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Microscopia e suas Aplicacées no Estudo
das Interagdes Fungo-Planta

Olinto Liparini Pereira
Jorge Fernando Pereira

1 Introdugdo

Apds a invasao do tecido do hospedeiro, fungos fitopatogénicos utilizam
diferentes estratégias para obter nutrientes. Alguns sdo parasitas obrigatérios
(biotréficos) e permanecem associados a planta hospedeira por todo o ciclo de
vida, enquanto os necrotréficos rapidamente matam as células da planta para
sua nutricao. Entre esses dois extremos estao os parasitas nao-obrigatérios
(hemibiotréficos), que dependem da planta para certos estéadios do ciclo de vida
(Kahmann e Basse, 2001). A estratégia de vida biotréfica ainda pode ser realiza-
da de diferentes maneiras: intercelular, subcuticular, inter e intracelular, extracel:lar
com haustério dentro das células da epiderme e intercelular com haustério den-
tro das células parenquimais (Mendgen e Hahn, 2002). Além de estabelecer uma
relacdo de patogenicidade, os fungos também podem mediar a interface entre
um organismo e seu ambiente fisico e biolégico, em troca de mecanismos que
lhes garantam a sobrevivéncia, caracterizando uma relacdo mutualistica (Pirozynki
e Hawksworth, 1988).

Conhecer como a interacao entre um patégeno flngico e sua planta hos-
pedeira ocorre é fundamental para aprimorar o tratamento das doencas, desen-
volver novas estratégias de controle e entender como os sintomas da infeccao
sao gerados. Por isso, o estudo das interacoes entre fungos e plantas tem sido o
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foco de diversos grupos de pesquisa, empregando-se varios métodos, dentre os
quais se destacam as técnicas de microscopia. O aperfeicoamento dessas técni-
cas tem facilitado a visualizacao da intima interacao de fungos e plantas hospe-
deiras (Gold et al., 2001). Alguns dos diversos avancos no estudo das mudancas
estruturais e moleculares de interagdes simbidticas ou fitopatogénicas entre fun-
gos e plantas tém sido possiveis gracas ao uso da microscopia de luz, do desen-
volvimento de novos métodos de preparo de material para microscopia eletroni-
ca de transmissao e varredura, do desenvolvimento da microscopia a laser confocal
e da utilizacdo de métodos especiais para localizacao de compostos especificos
tanto em nivel celular quanto molecular (Gold et al., 2001).

A microscopia eletronica continua a gerar étimos resultados, especialmen-
te apds a introducao de métodos imunocitoquimicos, que combinam alto poder
de resolucdo com a localizacdo de estruturas ou moléculas especificas. A
microscopia Optica, apesar de possuir resolucao bem menor que a do microscé-
pio eletrénico, pode ser combinada com técnicas de biologia molecular, sendo
utilizada, por exemplo, na andlise de expressao de genes de interesse com o uso
de genes repdrteres como o GUS (B-D-glucuronidase). Grande popularidade tem
sido alcancada pelo microscépio de fluorescéncia gracas a introducdo de novas
sondas marcadas, compostos corantes fluorescentes e avancos em programas de
imagem em fluorescéncia, sendo possivel a visualizacao de fungos fitopatogénicos
ou simbiontes em interacao com o seu hospedeiro vegetal utilizando-se métodos
nao-destrutivos (Heath, 2000). Além disso, o aumento na facilidade de introdu-
zir genes exdgenos em células fingicas, como o gene da proteina verde fluores-
cente, tem possibilitado a visualizacdo do crescimento e da modificacao das hifas
fingicas sem nenhuma manipulacdo experimental invasiva (Heath, 2000).

