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RESUMO

Conidios n3do germinados de Colletotrichum graminicola, fungo patégeno de
milho, exibem grande nimero de corpos lipidicos no citoplasma. A atividade da fosfatase
acida presente no homogenato de conidios ndo germinados foi caracterizada. A enzima
apresenta pH otimo 5,5 e Ky para p-nitrofenilfosfato igual a 0,631 mM. A atividade da
fosfatase acida aumenta com o envelhecimento dos conidios, concomitantemente com a
diminui¢do dos lipidios armazenados. Testes citoquimicos ultraestruturais mostraram o
produto da reagdo citoquimica da fosfatase acida, fosfato de cério, nos vactiolos de C.
graminicola, o que sugere atividade litica nestes compartimentos. Usando o produto de
reagdo associado a face interna da membrana vacuolar como marcador de membrana,
observa-se que os corpos lipidicos sdo internalizados pelo vactolos em um processo
analogo a microautofagia. As analises ultraestruturais sugerem que os lipidios captados sido
digeridos no interior do vaciolo. De maneira semelhante, outras estruturas citoplasmaticas
sdo englobadas pelos vaciolos. Os conidios germinam e penetram na membrana de
celofane, estabelecendo um modelo para o estudo do processo germinativo através de
microscopia eletrénica de transmissdo. Os corpos lipidicos desaparecem do conidio
germinado e os vacuolos aumentam, simultaneamente com a deposigdo do produto de
reacdo da fosfatase acida. O apressorio apresenta atividade da fosfatase acida em multiplas
vesiculas heterogéneas, a maioria justapostas aos corpos lipidicos. O apressério também
secreta fosfatase acida. Os conidios ndo germinados foram submetidos a extragdo e
isolamento de micosporina. A extragdo com metanol seguida de cromatografia em DEAE-
Sephadex A-50 e em Sephacryl S-200 produziu uma fragio heterogénea. O espectro de UV
foi consistente com a presenga de micosporina. O conjunto das analises monodimensionais
de *C-RMN, 'H-RMN e bidimensionais COSY, TOCSY, HMQC e HMBC sugerem a
estrutura micosporina-glutamina como principal composto presente na fragdo isolada. Os
deslocamentos quimicos atribuidos aos carbonos da estrutura sao similares aos descritos na
literatura para esta classe de compostos. Estes resultados estdo em concordincia com as
analises de FTIR e ESI-MS. A fracdo isolada n3o tem efeitos sobre a germinagdo de

conidios com 15 dias.



ABSTRACT

Ungerminated conidia of Colletotrichum graminicola, a pathogen of sorghum and
corn, exhibited a large number of lipid bodies stored in their cytoplasm. The acid
phosphatase activity of the homogenate obtained from the ungerminated conidia was
characterized. It has an optimum pH of 5.5 and the Ku for p-nitrophenylphosphate is
0.631 mM. During aging the acid phosphatase activity increases and the lipids stored. in
the cytoplasm decrease. Cytochemical ultrastructural tests showed that ungerminated
conidia vacuoles contain the cytochemical reaction product of the acid phosphatase, cerium
phosphate, which is suggestive of lytic activity. The reaction produc;c is associated with the
internal face of the vacuole membranes. Using this product as a marker of the vacuole
membrane, the lipid bodies were shown to be internalized by vacuoles in a process
analogous to microautophagy. In this process, the vacuoles internalize and digest lipid
bodies. Similarly, diversified cytoplasmic structures were internalized by vacuoles. The
conidia are capable of germination and penetration into the cellophane membrane,
establishing a model for the study of the germinative process, using transmission electron
microscopy. The lipid bodies disappeared from the germinated conidia and the vacuoles
enlarged concomitantly with deposition of the product of the acid phosphatase reaction.
Appressoria also showed acid phosphatase activity in multiple heterogeneous vesicles. A
number of these were juxtaposed with lipid bodies. In addition, appressoria secreted acid
phosphatase. The ungerminated conidia were also extracted and the mycosporin isolated,
as follows. Extraction was effected with methanol and the extract submitted to
chromatography through DEAE-Sephadex A-50 followed by Sephacryl S-200. This
methodology produced a heterogeneous fraction. Its UV spectrum was consistent with that
of mycosporin. One-dimensional BC-RMN, 'H-RMN and two-dimensional COSY,
TOCSY, HMQC and HMBC analyses suggested a mycosporin-glutamine structure as a
main component of the isolated fraction. These results were consistent with the FTIR and
ESI-MS analyses. The isolated fraction did not have any effect on germination of conidium
15 day old.






1 INTRODUCAO

O fungo Colletotrichum graminicola, causador da antracnose em milho, produz
esporos assexuados, os conidios falcados, e apresenta os seguintes aspectos relevantes: intensa
vacuolizag@o durante o envelhecimento (Leite, 1992; Mims ef al., 1995), armazenamento de
grande quantidade de lipidios (Mims ef al., 1995) e a presenga, na mucilagem, do composto
micosporina-alanina com efeito de inibigdo da germinagdo (Leite & Nicholson, 1992). Estes
trés aspectos constituem as bases sobre as quais fundamenta-se a presente investigagao.

