio do Colletotrichum é uma célula Gnica, ndo tem cor e mostra diferentes
formas, por exemplo, ovoide, cilindrico ou em forma de haltere, dependendo das espécies. Na
area onde cresce um grande numero de conidios, é visivel a coloracdo cor-de-rosa ou salméao.
Os acervulos, em que sdo formados os conidios, desenvolvem-se sob a epiderme do tecido da
planta infectada, e devido ao seu crescimento, vao perfurar a epiderme, libertando assim um
grande namero de conidios que servem para difundir o patégeno (AGRIOS, 2005).

As espécies de Glomerella formam peritécios, ascos e ascdsporos. Cada uma dessas
estruturas pode variar em tamanho e forma, dependendo das espécies (AGRIOS, 2005;
ARMSTRONG-CHO; BANNIZA, 2006; GUERBER; CORRELL, 2001). Rodriguez e
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Redman (1992) relataram que o numero de ascos num peritécio variou de 5 a 8 em G. musae.
Dentro de um asco, oito ascosporos sdo produzidos e tém sido observadas nas espécies G.
graminicola, G. musae, G. acutata, e G. truncata (ARMSTRONG-CHO; BANNIZA, 2006;
GUERBER; CORRELL, 2001; RODRIGUEZ; REDMAN, 1992).

C. lindemuthianum é um patégeno hemibiotréfico intracelular e se reproduz
assexuadamente. Os conidios sdo produzidos num corpo de frutificagdo denominado acérvulo
e formam massas de cor salmdo ou mel no meio de cultura, s&o unicelulares, hialinos e
oblongos ou cilindricos e germinam de seis a nove horas apds o contato inicial com o caule
(KIMATI, 1997). O patégeno apresenta grande variabilidade morfoldgica, fisiologica e
citolégica e também ampla diversidade de viruléncia, o que justifica o elevado nimero de
racas fisioldgicas existentes e a complexidade no emprego da resisténcia genética (PEREIRA
et al.,, 2010; PINTO et al., 2012). Essa alta variabilidade torna essencial 0 monitoramento
constante desse patdgeno para auxiliar os melhoristas de plantas no desenvolvimento de novas
cultivares resistentes de feijdo, como principal alternativa no controle da doenga
(CARBONELL etal., 2012; ISHIKAWA, SOUZA, DAVIDE, 2008).

Na fase teleomérfica do C. lindemuthianum, o fungo é conhecido como Glomerella
cingulata f.sp. phaseoli Stonem Spauld & V. Schrenk (KIMATI; GALLI, 1970). O fungo
produz um corpo de frutificacdo denominado peritécio e dentro estdo os ascos (BAILEY;
JEGER, 1992). Ampla variabilidade para diversas caracteristicas de G. cingulata f. sp.
phaseoli tem sido relatada, como por exemplo, o tamanho de ascosporos e conidios. Para 0s
ascosporos, o comprimento varia de 18,26- 38,85 um e para largura de 4,94-10,4 um (ROCA,;
DAVIDE; MENDES-COSTA, 2003; SOUZA; SOUZA; MENDES-COSTA, 2007). Os
conidios variam no comprimento de 13-22 um e a largura varia de 2,86-4,75 pm
(BARCELOS et al., 2014; O’CONNELL; NASH; BAILEY, 1992; RAVA; PURCHIO;
SARTORATO, 1994; ROCA; DAVIDE; MENDES-COSTA, 2003).

Nos ultimos anos, tém sido obtidas linhagens de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli
(forma teleomorfica) a partir de lesdes de antracnose e essas linhagens tém sido investigadas
por meio de caracterizagdo, morfologica, citologica, molecular e patogénica (BARCELOS et
al., 2014). Os autores identificaram dois grupos distintos de linhagens de Glomerella sp.
coletados de lesbes de antracnose no feijoeiro, denominados Glomerella sp. grupo 1 e Il, 0
grupo | ndo causou sintomas no feijoeiro comum aos dez dias ap6s a inoculagdo e amplificou
para os primers especificos para G. cingulata, HMGglo (BARCELOS; SOUZA;
VAILLANCOURT, 2011). No entanto, o grupo Il apresentou sintomas brandos aos 10 dias

apos a inoculacéo e ndo amplificou para o primer especifico HMGglo. Assim, ha evidéncia
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que G. cingulata f. sp. phaseoli relatadas neste estudo, provavelmente ndo é a fase sexual do
C. lindemuthianum, portanto uma nova espécie, que co-habita lesdes de antracnose no
feijoeiro, uma vez que a partir das lesbes sdo isoladas ambas as formas do patdégeno. Mota et
al. (2016) ao estudar essas linhagens e tambem linhagens isoladas de lesdes da sarna do
feijoeiro, observaram que as linhagens de Glomerella sp. grupo Il e as linhagens isoladas de
sarna causaram doenca no feijoeiro, apos 17 dias de inoculacdo e apresentaram sintomas
tipicos da sarna do feijoeiro, doenca também causada por espécie pertencente ao género

Colletotrichum.

2.3 Origem da Variabilidade em Colletotrichum

A alta variabilidade das espécies de Colletotrichum é apresentada pela morfologia da
colénia, forma dos conidios, presenca e forma de setas, apressorios, pigmentacéo,
patogenicidade, além de outras caracteristicas (MENEZES, 2006). A variabilidade em fungos
pode ocorrer por diferentes mecanismos, tais como, a mutagcdo que atua criando variabilidade
e 0s processos que ampliam a variabilidade, como o ciclo sexual, parassexualidade via
anastomose entre hifas (MENEZES, 2006) e também, por meio de um tipo de célula
especializada encontrada em diferentes espécies de Colletotrichum, denominada tubos de
anastomoses entre conidios (Conidial Anastomosis Tubes - CATs) (ROCA et al., 2003).

O ciclo sexual de fungos é caracterizado, de forma geral, pela existéncia de em um
mesmo citoplasma de ndcleos haploides com constituicdes genéticas distintas (dicarions) que
se funde em estruturas apropriadas, produzindo um nucleo diploide, que, quase
imediatamente, sofre meiose, restaurando o estado haploide dos nicleos (AZEVEDO, 1998).
Souza, Camargo Junior e Pinto (2010) ao estudarem a reproducdo e a estrutura populacional
de C. lindemuthianum, verificaram que, apesar de ser encontrado na forma sexual e de suas
estruturas de reproducdo sexuais ndo terem sido observadas na natureza, sua organizacdo e
diversidade genética sdo semelhantes a de populacGes originadas de reproducdo sexuada do
que de populacgdes assexuadas. Portanto, é provavel que ela esteja ocorrendo no campo o que
explicaria a ampla variabilidade genética apresentada pela espécie.

