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RESUMO

A antracnose causada por espécies de Colletotrichum afeta uma variedade de
importantes plantagbées pelo mundo. Fungos fitopatogénicos desse género
apresentam apressoérios melanizados, vacuolos e corpos lipidicos no citoplasma. A
melanizagao do apressorio e a digestao dos triacilglicerdis dos lipideos armazenados
tém sido descritas como vitais para a germinagao e penetragdo do hospedeiro. No
presente trabalho, foi utilizado um inibidor de sintese de melanina (a carpropamida)
para estudar a germinagao e penetragao de Colletotrichum acutatum em membranas
de celofane. Este composto foi eficiente e produziu apressorios hialinos. Ao contrario
do esperado, a auséncia de melanizagdo ndo impediu a penetragcao do apressorio,
diferindo do que tem sido demonstrado para outros fungos fitopatogénicos, nos
quais a melanina € crucial para a penetragdo do apressorio. As analises
ultraestruturais demonstraram espessa camada continua e eletrodensa,
provavelmente de melanina, nas paredes celulares dos apressoérios das células
controle, que nao foi encontrada nos apressorios hialinos. Os apressoérios das
células do controle e do tratamento apresentaram grénulos eletrodensos no
citoplasma e na parede celular, em possivel processo secretério de natureza ainda
desconhecida. Da mesma forma, em ambos os casos foi observada abundante
matriz extracelular ao redor dos apressoérios através de DIC (contraste de
interferéncia diferencial) e microscopia eletrénica de varredura. Através de analise
de imagem foi medido o conteudo de lipideos nos conidios germinados e estruturas
de infecgcdo de apressorios hialinos controle e tratados. Estes resultados sugerem,
dentre outras possibilidades, que os conidios possam metabolizar e aproveitar os
esqueletos de carbono do composto adicionado. Em todas as situagdes de
germinagao estudadas observou-se a formagao de conidios secundarios. Analises
destas células coradas com vermelho Nilo e laranja de acridina e observadas em
microscopia confocal revelaram que o armazenamento de corpos lipidicos e a
reorganizagdo de pequenos vacuolos dentro do conidio secundario acontecem
simultaneamente a vacuolizacdo e diminuicdo de corpos lipidicos no conidio
germinado. Depois de formado, o conidio secundario apresentou aspecto
morfolégico semelhante ao conidio ndo germinado a partir do qual se originou.
Lipideos e vacuolos também foram investigados durante o envelhecimento dos
conidios através de microscopia confocal e eletronica de transmissao. Os resultados
demonstraram que os corpos lipidicos desaparecem do citoplasma
concomitantemente com a vacuolizacdo durante o envelhecimento. Estes vacuolos
realizaram autofagia, demonstrada usando um inibidor de protease vacuolar. A
autofagia de corpos lipidicos e outras estruturas celulares também foi verificada em
conidios germinados e apressorios. O conjunto de resultados reforga a idéia de que
0 conhecimento dos mecanismos envolvidos na produg¢ao de esporos, germinagao e
infeccdo do hospedeiro pode ajudar na elaboragéo de estratégias de controle desse
fungo.

Palavras-chave: Conidios; melanina; corpos lipidicos; autofagia.
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ABSTRACT

Anthracnose caused by Colletotrichum spp. affects a variety of economically
important crops around the world. Phytopathogenic fungi of this genus show
melanized appressoria, vacuoles and lipid bodies in the cytoplasm. Appressoria
melanization and triacylglycerol digestion of the lipid bodies have been reported as
crucial for germination and penetration of the host. In the present work, it was used
an inhibitor of melanin biosynthesis (carpropamid) to study germination and
penetration by Colletotrichum acutatum on cellophane membranes. This substance
led to the development of hyaline appressoria. Contrary to the expected, the lack of
melanization did not prevent appressoria from penetrating cellophane membranes,
differing from what has been demonstrated for other phytopathogenic fungi, in which
melanin is crucial to appressorial penetration. Ultrastructural analysis demonstrated a
thick and electron dense layer, probably melanin, in appressoria cell walls of control
cells, which was not found in hyaline appressoria. Appressoria of control and
carpropamid treated cells showed electron dense granules in the cytoplasm and in
the cell wall, in a possible secretory process of a still unknown nature. Likewise, in
both cases a large amount of extracellular matrix was observed around appressoria
using differential interference contrast (DIC) and scanning electron microscopy. The
lipid content in germinated conidia and infection structures from hyaline appressorium
was measured in control and treated cells with image analysis. The results suggest,
among other possibilities, that conidia can use the compound added (carpropamid)
as a carbon source. In all situations of germination studied here, secondary conidia
formation was observed. Analysis by confocal microscopy of cells stained with Nile
red and acridine orange revealed that the storage of lipid bodies and reorganization
of small vacuoles inside the secondary conidium happen simultaneously with the
vacuolization and decrease in lipid bodies in the germinated conidium. After being
formed the secondary conidium displayed a morphological aspect similar to the
nongerminated conidium from which it was originated. Lipids and vacuoles were also
investigated during conidia aging using confocal microscopy and transmission
electron microscopy. The results demonstrated that lipid bodies disappeared from the
cytoplasm concurrently with vacuolization during aging. Autophagy in these vacuoles
was demonstrated using a vacuolar protease inhibitor. Autophagy of lipid bodies and
other cellular structures was also verified in germinated conidia and apressoria. All
these results reinforce the idea that the unraveling of the mechanisms involved in
spores production, germination and infection of the host may help in the construction
of control strategies of this fungus.

Key-words: Conidia; melanin; lipid bodies; autophagy.
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1. INTRODUCAO

O género Colletotrichum, pertencente ao filo ou divisdo Ascomycota, inclui
alguns dos principais fungos fitopatogénicos e causa prejuizos econémicos em
plantacdes por todo o mundo (WHARTON; DIEGUEZ-URIBEONDO, 2004).
Colletotrichum acutatum é uma das espécies mais patogénicas deste género e
possui amplo numero de hospedeiros, como améndoas (ADASKAVEG; HARTIN,
1997), abacate (FREEMAN, 2000), péssego (ADASKAVEG; HARTIN, 1997), manga
(ARAUZ, 2000), azeitona (MARTIN; GARCIA-FIGUERES, 1999) e morango
(HOWARD et al., 1992). No morango, C. acutatum é responsavel pela antracnose,
doenga que pode afetar as diversas partes da planta (WHARTON; DIEGUEZ-
URIBEONDO, 2004), mas que causa uma perda mais significativa quando afeta os
frutos (BAILEY; JEDER, 1992). Nos frutos maduros C. acutatum forma depressoes
escuras, que sao as lesdes tipicas da antracnose (BAILEY et al., 1992). A
compreensao das caracteristicas da germinagao do fungo, os fatores relacionados a
formacéao das estruturas de infec¢ao, colonizagao do tecido hospedeiro e a produgao
de esporos (WHARTON; DIEGUEZ-URIBEONDO, 2004) pode auxiliar na elaboracéo
de estratégias de controle desta doencga.

Muitos fungos fitopatogénicos produzem melaninas, as quais representam
direta ou indiretamente um importante papel no processo de infeccdo (BUTLER,;
GARDINER; DAY, 2005). As propriedades da melanina proporcionam aos
organismos protecao contra diversos fatores ambientais, como radiacdo UV e altas
temperaturas (REHNSTROM; FREE, 1996; JACOBSON, 2000). Em espécies de
Colletotrichum e Magnaporthe grisea esta descrita sua importancia na diminuigdo da
permeabilidade do apressério para a formagao da pressao de turgor necessaria para
0 processo de penetragdo da epiderme da planta (MONEY; HOWARD, 1996;
THINES; WEBER; TALBOT, 2000). Tem sido amplamente relatado que apressorios
hialinos de fungos mutantes séo incapazes de penetrar no hospedeiro e estabelecer
a infecgdo (SUZUKI et al., 1982; KUBO et al., 1983; KIM et al., 1998). Esclarecer o
papel da melanizagdo no processo de penetracdo de membranas por C. acutatum
pode contribuir para entender a viruléncia deste patogeno.

A penetragdo no hospederio depende também da digestdo dos corpos

lipidicos armazenados no citoplasma, caracteristica comum em conidios de espécies



de Colletotrichum (MIMS et al.,, 1995; SCHADECK; LEITE; BUCHI, 1998a). A
digestao dos triacilglicerdis armazenados nos corpos lipidicos € vital para suprir a
demanda energética e de substratos para processos de sintese durante a
germinacado (WEETE, 1984). Além disso, produz glicerol que, juntamente com a
melanina, seria responsavel pela pressédo de turgor necessaria para o processo de
penetracao (THINES; WEBER; TALBOT, 2000).

Os corpos lipidicos séo internalizados e digeridos nos vacuolos (THINES;
WEBER; TALBOT, 2000), organelas encontradas em conidios e nas demais
estruturas de infecgdo formadas durante a germinacédo (MIMS et al.,, 1995;
SCHADECK; BUCHI; LEITE, 1998b). Os vacuolos desempenham um papel
essencial na fisiologia das células fungicas e s&o o destino final de estruturas
enddgenas, através da autofagia, e de moléculas exégenas (ATKINSON; DANIELS;
READ, 2002; SCHADECK et al., 2003).

A autofagia e a digestdo de reservas nutricionais adquirem grande
importancia em conidios do género Colletotrichum, uma vez que estes sdo capazes
de germinar na presengca somente de agua (LEITE; NICHOLSON, 1992). A
conidiagao secundaria também pode ocorrer na presenga somente de agua
(LEANDRO et al., 2001). Este processo esta descrito em espécies de Colletotrichum
(WHARTON; DIEGUEZ-URIBEONDO, 2004) e caracteriza-se pelo desenvolvimento
de conidios secundarios diretamente do conidio inicial, concomitantemente com a
formagdo de tubo germinativo e/ou apressorio (ALEXOPOULOS; MIMS;
BLACKWELL, 1996; LEANDRO et al., 2001). Os conidios secundarios funcionam
como uma fonte de in6culo para infecgbes posteriores (LEANDRO et al., 2001).
Conhecer as mudancas celulares nos vacuolos e corpos lipidicos durante a
germinacao e formacdo de conidios secundarios pode fornecer importantes
subsidios para uma compreensdao mais ampla dos processos vitais relacionados a
germinacédo de fungos.

Da mesma forma, os corpos lipidicos e vacuolos sao aspectos essenciais do
envelhecimento nestas espécies. Estudos prévios com Colletotrichum graminicola
demonstraram que acontece diminuicdo de corpos lipidicos durante o
envelhecimento dos conidios simultaneamente com a intensa vacuolizacdo do

citoplasma (MIMS et al., 1995). Nesse contexto, o presente trabalho visa também



caracterizar os vacuolos e corpos lipidicos durante o envelhecimento de conidios de
C. acutatum e demostrar a ocorréncia de autofagia nessas células.

Em sintese, nesta dissertacdo sao investigados alguns pontos chaves da
biologia de C. acutatum importantes para o seu sucesso como fitopatégeno. Entre
eles o papel da melanina na penetragdo, a mobilizacido dos corpos lipidicos e a
funcdo vacuolar durante os processos de germinagao, conidiacdo secundaria e

senescéncia do conidio.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA GERMINACAO E INFECCAO
2.1.1 Germinagao e Penetracao da Planta Hospedeira

No meio ambiente, a infecgao pelo fungo tem inicio no contato do hospedeiro
com os conidios trazidos pelo ar ou pela agua. Em condi¢bes adequadas de ar e
umidade os conidios aderem a superficie hospedeira e iniciam o processo
germinativo (OSHEROV; MAY, 2001). Forma-se entdo o tubo germinativo, de
extensao variavel e, quando a sua extremidade conecta-se a superficie apropriada,

pode se diferenciar no apressoério (GRIFFIN, 1994).

FIGURA 1 — GERMINAGAO E FORMACAO DE APRESSORIOS EM C. acutatum
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Em espécies de Colletotrichum, apesar de alguns autores haverem descrito a
ocorréncia de penetracdo independente do apressério, através dos estdmatos
(WHARTON; DIEGUEZ-URIBEONDO, 2004) ou ferimentos (ZULFIQAR;
BRLANSKY; TIMMER, 1996), o processo de penetragdo geralmente envolve o
desenvolvimento de apressorios melanizados (PERFECT et al., 1999). O apressoério
€ uma estrutura de infeccdo especializada, na base da qual existe um poro de onde
se projeta a hifa de infecgdo ou penetracéo. A primeira barreira a ser transposta pela
hifa de penetragao € a cuticula, que contém cutina, seguida pela parede das células
vegetais (KOLLER, 1991). Ap6s a penetracdo no tecido hospedeiro, forma-se a
vesicula de infeccao e entado a hifa primaria (MENDGEN; DEISING, 1993; THINES;
WEBER; TALBOT, 2000). A partir dai ocorre a colonizagao do tecido hospedeiro.

Dois tipos de colonizagédo pelo género Colletotrichum podem se desenvolver

na planta: intracelular hemibiotréfica e subcuticular intramural necrotréfica. Na



colonizacgao intracelular hemibiotréfica, as vesiculas de infecgao se formam no [Umen
das células epiteliais (WHARTON; DIEGUEZ-URIBEONDO, 2004), e apds
inicialmente se nutrirem de células vivas do hospedeiro passam para a fase
necrotréfica, sendo por isso chamada de hemibiotréfica (PERFECT et al., 1999). Ja
na colonizagao subcuticular intramural necrotrofica, a penetracdo da cuticula é
seguida pelo desenvolvimento de hifas dentro da cuticula e parede celular
epidérmica, e so depois acontece a proliferagao rapida através do tecido, que ai sim
pode formar hifas entre e dentro do lumen celular, acompanhada de morte das
células hospedeiras (PERFECT et al., 1999). Estudos indicam que a estratégia de
infeccdo adotada por C. acutatum depende do hospedeiro a ser colonizado
(WHARTON; DIEGUEZ-URIBEONDO, 2004). Assim, no morango C. acutatum
segue a colonizagdo subcuticular intramural necrotrofica, enquanto que em
améndoas o fungo parece adotar ambas as estratégias de infeccao (WHARTON,;
DIEGUEZ-URIBEONDO, 2004).

2.2 CORPOS LIPIDICOS

A maioria das células fungicas contém pelo menos alguns corpos lipidicos,
inclusdes citoplasmaticas nado ligadas a membrana e que variam muito em sua
morfologia (MURPHY, 2001). Eles podem estar na forma de goticulas esferoidais,
que variam de 0,1 a 50 um (MURPHY, 2001). Corpos lipidicos purificados de
Saccharomyces cerevisiae sdo formados de um centro de lipideo neutro contendo
quase a mesma quantidade de triacilglicerdis e ésteres de esterdis envolvidos por
uma monocamada de proteina/fosfolipideo (MURPHY, 2001). Os corpos lipidicos
podem ser observados através de microscopia eletrbnica e de luz utilizando-se
coloragéo especifica (LOPES, 2004).

Em espécies de Colletotrichum, os corpos lipidicos sdo a reserva mais
abundante nos conidios ndo germinados (KERRIGAN; MIMS, 1993; MIMS et al.,
1995). Os lipideos armazenados praticamente desaparecem dos conidios de C.
graminicola durante a formacdo do tubo germinativo e apressorio (SCHADECK;
BUCHI; LEITE, 1998b).

Apesar do interesse econbmico pelos fungos, seus lipideos e enzimas

relacionadas, sabe-se relativamente pouco sobre o mecanismo de biogénese dos



lipideos nesses organismos (MURPHY, 2001). Os estudos mais detalhados tém sido
realizados em S. cerevisiae, cujas células ndo acumulam altos niveis de corpos
lipidicos, portanto, a extrapolagdo dos dados disponiveis para outros fungos que
possuem maior conteudo lipidico ainda é inconsistente (MURPHY, 2001). Ja o fungo
filamentoso Mortierella ramanniana pode acumular grandes concentragdes de
corpos lipidicos no citosol, com didmetro entre 1-3 um (MURPHY, 2001). Ainda
assim, os mecanismos celulares envolvidos na formagao dos corpos lipidicos e a
relacdo deste processo com outro processo de trafego de lipideos e membranas
permanecem pouco compreendidos para qualquer organismo (MURPHY, 2001).
Uma técnica que promete elucidar o trafego subcelular de lipideos € o uso de
marcadores fluorescentes em combinacdo com microscopia confocal, como
recentemente aplicado em M. ramanniana (MURPHY, 2001). Este método permite a

visualizag&o dos corpos lipidicos com o corante fluorescente vermelho Nilo.

2.2.1 Ultraestrutura dos Corpos Lipidicos

Inimeros estudos ultraestruturais em fungos séo realizados com crio-fixagao,
método que tem demonstrado melhores resultados na preservagao da maior parte
das estruturas intracelulares dos fungos (MIMS, 1991). A fixagdo quimica
convencional tem sido preterida, pois produz menor preservacao dos detalhes
ultraestruturais (MIMS, 1991). Entretanto, a crio-fixacdo remove totalmente os
lipideos do citoplasma. Portanto, embora ideal para a preservagao da maioria das
estruturas celulares, ndo é adequada para estudo de corpos lipidicos. MURPHY
(2001) descreve o cuidado que deve ser adotado quando se fixa e cora preparagdes
contendo estruturas potencialmente labeis como os corpos lipidicos. Logo, é
importante que se padronize uma metodologia de processamento para microscopia
eletrbnica de transmissao (MET) que permita a observacao destas organelas a nivel

ultraestrutural.

2.2.2 Mobilizacao de Lipideos e Infecgéo

Imagens de MET de conidios de Colletotrichum demonstraram o citoplasma
repleto de corpos lipidicos (KERRIGAN; MIMS, 1993; MIMS et al., 1995;



SCHADECK; BUCHI; LEITE, 1998b). Os conidios do género Colletotrichum sao
capazes de germinar na presenca somente de agua (LEITE; NICHOLSON, 1992).
Isso demonstra que suas reservas internas sao suficientes para prover todas as
moléculas necessarias para o processo germinativo. Além disso, a mobilizagdo dos
corpos lipidicos que ocorre durante a germinagao (SCHADECK; LEITE; BUCHI,
1998a) é essencial para a penetragao de certos fungos (THINES; WEBER; TALBOT,
2000).

Os triacilglicerdéis, armazenados nos corpos lipidicos, sdo hidrolisados, como
demonstrado em M. grisea, produzindo glicerol e acidos graxos (THINES; WEBER,;
TALBOT, 2000). Os acidos graxos sao utilizados nas diferentes rotas bioquimicas de
transformacao de energia e na formagédo de substratos para atividades de sintese
(através do ciclo do glioxalato), suprindo grande parte das necessidades do
acelerado metabolismo da germinagao (WEETE, 1984). O outro produto da digestao,
o glicerol, acumula-se no apressorio e € responsavel pela pressao de turgor
necessaria para o processo de penetracdo do hospedeiro (THINES; WEBER,;
TALBOT, 2000), conforme sera explicado adiante (ver item 2.3.4). Devido a este
fato, a formagao de corpos lipidicos passou ser apontada como fator de viruléncia
(THINES; WEBER; TALBOT, 2000). Logo, quer seja pela participacdo no
metabolismo primario, quer seja pela geragdo da pressdo de turgor, a digestao
intracelular dos lipideos € vital para o sucesso da infecgao, tanto que mutantes de M.
grisea que apresentam degradagao dos lipideos retardada ndo apresentam pressao
de turgor e nao sao patogénicos (THINES; WEBER; TALBOT, 2000).

2.3 MELANINA E SUAS FUNCOES BIOLOGICAS

2.3.1 Biossintese e Localizacao

Melaninas sao pigmentos de alto peso molecular, formados por polimerizagcao
oxidativa de componentes fendlicos e indolicos, e geralmente apresentam coloragéo
marrom escuro ou preta (JACOBSON, 2000). O que define a unidade estrutural
basica das melaninas é geralmente a presenga de compostos inddlicos ligados
covalentemente (RILEY, 1997).



As melaninas fungicas sao incorporadas a camada mais externa das paredes
celulares de hifas e células de levedura, ou podem ser depositadas como uma
camada interna na parede celular (HENSON; BUTLER; DAY, 1999). Na parede
celular dos apressorios a melanina é depositada em uma camada distinta
(BOURETT; HOWARD, 1990). Recentemente foi descrita a presengca de melanina
também na matriz extracelular de células germinadas de Botrytis cinerea (DOSS et
al., 2003).

Em fungos, as melaninas predominantes sdo as derivadas das moléculas
precursoras de dihidroxinaftaleno (DHN-melaninas) e de dihidroxifenilalanina
(DOPA-melanina) (LANGFELDER et al.,, 2003). No género Colletotrichum foi
identificada apenas DHN-melanina (KUBO; FURUSAWA, 1991).

A DHN-melanina é produzida através da chamada via biossintética
policetidea, a qual tem sido amplamente estudada em Wangiella dermatitidis
(WHEELER; STIPANOVIC, 1985; JACOBSON, 2000). Os policetideos sao
metabdlitos secundarios derivados da condensacdo de unidades de esqueletos
carbono de forma similar a biossintese de acidos graxos (VARGA et al., 2003). Entre
0s precursores da via policetidea estdo acetil-CoA e malonil-CoA (GEIS; WHEELER,;
SZANISZLO, 1984; LANGFELDER et al., 2003). Na formagao da melanina malonil-
CoA é convertido a 1,3,6,8-tetra-hidroxi-naftaleno (THN), o primeiro intermediario
conhecido da via (LANGFELDER et al., 2003). Em seguida ocorre a conversao de
1,3,6,8-THN em scitalona, depois em 1,3,8-THN, vermelona e 1,8-DHN e finalmente
a melanina (LANGFELDER et al., 2003).