A principal reserva nutricional endégena dos conidios sdo corpos lipidicos, os quais
ocupam a maior parte do volume citoplasmatico nos conidios jovens e diminuem durante o
envelhecimento (Mims ef al., 1995). Concomitantemente com a diminui¢do de lipidios,
acontece intensa vacuolizagdo do citoplasma (Leite, 1992; Mims ef al., 1995) de maneira
semelhante ao observado em Colletotrichum gloeosporioides (Kerrigan & Mims, 1993).
Evidéncias sugerem que os vactolos de fungos captam e digerem corpos lipidicos do
citoplasma (Wilson et al., 1980; Kerrigan & Mims, 1993). Recentemente foi demonstrada, em

.leveduras, a captagdo de componentes citoplasmaticos diretamente pela membrana vacuolar,
fendmeno referido como microautofagia (Tuttle & Dunn; 1995; Chiang ef al., 1996; Yuan et
al., 1997). Fungdo digestiva tem sido atribuida a vacuolos de diferentes fungos (Wilson ez al.,
1980; Klionsky et al., 1990, Kerrigan & Mims, 1993), os quais apresentam uma variedade de
enzimas hidroliticas (Héanssler et al., 1975; Wilson et al., 1980; Klionsky et al.; 1990; Griffin,
1994), dentre as quais a enzima fosfatase acida (Hislop et al., 1974; Hanssler et al., 1975; Rijn
et al., 1975; Linnemans et al., 1977, Bojovic-Cvetic & Vujicic, 1982). A fosfatase acida €
uma glicoproteina de baixa especificidade, com peso molecular varidvel e que atua em pH
acido (Barbarié¢ ef al., 1984; Vasileva-Tonkova et al.,1993; Han et al.,1994), produzindo

fosfato inorganico, a partir da hidrolise de ésteres de fosfato (Trimble et al.,1981; Barbari€ et



al.,1984; Gonzilez et al., 1993). A fosfatase acida tem sido extensivamente estudada durante
a germinagdo de sementes vegetais, quando observa-se grande aumento da atividade da
mesma (Teno & Rossi, 1987, Bhargava & Sachar, 1987; Clarke & Laidman, 1991; Bose &
Taneja, 1998). Em contraste, poucos trabalhos investigaram a enzima durante a germinagao
de fungos (Tronchin ef al., 1989, Nahas, 1989). A enzima fosfatase acida, quando presente em
compartimentos liticos, tem sido utilizada como pardmetro no estudo da atividade lisosomal
(Yamamoto ef al., 1981; Sangwan et al., 1989; Jordan & DeVay, 1990). Em vista do exposto,
optou-se por investigar em conidios ndo germinados de C. graminicola o envolvimento dos
vaciiolos na mobilizagdo das reservas lipidicas, caracterizar a atividade da fosfatase acida e
determinar a sua localizagio celular, bem como monitorar a mobilizagdo de lipidios e a
atividade enzimatica durante a germinagdo.

O outro aspecto da presente investigagdo fundamenta-se na presenga de micosporina-
alanina na mucilagem dos conidios (Leite, 1992; Leite & Nicholson, 1992). As micosporinas
sio metabolitos isolados de diversos grupos de fungos (Arpin & Bouillant, 1988; Favre-
Bonvin et al., 1976; Favre-Bonvin et al., 1987). A rela¢do entre luz, sintese de um composto
denominado P-310 e a esporulagdo foi estabelecida desde os primeiros estudos com
micosporinas (Dehorter, 1976, Leach, 1965; Tan & Epton, 1974) até periodos mais recentes
(Fayret & Vito, 1981; Pittet et al., 1983a; Dehorter & Bernillon, 1983). Atribui-se também as
mesmas a fungdo de protegio contra radiacdo ultravioleta (Brook; 1981; Young & Patterson,
1982). A mais nova micosporina identificada, a micosporina-alanina na mucilagem de
conidios de C. graminicola, apresenta efeito auto-inibidor de germinagdo em conidios jovens,
e estimulador da germinagio em conidios velhos (Leite, 1992; Leite & Nicholson, 1992). As
micosporinas estio bem caracterizadas em termos de aspectos estruturais (Arpin et al., 1979,
Arpin & Bouillant, 1988; Bemillon er al., 1984; Fayret & Vito, 1981). Apresentam alta

solubilidade em agua e sdo constituidas de um anel ciclohexanona substituido, ligado a um



aminoacido ou um de seus derivados (Arpin ef al., 1979; Bemillon ef al., 1984). A maioria
das micosporinas foi isolada a partir do micélio em esporulagdo, sendo extraidas com etanol
ou metanol absolutos (Trione & Leach, 1969; Bouillant ef al., 1981; Young & Patterson,
1982) ou com misturas hidro-etandlicas ou hidro-metandlicas (Tsujino et al., 1978; Pittet et
al., 1983a;, Favre-Bonvin ef al, 1987, Buscot & Bernillon, 1991). Por outro lado, a
micosporina-alanina foi purificada a partir da mucilagem separada dos conidios de C.
graminicola, usando agua como tnico solvente (Leite & Nicholson, 1992). Assim, a extragéo
de micosporina através do uso de metanol e subsegiiente isolamento da fragdo micosporina
passa a ser um abordagem interessante, para de posse desses dados, verificar se a fragdo
isolada através destas técnicas apresenta a mesma estrutura e o mesmo efeito biologico da

micosporina-alanina.