O objetivo deste capitulo é oferecer a estudantes, pesquisadores, professo-
res e demais interessados no assunto uma breve nogao sobre os diferentes tipos
de microscopia e técnicas a eles associadas, hoje usualmente utilizadas no estu-
do da interacdo fungo-planta. Procurou-se fazer uma compilacao de técnicas
para a visualizacdo de estruturas ftingicas no interior de tecidos vegetais e de
histoquimica aplicada a alguns compostos envolvidos no processo de interacao.
As técnicas foram selecionadas com base em sua simplicidade, sem a necessida-
de de equipamentos sofisticados e de reagentes de facil acesso. Eram técnicas
passiveis de serem realizadas em laboratérios de fitopatologia, microbiologia,
bioquimica e anatomia vegetal, entre outros, além de técnicas de estudo da
interacdo fungo-planta pela introducao de gene reporter, recomendadas para
laboratdrios que trabalham com biologia molecular.
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2 Técnicas Microscopicas

2.1 Microscopia optica

Em estudos da interacdo fungo-planta, o microscépio éptico de luz tem
sido utilizado para visualizacao de estruturas fingicas no interior do tecido vege-
tal (como haustérios, hifas vegetativas, arbusculos, vesiculas, “pelotons”,
microesclerddios etc.). Principalmente quando aliado a técnicas de histoquimica,
permite a visualizacao e localizacdo de compostos e processos no tecido vegetal
durante a referida interacao.

Nessa interacao fungo-planta, esse microscépio tem sido ainda utilizado
para anélise da expressao génica em nivel celular, tanto por hibridizacao in situ
(Freytag et al., 1994) quanto pelo uso de genes repoérteres visualmente
detectaveis, como o GUS (B-D-glucuronidase) (Schweizer et al., 1999). Em
fungos, a utilizacdo de GUS pode ter dois objetivos basicos: marcador
histoquimico da hifa e gene repdrter para andlise da expressao de um gene de
interesse. Para isso, é necessario o uso de um vetor em que o gene da B-D-
glucuronidase de Escherichia coli é colocado sob o controle de um promotor
reconhecido pelo fungo. O promotor deve ser fortemente reconhecido pela
maquinaria de transcricao do fungo para utilizagdo de GUS como marcador
histoquimico ou, entao, ser o promotor de um gene de interesse, cujo objetivo
é analisar o momento da expressao durante o desenvolvimento da doenga
(Figura 10.1). Esse vetor quimérico € introduzido na espécie flingica de interes-
se, e um transformante € analisado quanto ao processo de patogenicidade.
Decorrido o tempo de infeccao no hospedeiro, amostras sao coletadas, corta-
das e colocadas para reagir com o substrato'de GUS (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-D-glucuronide (X-GlcA). Essa reagao gera um produto precipitado
azul. O desenvolvimento do fungo pode ser acompanhado no microscépio
6ptico comum, estando o produto azul diretamente ligado a expressao de GUS,
que esta relacionada com a expressao do gene de interesse.

Outra forma de uso de um transformante GUS+ ¢é a avaliagdo microscépi-
ca da eficacia de fungicidas. Essa possibilidade foi reportada por Doohan et al.
(1998), que relataram que o gene repdrter GUS permitiu a discriminacao da
eficiéncia de diferentes fungicidas contra o patégeno do trigo Fusarium culmorum,
bem como de F. oxysporum (Couteaudier et al., 1993) e F. moliniforme (Yates et
al., 1999).
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Obs.: A fluorescéncia nao é vista a olho nu, como indicado no esquema, mas somente com o uso do
microscopio de fluorescéncia.

Figura 10.1 - Esquema da utilizacao do gene da 3-D-glucuronidase de Escherichia
: coli e do gene da proteina verde fluorescente (GFP) de Aequorea
victora para estudos de expressao génica e monitoramento do fun-
go no tecido do hospedeiro. No esquema esta representado apenas
o resultado da proteina verde fluorescente: a) Vetor contendo um
promotor constitutivo para monitoramento do desenvolvimento do
fungo no tecido do hospedeiro. Todo o micélio do fungo e outras
estruturas, como esporos, emitem fluorescéncia; b) Uso de vetor
contendo o promotor de um gene de interesse para analisar a ex-
pressao do gene. Hipoteticamente, o gene estaria relacionado a for-
magao do apressério e somente seria expresso nessa estrutura.
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2.2 Microscopia de fluorescéncia