Anastomoses de hifas permitem a troca do contetdo celular entre individuos
diferentes, evento requerido nas reacdes de compatibilidade, inicio da reproducdo sexual,
formacéo de heterocarios, ciclo parassexual e a distribuicdo de nutrientes no micélio/colonia
(GLASS; JACOBSEN; SHIU, 2000). A formacdo de heterocarios, ou seja, a presenca de
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nacleos distintos no mesmo citoplasma € obtida em fungos filamentosos, por meio das
anastomoses entre hifas. Segundo Azevedo (1998), para o inicio do processo parassexual é
necessaria a heterocariose. Em fungos filamentosos existe o reconhecimento sexual que é
controlado por locos mat (“mating types”) e o reconhecimento vegetativo, controlado pelo
loco especifico het (SAUPE, 2000). Quando duas linhagens se encontram, elas podem sofrer a
fusdo celular ou anastomose. Se as duas linhagens possuem o mesmo genotipo het ou vic,
ocorre a heterocariose. Se elas diferirem geneticamente para o loco, apesar da fusdo de hifas,
as células heterocaridticas sao rapidamente destruidas ou tém o seu crescimento severamente
inibido (SAUPE, 2000). Castro-Prado et al. (2007) utilizando mutantes auxotroficos de C.
lindemuthianum pertencentes a cinco diferentes ragas, confrontaram as linhagens em todas as
combinagbes possiveis. Esses autores observaram que quatro combinaces apresentaram
incompatibilidade vegetativa e onze formaram prototréficos heterocarios, com formacao de
nacleos diploides. Os heterocérios originaram segregantes mit6ticos espontaneos
correspondentes a uma ou outra linhagem parental. Embora esses autores tenham observado
algumas barreiras na formacdo dos heterocéarios, alguns segregantes foram recuperados a
partir de coldnias diploides.

Ishikawa, Souza e Davide (2008) analisaram treze linhagens pertencentes a uma
mesma raga de C. lindemuthianum e observaram a formacdo de anastomose de hifas entre os
isolados, porém ocorreram 11 grupos diferentes de compatibilidade. Barcelos, Souza e Silva
(2011) utilizaram 47 isolados pertencentes a diferentes racas de C. lindemuthianum para a
analise de grupos de compatibilidade vegetativa (VCG). Nesse estudo, observou-se a
formagdo de 45 grupos de compatibilidade vegetativa, em que 44 isolados foram
incompativeis e em apenas uma combinacdo foi observada a formagdo do heterocario. A alta
incompatibilidade entre os isolados utilizados nesse estudo pode ser explicada pela
autoincompatibilidade, pois a formacdo de heterocarios foi baixa, evidenciando a grande
variabilidade existente nesta espécie. No estudo de Pinto (2012), foram usados quatro isolados
da populagéo sexual estes formaram trés diferentes grupos de compatibilidade vegetativa. Os
isolados UFLAG21-1 e UFLAG46-1 foram compativeis e, portanto, pertence a um mesmo
VCG, o que indica que essas linhagens possuem 0s mesmos gendtipos para 0s genes que
controlam a compatibilidade vegetativa. Entretanto, os resultados da analise por meio de
marcadores RAPD ndo evidenciaram correlagdo entre o marcador molecular e a
compatibilidade vegetativa das linhagens avaliadas.

Como visto, para ocorrer o ciclo sexual e parassexual, primeiramente deve ocorrer a

compatibilidade micelial entre as linhagens. Diversos estudos tém sido realizados a fim de
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observar esta compatibilidade em linhagens de Colletotrichum e Glomerella. Pinto et al.
(2012) confrontando 74 linhagens de C. lindemuthianum duas a duas observaram que apenas
1,78% das combinacdes apresentaram linha de contato entre as linhagens, mas nenhuma com
peritécio fértil e vidvel e em nenhum pareamento foi observada a compatibilidade micelial.
Barcelos et al. (2014) confrontaram dois a dois, 73 linhagens de dois diferentes grupos de
Glomerella sp. e observaram que apenas 75 pareamentos resultaram na linha de contato, 49
formaram peritécios férteis com formacéo de ascos e ascosporos. As linhagens que formaram
eram uma conidial e a outra peritecial. Esses 49 foram repetidos e usada a membrana de
diélise separando as duas linhagens e resultou que apenas 21 combinagdes apresentaram a
linha de contato novamente, e em todas formaram no lado da col6nia conidial, sugerindo que
a coldnia peritecial induziu a conidial. Mota et al. (2016) confrontaram 22 linhagens isoladas
do feijoeiro e pertencentes a diferentes espécies de Colletotrichum e Glomerella sp. e
observaram que apenas 27 combinagdes apresentaram compatibilidade micelial e destas

apenas cinco formaram linha de contato entre as linhagens.

2.4 Anastomose entre conidios

Conidial Anastomosis Tubes (CATs) é uma hifa (protusdo curta) especializada,
produzida durante o inicio da colonizacédo, crescem quimiotropicamente em direcdo a outra e
fundem-se para formar uma rede de conidios interconectados (READ, GORYACHEYV;
LICHIUS, 2012). Através destas conexfes, podem ser trocados nutrientes, agua, moléculas
sinalizadoras, nucleo, mitocondrias e outras organelas (READ et al., 2009). Esse sistema foi
descrito primeiramente em C. lindemuthianum por Roca et al. (2003) e, atualmente, ja foram
identificados em 73 espécies de fungos filamentosos que pertencem a 21 géneros diferentes, e
desenvolvem-se em meio de cultura e no hospedeiro (ISHIKAWA et al., 2010a; ROCA et al.,
2003). Em fitopatdgenos, tais como, Botrytis cinerae e Fusarium oxysporum os CATS tém
sido investigados sobre 0s genes e substancias que estdo envolvidos na fusdo e, até mesmo, na
dindmica nuclear durante a fusdo (ROCA et al., 2012; RUIZ-ROLDAN et al., 2010).