2 REVISAO DE LITERATURA

21 CARACTERISTICAS GERAIS DOS CONIDIOS DE C. graminicola

A principal caracteristica da massa de conidios produzida por espécies de
Colletotrichum é a presenca de material mucilaginoso envolvendo cada conidio (Griffiths &
Campbell, 1972; Nicholson & Moraes, 1980, McRae & Stevens, 1990; Nicholson & Epstein,
1991; Bailey et al., 1992). Esta mucilagem tem a fungdo geral de proteg@o dos esporos contra
dessecagdo e contra o efeito de produtos toxicos gerados durante o curso do desenvolvimento |
de lesdes nas plantas (Nicholson & Moraes, 1980; Nicholson ef al, 1986, 1989), sendo
produzida durante a esporulagdo (Nicholson & Moraes, 1980; Nicholson er al., 1989,
Nicholson, 1992). Além disso, apresentam enzimas como esterases ndo especificas com
atividade de cutinase (Pascholati, 1993; Pascholati ez al., 1995) e altas concentragdes de
micosporina-alanina, metabolito com fun¢do de auto-inibidor da germinagdo (Leite &
Nicholson, 1992).

Nos tltimos anos, alguns estudos tém abordado a organizagio citologica em espécies
de Colletotrichum. Observa¢des ao microscopio oOptico de polarizagdo demonstraram que
conidios jovens de C. graminicola apresentam numerosas pequenas vesiculas, enquanto
conidios velhos apresentam grandes vacuolos (Leite, 1992). A vacuolizagdo observada
durante o envelhecimento e outros detalhes ultraestruturais foram demonstrados por Mims ef
al., (1995). Os conidios jovens apresentam grande numero de pequenos vacuolos contendo
material denso e elevado nimero de goticulas lipidicas. Estes depositos lipidicos podem
apresentar-se como estruturas arredondadas com margens lisas ou irregulares. Durante o

envelhecimento, o numero de corpos lipidicos diminui, enquanto os vactolos aumentam de



tamanho. Conseqiientemente, o volume citoplasmatico de conidios velhos ¢ ocupado por
grandes vacuolos, apresentando também vacuolos autofagicos (Mims et al., 1995). De
maneira semelhante, conidios jovens de C. gloeosporioides exibem o citoplasma repleto de
lipidios e numerosos pequenos vacuiolos, enquanto conidios velhos apresentam menor niimero
de corpos lipidicos e dois grandes vacuolos, localizados um em cada lado do nucleo central
(Kerrigan & Mims, 1993).

Além dos lipidios, também sdo observados no citoplasma de conidios jovens de C.
graminicola mitocondrias, microcorpos, pequenos vacuolos, corpos multivesiculares, reticulo
endoplasmatico granular a agranular, vesiculas que parecem corresponder a elementos do
Golgi e “Woronin bodies”(Mims e? al., 1995). “Woronin bodies” sdo organelas membranosas
encontradas especificamente em fungos (Gow & Gadd, 1995). Foram verificadas poucas
diferengas na organizagdo destas organelas durante o envelhecimento de conidios de C.
graminicola (Mims et al., 1995). Destaca-se a extensiva agregacdo de reticulo endoplasmatico
tubular nos conidios velhos. A parede celular exibiu similaridades em ambas as idades
comparadas, sendo formada por uma camada interna espessa, elétron transparente, € uma
camada externa muito fina com fibras elétron densas. Conidios de Colletotrichum truncatum
exibem caracteristicas semelhantes as de C. graminicola. Apresentam o mesmo formato em
meia lua, sdo envoltos por mucilagem, o citoplasma contém grande namero de goticulas de

lipidios e exibem similar organizagdo citologica (Van Dyke & Mims. 1991).

2.2 FOSFATASE ACIDA EM FUNGOS

A fosfatase acida é uma enzima amplamente encontrada na natureza (Biswas &
Cundiff, 1991). Presente em inimeros fungos, (Huguenin ef al., 1982; Schénholzer ef al.,

1985; Trimble et al., 1981, Moran et al., 1989; Famurewa & Olutiola, 1994) tem sido



purificada como a partir de Yarrowia lipolytica (Moran et al., 1989), Candida lipolytica
(Vasileva-Tonkova er al, 1993), Aspergillus flavus (Famurewa & Olutiola, 1994) e
Aspergillus nidulans (Nozawa et al., 1998). Em isolados de Colletotrichum falcatum e C.
graminicola verificou-se a existéncia desta enzima através de zimogramas, sendo a mesma
usada para classificag@o taxonémica (Huguenin et al., 1982).

A fosfatase acida hidrolisa ésteres de fosfato produzindo fosfato inorganico (Arnold &
Garrinson, 1979; Trimble et al., 1981; Moran ef al., 1989, Biswas & Cundiff, 1991), um
metabolito chave no desenvolvimento celular (Mann, 1944; Biswas & Cundiff, 1991;
Vasileva-Tonkova et al., 1993). Estudos pioneiros demonstraram que em Aspergillus niger a
variagdo de fosfato no meio afeta o metabolismo de nitrogénio, carbono e a respiragdo (Mann,
1944). O mesmo autor relata a presenga de fosfatos armazenados e de uma fosfatase que atua
em pH acido sobre diferentes susbstratos. Significativamente, a enzima fosfatase acida atua
em pH acido (Pasqualini ef al., 1992; Famurewa & Olutiola, 1994). O fosfato inorganico,
produto da hidrélise, € um importante regulador de sua expressio. Por exemplo, em
Saccharomyces cerevisiae, o gene PHOS5 codifica a expressdo da fosfatase acida reprimida
por fosfato inorgénico (Uesono et al., 1992).