O microscépio de fluorescéncia é um tipo de microscépio em que o com-
primento de onda da luz incidente excita a molécula presente na preparacéo, e
esta entdo emite uma luz com um novo comprimento de onda. Geralmente, a luz
incidente possui comprimento de onda na faixa do ultravioleta (100 a 400 nm),
e um filtro presente antes da lente objetiva permite apenas a passagem da luz
excitada. Alguns componentes da célula podem ser naturalmente
autofluorescentes, ou moléculas de fluorocromos podem ser adicionadas para
agir como sondas em relacdo a constituintes ou processos celulares. A microscopia
de fluorescéncia permite que proteinas especificas ou organelas sejam detecta-
das em materiais fixados e nao-fixados, corados com corantes fluorescentes ou
com anticorpos marcados com fluorescéncia. A movimentacdo de proteinas
recombinantes fluorescentes (expressas ou microinjetadas) pode ser também
observada em células vivas. Além disso, a fusdao de promotores de genes de
interesse com a regiao estrutural de proteinas fluorescentes pode ser feita para o
estudo da expressao de genes.

2.2.1 Técnicas imunocitoquimicas

As técnicas imunocitoquimicas de fluorescéncia baseiam-se no uso de
anticorpos ligados a compostos fluorescentes, nos quais auxiliam a visualizacao de
estruturas ou proteinas especificas na célula. Uma molécula de um anticorpo reage
com um unico epitopo, uma configuracao especifica de aminoécidos ou residuos
de aclcar, por exemplo. Dessa forma, essas técnicas podem ser empregadas no
estudo de possiveis determinantes de patogenicidade, incluindo a secrecéo de to-
xinas fangicas e enzimas degradativas. Além disso, anticorpos podem ser produzi-
dos para ligagao em moléculas especificas de estruturas ligadas ao processo infectivo,
como os apressoérios. E importante ressaltar que, quando a molécula a ser localiza-
da esta no interior celular, € necesséria a permeabilizacao do anticorpo. A grande
vantagem dessas técnicas em relacao a outras de localizacdo por fluorescéncia
(como a fusao de proteina verde fluorescente) é que nao requerem nenhum siste-
ma de transformacao do fungo. Além disso, embora muito do entendimento que
se tem da defesa do hospedeiro venha de estudos genéticos moleculares, o uso de
anticorpos vem fornecendo dados importantes sobre a localizagao in situ, que é
crucial para compreender o papel das respostas das plantas.

Uma técnica batizada de citologia molecular, que é a localizacao in situ de
moléculas de interesse pela marcacao com lecitinas, enzimas e anticorpos, e a
visualizacdo da marcagao por um sistema fluorescente ou por ouro coloidal tém
gerado importantes contribuicoes para a compreensao da estrutura e biologia de
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fungos, tornando-se parte integral de estudos moleculares, genéticos e bioquimicos
(Hardham e Mitchell, 1998). Na citologia molecular, o uso de anticorpos tem
revelado detalhes na estrutura e fungdo de compostos de células ftingicas e no
processo de infecgao — como na adesao de esporos, secrecao de enzimas pela
hifa invasora e diferenciacao de estruturas de infeccao —, além de evidenciar
resposta do hospedeiro como reconhecimento do fungo invasor e modificacoes
da parede celular em resposta a infecgao (Hardham e Mitchell, 1998).

2.2.2 Corantes fluorescentes

Novos corantes fluorescentes, que se ligam a compostos celulares especi-
ficos como acidos nucléicos, membranas ou organelas especificas, estdo dispo-
nfveis no mercado. Esses corantes podem ser utilizados in vivo e sdo compati-
veis com microscopia de fluorescéncia-padrao ou confocal. Vale ressaltar que,
em alguns casos, o corante sé pode se ligar ao seu alvo intracelular apds
microinjecao ou eletroporacao. Com o uso de corantes, cuja fluorescéncia é
proporcional a concentracao de fons Ca?* ou H*, a microscopia de fluorescéncia
pode identificar locais de concentracao de Ca?* e medir o pH intracelular de
células vivas, mesclando informagdes de morfologia ou arquiteturais com in-
formacoes funcionais a respeito da comp051gao e concentragao de elementos

na interface fungo-planta.

