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de Sorgo, Através da Parassexualidade

XXIV Congresso Nacional de Milho e Sorgo - 01 a 05 de setembro de 2002 - Floriandpolis - SC

1Edneia A. S. P..2Léia C. F.,3Carlos R. C. e 2L.uzia D. P. M.

1Departamento de Agronomia (CCA/UEL), 2Departamento de Biologia (CCB/UEL), 3
EMBRAPA Milho e Sorgo (CNPMS). Correspondéncia para L.D Paccola-Meirelles,
CCB/UEL, Caixa Postal 6001, CEP 860051-990, E-mail: paccola@uel. br

Palavras — Chave: heterocario, ciclo parassexual, parameiose, mutantes

Introducgéo
A antracnose causada pelo fungo Colletotrichum graminicola (Ces.) G. W. Wilson
(sin. C. sublineolum P. Henn. In Kabat & Bubék) é uma das mais importantes
doencas do sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) e o uso de cultivares resistentes
constitui a principal medida para seu controle. Entretanto a alta variabilidade genética
apresentada por C. graminicola (Ferreira et al., 1985) é um fator que dificulta o
manejo da doenca através da resisténcia genética, na medida em que esta pode ser
superada pelo surgimento de novas racas na populacdo do patdgeno (Ferreira, 1988).
Esser e Kuenen (1967) sugerem a heterocariose e recombinagcdo mitética no processo
de parassexualidade como alternativas para a interacao genética entre fungos. O
objetivo deste trabalho foi verificar a ocorréncia da parassexualidade em C.
graminicola em isolados de sorgo e verificar a possibilidade de troca de material
genético em plantas inoculadas com conidios mutantes.

Materiais e Métodos
Linhagens: Foram utilizados os mutantes previamente obtidos com luz UV e estes
encontram-se descritos na Tabela 1. As linhagens selvagens e mutantes foram
cultivadas meio sélido de Farinha de Aveia e Completo de Pontecorvo (Pontecorvo et
al., 1953), respectivamente, sob luz continua a temperatura de 250 C.
Obtencéo do heterocéario: Suspensdes contendo 10 conidios/mL de conidios ovais
e/ou falcados de C. graminicola, provenientes de duas linhagens mutantes, portadoras
de marcas nutricionais complementares, foram misturadas e inoculadas em tubos
contendo 2,5 ml meio minimo acrescido de 4% de meio completo. Ap6s 7 dias de
incubacéo a 250 C, a pelicula formada foi transferida para meio minimo sélido. Ap6s
20 dias de crescimento a 250 C, sob luz branca fluorescente continua foi possivel
observar o crescimento irregular do heterocario.
Selecdo e caracterizacédo de recombinantes: Suspensdes de conidios falcados
provenientes do heterocério foram diluidas em solucéo salina 0,85% e plaqueadas em
meio minimo e em meios seletivos para as marcas envolvidas no cruzamento.
Heterocarios que ndo produziram conidios falcados foram induzidos a produzir
conidios ovais. Para tanto, o micélio heterocariotico foi colocado em meio minimo
liquido e mantido a 250 C por 5 dias em cultura agitada. Apds o crescimento, o
micélio foi filtrado e centrifugado. O pellet foi ressuspendido e a suspensdo contendo
esporos ovais foi plaqueada em meio minimo e em meios seletivos para as marcas



envolvidas no cruzamento. As colonias crescidas nos meios seletivos foram
transferidas para meio completo em placas com 26 pontos (placas mestras). Apos 10
dias de crescimento a 250 C, essas col6nias foram analisadas quanto as marcas
genéticas, conforme descrito por Azevedo e Costa (1973). Em cada cruzamento
estimou-se o tamanho médio dos conidios falcados e ovais das linhagens parentais e
dos conidios provenientes do heterocario, através de ocular micrométrica. Linhagens
selvagens, mutantes e segregantes foram avaliadas quanto ao perfil eletroforético de o
e B esterases, conforme descrito por Paccola-Meirelles et al. (1988).

Tabela 1. Linhagens mutantes e selvagens de C. graminicola utilizadas neste estudo.

Tabela 1 — Mutantes de Ol gramunicaia obtidos apés tratamento com luz

TV & seus respectives fendtipos

Selvagem! Linhagens mutantes Fendtipot!