Em animais a sintese de melanina tem sido estudada em detalhes e sabe-se
que ela ocorre em organelas chamadas melanosomas (MARKS; SEABRA, 2001).
Em fungos, a literatura atual ainda é inconclusiva sobre a presenca dessas
organelas (LANGFELDER et al., 2003). Trabalhos mais antigos indicavam que a
melanizagdo acontecia fora da membrana plasmatica, na parede celular do fungo, e
depois nas camadas mais externas (WHEELER; BELL, 1988). Recentemente,
FRANZEN e colaboradores (1999) demonstraram que a melanina encontrada na
parede celular de Fonsecaea pedrosoi, patdgeno humano, parece ser sintetizada em
vesiculas citoplasmaticas acidicas, as quais tém sido designadas como estruturas
semelhantes a melanosomas. Esta denominacédo tem sido recentemente aceita na
literatura (FRANZEN et al., 1999). SILVA e colaboradores (2005) reafirmam a



associacao da sintese de melanina com os melanosomas. Através do isolamento de
anticorpos para a melanina de F. pedrosoi e o uso de um inibidor da biossintese de
melanina, o autor relatou que a melanina é sintetizada intracelularmente e depois é
transportada para a superficie da célula (SILVA et al., 2005). Outra possibilidade é
descrita em Gaeumannomyces graminis, onde os precursores de melanina séo
sintetizados no citoplasma e convertidos em melanina nas paredes celulares do
apressorio, hifopodio ou hifas por oxidases associadas a parede (BELL; WHEELER,
1986; HENSON; BUTLER; DAY, 1999).

2.3.2 Estudos de Melanizagao por Microscopia

A melanizagdo de estruturas celulares pode ser observada através de
diferentes tipos de microscopia. Na microscopia de contraste de interferéncia
diferencial, por exemplo, as células melanizadas sao observadas em tonalidades
escuras (ALVIANO et al., 2004), assim como através de microscocia de luz
(SCHADECK; BUCHI; LEITE, 1998b). Em microscopia de campo claro os
apressoérios melanizados também sao vistos em tonalidades muito escuras,
observando-se inclusive um ponto interno claro correspondente ao poro do
apressorio (DIEGUEZ-URIBEONDO; FORSTER; ADASKAVEG, 2003).

A microscopia eletrbnica de transmissao € uma ferramenta que tem sido
largamente empregada em estudos de melanizacdo e outras caracteristicas da
biologia celular de fungos. Normalmente observa-se uma camada eletrodensa de
melanina depositada na parede celular através de MET (O’'CONNELL et al., 1985;
VAN DYKE; MIMS, 1991; SCHADECK; LEITE; BUCHI, 1998a), a qual desaparece
nos tratamentos com inibidores de melanina (O'CONNELL et al., 1985; VAN DYKE;
MIMS, 1991). Contudo, embora muitos estudos de microscopia eletrénica de
estruturas melanizadas de fungos estejam descritos na literatura, a localizagdo da
melanina nessas estruturas é dificil, pois nem todo material eletrodenso € melanina,
e a melanina nem sempre é o material mais eletrodenso nas eletromicrografias
(HENSON; BUTLER; DAY, 1999). Por exemplo, a camada de melanina é menos
eletrodensa que as inclusdes intracelulares escuras encontradas em hifopddios
(células lobadas e melanizadas similares aos apressorios) de Gaeumannomyces
graminis var. graminis (HENSON; BUTLER; DAY, 1999). Nesse caso, ambos
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diminuem nas células tratadas com inibidor de sintese de melanina, o que nos
levaria a pensar que o material intracelular escuro € melanina. No entanto, n&o foi
observada fusdo do material eletrodenso com a parede do hifopddio, € 0 mesmo nao
€ evidenciado com marcagdo para melanina. Tais resultados indicam que o
conteudo eletrodenso provavelmente nao representa “melanosomas”, mas sim
inclusdes de osmoalitos (HENSON; BUTLER; DAY, 1999).

2.3.3 Fungdes da Melanina

As melaninas estdo entre as mais estaveis, insoluveis e resistentes
substancias bioquimicas, e apresentam ampla distribuicdo no mundo vivo (RILEY,
1997; JACOBSON, 2000). Uma das propriedades dos polimeros de melanina, o
amplo espectro de absorbancia, deve-se ao alto grau de conjugagdo na molécula.
Assim, a cor escura desse pigmento é devido ao fato de muito do espectro de luz
visivel ser absorvido (RILEY, 1997).

Indmeras fungdes tém sido atribuidas as melaninas fungicas, fungdes
baseadas fundamentalmente nas propriedades da melanina (LANGFELDER et al.,
2003). Além da influéncia no armazenamento de agua e ions (que sera descrito
adiante), destaca-se a protecdo contra fatores ambientais, tais como radiagéo
ultravioleta, enzimas hidroliticas, dessecagéo, congelamento e altas temperaturas
(BELL; WHEELER, 1986; REHNSTROM; FREE, 1996; JACOBSON, 2000). Segundo
JACOBSON (2000), variedades melanizadas de fungos sao mais resistentes a
irradiacdo UV que variedades ndo melanizadas, como € o caso dos conidios
deficientes de melanina de Alternaria alternata (KAWAMURA; TSUJIMOTO; TSUGE,
1999). Devido a resisténcia a radiagao UV, esporos melanizados, de qualquer
espécie, parecem ser mais infecciosos quando submetidos a luz do sol
(JACOBSON, 2000). Conidios n&do melanizados de Monilinia fructicola apesar de
continuarem patogénicos, sdo mais sensiveis a condicdes ambientais extremas
(REHNSTROM; FREE, 1996). A melanina também protege contra o ataque de
enzimas liticas, como as produzidas por microorganismos do solo, proporcionando a
dorméncia dos propagulos de fungos durante o inverno (OLD; ROBERTSON, 1970).
Além disso, a melanizagdo de fungos tem proporcionado resisténcia ao calor em

alguns casos (REHNSTROM; FREE, 1996), o que pode estar relacionado a captura,
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pela melanina, de radicais livres toxicos que s&o produzidos na membrana celular
como resultado do calor (JACOBSON, 2000). Ainda segundo JACOBSON (2000), a
melanina € capaz de oxidar ou reduzir metais, podendo ligar-se a varios metais de
transicdo. Essa propriedade pode ser util para diminuir a concentragcdo de metais
livres, no caso de metais toxicos, e para criar uma espécie de reservatorio para a

célula, no caso de metais essenciais (JACOBSON, 2000).

2.3.4 Melanizacgao e Infeccao

Para fungos como M. grisea e varias espécies de Colletotrichum esta
estabelecido na literatura que, para que a pressdo de turgor necessaria para o
processo de penetracdo na planta hospedeira aconteca, € necessario que o
apressorio esteja melanizado (HOWARD; VALENT, 1996; MONEY; HOWARD, 1996;
THINES; WEBER; TALBOT, 2000). Acredita-se que a melanina diminui a
permeabilidade do apressorio e aumenta a resisténcia mecanica (THINES; WEBER,;
TALBOT, 2000). Como resultado, um efluxo de moléculas da célula é dificultado, e
um gradiente osmatico é formado devido a um aumento na concentragao intracelular
de glicerol, proveniente da digestdo dos triacilgliceréis (HOWARD et al., 1991). Por
causa do gradiente osmotico, o influxo de moléculas de agua para dentro da célula é
acelerado e uma pressao de turgor € gerada, permitindo a perfuragdo mecanica de
uma barreira dura como a epiderme da planta (HOWARD et al., 1991). A pressao de
turgor é concentrada em uma pequena area na base do apressorio chamada de
poro do apressério, a qual ndo contém melanina (MENDGEN; DEISING, 1993). E
através desse poro que emerge a hifa de penetragdo, a estrutura que diretamente
perfura a superficie do hospedeiro (HOWARD; VALENT, 1996). Assim, a
melanizagdo do apressorio tem sido descrita como um importante fator na
determinagdo da viruléncia para uma série de fungos (POLAK, 1989; HOWARD;
VALENT, 1996; MONEY; HOWARD, 1996; KAWAMURA et al., 1997).

Experimentos com inibidores de sintese de melanina tém demonstrado que o
apressorio nao melanizado ndo é capaz de penetrar a superficie da planta
hospedeira ou de substrato sintético, o mesmo ocorrendo para mutantes com
deficiéncia de melanina (SUZUKI et al., 1982; HOWARD; FERRARI, 1989;
CHUMLEY; VALENT, 1990). Mutantes de M. grisea (KIM et al., 1998) e
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Colletotrichum lagenarium (KUBO et al., 1983; SUZUKI et al., 1982), os quais
formam apressorio hialino, ndo puderam penetrar a superficie epidérmica ou a de
barreiras, como o celofane. Esse processo foi parcialmente restabelecido com a
adicao de precursores de melanina, tais como scitalona, vermelona ou 1,8-DHN aos
mutantes (KUBO et al., 1983). Da mesma maneira, a auséncia de penetragao foi
observada em M. grisea (WOLOSHUK; SISLER, 1982; CHIDA; SISLER, 1987) e C.
lagenarium (TSUJI et al., 1997) tratados com inibidores de sintese de melanina.
Além disso, alguns trabalhos tém mostrado que a expresséo de genes envolvidos na
biossintese de melanina de A. alternata € capaz de restaurar a melanizacdo do
apressorio e a patogenicidade em mutantes deficientes de melanina de C.
lagenarium (TAKANO et al., 1997) e M. grisea (KAWAMURA et al., 1997).
Considerando a relagéo entre melanizagéo do apressorio e patogenicidade,
as enzimas envolvidas na via biosintética da melanina tém sido um importante alvo
para o desenvolvimento de fungicidas (KIM et al., 1998). Entre eles estao o triciclazol
e a carpropamida. A carpropamida, produzida pela Bayer, foi desenvolvida para o
controle da ferrugem do arroz (JENNINGS et al., 2000) causada por M. grisea e é
comercialmente chamada de KTU (3616 SC 300, Bayer). A carpropamida constitui
um potente inibidor da atividade catalitica da scitalona desidratase, enzima envolvida
na via biossintética da melanina (JENNINGS et al., 2000). Dessa forma, a
carpropamida inibe a sintese de melanina bloqueando os passos de desidratagao
entre scitalona e 1,3,8-THN e entre vermelona e 1,8-DHN (KURAHASHI et al.,
1997). Ao impedir a melanizagao do apressorio a carpropamida afetaria entdo a
patogenicidade do fungo. TSUJI e colaboradores (1997) reportam a atividade da
carpropamida em C. lagenarium. Seus resultados revelam que ela inibe a sintese de
melanina, e o0s apressoérios hialinos raramente penetram nas membranas de
celofane apds 48 horas de incubagao, demonstrando, portanto, que a melanina é
essencial para a penetragdo do apressoério (TSUJI et al., 1997). A carpropamida foi
utilizada no presente trabalho com objetivo de estudar a melanizagéo do apressorio
e a relagao da melanizagdo com os processos de penetragao do fungo C. acutatum.
Enquanto a melanina pode servir como uma camada seletivamente
permeavel da parede, uma outra abordagem sugere que a quitina ou talvez outros
polimeros de parede celular promovam a rigidez do apressorio (DEISING et al.,

2000). Tal idéia é sustentada por experimentos em C. graminicola mostrando que
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embora os apressorios formados na presenga de um inibidor da sintese de quitina
incorporem melanina, as suas paredes nao sao rigidas o suficiente para resistir a

pressao de turgor e estouram (DEISING et al., 2000).

2.3.5 Penetragdo sem melanizagao

Para varios fungos fitopatogénicos, a deposicdo de melanina ndo € um
requisito para viruléncia (REHNSTROM; FREE, 1996) e pode ser encontrada em
diferentes tipos celulares (TAKANO et al., 1997). M. fructicola (REHNSTROM,;
FREE, 1996) e espécies de Alternaria e Cochliobolus (TAKANO et al., 1997)
produzem conidios melanizados e apressorios hialinos. Em M. fructicola a melanina
nao é necessaria para a penetragdo, uma vez que a maior rota de entrada dos
conidios germinados na planta é representada por ferimentos, estdmatos e foliculos
capilares (HALL, 1971). Mutantes de M. fructicola deficientes em melanina produzem
lesdes tdo grandes quanto as produzidas pelo tipo selvagem (REHNSTROM; FREE,
1996). Assim, para os fungos que produzem outras estruturas melanizadas e
apressorios nao melanizados e que entram na superficie hospedeira sem
penetracdo direta da cuticula, a melanina ndo é esperada como um fator
preponderante para processo de infecgdo (REHNSTROM; FREE, 1996).

Embora a melanina ndo esteja diretamente relacionada a patogenicidade do
fungo nesses casos, ela representa uma importante fungdo no ciclo de vida do
patdbgeno e parece ajudar na sobrevivéncia dos conidios as mudangas ambientais
(REHNSTROM; FREE, 1996) (ver item 2.3.3). Assim, nessas situagdes, acredita-se
que a deficiéncia de melanina seria desvantajosa no campo (HENSON; BUTLER;
DAY, 1999), como é para a infeccdo por muitos fungos que produzem apressorio
melanizado. Considerando esses fatos, a degradagdo da melanina ou inibigdo da
sua sintese, tanto nos fungos em que a melanina permite a seus esporos persistirem
no meio ambiente, quanto naqueles em que a melanina tem uma fungao direta no
processo de infecgao, consiste em uma interessante e proveitosa area de pesquisa
(BUTLER; GARDINER; DAY, 2005).

Por outro lado, no género Colletotrichum a penetragdo a partir da hifa de

penetracao formada no poro na base do apressoério € a forma mais encontrada
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(POLITIS, 1976; SCHADECK; BUCHI; LEITE, 1998b; PERFECT et al., 1999;
WHARTON; DIEGUEZ-URIBEONDO, 2004) (ver item 2.1.1).

2.4 O PAPEL DAS ENZIMAS NA PENETRACAO

Fungos fitopatogénicos secretam enzimas que degradam a parede celular das
plantas, como celulases (MENDGEN; DEISING, 1993; WALTON, 1994) e cutinases
(HOWARD; VALENT, 1996). Espécies do género Colletotrichum, que formam
apressoérios melanizados, também produzem uma série de enzimas capazes de
destruir componentes estruturais de tecidos das plantas (WHARTON; DIEGUEZ-
URIBEONDO, 2004). Entre as enzimas mais frequentes, estdo aquelas que
degradam carboidratos, e assim dissolvem as paredes celulares, como as celulases
e as que hidrolisam as cuticulas, como a cutinases (WHARTON; DIEGUEZ-
URIBEONDO, 2004).

Assim, apesar das evidéncias demonstrando que certos fungos sao capazes
de penetrar barreiras fisicas através da pressao de turgor unicamente (HOWARD et
al., 1991), é provavel que, em uma variedade de espécies, existam enzimas
envolvidas na infecgdo do hospedeiro (WALTON, 1994; HOWARD; VALENT, 1996).
DAVIES e colaboradores (2000) propdem que Pyrenopeziza brassicae penetra a
cuticula do hospedeiro usando a atividade da cutinase. PASCHOLATI e
colaboradores (1992) demonstraram que cutinases encontradas na mucilagem de C.
graminicola estdo envolvidas no processo de infecgédo, pois o desenvolvimento da
doenca causada por essa espécie nao ocorreu na presenca de um inibidor de
atividade da cutinase. Apesar da fungcdo desta enzima ainda nao estar clara, os
autores sugerem uma relagdo com o processo de adesdo (PASCHOLATI et al.,
1992). Considerando que para a pressao de turgor seja efetiva na penetracdo é
necessario que o apressoério esteja firmemente aderido a superficie hospedeira
(HOWARD; FERRARI, 1989; HOWARD et al., 1991), sugere-se que a inibicao da
cutinase impede a adesdo do fungo e, consequentemente, a penetracédo
(PASCHOLATI et al., 1992). Entretanto, outros autores demonstraram claramente
que a cutinase ndo é determinante para patogenicidade (STAHL; SCHAFER, 1992;
BONNEN; HAMMERSCHMIDT, 1989). Em C. lagenarium, o mecanismo enzimatico
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representado pela cutinase parece nao ter um efeito primario na penetragao
(BONNEN; HAMMERSCHMIDT, 1989).

Enquanto isso, em Erysiphe graminis, fungo que produz apressoério nao
melanizado, uma combinacdo de agdo enzimatica, especialmente celulase, e forca
mecanica € empregada para penetragdo da planta hospedeira (PRYCE-JONES;
CARVER; GURR, 1999).

2.5 MATRIZ EXTRACELULAR EM FUNGOS PATOGENICOS

O desenvolvimento dos fungos, seja através do crescimento de hifas,
germinagao ou esporulagdo, esta com frequéncia acompanhado da presencga de
matrizes extracelulares (CARVER et al., 1995). Analises ultraestruturais de conidios
de diferentes espécies de Colletotrichum (C. lindemuthianum, C. truncatum e C.
graminicola) mostraram que as paredes celulares dos conidios ndo germinados e
germinados sao cobertas com uma camada de material fibrilar, o qual € mais
eletrodenso do que a parede celular (VAN DYKE; MIMS, 1991; MIMS et al., 1995).
Alguns estudos tém investigado a composigdo quimica da matriz extracelular. A
matriz extracelular envolvendo os conidios de espécies de Colletotrichum tem sido
descrita como uma substancia soluvel em agua e composta de glicoproteinas (SELA
BUURLAGE et al.,, 1991). Em conidios ndo germinados e germinados de C.
graminicola, foi detectada a presenca de material glicoprotéico, sendo manose o
monossacarideo predominante (SUGUI, 1998).

Alguns autores atribuem a matriz extracelular fungao de protegdo contra
dessecacao, perda de ions e outros nutrientes essenciais para o fungo, além da
protecao contra produtos toxicos gerados no decorrer do desenvolvimento de lesdes
(NICHOLSON; HIPSKIND; HANAU, 1989). Além disso, a matriz extracelular também
parece estar relacionada a formagao de um microambiente no qual determinadas
enzimas sao secretadas e direcionadas para sitios especificos de invasao (SUGUI,
1998). Uma das classes de enzimas comumente encontrada em matrizes fungicas €
a das esterases nao-especificas, sendo a producdo de esterases frequentemente
associada a producgao de cutinases pelos fungos (PASCHOLATI et al., 1992, 1993).

Estudos sugerem o envolvimento das cutinases na adesao a superficie hospedeira,
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além da funcao proposta de degradagdo da cuticula para facilitar a invasdo do
patogeno (PASCHOLATI et al., 1993). Portanto, enzimas que estdo presentes na
matriz extracelular cobrindo esporos e tubos germinativos ou séo liberadas por
essas estruturas, podem contribuir para a adesdo e preparacdo para infecgao
(MENDGEN; HAHN; DEISING, 1996).

A adesdo do esporo a superficie da planta € a primeira caracteristica
essencial para o sucesso de um patdégeno (NICHOLSON; EPSTEIN, 1991), seguida
entdo da adesdo das estruturas de infecgcdo. Pesquisas tém mostrado que conidios
nao germinados do género Colletotrichum aderem rapidamente em um grande
namero de plantas e superficies artificiais, incluindo celofane e vidro (MERCURE;
KUNOH; NICHOLSON, 1995), sugerindo neste caso uma adesao inespecifica. Na
medida em que o processo germinativo avanga, acontece a secregao, dependente
de sintese protéica, de matriz extracelular associada a estruturas como tubos
germinativos e apressorios (BRAUN; HOWARD, 1994). De acordo com PERFECT e
colaboradores (1999), o processo de maturacdo do apressério em espécies de

Colletotrichum envolve a secrecdo de materiais de matriz extracelular.

2.6 FORMACAO DOS CONIDIOS

2.6.1 Conidiagao Macrociclica

Espécies de Colletotrichum produzem conidios hialinos tipicamente
alongados, com extremidades pontudas ou arredondadas (ALEXOPOULOS; MIMS;
BLACKWELL, 1996). Os conidios sdo esporos formados assexuadamente nos lados
ou extremidades de uma hifa (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). Em
termos gerais, o estagio assexual é responsavel pela dispersdo do fungo
(WHARTON; DIEGUEZ-URIBEONDO, 2004). Na conidiagdo macrociclica os
conidios podem se desenvolver diretamente de hifas somaticas ou de células
conidiogénicas especializadas, geralmente formadas em ramificacbes de hifas,
conhecidas como conidioforos (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). Os
conidiéforos variam de curtas ramificagdes de hifas a longas e emaranhadas
ramificacbes (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). Em Colletotrichum, os
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conidios sao produzidos nas fidlides, um tipo de célula conidiogénica onde os
conidios sdo formados com as paredes apenas parcialmente continuas com a célula
conidiogénica (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

Na natureza, a colonizagdo do tecido vegetal pelo fungo esta associada com
a necrose da célula vegetal e a formagao de massas de esporos como os acérvulos
(WHARTON; DIEGUEZ-URIBEONDO, 2004). Os acérvulos rompem o tecido da
planta quando os conidios se tornam maduros, e estes s&o liberados em
caracteristicas gotas de mucilagem (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

2.6.2 Conidios Secundarios

Além da formagdo de conidios através da conidiagdo macrociclica, os fungos
podem produzir conidios através da conidiacdo microciclica (ALEXOPOULQOS;
MIMS; BLACKWELL, 1996). Neste tipo de conidiacdo ocorre a formagao dos
chamados conidios secundarios a partir dos ditos conidios primarios (LEANDRO et
al., 2001). De acordo com SMITH e colaboradores (1981), a conidiagdo microciclica
ou conidiacdo secundaria compreende a formagao de um ou mais conidios apos a
germinagao, com pouco ou sem crescimento micelial. A conidiagdo secundaria tem
sido descrita em varios fungos, como Aspergillus niger, (ANDERSON; SMITH, 1971),
e espécies de Colletotrichum (SLADE et al., 1987), inclusive C. acutatum (LEANDRO
et al., 2001). LEANDRO e colaboradores (2001) fizeram o primeiro relato da
producao de conidios secundarios por C. acutatum em folhas de morango sem
sintomas da doenca.