Embora muitas espécies apresentem a formagdo de CATS, o processo de fusdo tem
sido investigado detalhadamente em Neurospora crassa (READ; GORYACHEYV; LICHIUS,
2012) que apresenta as seguintes vantagens: 0 processo ocorre em 6h; ha facilidade de se
obter mutantes devido ao genoma sequenciado; possuir mutantes para a maioria dos genes;

técnicas para visualizagcdo e também os inibidores quimicos estdo bem estabelecidas para os



21

diferentes estadgios (READ; GORYACHEV; LICHIUS, 2012). Nessa espécie, foi
demonstrado que os CATs apresentam controle genético diferente dos tubos germinativos
(ROCA et al., 2005). O processo de fusdo de CATs foi dividido nas seguintes fases: inducéo;
quimioatracdo; adesdo celular; remodelagem da parede celular; fusdo da membrana
plasmatica e continuidade citoplasmatica entre CATs fundidos. No entanto, sdo destacadas
trés fases do processo: a inducdo, a quimioatragdo e a fuséo, que serdo descritas a seguir
(READ; GORYACHEV; LICHIUS, 2012).

A inducéo é regulada por moléculas sinalizadoras liberadas no meio circundante, mas
ndo se sabe a identidade e nem os receptores que se ligam e ativam esse processo (READ;
GORYACHEV; LICHIUS, 2012). A evidéncia de um indutor extracelular de CATSs surgiu da
observacao de que a formacdo de CATs é dependente da densidade conidial (ROCA et al.,
2005; ISHIKAWA et al., 2010a). Um possivel candidato seria um peptideo que ainda néo foi
identificado, que proporcionaria uma possivel especificidade as espécies que € necessaria para
evitar a autofusdo e que poderia ativar a cascata da MAP-Kinase (READ; GORYACHEYV;
LICHIUS, 2012; ROCA et al., 2005). Outros sinais externos podem influenciar como os
nutrientes (GLASS; FLEISSNER, 2006; ISHIKAWA et al., 2010a) e a idade dos conidios
(ISHIKAWA et al., 2010a).

Em N. crassa, os macroconidios crescem pela expansdo isotrépica, e a polarizacao
celular leva & formacdo do tubo germinativo e dos tubos de anastomoses. As células
geneticamente idénticas se comunicam liberando um quimioatrativo que é percebido por
conidios opostos, assim, ocorre a orientacdo do crescimento de acordo com o contato quimico
celula-a-célula. Esse mecanismo é denominado ping-pong, pois dois conidios trocam
repetidamente pulsos de sinalizacdo e compde a fase quimioatragdo (READ et al., 2009;
GORYACHEV et al., 2012). Duas proteinas, a MAP guinase MAK-2 e a proteina SO que
contém o dominio WW, foram demonstradas exibirem recrutamento oscilatério de tal modo
que, quando MAK-2 estd localizada transitoriamente na ponta de um CAT a SO esta
localizada simultaneamente na outra ponta (FLEISSNER et al., 2009). Tem sido proposto que
uma ponta atua como "sinal remetente" e a outra como "sinal receptor”, em que SO enviaria o
sinal e a MAK-2 receberia o sinal. Esse processo pulsatil € ativado quando os conidios em
formagéo estdo <15 um entre si e, assim, as proteinas podem ser repetidamente recrutadas nas
pontas dos CATS de 4-6 vezes durante o crescimento até a fuséo. A inativagdo da atividade da
MAK-2 causa a destruicdo na estabilizacdo da membrana plasméatica em ambos 0s parceiros,
mesmo quando o tipo selvagem MAK-2 esta presente no parceiro de fusdo (FLEISSNER et
al., 2009).
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Quando as células entram em contato fisico, os CATs se aderem uns aos outros,
envolvendo, provavelmente, uma secrecdo de compostos adesivos (READ; GORYACHEYV;
LICHIUS, 2012). Apo6s a aderéncia, ocorre a formacdo de poros de fusdo, que inclui a
degradacdo da parede celular localizada na regido de contato bem como a remodelagem da
parede celular. Ocorrem também a fusdo da membrana citoplasmatica, organelas, incluindo os
nacleos, que se misturam entre 0s macroconidios fundidos (READ; GORYACHEV;
LICHIUS, 2012). Algumas proteinas localizadas no poro de fusdo séo MAK-2 (FLEISSNER;
DIAMOND; GLASS, 2009), as proteinas polarisoma BNI-1, BUD-6 e SPA-2 (LICHIUS et
al., 2012) e F-actina (BEREPIKI et al., 2010; ROCA et al., 2010; LICHIUS; BEREPIKI,
READ, 2011), desempenhando papel na formacg&o dos poros. No entanto, apenas a proteina de
membrana PRM-1 € conhecida atuar apés o contato dos conidios e na quebra da parede
celular (WEICHERT; FLEISSNER, 2015). A funcdo dessa proteina foi descrita
primeiramente em levedura, na qual de cerca de 50% dos mutantes Aprm-1 ndo fundiram.
Anélises por meio da microscopia eletronicas revelaram que ocorre a degradacao da parede
celular, no entanto ndo ocorre a fusdo da membrana (HEIMAN; WALTER, 2000). Em N.
crassa, um fenotipo comparavel durante a fusdo foi observado, sugerindo que PRM-1 faz
parte da fusdo da membrana também nessa espécie (FLEISSNER; DIAMOND, GLASS,
2009).

Resultados prévios em N. crassa indicam que respostas de incompatibilidade que
levam a morte celular sdo suprimidas em estagios iniciais do estabelecimento da coldnia.
Portanto, a fusdo de CATSs durante esse periodo, pode proporcionar uma oportunidade da
recombinacdo ndo meidtica (READ; ROCA, 2006). Segundo esses autores, isso pode explicar
a grande variabilidade genética em espécies em que a reproducdo sexual ndo ocorre ou é
raramente encontrada na natureza. Roca et al. (2005) sugerem que os CATs podem ser
importantes para incrementar as chances de estabelecimento da colonia e/ou para
transferéncia de genes, e suas funcbes precisam ser rigorosamente analisadas,
experimentalmente. Conidios unidos por CATs foram encontrados germinando mais
rapidamente do que conidios individuais (ROCA et al., 2003). A formacdo de CATSs ocorre
durante o ciclo assexual, dando a oportunidade para diferentes genotipos da espécie
encontrarem-se em um complexo comum (complexo formado pelas anastomoses). Esse fato
pode levar ao surgimento de fenotipos diferentes, com base em outros preexistentes (ROCA et
al., 2004, ISHIKAWA et al., 2012).
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2.5 CATs em Colletotrichum do feijoeiro