A fosfatase acida é uma enzima de baixa especificidade, hidrolisando ésteres de
fosfato naturais como glucose-6-fosfato, ATP, AMP, UMP, pirofosfato e substratos artificiais
como o-naftilfosfato e p-nitrofenilfosfato (Moran ef al., 1989, Vasileva-Tonkova et al,
1993). A baixa especificidade confere a enzima papéis fisiologicos que variam dependendo de
sua localizagdo. Em associagdes de plantas com ecto-micorrizas atribui-se a fosfatase acida
das micorrizas a hidrolise de fosfatos orginicos e o aumento da captagdo do fosfato pela
célula hospedeira (Periasamy & Raman, 1995). Na mesma linha, a enzima secretada por
microorganismos do solo desempenha importante fungdo na liberagdo de fosfato dos

compostos presentes neste local (Straker & Mitchell, 1986; Tarafar et al., 1995), aumentando



a captagdo de nutrientes e o crescimento pela planta (Tarafar ez al, 1995). Em células
meristematicas de raiz de plantas, quando localizada intracelularmente, a fosfatase acida tem
sido considerada um regulador do furnover de fosfato inorganico dentro das células (Szabo-
Nagy et al., 1987).

A enzima apresenta pH 6timo acido. Por exemplo, o pH 6timo em C. lipolytica é 5,8
(Vasileva-Tonkova et al., 1993), em Y. lipolytica é 5,5 (Galabova et al., 1994) e em A. niger é
4,0 (Famurewa & Olutiola, 1994). A fosfatase acida obtida de diferentes organismos é
fortemente inibida por fluoreto (Panara ef al., 1990; Biswas & Cundiff, 1991; Pasqualini et
al., 1992; Famurewa & Olutiola, 1994). Apresenta termoestabilidade, como observado em C.
lipolytica (Vasileva-Tonkova ef al., 1993) e Y. lipolytica (Galabova et al., 1994). Inumeros
trabalhos demonstram ser esta uma glicoproteina, com elevado teor de carboidratos. Por
exemplo, a fosfatase acida de Rhodotorula glutinis ¢ composta por 60% de proteina, 5% N-
acetil glucosamina, 35% de manose (Trimble ef al., 1981). Similarmente, a enzima em C.
lipolytica apresenta 65% de agucares neutros (Vasileva-Tonkova ef al., 1993).

A fosfatase acida intracelular em microorganismos € normalmente ensaiada em
fragdes obtidas a partir do rompimento das células (Vasileva-Tonkova ef al., 1993; Galabova
et al., 1993). Entretanto, o rompimento celular nem sempre € facil e rapido, onerando e
dificultando a metodologia. Em contraste, a permeabilizag@o celular evita as complicagdes do
fragmentagdo celular, embora seja pouco usada no estudo da fosfatase acida em fungos (Ram
et al., 1983; Galabova ef al., 1993). E um método que nio se aplica para uma mesma enzima
em diferentes organismos € nem sempre s3o encontradas as condigdes Otimas de
permeabilizagio com manutengdo da atividade desejada (Ram et al., 1983; Galabova et al,
1993). Deve-se considerar que o organismo pode apresentar diferentes comportamentos diante
dos agentes permeabilizantes, dependendo do estadio em que se encontra. Em C. albicans, a

permeabilizagio com mistura tolueno/etanol/Triton X-100 foi utilizada para estudos de



diferentes enzimas, inclusive fosfatase acida (Ram ef al, 1983). Pelo acima exposto, a
permeabilizagdo celular ¢ uma abordagem ftil e pratica no estudo da fosfatases acida em
fungos.

Em contraste com o grande nimero de trabalhos demonstrando citoquimicamente a
atividade da fosfatase acida em células animais, poucos trabalhos localizam esta atividade em
fungos. Pode-se citar a presenga da mesma em vacuolos e vesiculas. Hanssler et al. (1975)
demonstraram, em hifas de Sclerotium rolfsii, numerosos vaciolos marcados pela reagdo para
fosfatase acida, os quais parecem ser interconectados. Neste caso, os autores consideram estes
vacuolos como parte do sistema lisosomal do fungo, sugerindo que a fung@o primaria destes
vacuolos esta relacionada com processos catabolicos e mobilizagdo de reservas nutritivas.
Similarmente, em protoplastos de S. cerevisiae esta atividade foi demonstrada em pequenos
vacuolos e no vacuolo central (Rijn et al., 1975). Também na levedura intacta esta atividade é
observada no vacuolo central (Linnemans ef al., 1977). A presenca da enzima também esta
demonstrada em vacuolos de 4. flavus (Bojovic-Cvetic & Vujicic, 1982), de basididsporos
dormentes de Psilocybe cubensis (Ruch & Motta, 1987) e de hifas de Gigaspora margarita
(Saito, 1995).