Segundo LEANDRO e colaboradores (2001), a produgdo de conidios
secundarios aumenta o numero total de conidios na superficie das folhas ou mesmo
de laminulas, mesmo com o colapso dos conidios primarios apdés 48 horas da
inoculagao, indicando que a conidiagado secundaria tem uma significante contribuigao
como fonte de indculo para futuras infecgdes. Além disso, a observacdo de
conidiagao secundaria tanto em folhas quanto em laminulas onde nao se verificou o
processo de penetragdo, mostra que este fendmeno pode ocorrer na auséncia de
penetracéo e de nutrientes externos (LEANDRO et al., 2001).

A formacgéo de conidios secundarios é influenciada por diversos fatores, entre

eles aqueles que inibem o desenvolvimento das hifas como a deficiéncia de



18

nutrientes e o estresse causado por altas temperaturas (SMITH et al., 1981).
Segundo LEANDRO e colaboradores (2001), a formacao de conidios secundarios
em C. acutatum pode estar relacionada com inibidores de germinacdo e
desempenha um importante papel para a sobrevivéncia e multiplicagdo do fungo. Em
fungos entomopatogénicos, o surgimento dos conidios secundarios também esta
associado a condi¢gdes que inibem o desenvolvimento da hifa e a infecgao (DARA,;
SEMTNER, 1998).

2.6.3 Estudo da Conidiacado Microciclica e Macrociclica

A despeito da sua importancia como modo de dispersdo, o desenvolvimento
dos conidios secundarios tem sido pouco estudado em seus aspectos morfolégicos
e de arquitetura intracelular. Apesar das microscopias de campo claro e de fase
fornecerem algumas informagdes, estudos mais profundos geralmente requerem
MET e microscopia eletronica de varredura (MEV), técnicas que consomem tempo,
especialmente quando um estagio de transicdo precisa ser observado
(ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). A MEV tem sido vastamente utilizada
no estudo da morfologia de superficie de fitopatégenos (MIMS, 1991). Em alguns
casos, 0s estudos em microscopia eletrbnica podem ser substituidos por
microscopia de fluorescéncia, cujos marcadores necessitam de pouca preparagao
para utilizacado (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). Na determinacéao de
alguns caracteres, como o modo e a sequiéncia da conidiogénese, a fotografia com
um intervalo de tempo ou observagdes periddicas durante muitas horas pode ser
uma abordagem interessante (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

2.7 VACUOLOS FUNGICOS

Os vacuolos estdo presentes em diferentes estruturas fungicas, como hifas,
esporos e apressorios, e podem exercer varias fungdes, entre elas: lisosomal, de
armazenamento de substancias, controle da homeostase, do pH e da concentragao
de ions no citosol (KLIONSKY; HERMAN; EMR, 1990).
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O sistema vacuolar tem sido estudado com o auxilio de uma variedade de
sondas fluorescentes, que se acumulam no lumen do vacuolo (COLE; ORLOVICH,;
ASHFORD, 1998). De acordo com a literatura, os vacuolos podem estar envolvidos
em dois tipos de autofagia: microautofagia e macroautofagia (TETER; KLIONSKY,
2000) como sera descrito adiante (ver item 2.8.1).

Assim, os vacuolos sado considerados o compartimento litico da célula fungica
e o destino final da via endocitica (SCHADECK et al., 2003), desempenhando
importante papel na degradagcdo de componentes macromoleculares (KLIONSKY;
HERMAN; EMR, 1990). A digestao intravacuolar é realizada por uma variedade de
enzimas hidroliticas (TETER; KLIONSKY, 2000), sendo a fosfatase acida uma delas.
Esta enzima esta demonstrada em vacuolos de Aspergillus flavus (BOJOVIC-
CVETIC; VUJICIC, 1982), em basidiésporos de Psilocybe cubensis (RUCH; MOTTA,
1987), em hifas de Gigaspora margarita (SAITO, 1995) e em C. graminicola
(SCHADECK et al., 2003). Numerosos vacuolos marcados pela reagao para
fosfatase acida foram observados em hifas de Sclerotium rolfsii (HANSSLER;
MAXWELL, 1975). Os autores consideram estes vacuolos como parte do sistema
lisosomal do fungo, também sugerindo que a fungdo primordial destes
compartimentos esta relacionada com processos catabdlicos e mobilizagédo de
reservas nutritivas.

Trabalhos em C. acutatum demonstraram que os vacuolos formados durante
a germinacao apresentam fosfatase acida e sdo compartimentos com pH acido
(BARBOSA et al., 2004). Além disso, a medida que a germinagcao progride, 0s
vacuolos aumentam de tamanho, as vesiculas no apressorio tornam-se maiores, e
ambos ficam mais intensamente marcados pela reacdo para fosfatase acida,
indicando aumento de atividade dessa enzima. (BARBOSA et al., 2004).

Estudos em M. grisea com microscopia de luz e microscopia eletrénica de
transmissao demonstraram a entrada de corpos lipidicos no vacuolo e a sua
posterior degradacdo (WEBER et al., 2001). A internalizacéo e digestdo de lipideos
pelos vacuolos também foi demonstrada usando fosfatase acida como marcador de
membrana vacuolar em conidios ndo germinados de C. graminicola (SCHADECK;
LEITE; BUCHI, 1998a).
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2.8 AUTOFAGIA E ENVELHECIMENTO

2.8.1 Importancia da Autofagia

A autofagia € um processo através do qual as células degradam partes de
seu citoplasma (TAKESHIGE et al.,, 1992; MORIYASU; OSHUMI, 1996). Ela
desempenha um importante papel durante as mudancas de arquitetura celular que
acontecem durante a diferenciagcdo e desenvolvimento em diferentes organismos
(LEVINE; KLIONSKY, 2004). Além disso, a caréncia de nutrientes tem sido descrita
como ativadora do processo autofagico (BERGAMINI et al., 2004).

A autofagia foi evidenciada mais de quarenta anos atras (ASHFORD;
PORTER, 1962), mas o conhecimento sobre esse processo sofreu um grande
avanco na década passada, especialmente através de estudos genéticos em S.
cerevisiae (REGGIORI; KLIONSKY, 2005). Apesar de que inumeros estudos sobre
autofagia terem sido realizados em leveduras (REGGIORI; KLIONSKY, 2005),
poucos trabalhos tém focado este processo em fungos filamentosos.

A importancia do processo autofagico pode ser avaliada em mutantes de
leveduras que apresentam autofagia defeituosa e por isso perdem a viabilidade em
meio deficiente de nutrientes (TSUKADA; OSHUMI, 1999). De forma semelhante,
mutantes que apresentam alteragdes na autofagia apresentam esporulagao
defeituosa, sugerindo que a autofagia é pré-requisito para este processo de
diferenciacao celular (NODA; OHSUMI, 1998). Estudos prévios com C. graminicola
sugerem que ha ativagao da autofagia durante a germinagcédo (SCHADECK; LEITE;
BUCHI, 1998a; SCHADECK et al., 2003). Esta ativacao esta em concordancia com o
consenso geral de que a autofagia tem um papel importante nas mudangas que
ocorrem durante a diferenciacdo e o desenvolvimento em diferentes organismos
(LEVINE; KLIONSKY, 2004).

Duas classes de autofagia estdo bem estabelecidas: macroautofagia e
microautofagia. Na microautofagia componentes do citoplasma s&o capturados por
invaginacdes ou projecbes da membrana do vacuolo e enviados para o lumen
vacuolar (TETER; KLIONSKY, 2000; SCHADECK et al., 2003). Na macroautofagia,
organelas ou outras estruturas sao capturadas por uma estrutura de dupla

membrana especializada, que gera os autofagossomos. Estes entdo liberam seu
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conteudo no lumen vacuolar (TETER; KLIONSKY, 2000; SCHADECK et al., 2003).
Apos a liberagado no lumen vacuolar, as vesiculas contendo o material citoplasmatico
a ser digerido passam a ser denominadas de corpos autofagicos.

Evidéncias experimentais demonstram que a mobilizacdo dos lipideos
envolve autofagia, uma vez que sao internalizados e digeridos em vacuolos
(SCHADECK; LEITE; BUCHI, 1998a; THINES; WEBER; TALBOT, 2000). Através de
reacao citoquimica ultraestrutural foi demonstrado que esta captacao se da por
microautofagia (SCHADECK et al., 2003), embora a macroautofagia também possa
ocorrer. Logo, a autofagia parece ser duplamente importante durante a germinagéao
de conidios, pois além do papel classico relacionado a diferenciagao e remodelagem
celular (LEVINE; KLIONSKY, 2004), no género Colletotrichum ela também &

essencial na mobilizagdo dos corpos lipidicos.

2.8.2 Uso de Inibidores no Estudo da Autofagia

A digestdo dos corpos autofagicos depende de proteases lisosomais que
atuam sobre suas proteinas de membrana (TAKHESHIGE et al., 1992). A quebra da
membrana dos corpos autofagicos, etapa limitante da digestao, expde o conteudo as
hidrolases lisosomais, o qual € entédo digerido (THOMPSON; VIERSTRA, 2005).

Em recente revisdo sobre métodos no estudo da autofagia, MIZUSHIMA
(2004) enfatiza a importancia de técnicas microscopicas no estudo da autofagia e a
aplicacao de inibidores de proteases como o PMSF (fluoreto de fenil-metil-sulfonil),
classico inibidor de serina protease (TAKESHIGE et al., 1992; SAKAI et al., 1998).
Normalmente a digestdo dos corpos autofagicos é tdo rapida que eles sao
dificilmente visualizados no interior de lisosomas e vacuolos. O emprego de
inibidores de proteases bloqueia a digestdo dos corpos autofagicos, os quais se
acumulam nos vacuolos, permitindo diferentes analises (MIZUSHIMA, 2004).
Leveduras tratadas com PMSF, por exemplo, acumulam vesiculas intravacuolares

quando expostas a deficiéncia de nutrientes (TAKESHIGE et al., 1992).
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3. OBJETIVOS

Geral

e Contribuir para a compreensao da biologia celular de conidios de Colletotrichum

acutatum.
Especificos

1) Estudar a melanizagao do apressorio através do uso da carpropamida, inibidor de
sintese de melanina;
2) Investigar os efeitos da inibicdo da sintese de melanina sobre:

e O percentual de germinagao

e A capacidade de penetracdo de apressorios hialinos em membranas

artificiais

e A formacgao de conidios secundarios

¢ Mobilizagao de corpos lipidicos

e Formacao de matriz extracelular

e Ultraestrutura de conidios germinados
3) Caracterizar morfologicamente o micélio das culturas de C. acutatum e a
conidiogénese através de MET, MEV e microscopia de contraste de interferéncia
diferencial (DIC);
4) Caracterizar a formagao de conidios secundarios em C. acutatum com foco na
mobilizacao de lipideos e vacuolizacao;
5) Caracterizar a dindmica dos vacuolos e corpos lipidicos durante o envelhecimento

e germinacao de conidios de C. acutatum através de microscopia confocal e MET;

6) Verificar a ocorréncia de autofagia em conidios de C. acutatum.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CULTIVO E GERMINACAO

O fungo C. acutatum utilizado neste trabalho foi isolado pela Secretaria de
Estado da Agricultura e do Abastecimento do Estado do Parana a partir de
morangos doentes coletados em Pinhalédo, Parang, Brasil, a 23°-24° para o sul e 50°-
52° para oeste. Foi cultivado em meio BDA (batata-dextrose-agar) na temperatura de

26°C, sob condigbes de iluminagao fluorescente com ciclo claro/escuro de 12 horas.

4.1.1 Obtencdo dos Conidios Germinados

Dois sistemas principais foram utilizados para a germinagao:

1) Superficies de germinagao imersas na suspensao: o volume de 3 mL da
suspens3o aquosa de conidios (1,5x10* conidios/mL) foi colocado sobre membranas
de celofane (18 x 18 mm) ou laminulas de vidro depositadas no fundo dos pogos de
cultura, de maneira a formar uma coluna de suspenséo de aproximadamente 2 mm.
O material foi entdo incubado a 26°C, sob condigbes de iluminacéo fluorescente e
ciclo claro/escuro de 12 horas.

2) Gotas de suspensao sobre superficies de vidro: este método foi utilizado
nos estudos de conidios secundarios. O volume de 300 uL de uma suspensao
contendo 2x10° conidios/mL foi colocada sobre laminas de vidro e incubada nas

condigdes descritas no item 1 por 24 horas.

4.2 INIBICAO DA SINTESE DE MELANINA E PENETRACAO EM MEMBRANA DE
CELOFANE

Foram utilizados conidios cultivados durante 4-5 dias em meio BDA. Os
conidios foram incubados sobre membranas de celofane nas condi¢des descritas no

item 4.1.1 (1), em presenga de carpropamida (KTU - 3616 SC 300, Bayer).
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As incubacgdes destinadas as analises estatisticas foram realizadas nas
concentracdes de 0,1 ug/mL, 1 ug/mL, 10 ug/mL e 100 pg/mL (molaridades 2,4x107,
2,4x10°, 2,4x10° e 2,4x10™ respectivamente), por 24 e 48 horas de acordo com
trabalho de TSUJI e colaboradores (1997). Trés experimentos em tetraplicatas foram
realizados para coleta de dados para analise estatistica. As laminas para contagem
foram montadas com uma mistura de etanol e glicerol (1:1). Foram contados 40
campos em cada lamina, em microscépio Eclipse E200 com objetiva 40X/0.65,
totalizando uma média de 100 células por lamina.

As condi¢gdes analisadas foram as seguintes: conidios ndo germinados e
conidios germinados. Entre os germinados, foram analisadas a quantidade de
apressorios hialinos, de hifas primarias partindo de apressoérios hialinos, apressorios
melanizados, hifas primarias partindo de apressérios melanizados, tubos
germinativos, conidios secundarios e apressoérios secundarios.

Os dados obtidos na contagem de células foram avaliados estatisticamente
utilizando-se analise de variancia (ANOVA). Comparagdes com o controle, quando
necessarias, foram feitas através do método de Dunnett tendo a = 0,05. Os dois
periodos de incubacdo foram comparados através de Teste t. Os resultados foram
expressos como médiazerro padrao.

Em todas as analises morfolégicas da inibicdo da melanizagdo foram
utilizadas concentragdes de carpropamida que efetivamente inibiam a melanizacao
(0,1 a 100 pg/mL) conforme indicado na legenda dos resultados descritos no

capitulo 5.

4.3 INDUGAO DA CONIDIOGENESE SOBRE LAMINULAS DE VIDRO

Os conidios foram germinados sobre laminula em presenga de meio Mc’coy
na concentragdo de 3 ulL/mL. Embora em baixa concentracdo, os nutrientes
estimularam o crescimento micelial. Apés 24 horas as laminulas foram observadas
através de DIC em microscopio confocal Radiance 2001 (Bio-Rad®) acoplado a
Eclypse E-800 (Nikkon®) com objetiva com lente de imers&o plana-apocromatica
60X/1.4 NA.
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4.4 PREPARAGAO DAS LAMINAS PARA MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA,
CONFOCAL E DIC

Para evitar o surgimento de artefatos que poderiam ser provocados pela
presséo da laminula sobre os conidios, procedeu-se a montagem da ldmina com uso
de suportes laterais como descrito por BARBOSA e colaboradores (2006). Um
fragmento de fita adesiva foi colocado em cada lado da |amina, de modo que a
laminula pudesse ser colocada entre eles. Os conidios também foram germinados
diretamente sobre a lamina e neste caso a laminula também foi colocada utilizando

os suportes laterais.

4.5 COLORAGAO DE LIPIDEOS COM VERMELHO NILO

Os conidios foram corados por 5 minutos em solugao contendo vermelho Nilo
(Sigma) 5 ug/mL (THINES; WEBER; TALBOT, 2000), para analisar o conteudo
lipidico em dois tipos de microscopia:

1) Microscopia confocal (Radiance 2001 (Bio-Rad®) acoplado a Eclypse E-
800 (Nikkon®) e objetiva com lente de imerséo plana-apocromatica 60X/1.4 NA). O
vermelho Nilo foi excitado utilizando-se o laser verde HeNe de 543um e a imagem
obtida através do filtro de emissdao E600LP. Foi também realizada microscopia de
DIC conforme trabalho de FRANZEN e colaboradores (1999).

2) Microscopia de fluorescéncia (Zeiss Axio-Photo), com filtro de fluorescéncia

Rodamina, e objetiva de imersao de 63X.

4.6 QUANTIFICACAO DE LIPIDEOS EM CONIDIOS TRATADOS COM
CARPROPAMIDA E SACAROSE

Os conidios foram germinados na presenca de 1 pug/mL de carpropamida,
sacarose 0,1% e agua. A sacarose foi utilizada como um controle positivo da sintese
e/ou diminuigdo do consumo de corpos lipidicos. Os conidios foram incubados por

24 horas sobre laminulas de vidro, e as laminas para analise in vivo montadas como
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explicado no item 4.4. Os lipideos foram corados por vermelho Nilo (ver item 4.5) e
analisados em microscopio de fluorescéncia. Trés experimentos em duplicatas de
cada condigao foram realizados. Imagens de dez células em cada lamina foram
capturadas, fornecendo um total de sessenta células por tratamento para analise de
imagens. Apds a captura as imagens foram submetidas a analise no programa de
analise de imagens Image Tool (UTHSCSA), onde foi medida a area (em
micrémetros) dos corpos lipidicos individuais que estavam fluorescentes. Através da
soma das areas de cada um dos corpos lipidicos encontrados em uma célula,
obteve-se a area total de lipideos presente nessa célula. Os valores da area de cada
uma das células germinadas, do tratamento e controles, foram analisados através de
ANOVA. Valores significantemente diferentes do controle foram definidos através do
pos-teste de Dunnett, usando grau de significancia a = 0,05. Os resultados foram

expressos como médiazerro padrao.

4.7 IDENTIFICAGAO DE VESICULAS ACIDAS ATRAVES DE MICROSCOPIA
CONFOCAL

Com o objetivo de analisar os compartimentos acidos, as preparag¢des de
conidios ndo germinados e germinados foram incubadas com solugdo aquosa de
laranja de acridina (Sigma) 15 ug/mL por 20 minutos e examinadas no microscopio
confocal Radiance 2001 (Bio-Rad®) acoplado & Eclypse E-800 (Nikkon®). Foi
utilizada objetiva com lente de imersdo plana-apocromatica 60X/1.4 NA e
microscopia de interferéncia diferencial por contraste (DIC) de acordo com trabalho
de FRANZEN e colaboradores (1999). Comprimento de onda de excitagdo: 488 um,
laser de Argbnio; Aquisi¢cdo: dois PMTs, usando 600/50 BLD e filtro de emissao HQ
530/60.

4.8 MEV DE BAIXO VACUO DA CULTURA E DE CONiDIOS GERMINADOS

Um fragmento de aproximadamente 2 mm x2 mm de uma cultura de trés dias

foi cortado e fixado de acordo com os protocolos padrdées para microscopia
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eletrbnica, na mistura de Karnovski (tampdo cacodilato de soédio 0,1 M pH 7,2;

glutaraldeido 2,0%; p-formaldeido 4,0%; CaCl, 5,0 mM), pelo periodo de duas horas.

Conidios germinados sobre membrana de celofane foram fixados da mesma
maneira. Em seguida, o material foi lavado trés vezes no tampao cacodilato de sédio
0,1 M pH 7,2. A seguir procedeu-se a desidratacdo em série crescente de
concentragdes de solugdes aquosas de etanol (etanol 50%, 70%, 95% e 100%). As
células foram entdo submetidas ao ponto critico observadas ao microscopio
eletrénico de varredura (Jeol JSSM-6360 LV Scanning Electron Microscope) em baixo

vacuo.

4.9 MEV DE ALTO VACUO

Conidios germinados sobre laminula de vidro (ap6s 24 horas de incubagéao)
como descrito anteriormente (ver itens 4.1.1 e 4.2.1) também foram fixados na
mistura de Karnovski (tampéao cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2; glutaraldeido 2,0%;

p-formaldeido 4,0%; CaCl, 5,0 mM), pelo periodo de duas horas. A seguir, foram

lavados trés vezes no mesmo tampao. Seguiu-se a fixacdo em tetroxido de dsmio
1% em tampao cacodilato pelo periodo de 1 hora, lavagem em tampao cacodilato de
sddio 0,1 M, pH 7,2 e desidratacdo em série crescente de concentracbes de
solugdes aquosas de etanol (etanol 50%, 70%, 95% e 100%). Apods isto, as células
foram submetidas ao ponto critico e metalizacdo e observadas ao microscopio

eletrénico de varredura (Jeol JSM-6360 LV Scanning Electron Microscope).

4.10 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

4.10.1 Obtencao dos Conidios Germinados para MET

Os conidios controle e tratados com carpropamida foram germinados sobre
membrana de celofane. Apdés 24 horas de germinagdo as membranas foram
agitadas em vortex por 3-5 minutos, para promover a soltura dos conidios das

superficies do celofane. A suspensao resultante foi centrifugada em baixa rotagdo. O
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pellet foi incluido em agar 1%, e seccionado em fragmentos de aproximadamente

2mm X 2mm X 2mm.