2.2.3 Proteinas fluorescentes verde, azul e vermelha

Proteinas fluorescentes sao 6timas ferramentas para estudos da interacao
fungo-planta, sendo freaiientemente utilizadas para monitorar o comportamen-
to dos fungos dentro do tecido do hospedeiro em diferentes condicdes fisiologi-
cas (Cormack, 1998). O gene que codifica a proteina verde fluorescente (GFP
do inglés green fluoescent protein) foi clonado da agua-viva Aequorea victora
em 1992 (Prasher, 1992) e, desde entao, tem sido encontrado em uma grande
variedade de espécies (Lorang et al., 2001).

O gene GFP selvagem pode nao conferir uma fluorescéncia apreciavel
para muitos fungos, primariamente devido a baixa eficiéncia de traducao (Lorang
et al., 2001). Tém-se desenvolvido variantes desse gene com otimizacao do uso
de cddons preferenciais para leveduras, plantas ou mamiferos. Essas proteinas
variantes apresentam aumento tanto na fluorescéncia quanto na solubilidade. O
seu enorme sucesso como gene reporter pode ser atribuido a caracteristicas Gni-
cas dessa proteina de 238 aminoéacidos e 26 KDa, que tém absor¢ao méxima no
comprimento de onda de 395 a 475 nm e emitem luz em um maximo de 508
nm. A fluorescéncia de GFP requer apenas luz ultravioleta ou luz azul e oxigénio.
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Ao contrario de outros repdrteres (B-glucuronidase, b-galacturonidase,
chloramphenicol acetyltransferase e luciferase), que necessitam de co-fatores ou
substratos para sua atividade, a observacao in vivo da expressao de GFP é pos-
sivel com células individuais, com populagdes de células, ou em organismos in-
teiros interagindo com outros organismos ou com o ambiente em tempo real.
Complicagdes causadas pela destruicao das amostras, permeabilizacdo celular
para os substratos ou liberacao do produto nédo ocorrem. Essa proteina GFP é
também extremamente estavel in vivo e tem sido fusionada com a extremidade
C ou N terminal de muitas proteinas celulares ou extracelulares sem perda da
atividade, permitindo a andlise de regulacédo de genes, localizacao de proteinas
ou marcacao de organelas especificas (Lorang et al., 2001).

Além da emissao de luz na regido do verde, demonstrou-se que algumas
variantes da GFP emitem luz na regiao do azul (Heim e Tsien, 1996), e, por
ocorrer mutacao pontual na regi@o cromoéfora, onde a Tyr® foi modificada para
His®, eles foram designadas proteinas azuis fluorescentes (BFPs).

Outra proteina que apresenta caracteristicas desejaveis para o estudo da
interacao fungo-planta é a vermelha fluorescente (DsRed) (Waal et al., 2000).
DsRed é um homodlogo de GFP, que é naturalmente encontrada nas partes colo-
ridas do coral Discossoma sp. Essa proteina possui os pontos mais distantes de
excitagao e emissao de uma proteina fluorescente selvagem (558/583 nm) (Matz
etal., 1999). E, por isso, a discriminacao entre GFP e DsRed é facil, o que faz de
DsRed uma parceira ideal para sistemas de dupla marcagao com GFP (Czymmek
et al., 2002). Essa proteina foi introduzida em Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, verificando-se seu grande potencial para monitora-la nos tecidos
infectados do tomateiro (Nahalkova e Fatehi, 2003).

2.3 Microscopia de varredura a laser confocal (MVLCQC)

A microscopia de varredura a laser confocal é atualmente o tipo mais
freqlientemente utilizado em combinacdao com sondas fluorescentes e proteina
verde fluorescente. Com a MVLC, a iluminagao é alcangada pela varredura de
um ou mais focos de feixes de luz a laser através da amostra examinada. A
amostra escaneada em diferentes focos é reconstruida tridimensionalmente por
meio de processos de digitalizagao de imagens em computador.