A formacédo dos CATs foi primeiramente descrita em C. lindemuthianum por Roca et
al. (2003) que caracterizaram esse fendmeno baseado na visualizacdo nessa espécie. Os CATs
aparecem nessa espécie cerca de 15 dias ap06s o inicio do desenvolvimento do corpo de
frutificacdo assexual, e a quantidade de conidios em anastomoses aumenta com o tempo.
Esses autores identificaram algumas evidéncias que demonstram que essas estruturas séo hifas
especializadas e adaptativas. Os CATs ndo sdo o resultado da separagdo incompleta durante a
conidiogénese, pois: (i) € possivel ver uma protuberancia no ponto de fusdo de CATSs, (ii) a
localizacdo dos tubos €, geralmente, lateral podendo ser também na ponta dos conidios (iii)
multiplas conexdes sdo formadas, e (iv) CATs comecam a aparecer quando a conidiogénese
estd praticamente completa. Outra evidéncia é que a forma dos CATs difere dos tubos
germinativos, uma vez que: (i) o diametro médio do CAT é 2um em comparagdo com > 4 um
dos tubos germinativos, (ii) CATs nunca desenvolvem-se em hifas apds serem colocados em
meio nutritivo, (iii) CATs unem conidios, enquanto os tubos germinativos tém apenas um
conidio em uma extremidade, (iv) estruturas de dimensfes dos tubos germinativos nunca
foram vistas emergindo de conidios dentro de corpos de frutificacdo, e (v) CATs ndo sdo
inibidos pela mucilagem acervular que inibe a germinacdo convencional. Esses autores
também observaram a passagem de mitocondrias, nlcleos e outras organelas entre os conidios
em fusdo.

CATSs entre conidios de diferentes espécies de Colletotrichum ocorreram quando estes
foram misturados in vitro (ROCA et al., 2004). Duas espécies de Colletotrichum foram
combinadas, utilizando marcadores morfoldgicos e genéticos (cor, forma e tamanho de
esporos, caracteristicas culturais, e um marcador de PCR para o gene de resisténcia a
higromicina) para detectar a progénie hibrida. Uma co-inoculacéo de alta densidade foi feita
com conidios de um isolado resistente a higromicina de C. lindemuthianum e um isolado
sensivel a higromicina de C. gossypii. Os hibridos apresentaram propriedades intermediarias
entre as linhagens parentais, quando cultivados em meio com higromicina, como esporos, que
obtiveram tamanho intermediarios aos dois parentais. A taxa de germinagdo do "hibrido™ foi
menor do que a do parental resistente a higromicina da qual veio, sugerindo que o processo é
raro e/ou de baixa eficiéncia. Esses dados sugerem, fortemente, que as colénias continham
nucleos recombinantes que eram de parentesco misto e que a composi¢do genética foi, pelo
menos, semiestavel (ROCA et al., 2004).
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Ishikawa et al. (2010a) estabeleceram um protocolo para observacdo de CATSs, no qual
todo o processo de fusdo de CATs em C. lindemuthianum pode ser melhor observado apds a
incubacdo dos conidios em agua por 48 h. Ap6s 72 h, o processo € mais dificil de ser
observado, devido a vacuolizacdo aumentada das células envolvidas. Dois tipos de fusdo de
CATs podem ser observados: (a) da ponta do conidio para a lateral de um conidio ou
possivelmente uma ligeira saliéncia do lado de um conidio, e (b) da ponta de um conidio a
ponta do outro. Todo o processo de fusdo CATSs é realizado em 12 horas ou mais e 0 maximo
de fusdo de conidios encontrado foi de 25,8%.

O comportamento nuclear durante a fusdo de CATs em C. lindemuthainum foi
observado em analises in vitro utilizando isolados transformados com proteinas fluorescentes
vermelha e verde respectivamente por Ishikawa et al. (2012). A incompatibilidade do
heterocario foi observada entre as colonias de linhagens vegetativamente incompativeis,
resultando em morte celular. No entanto, a fusdo de CATS entre conidios uninucleados desses
isolados incompativeis ndo causou a reacdo de incompatibilidade. Os nucleos vermelhos e
verdes da combinacdo desses isolados mostraram migrar de um conidio para outro, formando
0 heterocério e, posteriormente, ocorreu a mitose. A formacéo de nacleos amarelos resultantes
dessa combinacdo ap6s a fusdo foi observada em 27% dos heterocarios formados. Os autores
propuseram duas hipoteses para explicar a formacgdo dos nucleos amarelos: i) 0s nucleos sao
formados pela mistura das proteinas fluorescentes; ii) sdo formados pela fusdo dos nucleos
verde e vermelho. Nesse mesmo trabalho, os autores confirmaram que a formacdo de
heterocarios como consequéncia da fusdo de CATs pode gerar isolados com fenotipos
distintos, provavelmente devido a geracdo de novos gendtipos. A partir de testes de
patogenicidade, comprovou-se a ocorréncia de racgas diferentes das linhagens de C.
lindemuthianum avaliadas. Portanto, a fusdo de CATs é um mecanismo potencial de
recombinacdo ndo meidtica nessa espécie, gerando variabilidade por meio da transferéncia
horizontal de genes.

Ishikawa et al. (2013) estudaram a organizagdo nuclear e a mitose de C.
lindemuthianum durante a formacdo de CATSs. Esses autores observaram que a mitose néo foi
essencial para a formacdo do tubo germinativo e formacdo de CATSs ou fusdo. Os nlcleos nos
conidios fundidos em CATs exibiram mitoses assincronicas e a migracdo nuclear ocorreu
apos os nucleos terem sido divididos. Diferentes padrbes de divisdo nuclear foram
encontrados em hifas vegetativas da coldnia madura. Diferentes padrGes de mitose foram
observados nos diferentes compartimentos das hifas, e o0s padrdes sincronicos,

parasincrénicos e assincronicos foram observados em compartimentos de hifas apicais,
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enquanto apenas mitoses sincronicas e assincronicas ocorreram em compartimentos de hifas
subapicais.

Em condicGes naturais, sobre a superficie do hospedeiro, a formacdo de CATs também
tem sido observada (ISHIKAWA et al., 2010b). Estes autores observaram a formacdo de
CATs na superficie de folhas ap6s 48 e 72h da inoculacdo de C. lindemuthianum por meio da
microscopia eletronica de varredura. Além disso, nas espécies de Colletotrichum da macieira,
vem sido observado a ocorréncia de CATs na superficie das folhas (ARAUJO; STADINIK,
2013; GONCALVES; VELHO; STADINIK, 2016).