4.10.2 Processamento dos Conidios Germinados e de Fragmentos de Cultura

Os fragmentos de agar e fragmentos de cultura de 3 dias foram fixados na
mistura de Karnovski pelo periodo de duas horas. A seguir foram lavados trés vezes
no mesmo tampéo, fixados em tetroxido de 6smio 2% em tampao cacodilato de
sodio 0,1 M, pH 7,2 pelo periodo de 1 hora. Na sequéncia, foram lavados uma vez
em tampéao cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2, duas vezes em agua destilada, e
entdo mantidos em uranila aquosa 2% por 2 horas. Apos isto, o material foi
desidratado em série crescente de concentracdes de solugdes aquosas de etanol e
acetona, infiltrado e emblocado em Epon 812 (LUFT, 1961). A contrastagao ocorreu
nas ceélulas e nos cortes. No primeiro caso com acetato de uranila e no segundo com
acetato de uranila 2% (solugdo aquosa) e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963). A
contrastacido, quando ocorreu também em corte, ndo apresentou resultado diferente

da contrastagcdo somente em bloco.

4.11 TRATAMENTO COM PMSF

Conidios n&o germinados de culturas de duas faixas de idade (de 2 a 5 dias e
de 10 a 20 dias) foram coletados e incubados na presenga de 1 mM de PMSF,
inibidor de protease vacuolar, pelo periodo de 4 horas. Os controles foram
incubados nas mesmas condigdes em presenga somente de agua. Apos os
tratamentos as células foram analisadas através de DIC, coradas com vermelho Nilo
(ver item 4.5) e laranja de acridina (ver item 4.7) e analisadas através de microscopia
confocal. Além disso, células controle e tratadas foram fixados e processados para
MET.
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4.12 PROCESSAMENTO DE IMAGEM

As imagens de cortes 6pticos individuais e a sequéncia de se¢des z LSCM
foram capturadas em microscépio confocal através do LaserSharp Software. Neste
Software foram feitas projecbes e reconstru¢des tridimensionais. As imagens
estaticas foram exportadas para o programa Adobe Photoshop em formato TIF
(Tagged-lmage File). A aquisicdo de imagens seriais, em diferentes intervalos de
segundos, também foi feita através do Laser Sharp Software. As microfiimagens
foram convertidas em AVI (Audio-Video Interleaved File).

Todos os procedimentos necessarios para compor as figuras deste trabalho
foram feitos no programa Adobe Photoshop, como o corte de células do campo
Optico, rotacdo e adicdo de marcadores. Em alguns casos o contraste foi
incrementado. Outros processamentos especiais utilizados estdo indicados nas

legendas das figuras.
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5. RESULTADOS

5.1 ASPECTOS MORFOLOGICOS E FISIOLOGICOS DA GERMINAGAO NA
PRESENCA DO INIBIDOR DE SINTESE DE MELANINA

5.1.1 Penetracdo em Membranas de Celofane

Conidios de C. acutatum incubados apenas com agua germinaram e
formaram apressoérios melanizados apds 24 e 48 horas de incubagao (fig. 2A). Nas
condigdes experimentais foi possivel observar a formacdo e penetragdo das
estruturas de infecgdo (fig. 2A-B) in vivo, sem qualquer marcagao. As hifas primarias,
estruturas que se formam no interior do hospedeiro com o objetivo de coloniza-lo,
foram facilmente visualizadas dentro da membrana de celofane, bastando para isso
mudar o plano de foco (fig. 2A-C). Observou-se também a formacgdo de hifas
primarias a partir dos apressorios hialinos do controle (fig. 3).

A penetracao a partir de apressorios ndo melanizados foi confirmada através
de tratamento com carpropamida, inibidor da sintese de melanina. Os apressorios
tratados com carpropamida apresentaram-se completamente hialinos (fig. 2D e 2F),
e penetraram na membrana de celofane formando hifas primarias (fig. 2E), a
semelhancga do apressorio melanizado (fig. 2B).

As hifas primarias encontravam-se arranjadas em diferentes planos do
celofane, e apresentaram-se ramificadas (fig. 2B e 2E) ou lineares (fig. 5C e 6C)
tanto nas células controle quanto nas tratadas com o iniibidor de sintese de
melanina.

Algumas caracteristicas permitiram a confirmagcdo da localizagdo da hifa
primaria dentro do celofane: a) a textura da membrana de celofane, que apresentava
seu interior (onde estava a hifa primaria) mais granuloso observado em DIC, (figs.
5C e 6C) quando comparado ao meio homogéneo ao redor das estruturas na
superficie (figs. 5A e 6A); b) quando o apressério era focalizado no fotomicroscépio,
a hifa primaria ficava nitidamente abaixo dele; c) as hifas primarias s6 se formavam
quando as células germinavam sobre celofane (sobre vidro elas raramente se
formavam); d) nos cortes Opticos das hifas primarias feitos em microscopio confocal

nao apareciam as granulagdes de capropamida que eram observadas na superficie.
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FIGURA 2 - PENETRAGAO A PARTIR DE APRESSORIOS MELANIZADOS E NAO MELANIZADOS

Analises em DIC apds 48 horas de incubagdo sobre membrana de celofane. A-C: Controle. D-F:
Tratamento com 1 ug/mL de carpropamida. A — Observa-se um conidio germinado (Cg) com um
apressorio melanizado (Ap) e outro apressorio fora do foco (seta), além de uma hifa primaria fora do
foco (asterisco). B — A hifa primaria encontra-se bastante ramificada com regiées no foco (seta
grossa) e regides fora do foco (asteriscos). O conidio germinado e o apressorio localizados na
superficie da membrana de celofane ficaram fora do foco. C — O detalhe do conidio germinado da
figura A mostra que o apressorio (Ap) esta extremamente melanizado. D — Observa-se um conidio
germinado (Cg) com apressorio hialino (Ap) e sua hifa primaria fora do foco (asterisco). E — A hifa
primaria do apressorio hialino também se encontra ramificada (seta). F — O detalhe evidencia o
apressorio ndo melanizado (Ap).
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FIGURA 3 - PENETRAGAO A PARTIR DE APRESSORIO HIALINO DO CONTROLE

Analise em microscopia de luz de conidio controle com 48 horas de incubagdo sobre membrana de
celofane. A — Observa-se um conidio germinado (Cg) com apressoério hialino (Ap) e a hifa primaria
fora de foco (asterisco). B — Plano de foco da hifa primaria ramificada (seta grossa).

5.1.2 Melanizagao e Bloqueio das Coloragdes Fluorescentes

O conidio ndo germinado (de 4-5 dias) estava repleto de corpos lipidicos
observados através microscopia de fluorescéncia (fig. 4A e 4C), confocal (fig. 27A) e
MET (fig. 9), os quais diminuiram, em alguns casos quase completamente, apos a
germinacao (fig. 4B e 4D). Os apressérios do controle que pareciam completamente
melanizados quando vistos em microscopia de luz (fig. 4B), ndo estavam visiveis na
marcagao com vermelho Nilo (fig. 4D). Entretanto, nos apressorios ndo melanizados
(fig. 4E) era possivel discernir a célula com uma leve fluorescéncia de fundo e
corpos lipidicos bem definidos, arredondados e muito fluorescentes devido a
coloragdgo com com vermelho Nilo (fig. 4F). O bloqueio da visualizagdo da
fluorescéncia em apressoérios melanizados também foi observado em vesiculas
acidas coradas com laranja de acridina. Estes compartimentos eram visualizados em
apressorios hialinos (fig. 4G-H) e ndo o eram em apressoérios melanizados (fig. 41-J).
O conjunto destes resultados indica que o bloqueio da fluorescéncia pode servir

como parametro para identificar a completa melanizagao do apressorio.
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FIGURA 4 - COLORAGAO COM VERMELHO NILO E LARANJA DE ACRIDINA DE CONIDIOS COM
APRESSORIOS MELANIZADOS E NAO MELANIZADOS

« J
@ @

I
5 um

I
5pm

A-B e E: Microscopia de luz. C-D e F: Coloragdo com vermelho Nilo (VN). A-D: Células do controle. E-
F: Inibicdo da melanizagdo com 1 ug/mL de carpropamida. A — Conidio ndo germinado. B — Conidio
germinado (Cg) com longo tubo germinativo (Tg) e apressorio (Ap) melanizado. C — Conidio nao
germinado com corpos lipidicos (seta). D — Corpos lipidicos sao verificados no conidio germinado e
tubo germinativo (setas grossas) enquanto no apressoério nao sao visualizados (seta fina). E — Conidio
germinado (Cg) com trés apressorios (Ap) ndo melanizados. F — Nos apressorios ndo melanizados é
possivel visualizar os corpos lipidicos (setas). G-J: Apressoérios de conidios controle corados com LA.
G e I: Imagens em DIC. H e J: Imagens de microscopia confocal (coloragdo: LA). G — Apressério (Ap)
nao melanizado. H — Vesiculas coradas (setas) s&o vistas no interior do apressério ndo melanizado. |
- Apresssorio (Ap) melanizado. J — Nao foi observada fluorescéncia na regido do apressorio
melanizado (seta). Todas as células foram germinadas sobre laminulas de vidro.
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5.1.3 Distribuicao dos Corpos Lipidicos Durante a Germinacgao e Penetracao

Através de microscopia confocal os corpos lipidicos foram facilmente
visualizados, tanto em células controle (fig. 5) como em células tratadas com
carpropamida (fig. 6). A presenga dos corpos lipidicos na hifa primaria, observadas
em cortes Opticos no interior do celofane (figs. 5D e 6D), confirmou a penetracéo a
partir de apressorios hialinos.

As imagens em microscopia de fluorescéncia e confocal dos conidios e das
estruturas de infecgao (tubos germinativos, apressorios e hifas primarias) do controle
indicaram poucos e pequenos corpos lipidicos (figs. 4D, 5B e 5D). Ao contrario, os
conidios tratados com carpropamida pareciam apresentar maior quantidade de
corpos lipidicos no conidio germinado e nas estruturas de infec¢ao (figs. 4F, 6B e
6D), mesmo apds completamente formadas. Muitas vezes os corpos lipidicos
pareciam ser maiores em diametro nos conidios incubados com carpropamida
quando comparados ao controle (figs. 6B e 6D). Assim, as imagens sugeriram que 0
tratamento com carpropamida afetava o consumo dos corpos lipidicos durante a
germinagao. Esta hipotese foi confirmada através de analise de imagem (tabela 3)

descrita no item 5.1.6.
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FIGURA 5 - CORPOS LIPIDICOS E PENETRAGAO A PARTIR DE APRESSORIOS HIALINOS DO
CONTROLE

Conidios incubados por 48 horas na presenga apenas de agua. Coluna da esquerda: Analises de
DIC. Coluna da direita: Coloragdo com VN em microscopio confocal. A — Observa-se um conidio
germinado com apressoério ndo melanizado (Ap) e sua hifa primaria fora de foco (asterisco). B —
Corpos lipidicos no conidio (seta fina) e apressorio (seta grossa) sao visualizados. C — Observa-se a
hifa primaria do apressério visto em A no plano de foco dentro do celofane (seta). D — E possivel
verificar a presenga de alguns corpos lipidicos na hifa primaria (seta).
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FIGURA 6 - CORPOS LIPIDICOS, INIBICAO DA MELANIZAGAO E PENETRAGCAO NA PRESENGA
DE CARPROPAMIDA

Conidios incubados com 10 ug/mL de carpropamida por 48 horas. Coluna da esquerda: Analises de
DIC. Coluna da direita: Coloragdo com VN em microscépio confocal. A — Observa-se um conidio
germinado com um apressério ndo melanizado (Ap). B — Grandes corpos lipidicos séo verificados no
conidio germinado (seta grossa) e apressorio (seta fina). C — Observa-se o plano de foco da hifa
primaria dentro do celofane (seta). D — A hifa primaria também apresenta corpos lipidicos (seta).
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5.1.4 Padrbes de Germinacao na Presenga de Carpropamida

Como ilustrado na figura 7, diferentes padrées de germinagdo foram
observados nos tratamentos com carpropamida. Foram encontrados apressoério
hialino com hifa primaria (fig. 7A); apressério primario e apressorio secundario a
partir do primeiro (fig. 7B); tubo germinativo e conidio secundario (fig. 7C); dois
apressorios, um em cada extremidade da célula (fig. 7D), podendo ou n&o
apresentar hifa primaria. Alguns ainda possuiam apressorio em uma extremidade e
conidio secundario na outra (fig. 7E). Além destes, padrées menos frequentes como
tubo germinativo e conidio secundario em uma extremidade e apressorio na outra
também foram observados (resultados ndo mostrados). A analise quantitiva dos
diferentes padrées de germinacao sera descrita a seguir (ver item 5.1.5).

Na figura 7, observa-se também o acumulo dos cristais de carpropamida. Este
composto €& bastante insoluvel, sendo liberado lentamente na solugdo. Esta
caracteristica € vantajosa para a sua aplicagdo em campos irrigados de arroz,
permitindo uma agao prolongada. No entanto, nas analises microscépicas os cristais
causaram dificuldades no sentido de encontrar campos mais limpos para captura de
imagens. Contudo, os cristais acumulados n&o interferiram na visualizagdo das

estruturas em microscopia de luz, DIC, confocal e de fluorescéncia.
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FIGURA 7 - PADROES DE GERMINAGAO NA PRESENCA DE CARPROPAMIDA

.

Andlises em microscopia de luz de conidios germinados com 48 horas de incubagéo sobre membrana
de celofane. A-B: Concentragdo de 0,1 pug/mL de carpropamida. A — Observa-se um conidio
germinado com apressorio hialino (Ap) e hifa primaria (seta). B — Observa-se um conidio germinado
com apressorios primario (Ap) e secundario (seta) hialinos. C — Concentragdo de 1 ug/mL de
carpropamida. Apresenta um conidio germinado com tubo germinativo (seta fina) e conidio
secundario (seta grossa). D — Concentragéo de 10 ug/mL. Conidio germinado com dois apressorios
hialinos (setas) e hifas primarias (asteriscos) fora do plano de foco. E — Concentragdo de 100 pg/mL
de carpropamida. Conidio germinado com apressorio hialino (seta) e conidio secundario (asterisco).
Observa-se uma grande quantidade de cristais de carpropamida nas duas maiores concentragdes.
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5.1.5 Estudo Estatistico do Perfil de Germinagao e Penetracao na Presenca do

Inibidor de Sintese de Melanina

Considerando que ensaios preliminares demonstraram a penetragdo em
membranas de celofane por apressérios hialinos (ver item 5.1.1), o que contradiz
dados da literatura, realizou-se uma analise detalhada do perfil de germinagdao em
diferentes concentragdes do inibidor de melanizacdo. Nas tabelas 1 e 2 e no
apéndice (graficos 1 e 2) estdo os resultados de germinagées com 24 e 48 horas de
incubacdo. O grafico 1 compara os resultados obtidos nos dois periodos de
incubacao.

Segue-se abaixo uma descricdo dos resultados enfatizados nesta
dissertacdo. No apéndice 1 encontra-se uma descricdo detalhada de todos os

aspectos observados.

5.1.5.1 Porcentagem de germinagao

N&o houve diferenca significativa no numero de conidios n&do germinados no
controle e nas quatro concentragdes de carpropamida testadas quando considerado
o mesmo periodo de incubacédo, 24 (tabela 1) e 48 horas (tabela 2). Contudo,
ocorreu um significativo aumento da germinagao com o passar do tempo, tanto nos
tratamentos com carpropamida quanto nos controles (grafico 1A). A média de
conidios ndo germinados foi significativamente maior com 24 horas de incubacéo
que apo6s 48 horas. Esses resultados indicaram que a carpropamida nao afetou a

capacidade de germinagao dos conidios.

5.1.5.2 Melanizagao e penetracao

A inibicdo da melanizacdo do apressorio pela carpropamida foi observada em
todas as concentragées testadas (0,1 pg/mL, 1 pg/mL, 10 ug/mL e 100 pg/mL), e
frequéncia de apressoérios ndo melanizados foi claramente maior nos tratamentos
que no controle nos dois periodos de incubacgao (tabelas 1 e 2). A média de hifas
primarias, no entanto, foi a mesma no controle e tratamentos com 24 horas de

incubacgédo (tabela 1). Com 48 horas, foi observada uma diferenca significativa entre
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a média de hifas primarias do controle e tratamentos, ocorrendo um aumento nos
ultimos (tabela 2). Além disso, 0 nimero de apressorios nao melanizados aumentou
significativamente comparando 24 e 48 horas de incubagédo (grafico 1B). A
ocorréncia de hifas primarias dentro do celofane foi significativamente maior apés 48
horas de incubagao do que com apenas 24 horas (grafico 1C).

Apressoérios melanizados foram observados apenas nas células do controle e
a sua quantidade dobrou quando analisados em 24 (tabela 1) e apds 48 horas
(tabela 2) de incubagado (grafico 1D). A ocorréncia de penetracdo a partir destes
apressorios também mostrou um aumento significativo no maior tempo de incubacgéo
(grafico 1E). Embora mais freqlientes nos tratamentos, apressorios hialinos também
foram encontrados no controle (tabelas 1 e 2). Estes apressorios formaram hifas
primarias no interior do celofane (tabelas 1 e 2), e a ocorréncia destas foi

significativamente maior apds 48 horas de incubagao (grafico 1C).

5.1.5.3 Tubos germinativos

No periodo de 24 horas de incubagao (tabela 1), ocorreu um significativo
aumento de tubos germinativos nas duas maiores concentragdes de carpropamida
testadas (10 ug/mL e 100 ug/mL) em relagédo ao controle. Na germinagdo com 48
horas de incubagédo (tabela 2), observamos um aumento significativo de tubos
germinativos nas concentragdes de 1 ug/mL, 10 pg/mL e 100 pg/mL quando
comparados com o controle. Contudo, na comparagdo das médias de tubos
germinativos nos dois periodos de incubagdo nao foi encontrada diferenca

significativa (grafico 1F).

5.1.5.4 Conidios secundarios

Com 24 horas de incubagao a quantidade de conidios secundarios diferiu do
controle nas trés maiores concentragdes (1 pug/mL, 10 ug/mL e 100 pug/mL), nas
quais ocorreu um aumento significativo. Esse aumento chegou a cerca de 4 vezes
no tratamento com 100 pug/mL (tabela 1). Entretanto, apds 48 horas de incubagao a

quantidade de conidios secundarios encontrada no controle foi semelhante,
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estatisticamente, a encontrada nos tratamentos (tabela 2). Comparando os dois

periodos de incubacdo, a ocorréncia de conidios secundarios foi significativamente
maior em 48 horas do que em 24 horas no controle e nas concentragdes 0,1 ug/mL,

10 ng/mL e 100 pug/mL (grafico 1G).

5.1.5.5 Apressorios secundarios

A diferenga de apressérios secundarios com relagdo ao controle ndo seguiu
um padrao dependente da concentragao do tratamento nos dois tempos testados.
Em 24 horas de incubacgao ela foi significativa apenas nas concentragcbées 1 ug/mL e
100 ug/mL de carpropamida (tabela 1), enquanto que em 48 horas de diferiu
significativamente do controle apenas nos tratamentos com 1 ug/mL e 10 ug/mL

(tabela 2).

TABELA 1 - PERFIL DE GERMINAGAO EM 24 HORAS DE INCUBAGAO COM INIBIDOR DE

MELANIZACAO
Controle Tratamento com carpropamida (ug/mL) - 24h
0,1 1 10 100 Prob > F
Conidio germinado 39,2 + 6,6 26,6 + 3,7 353 + 3,5 29,7 + 3,5 31,2+ 45 0,3236
Apressorio ndo melanizado 96 17 61,8* + 6,2 52,3* £+ 3,6 36,6 £ 5 353*+ 3 <.0001
Hifa primaria de Ap ndo M? 29+ 1 36+ 1,1 1,9 + 0,6 1,5+ 0,8 1,3+0,7 0,296
Apressorio melanizado 41,8 + 54 0*+0 0*+0 0*+0 0*+0 <.0001
Hifa primaria de Ap M° 12,7 + 41 0*+0 0*+0 0*+0 0*+0 <.0001
Tubo germinativo 17 + 3,3 16,9 + 34 27,6 + 51 49,2* + 51 46,3* + 57 <.0001
Conidio secundario 54 + 1,1 19,2 + 54 38,7+ + 5,3 24,2 + 4.8 237* + 4 <.0001
Apressorio secundario 0,3 £ 0,2 27+ 0,8 3,8+ 09 1,8 £ 0,6 56* £ 1,3 0,0005

NOTA: Estao representados os padrées de germinagdo nas diferentes concentragdes de tratamento
com carpropamida (ug/mL). Os valores indicam a média % erro padrdo da média e foram comparados
através do teste ANOVA. Valores significativamente diferentes do controle (*) foram definidos usando
o pos-teste de Dunnett; a=0,05. * = apressoério (Ap) ndo melanizado (M); b = apressorio (Ap)

melanizado (M).
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TABELA 2 - PERFIL DE GERMINAGAO EM 48 HORAS DE INCUBAGCAO COM INIBIDOR DE

MELANIZACAO
Controle Tratamento com carpropamida (ug/mL) - 48h
0,1 1 10 100 Prob > F
Conidio germinado 7723 13,3 £ 2,6 13,1+ 28 11,1+ 2.2 10,8 £ 1,1 0,4188
Apressorio ndo melanizado 86+ 1,9 82,6* + 4,5 78,9* + 53 72,9* + 4.4 71,9* £ 47 <.0001
Hifa primaria de Ap ndo M? 69+ 15 44.6* + 4,3 40,6* + 4,9 28,4* + 3,3 26,4* £ 23 <.0001
Apressorio melanizado 85,7 + 3,7 0,0*+0 0,1* £ 0,1 0,2* + 0,1 0,0+ 0 <.0001
Hifa primaria de Ap M° 554 + 4 0,0* £ 0 0,1* + 0,1 0,1* + 0,1 0,0+ 0 <.0001
Tubo germinativo 199 £ 2,9 19,1+ 19 29,3* + 3,1 40,3* + 2,6 41,7+ 1,8 <.0001
Conidio secundario 32,8 + 6,8 41,2 + 3,5 38,8 £ 3,4 46 £ 54 475 = 5,6 0,2673
Apressorio secundario 22 +05 58+ 13 6,8 + 1,4 7,7+ 13 63 + 1,2 0,0177

NOTA: Estéo representados os padrées de germinagdo nas diferentes

concentracdes de tratamento

com carpropamida (ug/mL). Os valores indicam a média % erro padrdo da média e foram comparados

através do teste ANOVA. Valores significativamente diferentes do controle (*) foram definidos usando

o pos-teste de Dunnett; a=0,05. = apressorio (Ap) ndo melanizado (M); ° = apressorio (Ap)

melanizado (M).
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GRAFICO 1 - EFEITO DO TEMPO DE INCUBACAO NA GERMINACAO COM INIBIDOR DE

MELANIZACAO
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5.1.6 Quantificacéo de Lipideos em Conidios Germinados Tratados com

Carpropamida e Sacarose

Como as analises visuais preliminares indicaram que a concentragcao de
corpos lipidicos nos conidios germinados tratados com carpropamida era maior que
no controle (figs. 4, 5 e 6), foi entdo realizado um estudo quantitativo da area de
lipideos para confirmar estes resultados. Dois controles foram realizados: a) conidios
germinados somente com agua e b) germinados na presenga de sacarose como

fonte de carbono (fig. 8).