243 243 2 a3, preto
24311 Ben® branco
243152 Eenf, laranjado forte
243 113 BenF, cinza

A0C Bio A0C Cye CycE
A0CHCyefa CwcE, branco

15E Bio- 15E/4 2 Mic, rosza clare
15B/45 Paba, rosza clare
15B/44 Pire, rosa claro
15E/41 Tiar, roza claro

145 Bio- 1452 Tia

@ Todas as linhagens foram deficientes para Biotina (Bio-)

@ Os simbolos Glu-, Paba-, Piro-, Tia-, Nic- representam deficiéncia para biotina, acido glutamico, acido
p-aminobenzoico, piridoxina, tiamina e acido nicotinico respectivamente. Os simbolos Benr e Cycr
representam resisténcia ao fungicida Benomyl e a Ciclohexamida.

Teste de patogenicidade: Plantas de sorgo de 25 dias de idade foram inoculadas com
suspensdo de conidios falcados ou ovais (10s conidios mL-1 em &gua). Apds o
aparecimento das lesdes, estas foram desinfectadas e o patdgeno reisolado. A
avaliacdo foi feita observando a presenca ou auséncia de lesdes nas folhas das plantas.

Resultados e Discussdo
Formacao do heterocario: Quatro combinacgdes entre as linhagens mutantes foram
usadas para obter heterocarios (243.1/2 x 243/2; 15B/42 x 243.1/2; 15B/42 x
30C/Cyc/8 e 145.2 x 30C/Cyc/8). Nem todas as linhagens mutantes esporularam



(145.2 e 243.1/2) em meio s6lido, o que representa uma dificuldade para a producédo
de heterocarios e posterior selecdo de segregantes. Desta forma heterocarios foram
formados a partir de conidios ovais produzidos em cultura liquida por esses parentais.
Os conidios ovais representaram uma ferramenta Gtil em estudos de natureza genética
nesta espécie, principalmente em linhagens com baixa ou nenhuma esporulacéo.

O cruzamento entre 0s mutantes, permitiu uma avaliacdo da ocorréncia de
heterocariose na espécie. Este fendmeno é importante para os fungos uma vez que em
um organismo hapldide ele permite condi¢des similares a da diploidia mantendo uma
heterozigoze. Além do mais a heterocariose pode permitir alta flexibilidade de
adaptacdo uma vez que as relagdes nucleares dentro de um heterocario podem ser
alteradas por mudancas no meio (Azevedo, 1976). A maioria das recombinacdes
ocorre durante a meiose, mas, no entanto, a recombinacdo mitética tem sido descrita
em muitos fungos e ocupa papel importante no processo de variabilidade genética na
espécie (Gu e Ko; 1998; 2000).

Analise dos produtos recombinantes: Coldnias originadas de conidios falcados e
ovais retirados dos heterocarios foram analisadas em meios seletivos, para detectar a
presenca de recombinantes (Tabela 2). Estes resultados demonstram a possibilidade
de utilizacdo dos dois tipos de conidios em estudos genéticos nesta espécie,
principalmente em linhagens que ndo produzem conidios em cultura sélida. Neste
trabalho foram recuperados diretamente do heterocério, aneupldides, recombinantes
hapldides e parentais. Os aneupldides liberaram setores continuamente (Tabela 2).
Este processo foi denominado por Bonatelli Jr. et al (1983), em Aspergillus niger, de
parameiose para explicar um tipo de instabilidade dos ndcleos dipléides heterozigotos,
nos quais o processo de permuta mitotica e haploidizacdo ocorre ainda no interior das
hifas heterocariéticas, guardando semelhancas com o processo meiético. Esse
processo explica o aparecimento de colonias que setorizam com freqiiéncia. Bagagli
et al. (1990) e Paccola-Meirelles e Azevedo (1991) obteve também recombinantes
hapldides e/ou aneupldides diretamente do heterocario em Metarhizium anisopliae e
Beauveria bassiana, respectivamente. Eles observaram uma frequéncia alta de
aneupldides e haploides recombinantes quando comparada com a frequéncia de
dipléides no ciclo parassexual convencional, descrito por Pontecorvo e Roper (1952)
em A. nidulans. Segundo estes autores, os diploides quando ocorrem, sdo altamente
instaveis e originam hapldides por ndo disjuncdo cromossémica. Esta haploidizacédo
ocorre ainda no estégio de hifa, e durante este processo, pode ocorrer permuta
mitGtica. Assim, as coldnias que liberam setores continuamente apos varias
repicagens, sdo provavelmente aneupléides ainda em processo de haploidizacdo. Este
processo pode representar um mecanismo natural de amplificagcdo da variabilidade
genética em fungos imperfeitos.