Além da localizagdo intravacuolar, a enzima fosfatase acida € encontrada em inimeras
outras estruturas celulares de fungos. Em protoplastos de S. cerevisiae esta presente no
reticulo endoplasmatico, em vesiculas semelhantes a Golgi e na superficie do protoplasto. A
localiza¢@io na superficie do protoplasto pode ocorrer em fungéo da lise ou estar relacionada
com a sintese de parede celular (Rijn ef al., 1975). Na levedura intacta também €& observada
em estruturas do Golgi, vesiculas e parede celular (Linnemans et al., 1977). A localizagio de
fosfatase acida ativada por Fe** no espago periplasmatico foi demonstrada citoquimicamente
em Saccharomyces rouxii (Amold & Garrinson, 1979). No referido trabalho, os autores

consideram que a fungdo primaria das fosfatases acidas em leveduras esta ligada a hidrolise



de ésteres de fosfato extracelulares que ndo atravessam a membrana plasmatica. Em
basidiosporos dormentes de P. cubensis, a atividade também foi detectada ao longo da
membrana plasmatica, entre a membrana plasmatica e a parede celular, bem como na propria -
parede celular (Ruch & Motta, 1987). Além disso, fungos e leveduras, como Neurospora
crassa (Nahas et al., 1982), S. cerevisiae (Schonholzer et al., 1985) e A. niger (Famurewa &
Olutiola, 1994), secretam fosfatase acida. Em associagdo de raizes com ectomicorrizas
também tem sido demonstrada a presenga desta atividade enzimatica. Segmentos de raizes de
Pinus pinea associadas com Tuber albidum, apresentam a marcagio citoquimica ao longo da
membrana plasmatica da hifa, enquanto métodos bioquimicos caracterizaram as propriedades
da mesma (Pasqualini et al., 1992)

Poucos trabalhos abordam esta atividade enzimatica durante a germinagio em fungos.
Em Candida albicans foi demonstrado que a atividade da fosfatase acida localiza-se no
blastoconidio, preferencialmente no espago periplasmatico e membrana plasmatica, ao passo
que na célula germinada a atividade desaparece do corpo do conidio e é encontrada com forte
marcagio ao longo do tubo germinativo (Tronchin ef al., 1989). Os autores consideram que
esta enzima poderia estar envolvida na reorganizagdo da parede celular, catalisando a
defosforilagdo de fosfoproteinas. Através de métodos puramente bioquimicos, também foi
observado aumento desta atividade em N. crassa, tanto no conidio quanto no meio de cultura,
sendo que a fungio da enzima secretada seria hidrolizar ésteres de fosfato resultantes da
decomposi¢io de compostos na natureza, quando o fosfato soluvel cai a limites criticos
(Nahas, 1989).

Em contraste com a pouca informagdo sobre a fosfatase acida durante a germinagao
em fungos, em germinagdo de sementes vegetais a mesma tem sido bastante estudada.
Aumento nesta atividade durante a germinagdo de sementes vegetais tem sido demonstrada

em diferentes espécies. Em milho, Teno & Rossi (1987) sugerem que o aumento observado
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durante a germinacdo deve-se a modificagdes na molécula da enzima. Em algoddo foi
verificado um aumento de 16 vezes desta atividade nos primeiros estagios da germinagéo, o
qual é bloqueado por ciclohexamida, demonstrando que a atividade de transcrigéo € essencial
para a indugdo desta atividade enzimatica (Bhargava & Sachar, 1987). Em Vigna sinensis foi
verificado o aumento da fosfatase acida, bem como a presenga de quatro isoformas com
propriedades bioquimicas semelhantes (Biswas & Cundiff, 1991). Em grios de aleurona, que
armazenam proteinas e fitina, isolados de sementes de trigo, observa-se um aumento de 7
vezes na atividade da enzima nas primeiras 4 horas de germinag@o (Clarke & Laidman, 1991).
Em sementes de lentilha, a atividade da fosfatase acida aumenta 10 vezes durante a
germinagdo (Bose & Taneja, 1998).

Variagdes da fosfatase acida presente em vactiolos autofagicos tém sido observadas
em processos de diferenciagdo celular em diferentes organismos (Hatano ez al, 1983;
Yamamoto et al., 1981; Gunawardana, 1992; Bucher & Hofer, 1993; Hakaby et al., 1994).
Durante a diferenciagio celular de Dictyostelium discoideum, (Mixomiceto), a atividade da
enzima aumenta e sua estrutura sofre modificagdes pos-traducionais, além de observar-se a
sintese de novas isoenzimas (Knecht et al., 1985; Moore et al., 1985). Também em processos
de autolise observa-se o aumento da atividade enzimatica, como em S. cerevisiae, onde a
proteinase A e fosfatase 4cida vacuolares aumentam de 5 a 10 vezes a sua atividade inicial
(Sato & Ohta, 1985). Além disso, foi sugerido em Pycnoporus cinnabarinus que a fosfatase
acida secretada estd envolvida na ramificacio das hifas no meio de cultura (Jones ef al,
1995).

Pelo acima expostos fica claro que a fosfatase acida sofre modificagdes durante de
diferenciagio celular, a germinagio de sementes vegetais e em processo de autolise. A
germinagio de fungos é considerada um modelo de diferenciagdo celular em células

eucarioticas (Weete, 1974), porém nenhuma informagdo sobre a presenca de atividade da
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fosfatase acida no conidio germinado e apressorio foi encontrada na literatura. Em fungdo
disso, torna-se interessante caracterizar a atividade da fosfatase acida em conidios de C.
graminicola e analisar a evolug@o desta atividade enzimatica durante o processo germinativo

e no envelhecimento.