FIGURA 8 - GERMINAGAO NA PRESENCA DE 0,1% DE SACAROSE

A — Imagem de DIC de conidio germinado sobre laminula de vidro com apressoério primario néo
melanizado (Ap), e apressorio secundario melanizado (seta). B — Coloragdao com VN do mesmo
conidio germinado onde sdo observados grandes corpos lipidicos no conidio germinado (seta
grossa), no apressorio primario (seta fina) e no tubo germinativo (ponta de seta).

As analises estatisticas revelaram que existe diferenca significativa entre a
area total de corpos lipidicos do controle (incubado na presenga apenas de agua) e
as areas encontradas no controle com sacarose e no tratamento com carpropamida
(tabela 3). Tanto os conidios germinados na presenga de sacarose quanto os

germinados com carpropamida apresentaram maior conteudo lipidico que o controle.
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TABELA 3 - CONTEUDO LIPiDICO DOS CONiDIOS GERMINADOS

Tratamentos
Controle Sacarose Carpropamida Prob>F
Area de Lipideos 45 + 05 12,3* + 0,9 10,9* + 0,7 <.0001

NOTA: Esta representada a area total de lipideos (em micrdmetros) dos conidios germinados do
controle e dos tratamentos. A concentragdo de sacarose utilizada foi 0,1% e a de carpropamida 1
pg/mL. Os valores indicam a média + erro padrédo da média e foram comparados através do teste
ANOVA. Valores significativamente diferentes do controle (*) foram definidos usando o pés-teste de
Dunnett; a=0,05.

5.1.7 Corpos Lipidicos dos Conidios ndo Germinados

Além de interferir na mobilizagdo de lipideos durante a germinagado, a
carpropamida mostrou efeito sobre os conidios que ndo germinavam, como ja
observado anteriormente em nosso laboratério (BARBOSA, 2005). Na comparacgéao
das imagens ultraestruturais de cortes longitudinais de conidios ndo germinados do
controle (fig. 9A) e tratados com carpropamida (fig. 9B) observou-se que os conidios
tratados adquiriram formato anormal, com aumento do volume celular, com exce¢ao
da regido central onde se localiza o nucleo, produzindo um acinturamento da célula.
O acumulo e o aumento de tamanho dos corpos lipidicos, assim como 0 mesmo

padrao de acinturamento ficou facilmente evidente através de cortes opticos (filme

1).
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FIGURA 9 - ULTRAESTRUTURA DE CONIDIOS NAO GERMINADOS NA INCUBAGCAO COM
CARPROPAMIDA

MET de conidios ndo germinados. A — Conidio n&o germinado do controle, repleto de corpos lipidicos
(seta). B — Conidio ndo germinado em presenga de 40 ug/mL de carpropamida. Nota-se o
acinturamento celular (asterisco) e os corpos lipidicos (seta).

5.1.8 Matriz Extracelular Durante a Germinagao

A matriz extracelular nos apressoérios do controle e do tratamento com
carpropamida foi facilmente observada através de DIC (fig. 10), sem a adi¢cédo de
qualquer marcagédo. Em microscopia de luz, a matriz geralmente mostrava uma
coloragdo amarelada (resultados ndo mostrados). No controle, com 48 horas de
incubagdo, a matriz extracelular estava frequentemente distribuida de forma mais
espalhada ao redor do conidio germinado e apressorio (figs. 10A-C), enquanto que
nos tratamentos com o inibidor de melanizagdo (carpropamida) a mesma aparecia
em muitas células concentrada ao redor do apressoério, formando um halo bastante
compacto (figs. 10D-F). Estes resultados sugerem distribuicdo diferenciada entre
controle e tratamento que devera ser futuramente investigada através de outros
ensaios e analises estatisticas. Outro aspecto a ser ressaltado é a posicdo da matriz

extracelular relativa ao apressoério. Na maioria das células, quando a face superior
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era focalizada nao se observava material ao redor do apressoério (figs. 10A e 10D),
que passava a ser visivel quando se focalizava a base do mesmo (figs. 10B e 10E).
A matriz extracelular também foi verificada em tubos germinativos (figs. 10G-I) e
apressorios primarios (fig. 10H). Em alguns casos foi possivel observar maior
deposicdo de matriz extracelular nos apressoérios primarios, quando comparado com
o secundario (fig. 10H). Estes resultados sugerem que a matriz extracelular é
adicionada a medida que o apressorio amadurece.

Resultados similares aos observados através de DIC foram observados
através de MEV (figs. 11 e 12). Foi possivel visualizar diferentes estagios de
deposicdo de matriz nos apressoérios do controle (fig. 11) e nos submetidos ao
tratamento com o inibidor (fig. 12). Apressoérios praticamente sem (figs. 11A e 12A),
com pouca (figs. 11B e 12B) e muita (figs. 11C e 12C) matriz extracelular foram

observados.
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FIGURA 10 - MATRIZ EXTRACELULAR NO TRATAMENTO COM CARPROPAMIDA

¥

Germinagéo sobre laminulas de vidro vista através de DIC apds 48 horas de incubagdo. A-C:
Controle. D-I: Tratamento com 1 ug/mL de carpropamida. A — Observa-se um conidio germinado
com apressorio melanizado (Ap), com foco na superficie do apressorio. Ndo se observa matriz
extracelular (ME) ao redor do apressorio. B — O mesmo conidio € visto com foco na base do
apressorio. Observa-se a ME no apressorio e estendendo-se em volta do conidio (seta). C — A
imagem foi processada em programa Adobe Photoshop (filtro Emboss) para destacar a ME no
apressorio e estendendo-se em volta do conidio (setas finas) e o poro (seta grossa) D — Observa-se
um conidio germinado com apressario hialino (Ap). Neste plano de foco ndo se observa ME ao redor.
E — O mesmo conidio visto em plano de foco onde observa-se que a ME esta concentrada ao redor
do apressorio (seta). F — A imagem D foi processada em programa Adobe Photoshop (filtro Emboss)
para destacar a matriz (seta). G — Observa-se um apressorio primario (Ap) € um apressorio
secundario (seta grossa) ambos hialinos. Pode-se verificar a ME ao redor do tubo germinativo (seta
fina). H — Observa-se um plano de foco da face inferior dos apressorios vistos em G. A matriz
extracelular ao redor do apressorio primario (setas brancas finas) e o poro (seta preta) no apressorio
secundario (seta branca grossa) sdo observados. | — Observa-se um tubo germinativo (seta fina) e
um apressorio (seta grossa) cobertos por ME.
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FIGURA 11 - GRAUS DE DEPOSIGAO DE MATRIZ EXTRACELULAR EM APRESSORIOS DO
CONTROLE

4 |Ba

MEV de conidios germinados sobre laminula de vidro com 24 horas de incubagdo. A — Apressorio
com inicio de formagédo de ME (seta). B — Apressério com maior deposicao de matriz extracelular,
espalhando-se sobre a laminula (seta). C — Grande quantidade de matriz cobrindo o apressoério e
sobre a laminula (seta).

FIGURA 12 - GRAUS DE DEPOSIGAO DE MATRIZ EXTRACELULAR EM APRESSORIOS APOS
TRATAMENTO COM CARPROPAMIDA

b 8 o

MEYV de conidios germinados sobre laminula de vidro na presenca de carpropamida com 24 horas de
incubagéo. A — Observa-se um apressorio com inicio de formagéo de ME sobre a laminula (seta). B —
Apressorio firmemente aderido a laminula e ME sobre a laminula (seta). C — Observa-se grande
quantidade de ME cobrindo o apressério e sobre a laminula (seta).
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Nos cortes ultrafinos observou-se uma mistura de cortes de apressorios,
tubos germinativos e eventualmente conidios germinados. Na identificagcdo dos
apressorios foram utilizados critérios baseados na microscopia de luz e eletrbnica,
como segue: a) Todas as células com didmetro igual ou menor que o didmetro de
tubos germinativos (1-2,5 um) foram desconsideradas; b) todas as células com
parede celular de espessura igual ou menor a dos conidios (0,08-0,1 um) e tubos
germinativos (0,05-0,1 um) também foram desconsideradas; c) células com as
medidas maiores que as descritas nos itens (a) e (b) e com caracteristicas
marcantes como abundante matriz extracelular e parede celular espessa foram
consideradas apressorios. Concordou-se aqui com as descricdes de outros autores
de que a parede celular dos apressorios € normalmente mais grossa que as paredes
do esporo e do tubo germinativo (EMMETT; PARBERY, 1975). No futuro pretende-
se desenvolver uma estratégia que permita identificar apressorios mais facilmente e
com a minima margem de erro.

Analises ultraestruturais de MET revelaram a presengca de material com
granulagdes e fibrilas mais eletrodensas, possivelmente matriz extracelular, ao redor
de apressoérios (fig. 13A-B). Esta célula provavelmente corresponde a um apressorio
nao melanizado. Corpos lipidicos entrando por possivel processo microautofagico
(fig. 13B) e no interior do vacuolo (fig. 13A) foram observados. Além dos corpos
lipidicos, vesiculas foram frequentemente verificadas no interior dos vacuolos (fig.
13A). Estes resultados estdo em concordancia com a presenga de vacuolos nos

apressorios, conforme observado através de microscopia confocal (fig. 4G-H).
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FIGURA 13 - MET DA MATRIZ EXTRACELULAR EM CELULAS DO CONTROLE

MET de apressorios de conidios com 24 horas de germinagdo na presenga somente de agua. A —
Observa-se matriz extracelular ao redor do apressorio (setas). Corpos lipidicos (asterisco) sao
observados no interior do vacuolo vacuolo (V). B — Detalhe da figura A mostrando o material
eletrodenso (seta grossa) ao redor da parede celular (p) e o nucleo (n). Nota-se um corpo lipidico
(asterisco) em uma invaginagdo da membrana do vacuolo (seta fina) além de outras vesiculas
membranosas (setas pretas).

5.1.9 Aspectos Ultraestruturais de Apressorios

5.1.9.1 MET de células controle

As analises ultraestruturais do controle revelaram uma camada bastante
eletrodensa nos apressorios, a qual parece corresponder a deposigcdo de melanina
na parede celular (fig. 14A-C). Esta camada esta localizada entre outras duas
camadas pouco eletrodensas (fig. 14C) e pode corresponder a linha espessa e
escura observada através de DIC em apressérios completamente melanizados (fig.
2C). Os apressorios, quando analizados através de DIC e focalizados na face
superior, apareciam homogeneamente muito escuros devido a melanina (fig. 14D).
Mudando o plano de foco para a base celular, a regido do poro era faciimente
visualizada como uma depressao mais clara de formato circular (fig. 14E-F) que

corresponde ao estreitamento da parede celular na regido do poro (fig. 14A-B).
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A parede celular sem a deposigdo da camada eletrodensa também foi
observada nos apressorios do controle (fig. 15A-E). Estas células provavelmente
correspondem aos apressorios ainda nao totalmente melanizados. Os apressorios
mostravam corpos lipidicos e granulagbes muito eletrodensas no citoplasma (fig.
15A-C).

FIGURA 14 - PAREDE CELULAR DO APRESSORIO MELANIZADO

A-C: Andlises através de MET. D-E: Andlises através de DIC. A — Observa-se um apressorio com
parede celular mostrando uma camada clara (p) e camada bastante eletrodensa (seta), exceto na
regido do poro (asterisco preto). Mitocondrias também estdo mostradas (asteriscos brancos). B —
Detalhe da regido poro do apressorio (asterisco) evidenciando delgada camada eletrodensa (seta) na
parede celular adjacente. C — Detalhe de uma parede celular (p) com a camada bastante eletrodensa
(seta) situada no meio de duas camadas mais claras (p). D — Observa-se um conidio germinado com
apressorio melanizado (Ap). E — Plano de foco na base do apressoério mostrando o poro do apressorio
(seta). F — Detalhe do poro na base o apressoério apressorio.
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FIGURA 15 - MET DE APRESSORIOS DO CONTROLE

MET apressoérios de conidios germinados por 24 horas. A — Observa-se um corpo lipidico (asterisco
preto) e granulo eletrodenso (seta grossa), mitocdndrias (asteriscos branco) e material eletrodenso na
parede celular (seta fina). B — Detalhe da parede celular da célula anterior mostrando a invaginagao
da membrana celular (seta grossa) e um granulo eletrodenso na parede celular (seta fina). C —
Material lipidico (asterisco) e granulos eletrodensos (setas finas) estdo evidentes. Em varios pontos
observam-se granulagdes eletrodensas na parede celular (seta grossa). D - Ampliagcao de regido da
imagem C, mostrando os granulos eletrodensos na parede celular (setas grossas) proximos a
invaginagdes da membrana. Observa-se granulo eletrodenso intracelular (seta branca). E — Detalhe
de um apressorio com pequena granulagdo na parede (seta preta) proxima a invaginagado da
membrana. Observa-se também um detalhe da estrutura trilaminar (seta branca) da membrana do
vacuolo (V).
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5.1.9.2 MET de apressorios hialinos

Nas analises ultraestruturais apds tratamento com o inibidor da sintese de
melanina a camada eletrodensa ndo foi encontrada na parede dos apressorios (fig.
16). Poucos apressorios, provavelmente os mais maduros, apresentaram parede
celular espessa, com limites irregulares e muito eletroluscentes (figs. 16A-B). A
maior parte dos apressorios encontrados mostrou parede celular mais delgada e
com limites bem definidos, sem a espessa camada eletrodensa (figs. 16C-F).
Chamou atengdo que em ambas as situagdes (controle e tratado) foi verificada a
deposi¢ao de material eletrodenso em determinados pontos da parede celular (figs.
15A-D e 16A-E), independente do tipo de contrastagao utilizada (somente em bloco

ou em bloco e em corte).

5.1.9.3 Evidéncias de secregao celular

As andlises através de MET sugerem uma possivel secre¢do de material na
parede celular, tanto no controle (fig. 15) quanto nas células com sintese de
melanina inibida (fig. 16). Granulagcbes eletrodensas foram frequentemente
observadas na parede celular (figs. 15A-E e 16A-E) ocorrendo uma invaginagéo da
membrana citoplasmatica na regido destas granulacgdes (figs. 15A-E e 16E). Na
figura 16, por exemplo, observa-se um material eletrodenso dentro do vacuolo
juntamente com outras vesiculas membranosas (fig. 16C-F). Esse material
eletrodenso também é visto no citoplasma (fig. 16E), proximo a parede do apressorio

no interior de uma vesicula (fig. 16F) e efetivamente na parede celular (fig. 16E).
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FIGURA 16 - MET DE APRESSORIOS APOS TRATAMENTO COM CARPROPAMIDA

T

MET de apressérios de conidios tratados com carpropamida com 24 horas de incubagdo. A —
Observa-se a parede celular espessa, com limites irregulares e eletroluscentes (seta) e grande corpo
lipidico (asterisco). B — Detalhe da parede celular mostrando a presenga de granulo eletrodenso na
parede (seta). C - Observa-se um grande vacuolo (V) contendo materiais eletrodensos (seta preta) e
vesiculas membranosas (seta branca). D-F: Detalhes de diferentes partes do apressério mostrado em
C. D — Observa-se a deposigéo de granulagéo eletrodensa na parede celular (seta fina) e invaginagao
da parede nesta regido (seta grossa). E — No citoplasma nota-se uma mitocoéndria (asterisco branco)
e um granulo eletrodenso préoximo a parede celular (seta branca fina). A parede apresenta granulo
eletrodenso (asterisco preto) e invaginagdo da membrana nesta regido (seta branca grossa). O
vacuolo (V) também contém granulos eletrodensos (seta branca fina). F — Evidencia-se a presenca de
vesiculas membranosas de diferentes tamanhos (seta grossa) dentro do vacuolo (V), além das
granulagdes eletrodensas dentro (seta preta) e fora do vacuolo (seta branca fina).
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5.2 CONIDIOGENESE EM C. acutatum

5.2.1 Caracterizagao Ultraestrutural do Micélio e Conidiagao Macrociclica

As placas de cultura vistas macroscopicamente mostravam abundante massa
alaranjada de conidios (fig. 17). Esses conidios ficam depositados na forma livre na
superficie do micélio, mergulhados em uma mucilagem hidrossoluvel. Apesar das
extensivas lavagens durante o processamento para MEV, que removeu a maioria
dos conidios na superficie da cultura, alguns conidios livres, ja completamente

formados, foram encontrados entre as hifas do micélio (fig. 18A e 18F).

FIGURA 17 - PLACA DE CULTURA DE C. acutatum

Ampliagbes maiores exibiram hifas do micélio vegetativo com extensas
porcdes claras (fig. 18B e 18C). Estas regides correspondem as porgdes celulares
sem grandes vacuolos, como observado através de DIC (fig. 19B-C) e MET (fig.
20A-C). As regides escuras (fig. 18B) e hifas muito transparentes (fig. 18C e 18F)
correspondem aos vacuolos observados através de DIC (fig. 19B-D) e de MET (fig.

20B e 20C). As hifas pouco vacuolizadas observadas através de MEV (fig. 18B-C e
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18F), DIC (fig. 19A-D) e MET (fig. 20A-B) estavam localizadas na superficie do
micélio e relacionadas a conidiogénese.

Os conidios em desenvolvimento e os ja formados se mostraram igualmente
claros (fig. 18D-F) devido ao citoplasma repleto de estruturas celulares e auséncia
de grandes vesiculas ou vacuolos. Observou-se que o conidio pode ser formado na
extremidade da célula conidiogénica, a qual se desenvolveu a partir da hifa micelial
ou somatica (fig. 18D-E), ou pode se desenvolver lateralmente a uma hifa
conidiogénica (figs. 18F e 19C-D). Estagios iniciais de formacao (figs. 18D, 19B e
20C), até o completo desenvolvimento do conidio (figs. 18F e 19D) foram
observados.