Teste de patogenicidade: Suspensdo de conidios ovais (10s conidios/ml) dos parentais
15B/42 e 243.1/2, e conidios ovais de dois segregantes deste cruzamento foram
inoculados por spray em plantas de sorgo de 25 dias de idade em vasos na casa de
vegetacdo. Os segregantes demonstraram-se mais virulentos em relagcdo aos parentais.
Apos o aparecimento das lesdes nas folhas, estas foram retiradas e o fungo reisolado.
Estes resultados indicam uma vez mais a recombinacao entre as linhagens, gerando
produtos virulentos. O ciclo parassexual pode explicar diversos fendmenos incluindo
a emergéncia de novas racas fisiologicas (Azevedo, 1976). Com a obtencdo do
heterocério, foi possivel verificar a presenca de recombinantes e sugerir a ocorréncia
do ciclo parassexual com parameiose nesta espécie. E uma evidencia de que a



variabilidade genética de C. graminicola possa estar envolvida com o ciclo
parassexual.

Padréo eletroforético para esterases: Na figura 1 podem ser visualizados os padrdes
eletroforéticos para esterase de alguns recombinantes obtidos do cruzamento 15B/42
x 243.1/2 e 30C/Cyc/8 x 15B/42. O padréo de bandas desses segregantes permitiu
evidenciar uma mistura de bandas dos tipos parentais e o0 surgimento de novas
combinagdes de bandas nos recombinantes, o que confirma a heterocariose seguida de
parassexualidade com parameiose nesta espécie.

Orgem  Origem Pz P1 Cal Set Cal Cal Cal Cal
143 158 15842 243112 Ta a1 a2 1% 201 4

Figura 1. Padréo eletroforético de esterases de alguns recombinantes de Colletotrichum graminicola em gel de
poliacrilamida, entre o cruzamento dos mutantes 15B/42 x 243.1/2.
(P2 = Parental 2; P1 = Parental 1; Col = Coldnia; Set = Setor da Colonia)

Tabela 2. NUmero de recombinantes obtidos em cruzamentos parassexuais com parameiose
de Colletotrichum graminicola isolados de sorgo.



Cruzat et Coldnias Recombinantes (1 Morfologia Mimero

analisadas observado
EioNic*Ben® Branco 1
(Conidio Falcado) BioMic*Berf Cinza 1
15B/42 x 143172 225 BioMic'Benf (Cihza escuro 1
BioNicBen*zBioNictBen®  63% (9**  BioNic*Ben® Branco 4
Fosa Claro x Laranja Forte | 35% (B)**  BioMic*Ben® Eosa Claro 3
BioMic*Ben® Marrom 19%
BioNicBen?® Iarrom a0
(Conidio Owal) BioNic*BerF Eranco 1
15B/42 x 143172 432 BioMic'Benf Eosa Clare a Marrom 4
BioNicBen*sBioNictBen®  76% (P)  BioNic*Ber® Marrom 16
F.osa Clare x Laranja Forte 24% (R)  BioMNic*Ber® Marrom 17*
BioMic*Ben® Cinza 4
BioNic*Ben® Eosa Claro 61*
EioNicBent Rosa Claro 1
(Conidio Falcads) Bio MictCye? Eosa Clare 20
15B/42 x 30C/Cye8 120 BioMic*Cyc? Laranja Eosado 8
BioNMic Cyc*xBioNic*CycE | 67.5% (P)  BioMic*Cyck Marrom B
Fosa Claro x Laranja Claro  32,5% (E)  Bio'Nic*Cyc? Eosa Clare 3
(Conidio Owal) Bio nMic*Cyck Preto 4
15B/42 x 30C/Cye/8 241 Bio nllictCyck Cinza 1
BioMic Cyc®xBioMictCyeE | 66% (P} BioMictCye? Eosa Clare TE*
Fosa Claro + Laranja Clare  34% (B) | BioNic*Cyc? Laranja + Cinza 1

(1) As marcas Bio- Nic- correspondem a deficiéncia nutricional para biotina e acido nicotinico e as marcas
Benr e Cycgr, resisténcia a Benomyl e Ciclohexamida, respectivamente, Bens e Cycs, suscetibilidade ao
Benomyl e Ciclohexamida. * Presenca de setores nas col6nias. ** (P) Parentais, (R) Recombinantes

Concluséao
Trocas genéticas dentro da espécie de C. graminicola sdo possiveis, através da
parassexualidade, especificamente por um mecanismo de parameiose.
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