A taxa de formagéo de CATs em linhagens de C. lindemuthianum e Glomerella sp.
tém sido avaliada em algumas oportunidades. Pinto et al. (2012), avaliando uma populacdo de
74 isolados de C. lindemuthianum, observaram ampla variabilidade na formacédo de CATS, sa
linhagem que apresentou a maior porcentagem de fusao foi de 60% e apenas quatro linhagens
ndo formaram CATs. Os resultados indicam que a fuséo de tubos de anastomoses entre
conidios foi frequente nessa populacdo, indicando que a recombinacdo assexual pode estar
auxiliando na geracdo de variabilidade dessa espécie. Barcelos et al. (2014) avaliaram a
formacdo de CATs numa populacdo de Glomerella spp. isoladas do feijoeiro de 73 linhagens
oriunda de lesbes de antracnose e obtidos a partir de ascdsporos. Das 53 linhagens conidiais,
51 formaram CATs em porcentagens variaveis (0,75 a 78,75). No entanto, ndo foi observada a
formacdo de CATSs nas linhagens periteciais. Assim, as autoras concluiram que as progénies
sexuais e assexuais possuem habilidades diferentes de recombinacdo, ou seja, as assexuais
poderiam utilizar os CATs para gerar recombinacdo. Mota et al. (2016) estudaram 22
linhagens pertencentes ao género Colletotrichum, sendo 16 monosascosporicos e seis
monosparicos, provenientes de lesdes de sarna e antracnose do feijoeiro. Dessas linhagens,
apenas trés ndo formaram CATS, duas linhagens produziram ascosporos e uma linhagem cujo
conidio era falciforme. Além disso, quatro linhagens apresentaram porcentagens de formacao
de CATs superior a 50%, semelhante aos valores encontrados na literatura para C.
lindemuthianum por Pinto et al. (2012). Dessas quatro linhagens, duas ndo produziram
sintomas no feijoeiro comum e as outras duas produziram sintomas tipicos da sarna e da

antracnose quando inoculados no feijoeiro comum e na soja, respectivamente.

2.6 Proteina SO (SOFT)
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A proteina SOFT (SO) é conservada nos fungos filamentosos pertencentes aos
Ascomycetos e é essencial para a comunicagdo celular na formacdo de CATs em N. crassa
(FLEISSNER et al., 2005). A proteina possui um dominio WW (562 a 594 aa), que é
caracterizado por dois triptofanos conservados (W) espacados 20 a 22 aminodcidos de
distancia (ANDRE; SPRINGAEL, 1994; MACIAS; WISNER; SUDOL, 2002). Esse dominio
tem sido descrito mediando as interagdes proteina-proteina por reconhecimento do
aminoacido prolina. Em outros sistemas, as proteinas que possuem esse dominio tém sido
correlacionadas com sinalizacdo para membrana-citoesqueleto (ISLEY; SUDOL; WINDER,
2002). A proteina esta localizada no citoplasma e quando recrutada na comunicagéo celular,
se acumula na membrana plasmatica formando complexos de 300nm (FLEISSNER et al.,
2009).

A perda da funcdo do gene so em N. crassa resulta em fenotipos pleiotropicos
incluindo reducdo de hifa aérea, alteracdo na conidiacdo e esterilidade da fémea na
reproducdo sexual. Além disso, impedem a formagdo de anastomoses entre hifas ou conidios
(FLEISSNER et al., 2005). Além de mediar a fusdo, esse gene parece como funcdo também
na manutencdo da integridade das hifas, pois acumula fortemente nos septos, impedindo a
perda de citoplasma, o envelhecimento e a morte das hifas (FLEISSNER; GLASS, 2007). A
fungéo de formagdo de anastomoses parece ser conservada em fungos de diferentes estilos de
vida, incluindo o fungo saprofita Sordaria macrospora, as espécies fitopatogénicas Alternaria
brassicola e Fusarium oxysporum, e o endofito mutualista Epichl6e festucae (CHARLTON et
al., 2012; CRAVEN et al., 2008; ENGH et al., 2007; PRADOS ROSALES; DI PIETRO,
2008). Em A. brassicola, além de impedir a formacdo de anastomoses entre hifas, a proteina
estd localizada no septo dentro dos micélios que estdo submetidos a mudancas de
desenvolvimento associado com estruturas sexuais ou em resposta a morte celular
programada. Nas espécies E. festucae e F. oxysporum, também se observou a reduc¢éo da hifa
aérea, assim como em N. crassa. No entanto, ndo houve diferenca na formacéo de conidios
nessas espécies e também em A. brassicola, como ocorreu em N. crassa (CHARLTON et al.,
2012; CRAVEN et al.,2008; PRADOS ROSALES; DI PIETRO, 2008). Em S. macrospora o
gene é essencial para o desenvolvimento do corpo de frutificagdo, também acumulado nos
septos das hifas e co-localizado com a proteina HEX-1 (ENGH et al., 2007). No entanto, ndo
estd claro como a localizacdo subcelular da proteina SO refere-se ao seu papel na fusdo de
hifas vegetativas e sexuais.

Curiosamente, 0 gene so parece estar envolvido em interagcdes fungo-hospedeiro. Em

A. alternata, o gene é essencial para a patogénese, assim como para A. brassicicola, em que o
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mutante foi incapaz de se espalhar a partir do local da inoculagédo em couve (CRAVEN et al.,
2008). J&4 em E. festucae, o silenciamento do gene resultou na patogenicidade, indicando um
papel essencial do gene no estabelecimento e/ou manutencdo da interacdo simbidtica da
espéecie (CHARLTON et al., 2012). Em contraste, a patogenicidade de F. oxysporum néo foi
significativamente afetada, mesmo perdendo a capacidade de colonizar eficientemente a raiz
do tomateiro (PRADOS ROSALES; DI PIETRO, 2008). Esses resultados sugerem que a
extensdo a que anastomose contribui para a patogenicidade pode depender da espécie e das
estratégias de infeccdo dos fitopatdgenos (READ et al., 2009). Embora a fungdo molecular da
proteina SO seja ainda desconhecida, Goryachev et al. (2012) sugeriram um modelo em que
esta proteina pode estar envolvida na fase de liberacdo do sinal quando a taxa do ativador
decresce, com formacdo de vesiculas na regido apical da membrana plasmatica dos conidios

em formacdo de CATSs.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacao das linhagens

As especies Colletotrichum lindemuthianum e Glomerella sp. utilizados neste estudo
foram preservados pelo método do papel e pertencem a micoteca do Laboratério de
Resisténcia de Plantas a doencas localizado no Departamento de Biologia, Universidade
Federal de Lavras (Tabela 1), Brasil. As linhagens foram isoladas de lesGes de antracnose do
feijoeiro e foram crescidas e mantidas em Batata Dextrose Agar (BDA). Para estimular a
esporulacdo, foi utilizado o mesmo meio de cultura. A patogenicidade dessas linhagens foi

previamente estudada por Mota et al. (2016).