A ultraestrutura das células do fragmento de cultura demonstrou que as hifas
podem penetrar profundamente dentro do meio BDA (fig. 20A). Nesta regido, a
maioria das células possuia grandes vacuolos (fig. 20B). Chamaram atengado as
membranas no interior dos vacuolos das hifas (fig. 20B). As hifas na superficie das
culturas, que estavam envolvidas na conidiogénese, mostraram um citoplasma
bastante eletrodenso, com poucos vacuolos (figs. 18F, 20A e 20C). Esta grande
eletrodensidade também foi observada no conidio em seus estagios iniciais de
formagao (figs. 18C-D e 20D). Apdés formados, os conidios jovens exibiam o
citoplasma muito eletrodenso e repleto de corpos lipidicos (figs. 9A e 27A). Além
disso, um material fibrilar, possivelmente mucilagem, foi encontrado ao redor da

parede celular das hifas conidiogénicas e conidios em formacéo (fig. 20D).
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Conidiogénse observada através de MEV em baixo vacuo. Fragmento de cultura de trés dias
(descrigéo no item 4.8). A — Visdo geral do micélio, com predominio de hifas (asterisco) e alguns
conidios (setas). B — Observa-se um estagio inicial da ramificagdo de uma hifa (seta fina) e regides
correspondentes a vacuolos (seta grossa). C — Mostra um estagio mais avangado da ramificagdo de
uma hifa, com regido correspondente ao vacuolo (asterisco). Observa-se uma dilatagdo na
extremidade (seta). D — Estéagio inicial do desenvolvimento de um conidio (seta). E — E possivel ver o
septo na base do conidio em formacgao (seta fina) e entre a hifa micelial e a célula conidiogénica (seta
grossa). F — Sao vistas regides transparentes correspondentes aos vacuolos (asteriscos brancos) e
regides claras correspondentes ao citoplasma da hifa (asterisco preto), um conidio livre (seta fina) e
um conidio formado na porgéo lateral da hifa conidiogénica (seta grossa).
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FIGURA 19 - ANALISE DA CONIDIOGENESE ATRAVES DE DIC

Conidiogénse observada através de DIC. Os conidios
foram incubados por 24 horas em presenca de meio
Mc’coy para estimular o crescimento micelial de acordo
com o item 4.3. Varios estagios de desenvolvimento dos
conidios sdo mostrados (setas), além dos vacuolos (V) e
a parte correspondente ao citoplasma (asterisco) das
hifas. A — Ramificagdo inicial de uma hifa (seta). B —
Inicio do desenvolvimento de um conidio (seta) a partir
da lateral de uma hifa (asterisco). C — Estagio mais
avangado da formagéo do conidio (seta). D — Conidio
formado na porgéo lateral da hifa conidiogénica.
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FIGURA 20 - MET DA CULTURA EM MEIO BDA

A — A regido interna apresenta hifas vacuolizadas (asterisco) e na superficie do micélio séo
mostradas duas células conidiogénicas (1 e 2). B — Detalhe das hifas vacuolizadas e/ou degeneradas
(setas) da regido interna. C — As hifas conidiogénicas possuem citoplasma denso (setas) e vacuolos
(V). D — Ampliagdo do conidio em formagéo na hifa 2 apontada em A. O nucleo (n) e um material
fibrilar (setas) em torno da parede celular sdo observados.
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5.2.2 Caracteristicas Gerais da Germinagao e Conidiacao Microciclica

A massa alaranjada depositada na superficie do micélio de C. acutatum (fig.
17) era formada por conidios livres, com formato elipsoide caracteristico (fig. 21A e
21B), imersos em mucilagem e facilmente removidos com al¢a de platina. Estes
conidios, ao germinarem, produziram diferentes padrdes: tubos germinativos longos
(fig. 21B) e curtos (fig. 21B) continuos com o apressorio; apressorio sem conidio
secundario (fig. 21B); tubo germinativo e conidio secundario sem apressorio (fig.
21C); apressoério em uma extremidade e tubo germinativo e conidio secundario em
outra extremidade (fig. 21D); e apressoério e tubo germinativo curto em uma
extremidade e conidio secundario na extremidade oposta (fig. 22). Estes ultimos
padrées (a estrutura de infecgdo em uma extremidade e o conidio secundario na
extremidade oposta) foram os modelos mais comuns de formagado de conidio
secundario. Os conidios secundarios também se desenvolveram de conidios

primarios que nao formavam tubo germinativo ou apressorio (fig. 21B - seta preta).
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FIGURA 21 - FORMAGAO DE CONIDIOS SECUNDARIOS EM MICROSCOPIA DE LUZ

Diferentes conidios germinados vistos através de microscopia de luz. A — Conidio ndo germinado. B —
Baixa ampliagdo mostrando um campo éptico com um conidio ndo germinado (seta branca grossa),
germinacdo com tubo germinativo curto (asterisco) e longo com apressorio (seta fina), e conidio
secundario formado sozinho a partir de conidio primario (seta preta). C — Formacéo de tubo
germinativo (Tg) e conidio secundario (Cs) a partir do conidio primario germinado (Cg). D — Conidio
primario germinado (Cg) e conidio secunda’4rio (Cs) formado no mesmo lado do tubo germinativo
(Tg) e apressorio (Ap) melanizado.
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5.2.2.1 MEV de conidios secundarios

O processamento para MEV em baixo vacuo e sem metalizagdo mostrou-se
adequado para uma analise geral, como pode ser observado na figura 22 e nas
imagens da conidiogénese (ver item 5.2.1). Através desta metodologia, regides
celulares com maior conteudo aparecem mais claras (fig. 22) enquanto as regides
correspondentes aos vacuolos aparecem mais escuras (fig. 22). Logo, além da
morfologia de superficie, também foi possivel visualizar as regides de vacuolos nos
conidios germinados, tubo germinativo e conidios secundarios (fig. 22), conforme
comparagao com os resultados de microscopia confocal e DIC (ver item 5.2.2.3).

Ja a MEV com metalizagcdo do material revelou detalhes da superficie (fig. 23)
nao observados através da MEV em baixo vacuo. Por outro lado, ndo revelou
regides mais claras e escuras correspondentes aos vacuolos e citoplasma mais
organizado, conforme observado em MEV de baixo vacuo (fig. 22). Assim, as duas
metodologias podem complementar as informagdes morfolégicas obtidas com as
demais analises microscopicas.

Através do MEV de alto vacuo foi possivel observar o septo do conidio
germinado (fig. 23A-B) e o septo entre o tubo germinativo e conidio secundario (fig.
23A), e entre o conidio e o conidio secundario se formando a partir deste (fig. 23B).
A superficie do conidio secundario se mostrou bastante lisa (fig. 23C) e este nao
sofreu alteragdo com o processamento, como o murchamento observado no conidio
germinado (fig. 23A-B). Provavelmente a intensa vacuolizagdo observada durante a
germinacado (fig. 26B-C) modifica as propriedades osmoticas destas células e as
mesmas perdem agua frente as concentragdes externas do fixador. Outra
possibilidade é que essas células, devido aos grandes vacuolos, sejam mais
facilmente alteradas durante a realizagdo do ponto critico tornando-se mais

suscetiveis a perda de agua.
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FIGURA 22 - MEV DE BAIXO VACUO DE CONIDIO GERMINADO

Observa-se um conidio germinado (Cg) com um conidio secundario (seta grossa) em uma
extremidade e apressorio (seta fina) se formando na extremidade oposta. Regiées mais claras (ponta
de seta) e regides mais escuras sdo observadas (asterisco).

FIGURA 23 - FORMACAO DE CONIDIOS SECUNDARIOS EM MEV

18 .l-'-. m

Conidios germinados analisados através de MEV de alto vacuo. A — Observa-se o septo (seta) do
conidio germinado, e o septo (seta grossa) entre o tubo germinativo e o conidio secundario (Cs). B —
Neste conidio nota-se o septo (seta) do conidio germinado e o septo (seta grossa) entre o conidio
germinado e o conidio secundario (Cs). C — Um provavel conidio secundario recentemente liberado.
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5.2.2.2 Corpos lipidicos

Os conidios ndo germinados de C. acutatum apresentaram o citoplasma
repleto de corpos lipidicos (figs. 9 e 27A). Estas reservas diminuiram durante a
germinacgao (ver item 5.1.2) e a formagao dos conidios secundarios (figs. 24B-D e
25B). Ao mesmo tempo em que os lipideos escasseavam no conidio germinado, era
possivel ver o acumulo de corpos lipidicos no conidio secundario em formacao (figs.
24B-D; 25B; fiimes 2 e 3). A distribuicdo dos corpos lipidicos encontrada nos
conidios secundarios (fig. 25B) se assemelhou a observada nos conidios n&o
germinados (fig. 27A). A figura 24 mostra uma reconstrucao tridimensional de um
conidio germinado, na qual o conidio foi girado e podemos acompanhar a posigéo
dos corpos lipidicos de diferentes angulos, o que revela que os corpos lipidicos no

conidio germinado e no conidio secundario se estendem por toda a célula.

5.2.2.3 Vacuolos e internalizac&do dos corpos lipidicos durante a conidiagao

microciclica

A vacuolizacdo dos conidios ocorreu simultaneamente a formacgao de
conidios secundarios, como pdde ser observado na figura 25. Na coloragdo com
vermelho Nilo estes vacuolos aparecem mais escuros que o citosol (fig. 25B -
inserto). Corpos lipidicos proximos aos vacuolos e no interior dos vacuolos foram
frequentemente vistos através de luz transmitida (fig. 25A) e por reconstrugao
tridimensional de séries z (fig. 25B).

A marcagao com laranja de acridina mostrou pequenos vacuolos dentro dos
conidios ndo germinados (fig. 26A) e dos conidios secundarios em varios estagios
de desenvolvimento (fig. 26B-C). Intensa vacuolizacdo foi observada nos conidios
germinados, 0s quais passaram a apresentar grandes vacuolos (fig. 26B-C). Estes
compartimentos exibiram pequenas vesiculas intravacuolares mais fortemente
marcadas que o lumen vacuolar (fig. 26B-C). Contudo, vacuolos inteiramente
marcados e sem vesiculas intravacuolares também foram encontrados (resultados

ndo mostrados).
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FIGURA 24 - RECONSTRUGAO TRIDIMENSIONAL DE CONIDIO GERMINADO

Conidio germinado corado com vermelho Nilo. Dezessete segdes z LSCM foram processadas
através de LaserSharp® Software. A — Reconstrugdo de luz transmitida mostrando um conidio
secundario (Cs) e vacuolo no conidio germinado (seta). B — Vista frontal da pilha de séries z
unidas. Os corpos lipidicos no conidio germinado (seta grossa) e no conidio secundario estdo
indicados (seta fina). C — A pilha de séries z ¢ girada 90° horizontalmente. D — A pilha de séries z
é girada 180°. Os corpos lipidicos no conidio germinado (seta grossa) e no conidio secundario
(seta fina) estdo apontados de outro angulo.
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FIGURA 25 - INTERNALIZACAO DE CORPOS LIPIDICOS PELOS VACUOLOS DURANTE A
GERMINACAO E FORMACAO DE CONIDIOS SECUNDARIOS

A - Microscopia de luz de conidios germinados (Cg). Observam-se conidio secundario (Cs) e
apressorio (Ap) melanizado. Um corpo lipidico dentro (seta grossa) e um proximo (seta fina) ao
vacuolo (asterisco) estdo evidenciados. B — Microscopia confocal com coloragédo com VN. Observa-se
uma projecao de 37 séries z-axis dos conidios mostrados em A. O conidio secundario esta repleto de
corpos lipidicos (asterisco), enquanto os conidios germinados (1 e 2) apresentam poucos. Observa-se
um corpo lipidico dentro (seta grossa) e um préximo (seta fina) ao vacuolo.
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FIGURA 26 - VACUOLOS VISTOS ATRAVES DE MARCAGAO COM LARANJA DE ACRIDINA

"-

—

Coloragdo com LA em microscopio confocal. A — Pequenos vacuolos (seta) dentro do conidio ndo
germinado. O nucleo (n) aparece em verde. B — Conidio secundario (Cs) inicial com pequenos
vacuolos (seta fina) e grandes vacuolos (v) com pequenas vesiculas intravacuolares coradas (seta
grossa) dentro do conidio primario germinado (Cg). O nucleo (n) estd em verde. C — Observam-se
estagios mais avangados da formacao de conidios secundarios (Cs), e pequenos vacuolos dentro dos
conidios secundarios (seta fina). Os grandes vacuolos (seta grossa) levemente marcados apresentam
pequenas vesiculas intravacuolares nos conidios primarios germinados (Cg). O nucleo (n) é
mostrado. Inserto: ampliagdo do vacuolo do conidio germinado da direita. Limites vacuolares (seta
fina) e vesiculas intravacuolares (seta grossa) sao observados.



69

5.3 DINAMICA DOS VACUOLOS E LIPIDEOS DURANTE A GERMINAGAO E
ENVELHECIMENTO

5.3.1 Mobilizacao de Lipideos e Vacuolizagao

Conidios ndo germinados de culturas de duas faixas de idade foram
analisados: a) conidios jovens - coletados de culturas de 2-5 dias; b) conidios velhos
- coletados de culturas de 10 a 20 dias. Os conidios foram analisados por meio de

DIC, microscopia confocal e MET.

Através de deteccao citoquimica com vermelho Nilo foi possivel monitorar o
conteudo lipidico dentro de células vivas. O citoplasma dos conidios n&o germinados
jovens estava repleto de corpos lipidicos (fig. 27A-B). Ja na maioria dos conidios
velhos nao foram observados corpos lipidicos (fig. 27E-F). Contudo, poucas células
0os apresentavam em menor numero e algumas com conteudo semelhante aos
conidios jovens (resultados n&do mostrados). Isso se deve ao fato de que mesmo nas
culturas velhas ainda acontecia a conidiogénese e, portanto, embora

predominassem conidios velhos, eram encontrados também conidios mais jovens.

A diminuicdo do conteudo lipidico durante o envelhecimento aconteceu
simultaneamente a formagéo de grandes vacuolos, os quais apareciam mais escuros
que o restante do citoplasma através de coloragdo com vermelho Nilo (fig. 27C e
27E) e como depressdes através de DIC (fig. 27D e 27F). Estes vacuolos
apresentavam, na maioria dos conidios, aspecto vazio através da coloragdo com VN
e através de DIC (fig. 27E-F) e com poucas vesiculas intravacuolares através da

coloragdo com laranja de acridina (fig. 28C-E).

Estes resultados foram também observados através de MET. Conidios jovens
apresentaram o citoplasma repleto de corpos lipidicos e pequenos vacuolos (figs. 9
A e 29A). Enquanto isso, os conidios velhos ndo apresentavam corpos lipidicos, mas
sim grandes vacuolos (fig. 29B). Os vacuolos em alguns conidios velhos mostraram
grande complexidade de membranas incluindo vesiculas intravacuolares com
membranas simples, membranas duplas e estruturas lamelares (fig. 29C-E).
Invaginagbes da membrana vacuolar, indicando processo de microautofagia, foram

frequentemente observadas nos conidios velhos (fig. 29E).
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FIGURA 27 - CORPOS LIPIDICOS EM CONIDIOS DURANTE O ENVELHECIMENTO

Conidios ndo germinados de diferentes idades. Coluna da
direita: Analises de DIC. Coluna da esquerda: Coloragao com
VN em microscopio confocal. A-B: Observa-se um conidio jovem
repleto de corpos lipidicos (setas). C-F: Conidios velhos. Nao
sdo observados corpos lipidicos. D - Os vacuolos sao
visualizados como depressdes (seta). E-F: Dois grandes
vacuolos (V) sao observados no citoplasma.
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FIGURA 28 - VACUOLOS DE CONIDIOS DURANTE O ENVELHECIMENTO

Coluna da direita: Analises de DIC. Coluna da
esquerda: Coloragdo com LA em microscopio
confocal. A — Observa-se um conidio jovem com
varios vacuolos pequenos corados em vermelho
(seta) e o nucleo (n) central em verde. B — Através de
DIC os vacuolos sdo vistos como pequenas
depressodes no citoplasma (seta). C — Observa-se um
conidio velho com vacuolos (V) maiores e vesiculas
intravacuolares mais intensamente coradas (seta), e o
nucleo (n) em verde. D — Na imagem de DIC os
vacuolos (V) representam depressdes e as vesiculas
intravacuolares estdo escuras (seta). E — Observa-se
um conidio velho com dois grandes vacuolos (V) e
uma vesicula intravacuolar (seta). F — Em DIC os
vacuolos (V) aparecem como depressdes, contendo
vesiculas intravacuolares escuras (seta).
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FIGURA 29 - CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA DOS CONIDIOS JOVENS E VELHOS

Conidios ndo germinados de diferentes idades observados através de MET. A — Corte transversal de
um conidio jovem. Observam-se grandes corpos lipidicos (asterisco) e pequenos vacuolos (seta). B —
Conidio velho em corte transversal. Um grande vacuolo (v) ocupa a maior parte do volume celular. C
— Corte longitudinal de um conidio velho mostrando vacuolos (setas) com grande quantidade de
material intravacuolar. D — Detalhe de um vacuolo mostrando vesiculas intravacuolares (seta grossa)
e estruturas membranosas complexas (seta fina). E — Ampliagdo de um vacuolo da célula observada
em C. Notam-se invagina¢cdes da membrana vacuolar (seta grossa) sugestiva de microautofagia, e
estruturas lamelares (seta fina).

5.3.1.1 Internalizagao de lipideos e autofagia

A internalizacdo de lipideos e outras estruturas celulares parece ser um

fenbmeno comum a todas as estruturas fungicas analisadas. Corpos lipidicos em
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processo sugestivo de microautofagia e no interior de vacuolos, além de vesiculas
membranosas, foram observados em apressorios do controle (fig. 13) e tratados com
o inibidor de sintese de melanina (fig. 16C-F). Residuos membranosos no interior de
grandes vacuolos foram muito evidentes nas hifas vacuolizadas das culturas em
BDA (fig. 20B-C) e através de microscopia confocal foi possivel observar corpos
lipidicos no interior de vacuolos de conidios germinados, durante a formacao de

conidios secundarios (fig. 25).

5.3.1.2 Inibigao da digestao celular em conidios ndo germinados

Embora em conidios ndo germinados do controle fosse possivel observar
granulagdes intravacuolares ou corpos lipidicos (fig. 29C) a maioria das células n&o
germinadas do controle apresentou vacuolos aparentemente vazios ou com poucas
vesiculas intravacuolares (figs. 27C-D, 28C-D, 29B e 30A). Com a finalidade de inibir
a digestdo intravacuolar das estruturas no interior do vacuolo foi empregado o
PMSF, um inibidor de serina protease. Esta estratégia permite a visualizagdo de
conteudos internalizados pelos vacuolos e nao digeridos (MIZUSHIMA, 2004). Estes
experimentos foram realizados em conidios velhos que apresentam vacuolos
maiores, mais facilmente visualizados. Apds o tratamento com PMSF observou-se
grande acumulo de granulagbes heterogéneas dentro dos vacuolos de conidios
vivos nao germinados sem qualquer marcacgao (filme 5). O numero granulagdes
intravacuolares era visivelmente maior nas células tratadas que nas células controle
(filme 4).

Nas observacdes através de MET foram verificados estagios iniciais (fig. 30B)
e mais adiantados (fig. 30C) da internalizagdo de corpos lipidicos. Lipideos no
interior de vacuolos também foram encontrados (fig. 30B). Embora alguns conidios
velhos ndo submetiddos ao tratamento com PMSF também pudessem apresentar
grande quantidade de conteudo intravacuolar (fig. 29C), nos tratamentos com PMSF
este conteudo era observado na maior parte das células. Através de MET verificou-
se que este conteudo intravacuolar era formado por estruturas diversificadas,

membranosas ou n&o (fig. 30D).
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FIGURA 30 - MET DE CONIDIOS NAO GERMINADOS TRATADOS COM PMSF

N
ke

A: Célula do controle. B-D: Células tratadas com PMSF. A — Observa-se o detalhe de um conidio com
um grande vacuolo (V) contendo uma vesicula (seta). No citoplasma sdo observadas mitocdndrias
(asteriscos). B — Observa-se um conidio com um grande corpo lipidico associado a uma pequena
invaginagao da membrana vacuolar (asterisco) e outro no interior do vacuolo (V). C — Conidio nao
germinado com dois corpos lipidicos entrando (seta) no vacuolo (V) e lipideos no citoplasma
(asteriscos). D — Detalhe de um conidio mostrando uma grande quantidade de vesiculas
intravacuolares (seta fina) e outros contedidos ndo membranosos (seta grossa).
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6. DISCUSSAO

6.1 ASPECTOS MORFOLOGICOS E FISIOLOGICOS DA GERMINAGAO NA
PRESENCA DO INIBIDOR DE SINTESE DE MELANINA

6.1.1 Germinagao e Penetracdo em Membranas de Celofane

Os aspectos morfolégicos da germinagédo verificados em C. acutatum no
presente trabalho (figs. 2 e 4) estdo de acordo com observagdes previamente
descritas neste fungo (LEANDRO et al.,, 2001) e em C. graminicola (POLITIS;
WHEELER, 1973; POLITIS, 1976; SCHADECK; LEITE; BUCHI, 1998a). Destaca-se
a melanizagdo do apressério, caracteristica naturalmente esperada no género
Colletotrichum (PERFECT et al., 1999; WHARTON; DIEGUEZ-URIBEONDO, 2004).
Neste género (PERFECT et al., 1999) e em outros fungos (MONEY; HOWARD,
1996) a melanizagédo do apressoério vem sendo considerada uma condi¢cdo para que
aconteca a penetracdo na parede celular do hospedeiro. A camada de melanina
diminui a permeabilidade do apressério e promove o acumulo das moléculas
geradoras da pressdo de turgor, como o glicerol proveniente da digestdo dos
lipideos, e essa pressao € necessaria para o crescimento da hifa de penetracdo a
partir do poro (THINES; WEBER; TALBOT, 2000).

O numero de apressorios melanizados com 48 horas de incubacédo e a maior
penetracdo em membrana de celofane a partir destes (fig. 2, grafico 1) é comparavel
a porcentagem de melanizagdo e penetragdo observada em C. lagenarium no
mesmo tempo de incubagédo (TSUJI et al., 1997). Entretanto, a penetragdo no
celofane a partir de apressorios hialinos do controle (figs. 3 e 5, tabelas 1 e 2) foi um
resultado inesperado, uma vez que os estudos classicos em melanizacdo de
apressorios tém demonstrado que o apressério ndo melanizado nado € capaz de
penetrar a superficie da planta hospedeira ou de substratos sintéticos (SUZUKI et
al., 1982; HOWARD; FERRARI, 1989; CHUMLEY; VALENT, 1990).

A carpropamida, produto inicialmente desenvolvido para inibir a biossintese
de melanina em M. grisea (JENNINGS et al., 2000), também inibiu a melanizagdo do
apressorio em C. acutatum (figs. 2 e 6), como descrito para C. lagenarium (TSUJI et

al., 1997). Esse fato é explicado por JENNINGS e colaboradores (2000) como sendo
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resultado da acdo inibitéria da carpropamida sobre a scitalona desidratase. A
scitalona desidratase catalisa a desidratacdo de scitalona e vermelona, os quais sao
precursores de melanina (JENNINGS et al., 2000). No entanto, os apressorios
hialinos formados na presenga de carpropamida frequentemente penetraram as
membranas de celofane (figs. 2 e 6), fato observado através de DIC, sem qualquer
coloracao, e confirmado através de coloragcdo com vermelho Nilo em microscopia
confocal, que permitiu a observacéo de fatias dpticas (GOLD; GARCIA-PEDRAJAS;
MARTINEZ-ESPINOZA, 2001) no interior do celofane.