A MVLC é particularmente interessante devido a sua alta sensibilidade e &
possibilidade de se observarem sinais moleculares especificos, através das ima-
gens tridimensionais geradas pelo seccionamento éptico do material, registrando
e exibindo eventos no decorrer do tempo, sem a necessidade fisica de cortes do
material bioldégico. Como exemplo, relata-se que a observagdo confocal de
Magnaporthe grisea expressando a fusao EGFP1 e de um gene que codifica
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calmodulina requerido para a formacao do apressério (CAMmg) revelou que a
expressao de CAMmg requer a fixacdo do conidio a superficie e é inibida por
auto-inibidores da germinagao. Além disso, a inibicao de CAMmg pode ser re-
vertida pela adigao de alguns compostos do hospedeiro (Liu e Kolattukudy, 1999).

2.4 Microscopia eletronica de transmissdo — Imunolocalizacdo

Aliada a anticorpos para alvos partictilares, a microscopia eletronica de
transmissao tem sido amplamente utilizada para interpretar o papel de determi-
nada proteina na patogenicidade. Metais pesados, como o ouro ou o ésmio,
aparecem negros na micrografia, pois eles promovem a difracdo da maioria dos
elétrons incidentes, uma vez que esses elétrons dispersos nao sao focados pelas
objetivas eletromagnéticas e nao formam imagem. O teréxido de ésmio cora
preferencialmente certos componentes celulares como as membranas, as quais
aparecem escuras em micrografias. Proteinas especificas podem ser detectadas
em cortes ultrafinos, através do uso de particulas de ouro eletrodensas revestidas
com proteina A, uma proteina bacteriana (isolada de Staphylococcus aureus)
que se liga a moléculas de anticorpo inespecificamente (Figura 10.2). Primeira-
mente, o anticorpo é colocado em contato para interagir com seu antigeno espe-
cifico em um corte ultrafino. Apéds a interagéo, o corte é tratado com o complexo
Proteina A-particulas eletrodensas de ouro, de 5-7 nm de didmetro. A ligagao
desse complexo ao dominio Fc da molécula do anticorpo faz da proteina alvo
“visivel” na microscopia eletronica de transmissao.

Proteina A

Anticorpo

Ouro

R

\

Dominio
=

Figura 10.2 - Esquema da utilizacdo do complexo Proteina A-particulas
eletrodensas de ouro para imunolocalizacdo de proteinas espe-
cificas relacionadas a interacao fungo-planta.
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2.5 Microscopia crioeletronica

A microscopia eletronica convencional nao pode ser utilizada no estudo
de células vivas, por serem estas geralmente bastante vulneraveis as condigoes
requeridas no preparo das amostras bioldgicas. A auséncia de dgua em particu-
lar faz com que as macromoléculas do tecido vegetal ou fungico se tornem
desnaturadas e ndo-funcionais. Entretanto, a técnica de microscopia crioeletronica
auxilia o exame de material biolégico hidratado, nao-fixado e nao-corado direta-
mente na microscopia eletrénica de transmissao ou varredura. Nessa técnica,
um filme extremamente fino da suspensdo aquosa de uma amostra é aplicado a
um suporte de base. Apds o congelamento em nitrogénio liquido e a manuten-
cao da amostra congelada em uma montagem especial, a amostra é obser-
vada em microscopia eletronica. A temperatura extremamente baixa
(-196 °C) impede que a &gua evapore (mesmo em vacuo) e a amostra pode
entdo ser observada em detalhe em seu estado natural, hidratada, sem
escurecimento ou fixacdo. Uma vez que o material biolégico dispersa mais elé-
trons do que agua, é possivel observa-lo sem os procedimentos convencionais
de fixacao, coloracao e desidratacao.

2.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura auxilia o investigador a observar a
superficie de material seccionado ou nao-seccionado (como a observagao de
arbtsculos em micorrizas arbusculares ou pelotons em micorrizas orquiddides
em cortes de raiz). A amostra é fixada, desidratada e recoberta superficialmente
por uma fina camada de um metal pesado (como o ouro ou a platina). Apds o
material ter sido recoberto pelo metal, um feixe intenso de elétrons é emitido
pelo microscépio e varre rapidamente a superficie da amostra. Entéao, as molécu-
las contidas na preparagao sao excitadas e liberam elétrons secundérios, que sao
focados dentro de um detector. Como o nimero de elétrons secundarios emiti-
dos em cada ponto da amostra depende do angulo do feixe de elétrons em
relacdo a sua superficie, a micrografia eletrénica de varredura tem uma aparén-
cia tridimensional.