2.3 GERMINACAO EM FUNGOS

Fungos patogenos de plantas invadem os tecidos hospedeiros através de uma
variedade de estruturas especializadas de infec¢do. Na maioria dos fungos € observado o
desenvolvimento do apressorio, estrutura de infec¢do a partir da qual forma-se a hifa de
penetragio (Hoch & Staples, 1987), como em Colletotrichum sp (Politis & Wheeler, 1973;
Politis, 1976; Van Dyke & Mims, 1991). A germinagdo de esporos pode ser dividida em fases
que envolvem, genericamente, absor¢do de agua, aumento da atividade metaboélica, e
subsegiiente formagdo das estruturas de infecgdo (Weete, 1974; Hoch & Staples, 1987).

Os eventos morfologicos da germinagdo sdo acompanhados de importantes mudangas
na sintese de macromoléculas e na respiragio (Griffin, 1994). A sintese de acidos nucléicos e
de novas proteinas no processo germinativo tem sido demonstrada em diferentes fungos
(Smith & Berry, 1974; Hoch & Staples, 1987; Leger et al., 1989; Griffin, 1994). Por exemplo,
em Metarhizium anisopliae, a tricotecina, inibidor de sintese protéica, inibe a formacdo de
tubo germinativo, enquanto a hidroxiuréia, inibidor da sintese de DNA, e a tunicamicina,
inibidor de glicosilagdo, inibem a formacdo de apressorios (Leger ef al., 1989). Em alguns
casos parece ocorrer armazenamento de mRNA no citoplasma do esporo, uma vez que ocorre
intensa sintese de proteinas sem sintese detectavel de RNA (Griffin, 1994).

Durante a germinagdo observa-se grande aumento na respiragdo (Smith & Berry,

1974). Por exemplo, em N. crassa o aumento na velocidade respiratoria € coincidente com a
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emergéncia do tubo germinativo (Griffin, 1994). Assim, as inumeras mudangas no
metabolismo das células durante o processo germinativo apresentam, como caracteristicas
marcantes, ativagdo dos processos de sintese e grande consumo de energia.

Apos a adesdo e o inchamento do esporo, forma-se o tubo germinativo (Hoch &
Staples, 1987). Esta estrutura tubular apresenta citoplasma bem organizado (Hoch & Staples,
1987; Mendgen & Deising, 1993), e na sua extremidade apical ocorre continua secre¢do de
componentes da parede celular, a qual torna-se rigida a medida que a hifa alonga-se para
frente (Mendgen & Deising, 1993). Abundante matriz extracelular envolve o tubo
germinativo e tem a provavel fungdo de aderir 0 mesmo a superficie hospedeira (Mims &
Richardson, 1989; Chaubal et al., 1991; Bourett & Howard, 1990; Van Dyke & Mims, 1991).
A extensdo do tubo germinativo € variavel e, quando a extremidade do tubo germinativo
conecta-se a superficie hospedeira, diferencia-se no apressorio (Van Dyke & Mims, 1991,
Griffin, 1994). A indugdo da formagdo do apressorio ocorre por variados estimulos, que
podem ser quimicos ou fisicos, como a topografia do hospedeiro (Hoch & Staples, 1987,
Mendgen & Deising, 1993). Durante o desenvolvimento apressorial, um septo pode ser
formado separando o tubo germinativo do apressorio (Hoch & Staples, 1987, Van Dyke &
Mims, 1991; Mendgen & Deising, 1993).

Alguns estudos mostram detalhes da organizagdo citologica do apressorio. Em
Magnaporthe grisea, germinado sobre membrana de celofane, observa-se presenca de
numerosas vesiculas, mitocdndrias, corpos multivesiculares, ribosomas e microtibulos
(Bourett & Howard, 1990). Organizagdo semelhante € observada no apressorio de
Gymnosporangium juniperi-virginianae (Mims & Richardson, 1989). A infec¢do, por C.
graminicola, de folhas de milho e folhas de aveia resistentes ja foi reportada através de
microscopia eletrdnica de transmissdo (Politis, 1976; Politis & Wheeler, 1973). Embora o

enfoque dos autores tenha sido centrado sobre o processo de invasdo dos tecidos, alguns



13

detalhes da organizagdo do apressorio foram observados. Verifica-se a presenca de corpos
lipidicos, mitocdndrias, ribosomas e vactiolos (Politis & Wheeler, 1973).

O apressorio esta firmemente aderido a superficie de greminagio (Bourett & Howard,
1990; Van Dyke & Mims, 1991; Mendgen & Deising, 1993). A adesdo parece ser mediada
por matriz extracelular, observada através de microscopia eletronica, como em C. fruncatum
(Van Dyke & Mims, 1991) e em outros fungos (Bourett & Howard, 1990; Mendgen &
Deising, 1993). Recentemente foi verificada a presenga de uma glicoproteina de alto peso
molecular rica em manose na matriz extracelular de C. graminicola (Sugui et al., 1998). Na
base do apressorio observa-se uma regido destituida de parede celular denominada de poro,
fato amplamente observado em outros fungos (Mims & Richardson, 1989; Bourett & Howard,
1990; Van Dyke & Mims, 1991; Mendgen & Deising; 1993). Em C. graminicola germinado
sobre folhas a existéncia do poro foi sugerida, embora as imagens ndo mostrem justaposi¢do
da membrana plasmatica do poro com a superficie do hospedeiro (Politis, 1976; Politis &
Wheeler, 1973).