A ocorréncia de penetracdo a partir de apressorios hialinos reforca a idéia de
que a melanizagdo do apressorio nao esta sendo vital para a penetragédo de C.
acutatum, pelo menos nas membranas utilizadas. Tal fato contradiz trabalhos com
outras espécies, como C. lagenarium, em que os apressorios hialinos tratados com
carpropamida ndo puderam penetrar as membranas de celofane (TSUJI et al.,
1997). Estes resultados sugerem que espécies do mesmo género podem apresentar
comportamentos diferentes em relagdo a necessidade de melanizagdo para a
penetracdo do apressoério. Estudos futuros devem ser realizados para confirmar se
os resultados obtidos in vitro ocorrem da mesma forma nas folhas e frutos do
morangueiro.

Pelo acima exposto, a deficiéncia de melanina ndo impediu a penetracado do
apressorio em C. acutatum. Assim, a pergunta que surge é: quais sao os principais
fatores responsaveis pela penetracao neste caso?

Além da entrada indireta dos conidios germinados através de estomatos,
injurias ou foliculos capilares (HALL, 1971; REHNSTROM; FREE, 1996), a invasao
dos tecidos da planta pode ocorrer de duas maneiras diferentes, penetracao
mecanica, representada pela pressdo de turgor, ou penetracdo enzimatica. Uma
série de trabalhos tem demonstrado a importancia das enzimas na penetragcdo do
hospedeiro em fungos que produzem apressoérios melanizados (PASCHOLATI et al.,
1993), hialinos (PRYCE-JONES; CARVER; GURR, 1999) ou que nao possuem
apressorios conhecidos (DAVIES et al., 2000). PASCHOLATI e colaboradores
(1992) demonstraram que cutinases estao envolvidas no processo de penetracao de
C. graminicola, fungo que produz apressorios melanizados como C. acutatum,
devido a sua relacdo com o processo de adesao a superficie hospedeira. Na espécie

E. graminis, que produz apressorio ndo melanizado, a penetracdo da parede da
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planta se da através da combinagdo do fator enzimatico e de forga mecanica
(PRYCE-JONES; CARVER; GURR, 1999). E. graminis é o primeiro fitopatégeno
para o qual esta estratégia de penetragdo € proposta. Entretanto, como a forga
mecanica €& gerada na auséncia de melanina ndo se sabe (PRYCE-JONES;
CARVER; GURR, 1999).

A diferenga de necessidade de melanina para a patogénese ja foi
demonstrada para diferentes variedades da mesma espécie. Enquanto a melanina é
necessaria em G. graminis variedade tritici para a patogénese em trigo, G. graminis
variedade graminis ndo requer a presencga desse pigmento para infecgdo do arroz
(FREDERICK et al.,, 1999). Em G. graminis variedade graminis, a producdo de
enzimas esta inversamente relacionada com a pigmentagcdo da hifa, pois o seu
mutante ndo melanizado possui maior atividade de enzimas extracelulares que o tipo
selvagem (FREDERICK et al., 1999). Neste caso, propde-se que a perda de
melanizagdo seja compensada por um aumento de enzimas hidroliticas, as quais
favorecem a invaséo pelo fungo (HENSON; BUTLER; DAY, 1999). Assim, é possivel
que, em nossas condi¢gdes experimentais, C. acutatum compense a auséncia de
melanina produzindo mais enzimas hidroliticas.

O bloqueio da fluorescéncia nos apressorios completamente melanizados (fig.
4) forneceu outra perspectiva. Este fendbmeno pode ser decorrente da diminuigao da
permeabilidade da parede celular aos corantes fluorescentes, uma vez que se atribui
a melanina a capacidade de diminuir a permeabilidade do apressoério (THINES;
WEBER; TALBOT, 2000). Contudo, deve-se considerar também que a melanina
pode impedir a passagem dos comprimentos de onda utilizados, ja que a protegao
contra radiacbes € uma das fungcbes mais bem estabelecidas deste polimero
(REHNSTROM; FREE, 1996; JACOBSON, 2000). Independente dos mecanismos
descritos acima, a fluorescéncia observada nos apressoérios hialinos (figs. 4, 5 e 6)
demonstra que aconteceu a captagdo dos corantes laranja de acridina e vermelho
Nilo, corantes vitais que atravessam as membranas de células vivas. Logo, a parede
celular dos apressorios ndo melanizados foi permeavel a estes compostos.

Dentro deste contexto, o apressoério ndo melanizado poderia desenvolver um
mecanismo compensatorio, que promova a pressao de turgor para garantir a
penetracdo, uma vez que se acredita que em fungos formadores de apressorios

melanizados a forga mecanica desempenha importancia maior para a penetracao
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que a dissolugdo enzimatica da cuticula (HOWARD et al., 1991). Polimeros de
quitina, por exemplo, parecem ser essenciais para a manutencdo da pressao de
turgor em C. graminicola, mesmo na auséncia de melanina, por proporcionarem
rigidez a parede, evitando o rompimento do apressoério que poderia ser causado pela
alta pressao hidrostatica (DEISING; WERNER; WERNITZ, 2000). O acima exposto
permite construir a hipétese de que em C. acutatum a parede celular dos apressoérios
hialinos poderia sofrer modificagdes e, assim, produzir resisténcia mecanica
suficiente para conter o citoplasma com alta pressdo osmotica. Esta pressio, nestas
condigdes, poderia estar sendo gerada pelo conjunto da membrana plasmatica e
toda a arquitetura celular, a semelhangca do que ocorre durante o crescimento de
células vegetais (ALBERTS et al., 2004). Além disso, ndo podemos excluir o fato de
que o substrato utilizado possa estar oferecendo baixa resisténcia a penetragdo. O
celofane é formado somente por celulose, diferentemente das complexas paredes

celulares dos vegetais do hospedeiro.

6.1.2 Acumulo de Corpos Lipidicos nos Conidios Tratados com Carpropamida e

Sacarose

O aparente acumulo de corpos lipidicos no citoplasma dos conidios
germinados incubados com carpropamida e sacarose (figs. 6 e 8) quando
comparados ao controle (incubado na presenga apenas de agua), foi confirmado
através das anadlises de imagens do conteudo lipidico. Softwares para analise de
imagem tém sido recentemente utilizados para o estudo de fungos fitopatogénicos.
Alguns autores tém chamado atengdo para o fato da analise digital de imagens
poder fornecer uma outra dimensao ao estudo microscopico de fitopatégenos, sem o
uso de técnicas caras e que consomem muito tempo (DIEGUEZ-URIBEONDO:;
FORSTER; ADASKAVEG, 2003). Caracteristicas fisioldgicas, por exemplo, tém sido
quantificadas utilizando-se corantes fluorescentes (PONS et al., 1998), como o
vermelho Nilo utilizado nesse trabalho. As andlises estatisticas dos dados obtidos na
analise de imagens indicaram que a area total de corpos lipidicos encontrada nas
células germinadas foi significativamente maior no controle incubado com sacarose
e no tratamento com carpropamida que no controle incubado na presenga apenas

de agua (tabela 3). Esse acumulo de corpos lipidicos nos conidios germinados
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sugere a interferéncia da carpropamida e da sacarose na sintese ou consumo de
triacilglicerais.

Trabalhos anteriores demonstraram que a adicdo de sacarose ao meio de
incubacdo funciona como ativador da germinagdo, promovendo cerca de 100% de
germinagao nos conidios de C. acutatum (BARBOSA, 2005). No presente trabalho a
sacarose funcionou como controle positivo de fonte de carbono disponivel para o
acumulo de lipideos durante a germinacdo (fig. 8 e tabela 3). E possivel que o
carboidrato adicionado tenha sido internalizado por via endocitica, e hidrolisado nos
vacuolos. A hidrdlise do dissacarideo por enzimas extracelulares também pode ter
acontecido, uma vez que fungos secretam inumeras hidrolases (HERBERT et al.,
2004). Os monossacarideos resultantes podem ter sido utilizados em parte das
funcdes vitais dos conidios germinados, acontecendo uma economia dos lipideos
armazenados, ou como substrato para a sintese de lipideos.

Os fungos também produzem enzimas capazes de decompor compostos
organicos, entre as quais estao a lignina peroxidase e lacase, enzimas envolvidas na
degradagdo de compostos como a lignina (KUHAD et al.,, 1997). O sistema
enzimatico de degradagao da lignina se caracteriza por baixa especificidade (TIEN;
KIRK, 1983). Esta propriedade em basidiomicetos tem sido bastante explorada, uma
vez que atribui aos fungos lignoliticos a capacidade de degradar compostos
complexos, como os poluentes presentes no solo e na agua (FERREIRA-LEITAO;
SILVA; BON, 2003). A lacase promove a desmetilagdo das cadeias poliméricas da
lignina e faz a decomposicdo de macromoléculas, pelo rompimento de anéis
aromaticos e de ligacbes entre carbonos das estruturas fendlicas (DURAN;
ESPOSITO, 2000). Dessa maneira, os esqueletos de carbono oriundos dos
polissacarideos da madeira sdo disponibilizados para utilizagdo pelo fungo. Além
disso, estudos demonstram que a lacase € produzida em situacbes de baixa
concentragdo de glicose (WONG; YU, 1999), e parece ser necessaria para a
penetracdo por alguns fungos (MENDGEN; HAHN; DEISING, 1996). A lignina
peroxidase também ocorre em condi¢gées de meio com caréncia nutricional (WONG,;
YU, 1999). Espécies do género Colletotrichum, por sua caracteristica de
fitopatdogeno, produzem uma série de enzimas capazes de degradar componentes
estruturais das plantas (WHARTON; DIEGUEZ-URIBEONDO, 2004), como

cutinases, celulases e proteases (BAILEY et al., 1992). Outras enzimas como
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pectina liases estdao envolvidas na degradacdo da parede celular da planta pelo
género Colletotrichum (BAILEY et al., 1992). Portanto, uma possibilidade é que
enzimas possam estar envolvidas na degradagédo da carpropamida por C. acutatum
apos determinado periodo de incubagédo, tornando algumas moléculas disponiveis
para o fungo. O potencial de metabolizar residuos téxicos tem sido investigado em
uma série de fungos com o objetivo de emprega-los como micorremediadores
(KUNS et al.,, 2002). O fato de C. acutatum possivelmente estar utilizando suas
enzimas para metabolizar um fungicida como a carpropamida, que possui longa
permanéncia no ambiente (KURAHASHI; HANRLER, 1998) abre um novo campo de
pesquisa no que se refere a remogao de contaminantes do meio ambiente. Além
disso, € possivel especular que haja um outro alvo da carpropamida em fungos
(além da conhecida inibicdo de sintese de melanina), que possa estar atuando na
producao de diferentes enzimas pelo fungo. Em plantas por exemplo, sabe-se que a
carpropamida estimula a sintese de fitoalexinas, compostos toxicos produzidos por
plantas em resposta ao ataque de patdgenos e outros tipos de estresse
(KURAHASHI, 1999). Futuras analises deverédo investigar quais as possiveis
enzimas envolvidas na degradagao da carpropamida.

Consideremos ainda que a DHN melanina é sintetizada a partir de acetil-CoA
e malonil-CoA (GEIS; WHEELER; SZANISZLO, 1984; LANGFELDER et al., 2003). E
possivel que o acetil-CoA (substrato para a sintese de malonil-CoA) seja proveniente
da R-oxidagdo dos acidos graxos produzidos pela digestdo dos triacilglicerdis dos
corpos lipidicos (THINES; WEBER; TALBOT, 2000). Consequentemente, nos
conidios germinados tratados com carpropamida a economia de lipideos também
poderia ser decorrente da inibicdo da sintese de melanina.

No caso do conidio ndo germinado, no qual ndo esta acontecendo o consumo
acelerado de corpos lipidicos como ocorre na germinagao, ficou mais claro que a
adicdo de carpropamida aumenta o conteudo de corpos lipidicos (filme 1) ao ponto
de alterar o formato dos conidios (fig. 9). O acinturamento dos conidios incubados
com carpropamida e sacarose ja havia sido mostrado anteriormente (BARBOSA,
2005). Estes resultados indicam grande aumento do conteudo lipidico, ao ponto de
promover remodelagem da parede celular com consequente deformacgé&o dos

conidios nas areas de armazenamento.
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O papel dos corpos lipidicos no armazenamento de energia € seu consumo

durante a germinacao sera discutido adiante (ver item 6.2.2).

6.1.3 Matriz Extracelular

Uma caracteristica comumente encontrada nos conidios germinados, tanto no
controle quanto apods tratamento com carpropamida, foi a presenca de matriz
extracelular bem desenvolvida ao redor dos apressorios e algumas vezes dos tubos
germinativos (figs. 10, 11 e 12). A matriz extracelular observada esta classicamente
relacionada a adesao do tubo germinativo e apressorio a superficie hospedeira (VAN
DYKE; MIMS, 1991; XIAO et al.,, 1994). Mesmo depois de todo o processamento
utilizado para microscopia eletrénica, grande quantidade de conidios germinados
permaneceu aderida a laminula de vidro, permitindo a observagdo da matriz (figs.
10, 11 e 12).

Os diferentes graus de deposicdo de matriz extracelular (figs. 11 e 12)
indicaram a secregcao crescente a medida que o apressério amadurecia, em
concordancia com a proposta de que a maturagdo do apressoério em espécies de
Colletotrichum envolve a secregcdo de materiais de matriz extracelular (PERFECT et
al., 1999). Em E. graminis, a ocorréncia do anel de matriz extracelular encontrado
aqui ao redor dos apressorios, tem sido descrito nos sitios de penetragdo (PRYCE-
JONES; CARVER; GURR, 1999). Assim, também se tem atribuido a matriz
extracelular participacdo nas forcas que atuam na penetragcdo (PRYCE-JONES;
CARVER; GURR, 1999). A presenga da matriz também parece estar relacionada a
formacdo de um ambiente especifico no qual certas enzimas, como cutinases e
esterases, sao secretadas e direcionadas para sitios de invasdo (SUGUI, 1998). O
envolvimento dessas enzimas no processo de adesao a superficie hospedeira e
preparagao para infecgdo tem sido proposto (MENDGEN; HAHN; DEISING, 1996). A
forte adesdo do apressorio, por exemplo, é necessaria para que a pressao de turgor
seja efetiva (HOWARD; FERRARI, 1989; HOWARD et al., 1991), por se contrapor a
forca exercida na superficie pela hifa de penetragdo se formando na base do
apressorio (DEISING; WERNER; WERNITZ, 2000). E possivel que o apressorio ndo
melanizado também compense a deficiéncia de melanina com alteragbes na

producao da matriz extracelular ao redor do apressorio. Outros autores tém relatado



82

a secrecgao alterada de mucilagem em condi¢gdes de mudanga de pigmentagao na
parede, ou uma correlagao inversa entre a secregdao de mucilagem e a porosidade
da parede celular fungica (HENSON; BUTLER; DAY, 1999).

Resumindo, o processo de penetragdo citado no item 6.1.1 € um estagio
determinante em qualquer interagdo planta patégeno (HOWARD; VALENT, 1996).
Logo, € possivel que as habilidades de perceber e aderir ao substrato, secretar
enzimas que degradam parede celular e exercer pressdo no substrato, as quais
podem ser moduladas em cada fungo (MENDGEN; HAHN; DEISING, 1996), estejam

sendo coordenadas em C. acutatum de maneira a compensar a falta de melanina.

6.1.4 Estudos Ultraestruturais

Os procedimentos empregados para o0 processamento em microscopia
eletrbnica, tanto de transmissdo quanto de varredura, mostraram-se eficientes. A
presenca de corpos lipidicos no apressoério (figs. 15 e 16) e no conidio nao
germinado (fig. 9) confirma os resultados obtidos através de microscopia confocal
(figs. 5 e 6). Além disso, a preservacao destas estruturas indica que a fixagao foi
adequada, uma vez que sao organelas muito labeis e dificeis de serem conservadas
(MURPHY, 2001). Este resultado adquire grande importancia, visto que a
microscopia eletrénica através da fixagdo quimica em fungos tem sido considerada
ineficiente, dando-se preferéncia para técnicas que envolvem crio-fixagdo (MIMS,
1991). No entanto, através destas metodologias os lipideos sao totalmente
extraidos, fato que as inviabiliza em estudos que enfocam corpos lipidicos.

Era esperado que os apressoérios do controle apresentassem uma camada de
melanina bem definida e eletrodensa, como observado em outros fungos
(BOURETT; HOWARD, 1990; HOWARD; FERRARI, 1989; O'CONNELL et al., 1985;
SCHADECK; BUCHI; LEITE, 1998b; VAN DYKE; MIMS, 1991). Contudo, apenas em
algumas células do controle foi encontrada uma grande camada eletrodensa (fig.
14), que provavelmente representa melanina. Essa hipdtese €& corroborada pela
auséncia dessa camada nas células tratadas com carpropamida (fig. 16), as quais
apresentaram apenas apressorios hialinos nas analises em microscopia de luz e
DIC. Outros autores reportaram o desaparecimento da camada eletrodensa de

melanina depositada na parede celular nos tratamentos com inibidores de melanina
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(O’CONNELL et al., 1985; VAN DYKE; MIMS, 1991). A espessa camada eletrodensa
e a presenca do poro na base do apressoério (fig. 14) concordam com trabalho
anterior em C. acutatum (DIEGUEZ-URIBEONDO; FORSTER; ADASKAVEG, 2003).
Os autores demonstraram camada semelhante, muito escura e espessa e o poro do
apressorio através de microscopia de luz.

No apressorio destacou-se a proeminente e abundante presenca de vacuolos
e vesiculas com material eletrodenso (figs. 15 e 16), fenbmeno anteriormente
observado em apressoério de C. graminicola sobre folhas de milho e aveia (POLITIS;
WHEELER, 1973; POLITIS, 1976) e em membranas de celofane (SCHADECK;
LEITE; BUCHI, 1998a). Os granulos eletrodensos encontrados préximos € no interior
da parede celular dos apressorios juntamente com as invaginagdes da membrana
citoplasmatica na regido destas granulagbes (figs. 15 e 16) podem ser uma
evidéncia de processo secretorio. Um grande numero de vesiculas secretérias com
conteudo eletrodenso ja foi descrito no citoplasma de Peronospora parasitica
concentrado proximo a membrana plasmatica dos apressorios (CARZANIGA;
BOWYER; O'CONNELL, 2001). O material secretado provavelmente n&o representa
melanina, uma vez que nos conidios tratados com o inibidor de sintese de melanina
ele também foi observado (fig. 16).

De acordo com outros autores, mesmo que o material eletrodenso
desaparegca depois de tratamento com ftriciclazol, esse material ndao é
necessariamente melanina (HENSON; BUTLER; DAY, 1999). Por exemplo,
resultados mostrando que nao foi observada a fusdo do material eletrodenso com a
parede do hifopddio de G. graminis, e que ele ndo é evidenciado com marcagao
para melanina, sugerem que o conteudo eletrodenso provavelmente ndo representa
“‘melanosomas”, mas sim inclusdes de osmdélitos (HENSON; BUTLER; DAY, 1999).
No nosso caso, como as granulagdes nao foram encontradas apenas na parede
celular do controle, mas também nas células do tratamento com o inibidor de
melanizagdo, diminui ainda mais a probabilidade de essas granulagbes estarem
relacionadas a deposicdo de melanina.

Em fungos, a literatura atual ainda € inconclusiva sobre a presenca de
melanosomas (LANGFELDER et al., 2003), organela na qual acontece a sintese de
melanina em células animais (MARKS; SEABRA, 2001). Entretanto, em F. pedrosoi,

fungo patégeno humano, verificou-se que a melanina é sintetizada intracelularmente
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e depois transportada para a parede celular (SILVA et al., 2005). Nesse caso, a
sintese da melanina parece ocorrer em vesiculas acidicas presentes no citoplasma
(SILVA et al., 2005), as quais tém sido denominadas estruturas semelhantes a
melanosomas (FRANZEN et al.,, 1999). Também existem evidéncias de que os
precursores de melanina no fitopatégeno G. graminis sao sintetizados no citoplasma
e convertidos em melanina nas paredes celulares do apressoério, hifopddio ou hifas
(BELL; WHEELER, 1986; HENSON; BUTLER; DAY, 1999).

Por outro lado, sabe-se que durante a germinagdo ocorre uma secregao
adicional de matriz extracelular (BRAUN; HOWARD, 1994), confirmada neste
trabalho (figs. 10, 11 e 12). Estudos ultraestruturais de conidios de diferentes
espécies de Colletotrichum revelaram que, nos conidios germinados, as paredes
celulares estavam cobertas com uma camada de material fibrilar, o qual era mais
eletrodenso do que a parede celular (VAN DYKE; MIMS, 1991; MIMS et al., 1995).
Assim, uma hipotese é que o material secretado pelos apressorios contenha
componentes da matriz extracelular, uma vez que esta foi encontrada com
frequéncia cobrindo a parede dos apressoérios do controle e tratamento com o

inibidor de sintese de melanina.

6.2 CARACTERIZACAO DA FORMAGCAO DE CONIDIOS DE C. acutatum

6.2.1 Conidiogénese em Culturas

A intensa conidiogénese observada na superficie do micélio (figs. 18 e 20)
concorda com a descricdo das colénias de C. acutatum como uma massa de
esporos alaranjada (LEANDRO et al., 2001). Na planta, esses esporos sao liberados
do acérvulo juntamente com uma porgdo de mucilagem (ALEXOPOULOS; MIMS;
BLACKWELL, 1996; WHARTON; DIEGUEZ-URIBEONDO, 2004).