Tabela 1 Espécies pertencentes das linhagens utilizadas no estudo, doenca causada no feijoeiro
e 0 tipo de esporo que foi isolado.

Linhagem Espécie Doenca no feijoeiro Esporo isolado
LV134 C. lindemuthianum Antracnose Conidio
G7-2 Glomerella spp. | Né&o patogénica Ascdsporo

3.1.1 Caracterizagao citologica

As suspensdes de conidios (1,2 x 10° conidios/mL) foram obtidas por meio da adigéo

de 7 ml de agua estéril na placa de Petri, filtradas com Miracloth e ajustada a concentracgéo.
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Foram observados conidios ndo germinados e germinados, ap6s incubacdo a 24h e 23°C. Para
a observacdo dos nucleos e das mitocondrias, diferentes fluorocromos foram usados,
conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2 Concentracéo, seletividade e excitagcdo/emissao de comprimento de onda (nm) para
cada corante fluorescente.

Corante Concentracéao . Excitacdo/Emissao
Seletividade :

Fluorescente usada comprimento de onda (nm)

DAPI 30 uM Nucleo 358/461

Rhod B 1uM Mitocdndria 555/578

3.1.2 Compatibilidade sexual e micelial

Discos de micélio das duas linhagens foram pareados em placas contendo meio BDA.
Discos de micélios de 6 mm de diametro foram colocados 2 cm entre si, com duas repeticdes
por confronto. As placas foram avaliadas, apds 15 dias de incubacdo no escuro a 22°C. A
compatibilidade sexual foi indicada pela formacdo de peritécios na linha de contato entre as
colbnias. A compatibilidade micelial foi caracterizada pela mistura do micélio na zona de
contato entre duas colénias.

Esporos das duas linhagens foram co-cultivados em meio BDA por 15 dias. As placas

foram avaliadas em microscdpio para observar a presenca de estruturas sexuais.

3.1.3 Caracterizacao da formacao de CATs

As linhagens foram previamente avaliadas para observar a porcentagem de fusdo de
CATs por Mota et al. (2016). No entanto, um experimento em DIC foi conduzido em
esquema fatorial, com duas linhagens e trés temperaturas e com parcela subdividida no tempo
com duas repeticdes a fim de avaliar a influéncia da temperatura na formacéo dos CATSs. As
suspensdes de conidios (1,2 x 10°® conidios/mL) foram obtidos como descrito anteriormente e
200 uL de cada suspenséo foi colocada numa cadmara de cultura de cultivo de 8 células (Nalge
Nunc International, Rochester, NY) e incubadas a 20, 22 e 24°C no escuro. As imagens foram
avaliadas por microscopia de luz utilizando objetiva de 100x. A fusdo de CATs foi
quantificada como a percentagem de conidios ou conidios envolvidos em fusdes (ISHIKAWA
et al., 2010a).

3.2 Clonagem dos genes clso e glso e estudo da comunicagéo e fuséo celular
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3.2.1 Clonagem do gene clso e glso

DNA genbémico foi extraido de acordo com a metodologia descrita por Raeder e Broda
(1985), modificado pela metodologia de Kaufman, Richards e Dierig (1999). Como essas
espécies ndo possuiam genoma sequenciado, foram utilizados primers de duas outras espécies
do género para a amplificacdo do gene clso e glso. DNA polimerase Phusion (Finnzymes,
distribuido pela New England Biolabs) foi utilizada para amplificar fragmentos de expressao
para os primers derivados de C. graminicola. Apos localizacdo dos genes, novos primers
foram utilizados com acréscimo da sequéncia de corte das enzimas de restricdo, a fim de
serem clonadas em plasmideos. Foram utilizadas as enzimas GRAFBaml e GRARPacl para a
linhagem LV134 e GRAFXbal e GRARPacl para a linhagem G7-2 (Tabela 3). O ciclo de
amplificacdo consistiu de uma desnaturacdo a 98°C durante 30s, seguido de 34 ciclos
consistindo em 30s a 98°C, 20s a 58°C e 4min a 72°C. Os produtos de PCR foram clonados
no plasmideo pMF272 e sequenciados.

As sequéncias das linhagens foram comparadas entre si por Cluster W e também com
outras linhagens de outras espécies de fungos filamentosos e também com outras espécies do
género Colletotrichum, incluindo duas linhagens de C. lindemuthianum que possuem genoma
sequenciado. Ap6s a comparacdo das identidades génicas, foi realizado um dendograma
circular pelo método UPGMA utilizando Cluster W.

Tabela 3 Primers usados para a amplificagdo dos genes clso e glso e clonagem do gene no

plasmideo.
Primers Sequence
GRA F Xbal 5 AATGTATCTAGAATGGAGCGCAGTCGCGGTGTC 3’
GRA R Pacl 5’AATGTATTAATTAACCGACCAAACTCCAGGTG 3’

GRA F Baml 5’AATGTAGGATCCATGGAGCGCAGTCGCGGTGTCCS

3.2.2 Preparacéo do cassete para inativacdo génica

A técnica de recombinacéo e clonagem por leveduras foi usada para obter os mutantes
segundo o protocolo descrito por Gietz e Schiestl (2007). Para isso, foi amplificado por PCR
1kb da regido 5' do gene clso e do gene glso utilizando primer forward com sequéncia do
plasmideo de levedura e o reverse com a sequéncia do gene hph. Também foi amplificado
1kb da regido 3' dos mesmos genes utilizando-se o primer forward com sequéncia do gene

hph e o reverse com sequéncia do plasmideo de levedura. O gene hph também foi amplificado



30

por PCR. Os fragmentos foram incubados junto ao plasmideo cortado da levedura para
ocorrer a recombinacdo e posteriormente, a levedura foi transformada. Apos o crescimento da
levedura transformada, o plasmideo foi extraido e o cassete foi amplificado por PCR para

realizar as transformacdes genéticas das linhagens (Figura 1).

Figura 1 Esquema da técnica de recombinacéo e clonagem por leveduras para o gene clso.