Hifa de penetragio é um termo equivalente a “peg” de penetracdo e hifa de infecgéo
(Mendgen & Deising, 1993). A hifa de penetragio ¢ a estrutura que efetivamente invade o
hospedeiro e é formada a partir de expansdo citoplasmatica do apressorio, na regido do poro
(O'Connell et al., 1985, Mims & Richardson, 1989; Bourett & Howard, 1990, Van Dyke &
Mims, 1991; Mendgen & Deising, 1993). Em C. graminicola germinado sobre folhas de
milho observou-se que a hifa de penetragdo atravessa a papila (estrutura formada entre
membrana plasmatica e parede celular, apresentando lignina) e invade as células, embora os
detalhes ultraestruturais desta hifa n3o tenham sido observados ou abordados (Politis &
Wheeler, 1973). Em Colletotrichum lindemuthianum observa-se, ap0s a invasdo do tecido

pela hifa de penetragdo, a formagdo da vesicula de infe¢do com subsequente formag@o da hifa
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primaria (O'Connell ef al., 1985). No esquema abaixo, observamos as estruturas de infec¢io

em C. lindemuthianum.

Camada de melanina

Matriz extracelular —<
Apressorio
Cone

| o Tubo germinativo

Conidio
J

, . ~ ™ ll
Vesicula de infecgido — ' f 3’1 v 2 ¥ Septo
\ 4 g
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Figura 1 - Representagdo esquematica da formagdo das estruturas de infecgdo de C.

lindemuthianum sobre folhas de feijdo (adaptado de Mendgen & Deising, 1993)

Em publicagio oficial da Sociedade Americana de Micologia, Mims (1991) tece uma
série de consideragdes sobre o uso do microscopio eletronico no estudo dos fungos
patogénicos de plantas. O autor descreve que esporos, tubos germinativos € apressorios em
superficies de folhas sfo facilmente estudados através de microscopia eletronica de varredura.
Entretanto, a nivel de microscopia eletronica de transmissdo, o estudo de patogenos
infectando folhas é complicado devido a dificuldade de encontrar, orientar e seccionar as
estruturas (Mims, 1991). Estes problemas s3o resolvidos pelo uso de membranas artificiais
(Mims & Richardson, 1989; Mims, 1991). Além de informar as caracteristicas ultraestruturais
da germinagdo, este modelo pode ser utilizado para a investigagdo de moléculas que atuam
sobre o fungo, em sistemas independentes das interagdes planta-patogeno (Howard & Valent,

1996).
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Nos ultimos anos, varios trabalhos sobre germina¢do tém sido realizados sobre
membranas artificiais, como a germinagdo de M. grisea sobre membrana de celofane (Bourett
& Howard 1990) e C. truncatum sobre membrana de dialise (Van Dyke e Mims, 1991). Em
ambos os casos, 0 método de processamento utilizado foi a criofixagdo. Informagdes sobre a
germinagdo em membranas artificiais processadas com fixagdo quimica convencional, mais
acessivel, ndo foi encontrada. Estudos ultraestruturais em durante a germinagdo de C.
graminicola sobre membranas artificias ndo estdo relatados na literatura. Consequentemente,
torna-se importante a padroniza¢do de germinagido deste fungo sobre membranas que sejam
passiveis de processamento convencional para microscopia eletronica de transmissdo.

A germinagdo de esporos de fungos pode ser considerada como um processo de
diferenciagdo celular de células eucaridticas (Weete, 1984). Como anteriormente exposto, a
partir de uma célula sdo geradas outras células altamente especializadas com fungdes muito
especificas. A dependéncia de nutrientes varia consideravelmente entre as diferentes espécies
de fungos (Griffin, 1994). Por exemplo, M. anisopliae necessita de meio complexo para
formar abundante numero de apressorios sobre membrana de poliestireno (Leger ef al., 1989),
enquanto C. graminicola germina somente em presenga de agua (Leite, 1992). Em muitos
casos, os lipidios constituem a reserva endogena que serve como fonte de energia e de
substrato para atividades de sintese (Weete, 1974; 1984). Esporos de inimeros fungos, como
de varias ferrugens, ascOsporos de Neurospora tetrasperma e teliosporos de Tilletia caries
(Weete, 1984), apresentam elevado conteudo de lipidios armazenados. Depositos de lipidios
também foram demonstrados em basidiosporos de Agaricus campestris (Ruch & North,
1988), Chlorophyllum molybdites, Oudemansiella radicata e Leucoagaricus naucina (Ruch et
al., 1991), bem como em C. truncantum (Van Dyke & Mims, 1991), C. gloeosporioides

(Kerrigan & Mims, 1993) e C. graminicola (Mims et al., 1995). A possibilidade da utilizagdo
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dos lipidios armazenados em C. graminicola no ciclo do glioxilato, durante a germinagdo dos
conidios foi levantada, em revisdo de literatura sobre micosporinas (Leite & Schadeck, 1996).

A utilizagio de lipidios durante a germinagdo foi pioneiramente observada por Farkas
& Ledingham (1959), estudando esporos causadores da ferrugem. Neste caso, durante a
embebicdo e nas primeiras horas da germinagéo, os esporos utilizam preferencialmente acidos
graxos como substrato respiratorio. Posteriormente, o consumo de lipidios durante o processo
germinativo foi verificado em inimeros fungos éitados em revisdes de literatura (Maxwell et
al., 1977, Weete, 1974; 1984). Como exemplo pode-se citar o desaparecimento dos
numerosos corpos lipidicos presentes em esporos de Acyria cinerea (Mims, 1971), em
Puccinia recondita (Salako, 1981) e Gigaspora albida (Glomales) (Maia et al., 1994).