O processo de conidiagcdo macrociclica, no qual os esporos ou conidios
podem se formar diretamente de hifas somaticas ou de células conidiogénicas
especializadas (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996) foi demonstrado em
C. acutatum (figs. 18 e 19). Assim, os conidios se desenvolveram a partir dos lados
ou extremidades de uma hifa (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). As

células conidiogénicas encontradas (figs. 18 e 19), formadas de ramificagbes das
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hifas, sdo chamadas de fidlides para o género Colletotrichum (ALEXOPOULOQOS;
MIMS; BLACKWELL, 1996). Os aspectos citologicos observados aqui,
especialmente o septo basal que separava os conidios das células conidiogénicas
(fig. 18), indicam conidiogénese do tipo blastica, na qual o conidio sofre elongacéo e
aumenta antes de ser separado pelo septo (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL,
1996). Os conidios formados (figs. 18 e 19) eram hialinos, com formato tipicamente
alongado e extremidades arredondadas caracteristicas de espécies de
Colletotrichum (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

O material fibrilar encontrado cobrindo a parede celular das hifas
conidiogénicas e conidios em formagao tem sido descrito como um tipo de matriz
extracelular, a qual parece estar frequentemente envolvida no desenvolvimento de
fungos, tanto na germinagdo quanto no crescimento de hifas e esporulagéo
(CARVER et al., 1995). Em espécies de Colletotrichum, a presenga de uma camada
de material fibrilar mais eletrodensa que a parede celular foi detectada, através de
criofixacdo, cobrindo a parede de conidios ndo germinados e germinados (VAN
DYKE; MIMS, 1991; MIMS et al., 1995).

Os resultados de MET mostrando a vacuolizacdo das hifas eram esperados
(fig. 20), uma vez que com o decorrer do tempo espera-se que acontega a deplecao
de nutrientes. As hifas intensamente vacuolizadas e exibindo caracteristicas de
degeneragdo celular nestas areas demonstraram privagdo de nutrientes e
envelhecimento. Apesar de os fatores regulatérios do controle de eventos
morfogénicos durante a formacéo de conidios e modificagbes das hifas ndo serem
ainda compreendidos em C. acutatum, os resultados sugerem que o estresse
nutricional esta envolvido no comec¢o da diferenciacdo dos conidios, como
observado em outros fungos (SLADE et al., 1987). Estudos mais profundos devem

clarificar estas questdes.

6.2.2 Germinacao, Formacao de Conidios Secundarios e Mobilizacdo de Lipideos

A morfologia geral dos tubos germinativos e apressorios (fig. 21) foi similar
aquela observada em C. graminicola (SCHADECK; LEITE; BUCHI, 1998a) e C.
acutatum (LEANDRO et al., 2001). Os variados padrdes de germinagao encontrados

neste trabalho (figs. 21 e 25) estdo de acordo com as descricbes em C. acutatum
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germinado sobre folhas e laminulas de vidro (LEANDRO et al.,, 2001). O septo
transversal central nos conidios germinados (fig. 23) também ja foi descrito por
LEANDRO at al. (2001).

A conidiagdo microciclica (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996) se
caracteriza pela formagao de um ou mais conidios, os conidios secundarios, apds a
germinagao e antes do crescimento micelial, diretamente do conidio germinado ou
de outras estruturas, como tubo germinativo (SMITH et al., 1981; LEANDRO et al.,
2001). No presente trabalho, a formacdo de conidios secundarios também foi
demonstrada diretamente do conidio primario, sem a formagao de tubo germinativo
Ou apressorio.

A abundancia de corpos lipidicos observada nos conidios secundarios de C.
acutatum (fig. 25) foi similar a encontrada nos conidios ndo germinados (figs. 9 e
27), como descrito em outras espécies de Colletotrichum (KERRIGAN; MIMS, 1993;
MIMS et al., 1995; SCHADECK; LEITE; BUCHI, 1998a). Uma vez que o conidio
secundario eventualmente ira germinar e promover a infecgdo do hospedeiro, é
coerente com seu papel o acumulo de corpos lipidicos. Durante a germinacgéo, os
triacilglicerdis armazenados nos corpos lipidicos sao hidrolisados, produzindo
glicerol e acidos graxos (THINES; WEBER; TALBOT, 2000). Os acidos graxos sao
utilizados nas diferentes rotas bioquimicas de transformagdo de energia e na
formagao de substratos para atividades de sintese (através do ciclo do glioxilato),
suprindo grande parte das necessidades do acelerado metabolismo da germinagao
(WEETE, 1984). O glicerol se acumula no apressorio e é responsavel pela pressao
de turgor necessaria para o processo de penetracdo em espécies como M. grisea
(THINES; WEBER; TALBOT, 2000). Em adi¢do a isso, um dos precursores da via
policetidea de sintese de melanina, o malonil-CoA (LANGFELDER et al., 2003),
pode ser formado a partir dos acidos graxos oriundos da digestao dos triacilglicerois
dos corpos lipidicos (THINES; WEBER; TALBOT, 2000).

Além do consumo, demonstrado pela diminuigao de corpos lipidicos, durante
a germinagao com formagéao somente de tubo germinativo e apressorio (figs. 4 e 5)
os lipideos também foram transferidos para o conidio secundario (figs. 24 e 25). Isso
mostra que os conidios primarios armazenam energia suficiente para a germinagao
e para a formacao dos conidios secundarios, uma vez que a incubacéao foi feita na

auséncia de nutrientes exdégenos (LEANDRO et al., 2001).
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Os vacuolos e vesiculas observados no presente trabalho tanto no conidio
germinado como no conidio secundario estdo descritos em diferentes estruturas
fungicas (MIMS et al.,, 1995; SCHADECK; BUCHI; LEITE, 1998b). Estes
compartimentos podem exercer varias fungdes, entre elas: lisosomal, de
armazenamento de substancias, controle da homeostase, do pH e da concentragao
de ions no citosol (KLIONSKY; HERMAN; EMR, 1990). A captura de laranja de
acridina pelos vacuolos indica um baixo pH dentro destas estruturas, o que é
caracteristico de sistemas lisosomais (ANDERSON; ORCI, 1988). A vacuolizagéo
dos conidios germinados de C. acutatum ja foi demonstrada durante a germinagéao
(SCHADECK; BUCHI; LEITE, 1998b) e envelhecimento (MIMS et al., 1995) em
conidios de C. graminicola. As vesiculas intravacuolares mais intensamente
marcadas e a morfologia variavel (fig. 26) demonstram que os vacuolos sao
sistemas bastante complexos e versateis. A reorganizagao de pequenos vacuolos no
conidio secundario (fig. 26), mesmo durante os seus estagios iniciais de formacao,
indica que os vacuolos tém um importante papel nestas células. Um desses papéis
se refere a mobilizacdo de lipideos. Nossos resultados revelaram que ocorre
internalizagcdo de lipideos pelos vacuolos de conidios germinados (fig. 25) e
vacuolos de estruturas de infeccdo como os apressorios (fig. 13). Os resultados
mostrando a mobilizagdo de lipideos (CARMO et al., 2003a) e a vacuolizagao
durante a germinacgéo ja haviam sido descritos anteriormente em nosso laboratorio
para C. acututam (CARMO et al., 2003b). Assim, a digestdo vacuolar dos corpos
lipidicos (no conidio germinado) ocorre simultaneamente ao armazenamento de
corpos lipidicos durante a formagdo de conidios secundarios, sugerindo um
complexo trabalho de regulagdo dos processos catabodlicos e anabdlicos durante a

vacuolizacao e formacgao de conidios secundarios em C. acutatum.

6.2.3 Formagao de Conidios Secundarios, Tubos Germinativos e Apressorios

Secundarios na Presencga de Carpropamida

Uma caracteristica encontrada na germinagao na presenga de carpropamida,
assim como no controle, foi a formagao de conidios secundarios (fig. 7), também

previamente observados nesta espécie por LEANDRO e colaboradores (2001).
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A producdo de conidios secundarios € influenciada por diversos fatores,
incluindo aqueles que inibem o desenvolvimento das hifas, como a deficiéncia de
nutrientes e o estresse causado por altas temperaturas (SMITH et al., 1981). De
acordo com LEANDRO e colaboradores (2001), a formagao de conidios secundarios
em C. acutatum pode estar relacionada a inibidores de germinagao. A micosporina
alanina, por exemplo, é um auto-inibidor da germinagao presente na mucilagem de
conidios de C. graminicola (LEITE; NICHOLSON, 1992).

A diferenga na porcentagem de conidios secundarios entre controle e
tratamento, com 24 horas de incubagao, foi significativa nas maiores concentragdes
de carpropamida (tabela 1). A germinacao dos conidios € um processo regulado por
multiplos fatores e vias, cada um suscetivel a estimulos ambientais particulares,
possivelmente em combinagdes particulares (OSHEROV; MAY, 2001). Da mesma
maneira, a formacado de conidios secundarios pode nao ser resposta a uma unica
condigdo ambiental (PINHO et al., 2001). Pode-se especular que o aumento de
conidios secundarios esta relacionado ao estresse causado no sistema pelo
fungicida, que induziria a multiplicagdo para sobrevivéncia do fungo. Outros autores
tém evidenciado o papel da conidiacdo secundaria como fonte de indculo para
futuras infecgdes (LEANDRO et al, 2001). No processo de conidiagdo secundaria ou
microciclica novos conidios s&o produzidos rapidamente (ALEXOPOULOS; MIMS;
BLACKWELL, 1996). Com o aumento do periodo de incubagéo o estresse também é
maior e assim a resposta de proliferagdo, ou seja, 0 aumento do numero de conidios
secundarios, tende a aumentar, como aconteceu, inclusive no controle, com 48
horas (grafico 1). Outros experimentos visando esclarecer a questao dos fatores que
interferem na formacdo de conidios secundarios precisam ser realizados para o
entender esse processo tao importante para os fungos.

A carpropamida nao afetou o indice germinativo, uma vez que o numero de
conidios ndo germinados foi igual ao controle (tabelas 1 e 2). Este resultado esta em
concordancia com resultados prévios que indicam que este composto ndo exibe
acdo direta no crescimento do fungo M. grisea (KURAHASHI; HANRLER, 1998;
KURAHASHI, 2001). Porcentagem de germinagao semelhante entre o controle e os
tratamentos com carpropamida também foi encontrada em conidios de C.
lagenarium (TSUJI et al., 1997).
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Apesar de nao impedir a germinagdo dos conidios, outros padrbes na
germinagao foram afetados pela carpropamida (além dos conidios secundarios
discutidos acima): a) menor numero de apressorios e hifas de penetragdo nas
concentragbes maiores; b) aumento da ocorréncia de apressoérios secundarios em
algumas concentragdes de carpropamida nos dois periodos de incubagao; c) maior
freqiéncia de tubos germinativos nas maiores concentracbes de carpropamida nos
dois periodos quando comparada a do controle. Embora o conjunto destes
resultados sugira estresse e alteragdes na fisiologia celular, demonstra também que
o fungo tem uma grande capacidade adaptativa conseguindo, apesar do composto
quimico adicionado e das suas consequéncias, formar apressoérios e penetrar nas

membranas, com a finalidade de colonizar novos nichos.

6.3 DINAMICA DOS VACUOLOS E LIPIDEOS DURANTE A GERMINAGAO E
ENVELHECIMENTO

As colbnias de C. acutatum demonstraram expressivas mudancas durante o
envelhecimento. Os conidios foram cultivados em meio BDA sélido (fig. 17), sem a
substituicdo de nutrientes. De acordo com LEITE e NICHOLSON (1992), os conidios
mantidos em cultura estdo em um ambiente umido e com o tempo comecam a
envelhecer e eventualmente perdem viabilidade. Por outro lado, quando os conidios
Sa0 secos € permanecem na presenca da camada de matriz extracelular eles
continuam viaveis por um longo periodo, o que seria vital para a sua sobrevivéncia
na superficie da planta hospedeira (MIMS et al., 1995). Tais observacgdes
demonstram que os conidios produzidos em cultura sdo viaveis por periodos de
tempo menores que aqueles que permanecem no tecido hospedeiro (MIMS et al.,
1995).

Entre as caracteristicas observadas durante o envelhecimento dos conidios
estdo a diminuicdo dos corpos lipidicos (figs. 27 e 29) e a vacuolizagao (figs. 27 e
28), condi¢cdes ja observados previamente em estudos com C. graminicola e C.
gloeosporioides (MIMS et al.,, 1995; SCHADECK; BUCHI; LEITE, 1998b). Neste
contexto, o envelhecimento das culturas aconteceu simultaneamente com a
limitacdo de nutrientes, condicdo em que a diminuicdo de corpos lipidicos seria

esperada para a manutencdo do metabolismo celular. Além disso, a evidéncia de
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atividade autofagica nos conidios velhos (fig. 29) indica que estes conidios estavam
comecando a sofrer estresse nutricional (MIMS et al., 1995). Segundo MIMS e
colaboradores (1995), a deplecdo das reservas primarias provavelmente esta
relacionada a diminuicdo da viabilidade dos conidios velhos. Conidios de C.
graminicola de culturas velhas (de aproximadamente 35 dias), por exemplo, ja
comegcam a mostrar capacidade de germinacdo diminuida (LEITE; NICHOLSON,
1992).

A internalizacdo dos corpos lipidicos pelos vacuolos de conidios nao
germinados (fig. 30) e de apressoérios (fig. 13) observada em C. acutatum ja foi
verificada em outros fungos. Em M. grisea esse processo foi demonstrado em
vacuolos de apressorios (WEBER et al., 2001). As invaginagbes encontradas na
membrana vacuolar de C. acutatum sugerem a ocorréncia de processo
microautofagico, como demonstrado em conidios ndo germinados de C. graminicola
(SCHADECK; LEITE; BUCHI, 1998a). Assim, a internalizagcao e posterior digestao
dos corpos lipidicos pelos vacuolos parece ser uma caracteristica comum do
metabolismo celular fungico.

A vacuolizagdo observada aqui (fig. 28) tem sido demonstrada durante o
envelhecimento (MIMS et al.,, 1995). A retencdo de laranja de acridina pelos
vacuolos confirmou que eles sdo organelas acidicas, e que apresentam tamanho e
morfologia heterogéneas. As vesiculas intravacuolares mais intensamente marcadas
que o lumen vacuolar (verificadas através de marcagao com laranja de acridina), ja
foram descritas em conidios de C. graminicola marcados com vermelho neutro
(SCHADECK et al., 2003) e em apressorios de M. grisea (WEBER et al., 2001).

O acumulo de corpos intravacuolares nos conidios ndo germinados apds o
tratamento com PMSF (fig. 30 e filme 5) indica que as estruturas dentro do vacuolo
estavam destinadas a digestdo, sugerindo processo autofagico (LEVINE;
KLIONSKY, 2004). Tal observagcdo estda de acordo com o conceito de que a
autofagia € um mecanismo que protege os organismos unicelulares contra a
deficiéncia de nutrientes ou outras formas de estresse ambiental (LEVINE;
KLIONSKY, 2004). Estudos tém mostrado que a autofagia parece sofrer aumento
durante a privagcdo de nutrientes (BERGAMINI et al., 2004), condicdo observada
durante o envelhecimento das culturas de C. acutatum, e é essencial em varios

processos celulares, como a remodelagdo celular e a diferenciacdo (LEVINE;
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KLIONSKY, 2004). A quebra dos corpos autofagicos e seu conteudo depende entre
outros fatores de proteinase B (TAKESHIGE et al., 1992). Na presenca de PMSF, a
quebra das proteinas dos corpos autofagicos poderia estar sendo inibida (TETER;
KLIONSKY, 2000), resultando nos granulos intravacuolares observados aqui. O
acumulo de corpos autofagicos dentro dos vacuolos de leveduras tratadas com
PMSEF ja foi descrito por LEVINE e KLIONSKY (2004).

O conteudo lipidico dos conidios também diminuiu nos conidios durante a
germinagao sobre membrana de celofane (figs. 4 e 5), a semelhanga da diminuigéo
observada previamente sobre superficies de vidro (CARMO et al.,, 2003a). Esta
diminuicao foi mais rapida durante a germinacéo do que durante o envelhecimento,
ou seja, a diminuigdo de lipideos que levava de 10 a 20 dias na senescéncia do
conidio, aconteceu dentro do periodo de 24-48 horas durante a germinagéo. Tal fato
era esperado uma vez que os conidios, como outros esporos, exibem baixo
metabolismo se comparado ao alto metabolismo do estado da germinacao
(GRIFFIN, 1994). O rapido consumo dos corpos lipidicos durante a germinagao
demonstra a sua importédncia como reserva de energia (MURPHY, 2001),
especialmente considerando a auséncia de nutrientes exégenos na germinagao. O
conjunto de resultados demonstra a importancia dos corpos lipidicos, independente
da fase de desenvolvimento de C. acutatum.

A compreensdo dos mecanismos celulares de C. acutatum, como a
mobilizagado de reservas enddgenas, tem importantes implicagdes praticas, podendo
auxiliar na elaboracédo de estratégias de controle da antracnose, doenga que causa
grande prejuizo para a agricultura. Além disso, os resultados obtidos neste trabalho
abrem novas perspectivas de investigacdo em aspectos cruciais da patogénese em
fungos, em especial dos processos envolvidos na melanizagdo e penetragdo do

hospedeiro pelo fungo.
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. CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos conclui-se que em C. acutatum:
Apressorios observados através de MET apresentam uma camada bastante
espessa e eletrodensa, possivelmente correspondente a camada de melanina
observada através de DIC e microscopia de luz;

Ocorre penetracdo em membranas de celofane a partir de apressorios nao
melanizados, com a formacao de hifas primarias dentro do celofane, assim como
0 que ocorre nos apressorios melanizados;

A carpropamida e a sacarose promovem o0 acumulo de corpos lipidicos no
citoplasma dos conidios germinados;

As trés maiores concentracdes de carpropamida utilizadas promoveram um
aumento na porcentagem de conidios secundarios;

Nao ha alteracdo aparente na secre¢cao de matriz extracelular na presenca de
carpropamida, e em MEV e DIC, observa-se que essa secregao € crescente nos
apressorios a medida que estes amadurecem;

E verificada a presenca de granulos eletrodensos intracelulares e na parede
celular de apressorios do controle e tratamento com carpropamida, o que pode
ser evidéncia de processo secretorio;

O desenvolvimento de conidios acontece a partir dos lados ou extremidades de
uma hifa, no dultimo caso, com a formagdo de células conidiogénicas
especializadas, as fialides, formadas de ramificagdes das hifas;

A formacao de conidios secundarios ocorre em diferentes padrdes, concomitante
ou ndo com a formagéo das estruturas de germinagao e infecgao;

O acumulo de corpos lipidicos e a reorganizacdo de pequenos vacuolos nos
conidios secundarios acontecem juntamente com a vacuolizagao e diminuigdo de

lipideos no conidio germinado;

10.Durante o envelhecimento dos conidios em cultura ocorre a diminuigdo de corpos

lipidicos e a formagao de grandes vacuolos;

11. Autofagia de corpos lipidicos e de outras estruturas membranosas acontece em

vacuolos de conidios n&o germinados, germinados e de apressorios;

12.A ocorréncia de autofagia péde ser constatada com o uso de inibidor de protease

vacuolar.
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APENDICE 1 - LEGENDA DOS FILMES

(Os filmes encontram-se em CD anexo)

FILME 1: Coloragdo com vermelho Nilo de Conidio ndo germinado incubado com
carpropamida por 24 horas. Grandes corpos lipidicos sdo observados no citoplasma.
FILME 2: Conidio germinado corado com vermelho Nilo mostrando os corpos
lipidicos em diferentes fatias opticas.

FILME 3: Conidio germinado corado com vermelho Nilo. O conidio é girado para
observacgéao dos corpos lipidicos no conidio germinado e conidio secundario.

FILME 4: Conidio ndo germinado do controle praticamente sem granulagdes
intravacuolares observado através de DIC.

FILME 5: Conidio ndo germinado tratado com PMSF mostrando o acumulo e
movimentagdo de granulagdes dentro dos vacuolos sem qualquer marcagao,

observado através de DIC.
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APENDICE 2 - GRAFICOS DO PADRAO DE GERMINACAO E PENETRACAO NA
PRESENCA DO INIBIDOR DE MELANIZACAO

Os dados obtidos nas tabelas 1 e 2 (ver item 5.1.5.5), quando desmembrados
em seus padrdes individuais e plotados em graficos facilitaram a analise da evolugao

da germinacao nas condi¢des testadas, como segue.

GRAFICO 1 - PADRAO DE GERMINAGAO E PENETRAGCAO EM 24 HORAS DE INCUBAGAO COM
INIBIDOR DE MELANIZAGAO

100 - | controle OKTU 0,1 yg/mL BBKTU 1 pg/mL BKTU 10 p g/mL B2KTU 100 pg/mL

*

‘\\}}m

%

conidiondo apressorio hifa primaria apressorio hifa primaria tubo conidio apressorio
germinado nao de ApnaoM melanizado deApM  germinativo secundario secundario
melanizado

NOTA: No eixo “x” estdo representados os padroes de germinagdo nas diferentes concentragdes de
tratamento com carpropamida (ug/mL). Os valores do eixo “y” indicam a média + erro padréo da
média e foram comparados através do teste ANOVA. Valores significativamente diferentes do
controle (*) foram definidos usando o pés-teste de Dunnett; a=0,05. Apressorio (Ap); melanizado (M).



108

GRAFICO 2 - PADRAO DE GERMINAGAO E PENETRAGAO EM 48 HORAS DE INCUBAGCAO COM

INIBIDOR DE MELANIZAGAO
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NOTA: No eixo “x” estdo representados os padrées de germinagéo nas diferentes concentragdes de
tratamento com carpropamida (ug/mL). Os valores do eixo “y” indicam a média * erro padrdo da
média e foram comparados através do teste ANOVA. Valores significativamente diferentes do
controle (*) foram definidos usando o pés-teste de Dunnett; a=0,05. Apressoério (Ap); melanizado (M).