. clsogene
== M Becsfoage
5° clso gene 3’ clso gene »

3.2.3 Construcéo do plasmideo de restauracao

Para fundir o gene clso e gene glso ao gene da proteina fluorescente GFP, os genes das
linhagens foram amplificados por PCR com primers da tabela 3 modificados, ou seja, sem 0
cddon de parada. Os fragmentos foram clonados no plasmideo pMF272, antes do gene gfp, de
maneira a formar uma sequéncia, clso+gfp e glso+gfp. O plasmideo possui 0 promotor de N.
crassa ccg-1 e o gene hph para conferir resisténcia a higromicina (HPH). Esse plasmideo foi
utilizado para a restauracéo dos genes nas colonias que foram obtidas com o gene inativado.

3.2.4 Transformacdo genética das linhagens

Os conidios foram obtidos de culturas com 10-15 dias, depois foram lavados duas
vezes em agua e inoculados em 100 mL de meio Batata-dextrose. Os protoplastos foram
obtidos por metodologia previamente descrita por Ishikawa et al. (2010c). Para a
transformacéo genética, foi utilizada metodologia modificada descrita por Ishikawa et al.
(2012). Resumidamente, os protoplastos foram suspendidos em STC (1,2 M de sorbitol, 10
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mM de Tris-HCI e 50 mM de CaCl2, pH 7,5) a uma concentragdo de 107 protoplastos/mL.
100 pL de protoplastos foram adicionados junto a 3-5 mg de DNA plasmidial em um tubo de
polipropileno de 50 ml. A mistura foi incubada em gelo durante 20 min e depois 1 mL de
PEG (40% PEG 3350, 50% de PEG 6000, 0,6 M de KCI, CaCl2 50 mM e Tris-HCI a 50, pH
8,0) foi adicionado e a mistura foi incubada em temperatura ambiente durante 20 min. Foi
adicionado 40 mL de meio de regeneracdo (1 M de sacarose, 1,25% de hidrolisado de caseina,
1,25% de extrato de levedura, 1,0% de agar, pH 8,0 40 ml). Apds 3 dias a 22°C, BDA e 0
antibidtico Higromicina (100 mg/ml) foram adicionados nas placas de transformacéo,
selecionando as colnias com base na resisténcia ao antibiético.

Apo6s o crescimento das col6nias, foram obtidas culturas monospoéricas para cada
transformacdo realizada, ou seja, para a inativacdo do gene clso e glso e também para
restauracdo do mesmo gene. O DNA das colbnias obtidas foi extraido e realizadas PCR's para
observar a substituicdo génica. Para a inativagdo génica, foi observada a presenca do cassete
de transformacéo, presenca do gene hph e também, na auséncia dos genes clso e glso. Para a
restauracdo ndo foi preciso realizar a PCR, uma vez que foram selecionadas as col6nias que

expressaram GFP.

3.2.5 Estudo da comunicacéo e formacao de CATs

Neste experimento, o tempo para ocorrer a comunicacdo e a fusdo dos CATs foi
avaliado. Os conidios foram obtidos a partir de culturas de 13-17 dias crescido em BDA e
obtida a suspensdo de esporos em agua na concentragdo 1,2 x 10° conidios/mL. 200 uL da
suspensdo de conidios foram adicionados em camaras de cultivos de oito células e incubados
a 22°C por 48h. Apo6s a incubacdo, as camaras foram visualizadas em microscépio de
fluorescéncia invertido e as imagens foram obtidas a cada 10 min. Foi utilizado o Microscépio
Zeiss Observer 2.1 com Optica Nomarski com uma objetiva de 6leo de imersdo Plan-Neofluar
100x/1.30 (420493-9900) com LED (CoolLED pE4000) como fonte de luz para microscopia
de fluorescéncia. As imagens foram capturadas com um PCO Edge 5.5 Gold (16 Bits) sob
controle de um software programado em C ++ da Zeiss. As imagens foram obtidas com um
incremento de 10 nm, usando o software Huygens deconvolution (Scientific Volume Imaging

(SV1)), utilizando configuragdes padrdes no modo classico e até 100 iteracdes.

3.3 Avaliacéo da inativacao do gene clso na formagdo dos CATSs
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Neste experimento, foram utilizadas as linhagens, os mutantes para o gene clso e glso
(Aclso e (Aglso) e as complementacbes do gene para cada linhagem (clso+gfp e glso+gfp).
Um experimento em DIC foi conduzido em esquema de parcela subdividida no tempo com
duas repeticdes. Para isso, 200 puL de suspensdo de conidios em 10%sporos/mL de cada
suspensdo foram colocadas numa camara de cultura de cultivo de oito pogos (Nalge Nunc
International, Rochester, NY) e incubadas a 22° C. Ap0s 24 e 48 horas a 22°C no escuro,
foram avaliados 100 conidios por repeticdo utilizando microscopio de luz Zeiss axio
Observador Z1 e objetiva de 63x. as imagens do microscopio foram capturadas por meio do
software Axio vision Zeiss e processadas pelo software Image J.

3.4 Caracterizacao das linhagens transformadas

3.4.1 Iindice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) e didmetro colonial

Para a avaliacdo do IVCM e do diametro colonial, foi conduzido um experimento no
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticdes. A parcela foi constituida
por uma placa de Petri. Discos de micélio de 6 mm de didametro foram depositados no centro
de placas de Petri contendo meio BDA e incubadas no escuro a 22°C. O IVCM foi avaliado
por meio da leitura das médias (em milimetros) entre os dois diametros ortogonais da coldnia
em intervalos de 24 horas, durante 10 dias, e estimado utilizando-se a expressdo
IVCM=}(Dc-Dp)/N, em que Dc é a média atual do didmetro colonial, Dp é a média do
anterior do diametro colonial e N € o nimero de dias apds a inoculagdo (OLIVEIRA, 1991). O
diametro colonial foi determinado medindo-se os didmetros ortogonais das colonias (em

milimetros), ap6s 10 dias de incubacao.

3.4.2 Taxa de esporulacéo e Porcentagem de Germinacéo

Para a avaliacdo da capacidade de esporulacéo, o experimento em DIC foi conduzido
com duas repeticdes. Em placas de Petri com meio BDA as linhagens foram inoculadas e
incubadas a 22°C por um periodo de 15 dias no escuro. Cada parcela foi constituida por uma

placa. Foram obtidas suspensdes de conidios adicionando 7 mL de &gua estéril nas placas de
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Petri inoculadas e filtrando-se a suspensdo com Miracloth. Uma aliquota (10 pL) foi retirada
de cada suspensdo original e realizou-se a leitura da concentragéo de conidios.