A diminui¢do das reservas de lipidios, em esporos Uromyces phaseoli germinados
somente em presenca de agua, € atribuida n3o sé a sua utilizagdo como reserva energeética,
mas também a sua utilizagdo no ciclo do glioxilato (Caltrider ef al.,1963). O ciclo do
glioxilato converte lipidios em carboidratos na forma soluvel, e em cadeias de carbono
intermediarias (Gottlieb & Ramachandran, 1960; Ruch et al., 1991). Enzimas deste ciclo tém
sido detectadas em inumeros fungos (Gottlieb & Ramachandran, 1960; Caltrider ez al., 1963;
Mills & Cantino, 1975; Assis & Amaral, 1976; Ruch ez al., 1991).

Lipidios armazenados em conidios de C. gloeosporioides e C. graminicola sio
consumidos durante o envelhecimento (Kerrigan & Mims, 1993; Mims et al., 1995), porém,
ndo ha informagdo sobre a mobilizagdo destas reservas durante a germinag@o neste fungos.
Em C. graminicola o processo genniﬁativo ocorre sem a adigido de nutrientes exégenos (Leite
& Nicholson, 1992) o que indica a utilizagdo de nutrientes endogenos. Parece logico admitir
que os lipidios armazenados sejam utilizados durante a germinagio.

A vacuolizagdo do apressorio durante a germinagdo ¢ um fendmeno observado em

diferentes espécies de fungos. Porém, ainda que as imagens dos trabalhos mostrem a presenga
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de vaciolos no apressorio os autores ndo descrevem ou discutem a evolugdo e fungio dos
mesmos. Em C. graminicola inoculado em folhas de milho suscetivel e em aveia resistente
observa-se vacuolizac¢do do citoplasma do apressorio (Politis & Wheeler, 1973; Politis, 1976).
Da mesma forma, o apressorio de conidio de C. lindemuthianum germinado sobre folhas de
feijdo apresenta o citoplasma vacuolizado, ap6s a formacdo da hifa de penetragdo (O'Connell
et al., 1985). Em Puccinia arachidis, a medida que a infecgdo evolui, o apressorio torna-se
cada vez mais vacuolizado, enquanto nucleo e citoplasma sdo transferidos para o interior da
hifa de penetragdo (Mims et al., 1989). Da mesma forma observou-se em conidios de M.
grisea, germinados sobre membrana de celofane, a vacuolizagdo progressiva do apressorio,
sendo que o fendmeno torna-se mais intenso a medida que ocorre a penetragdo (Bourett &
Howard, 1990).

Em relagdo as mudangas morfologicas e fisiologicas no conidio durante a germinagéo
pouca informagio foi encontrada na literatura. Foi observado que basidiésporos dormentes de
Psilocybe sp desenvolvem numerosos pequenos vaciolos durante a germinagédo, apresentando
o restante da organizagdo citologica semelhante a esporos dormentes (Stockes & Hess, 1970).
Como esta bem determinado, em conidios de C. graminicola ocorre intensa vacuolizagdo do
citoplasma durante o envelhecimento (Leite, 1992). A questdao que surge, baseada nestes

resultados, ¢ se a vacuolizagdo € observada também durante a germinagéo de C. graminicola.

24 VACUOLOS EM FUNGOS

Vaciiolos estio presentes em diferentes estruturas fungicas, como em hifas de C.
albicans (Gow & Gadd, 1995), de esporos de Colletotrichum sp (Kerrigan & Mims, 1993;
Mims et al., 1995) e de apressorios de M. grisea (Bourett & Howard, 1990). Nos ultimos anos

tornou-se 6bvio que esta organela ¢ altamente complexa e desempenha fungdes fundamentais
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para a fisiologia celular dos fungos (Gow & Gadd, 1995). Vacuolos de fungos podem exercer
varias fungdes, como lisosomal, de armazenamento de substdncias, controle da homeostase,
do pH e da concentragdo de ions no citosol (Klionsky er al, 1990; Griffin, 1994). Sdo
organelas acidicas e a H'-ATPase da membrana vacuolar est4 identificada e purificada em S.
cerevisiae, Saccharomyces calrsbergensis (Klionsky ef al., 1990) e em N. crassa (Bowman &
Bowman, 1982). Um importante composto armazenado em vacuolos de fungos sdo os
polifosfatos, como em N. crassa (Cramer et al., 1980 ) e em S. cerevisiae (Indge, 1968;
Shimara et al., 1996). Além de armazenar fosfato, o polifosfato tem fungdo na retengido de
aminoacidos basicos e outros cations, participando da osmorregulagio celular (Klionsky ez
al., 1990).

Os vaciolos mais bem estudados sdo os de S. cerevisiae (Kliosnky et al., 1990;
Takeshige ef al., 1992; Baba ef al., 1994; Nakamura et al., 1997, Baba ef al., 1997) os quais
apresentam fosfatase acida (Rijn ef al., 1975; Linnemans ef al., 1977). Os mesmos s@o
referidos como vactolo/lisosoma (Baba er al, 1997). A acidificagio do vaciolo ¢é
fundamental para as suas atividades, como a manuten¢do do potencial eletroquimico que
dirige o transporte de aminoacidos e ions através da membrana (Klionsky et al., 1990; Griffin
et al., 1994). Mutantes de S. cerevisiae que ndo apresentam o gene vmma, que codifica
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