Para a avaliacdo da porcentagem de germinacdo, suspensdes de conidios na
concentracéo de 1,2 x 10° conidios/mL foram obtidas como descrito anteriormente, a partir de
placas contendo BDA com 15 dias de incubagdo. 200 pl das suspensdes de conidios foram
gotejados em uma lamina de cultivo (Nalge Nunc International, Rochester, NY) e incubados a
22°C. Um experimento em DIC foi conduzido em esquema de parcela subdividida no tempo
com duas repeticoes. Apos 24 e 48 horas a 22°C no escuro, foram avaliados 100 conidios por
repeticdo, foram avaliados por meio de microscopia de luz, descrito no item anterior 3.3. Os
conidios que apresentaram tubo germinativo de tamanho igual ou maior do que o menor

didametro do conidio foram considerados germinados

3.4.3 Teste de patogenicidade

O teste de patogenicidade foi realizado a partir da inoculacéo das linhagens selvagens,
com 0s genes inativados e com o0s genes restaurados em trés cultivares de feijdo, Majestoso,
Pérola e Ouro Negro. As linhagens foram crescidas em placas de Petri com BDA por 15 dias
a 22°C. A suspensdo de esporos foi obtida por meio da raspagem das placas com &gua
destilada estéril e filtradas com Miracloth e ajustadas a concentragdo de 1,2 x 10 esporos/mL.
Foi conduzido um experimento para cada linhagem em DIC com trés tratamentos e duas
repeticGes. Cada parcela foi constituida por nove plantas. As cultivares foram semeadas em
bandejas contendo substrato Verde Campo®. As plantulas foram inoculadas, de acordo com a
metodologia descrita por Pinto et al. (2012). A severidade da doenga foi avaliada ,10 dias
apos a inoculacdo ,por meio da escala de notas proposta por Schoonhoven e Pastor Corrales
(1987). A escala varia de 1 a 9, a nota 1 auséncia de sintomas; a nota 2 até 1% das nervuras
apresentando manchas necroticas, perceptiveis somente na face inferior das folhas; nota 3
maior frequéncia dos sintomas foliares descrita no grau anterior, até 3% das nervuras
afetadas; a nota 4 até 1% das nervuras apresentando manchas necroticas, perceptiveis em
ambas as faces das folhas; a nota 5 maior frequéncia dos sintomas foliares descrita no grau
anterior, até 3% das nervuras afetadas; a nota 6 manchas necroticas nas nervuras, perceptiveis
em ambas as faces das folhas, e presenca de algumas lesGes em talos, ramos e peciolos; a nota
7 manchas necréticas na maioria das nervuras e em grande parte do tecido mesofilico

adjacente que se rompe. Presencga de abundantes lesdes no talo, ramos e peciolos; a nota 8
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manchas necréticas em quase todas as nervuras, muito abundante em talos, ramos e peciolos,
ocasionando rupturas, desfolhacdo e reducdo do crescimento das plantas e a nota 9 a maioria

das plantas mortas.

3.5 Formacéao de CATs entre as espécies

Experimento foi realizado utilizando um delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com trés repeticBes. 100 pL de suspensdo de conidios da linhagem LV134 e 100 pL da
suspensdo de conidios da linhagem G7-2 transformada com GLSO+GFP, ambos na
concentracdo de 1,2 x 10° conidios/mL, foram misturados nas cAmaras e incubados a 22°C
por 48h. As amostras foram observadas no microscépio de fluorescéncia e a fusdo CATs
dentro e entre as espécies foram quantificadas como a percentagem de conidios envolvidos
nas fusdes. O microscopio de fluorescéncia utilizado bem como o processamento da imagem

obtida foi descrito no item 3.2.5.

4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacgao das linhagens de C. lindemuthianum e Glomerella sp.

4.1.1 Caracterizacao citologica

Todos os conidios observados em ambas as linhagens foram uninucleados antes e apds
a germinacdo e a formacdo de CATs (Figura 2). As mitocondrias foram observadas
principalmente na periferia dos conidios. Na formac&o dos CATSs, além de estarem localizadas
na periferia, também foram observadas ao redor dos nucleos (Figura 3).

Figura 2 Conidios uninucleados antes (A e C) e depois da germinacao (B e D) na linhagem
de C. lindemuthianum e Glomerella sp. usando DAPI
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Legenda: A e B. Linhagem LV134 e C e D. Linhagem G7-2. As linhagens foram observadas com DIC
e microscopia de fluorescéncia. Barra: 5 um.

Figura 3 Observagdo de nucleos e mitocondrias durante a formagdo de CATSs na linhagem
LV134 de C. lindemuthianum.

Legenda: A. DIC. B. Observacdo do nucleo usando DAPI. C. Observacdo da mitocéndria usando
RhodB. D. Sobreposi¢do entre DAPI e RhodB. N indica os nucleos em azul e M indica as
mitocondrias em vermelho. Barra: 5um.

4.1.2 Compatibilidade sexual e micelial

Quando as linhagens foram confrontadas em BDA, ndo foram observadas linhas de
contato entre ambas as linhagens, portanto, ocorre incompatibilidade e também,
autoincompatibilidade (Figura 4). Quando os esporos de ambas as linhagens foram

misturados, ndo foram visualizadas estruturas sexuais.

Figura 4 Incompatibilidade micelial e sexual entre e dentro das linhagens de C.
lindemuthianum e Glomerella sp.

#
: I

Legenda: A Pareamento entre as linhagens LV134 e G7-2. B. Pareamento da linhagem LV134 com ela
mesma. C. Pareamento da linhagem G7-2 com ela mesma; D. Placa com esporo misturados das
linhagens LV134 e G7-2. E e F. Mistura de esporo entre as linhagens LV134 e G7-2 observadas com
microscopio estereoscopio- ndo foi observada estrutura sexual.
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4.1.3 Caracterizacao da formacéo de CATs

A formacédo de CATSs foi previamente avaliada por Mota et al. (2016) e as linhagens
apresentou porcentagens diferentes. Na linhagem LV134, ap6s 48 horas, 25,8% dos conidios
estavam envolvidos na fusdo de CATS, tanto dois a dois quanto em cadeias e, em contraste, no
mesmo periodo de tempo, na linhagem G7-2, 79% dos conidios foram envolvidos em fuséo.
Septos foram observados em conidios fundidos em ambas as linhagens, no entanto, nem todos
os conidios fundidos possuiam septos.

Na avaliacdo da melhor temperatura e do tempo para a form