2.7 Microscopia eletrénica associada a microanadlise por raios X

A microandlise de material biolégico por raios X pode ser acoplada a um
conjunto de vérias formas de equipamento de microscopia eletrénica, tanto em
MEV quanto em MET. Nessa andlise, informacdes a respeito da composicao de
elementos do espécime examinado (quais elementos), assim como informacoes
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quantitativas (quantidade de cada elemento), podem ser obtidas, mesclando
dados de morfologia ou arquiteturais com informagdes funcionais a respeito da
composicao e concentracao de elementos na interface fungo-planta (Zeyen, 1982;
Cooper et al., 1996; Bucking e Heyser, 1999; Frey et al., 2000; Ryan et al., 2003;
Williams e Cooper, 2003).

Os procedimentos convencionais para o preparo de material bioldgico para
estudos de ultra-estrutura por MEV ou MET, apesar de fornecerem importantes
informacdes morfoldgicas a respeito da interacao fungo-planta, tém mascarado
caracteristicas essenciais do tecido vivo devido a extracdo de toda a agua e de
materiais soliveis em agua e outros solventes. A-microscopia crioeletrénica pode
também ser acoplada ao sistema de microanalise por raios X, determinando, de
forma pontual, a concentracao de elementos no interior de células e tecidos ttr-

gidos, incluindo o contetdo liquido no espaco intercelular do apoplasto (Mccully
et al., 2000).

3 Métodos

E importante ressaltar que praticamente todos os corantes listados a seguir
podem ser carcinogénicos, portanto devem ser empregadas todas as medidas de
seguranca relativas a tais substancias.

3.1 Clareamento e coloragao de estruturas fungicas em folhas

Substancias como clorofila, borracha, tanino etc., que deixam o tecido
vegetal opaco, precisam ser removidas antes para que as estruturas flingicas pos-
sam ser observadas dentro dos tecidos. Diversos procedimentos podem ser utili-
zados, a saber: :

a) Ferva em &gua e efetue a descoloracdo por lavagem em &lcool antes do
resfriamento do material.

b) Proceda a descoloracao em hipoclorito de sédio (NaOCl) 1% ou peréxido de
hidrogénio (H,O,) 30% (100 volumes) ou peréxido de aménia etc.

¢) Lave em mistura 1:1 de &cido acético:etanol.

d) Embeba em hidréxido de sédio (NaOH) 5% (trocando a solucao diariamen-
te) até o clareamento; acidifique e esquente em solucao de cloral hidratado.
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3.1.1Técnica de clareamento e coloracdo de fragmentos vegetais de
Bruzzese e Hasan (1983)

Essa técnica, originalmente recomendada para o estudo de interacoes entre
plantas e fungos causadores de ferrugens (Uredinales), pode ser aplicada a diver-
sos outros tipos de interacoes fungo-planta, além de ser de grande utilidade
taxondmica para diferenciacao entre os géneros de fungos fitopatogénicos Oidiopsis
e Streptopodium (Phyllactinioideae, Erysiphaceae) (Liberato et al., 2004, 2005).

Material necessario

a) Etanol.

b) Cloroférmio.
c) Acido latico.
d

e

Fenol.

Cloral hidratado.

f) Corante azul-de-anilina.
g) Agua destilada.

)
)

Procedimento

a) Imerja pequenos fragmentos quadrangulares do tecido foliar na solugao corante
clareadora (Solucao 1) (2 mL dessa solucao/cm? de tecido vegetal) e deixe em
um frasco hermeticamente fechado por 48 h, em aproximadamente 20-25 °C.

b) Remova os fragmentos e coloque-os em solucdo de clareamento de cloral
hidratado (Solucao 2) por 12-24 h. Esse passo devera ser repetido por mais
12 h se a amostra retiver muita quantidade de corante.

c) Enxéaglie bem e rapidamente em agua destilada.

d) Monte em meio de polivinil élcool (ou mesmo em lactofenol ou dgua para
répida visualizacao).

Preparo da Solucao 1:

Etanolr95 % st s onais s s 300 mL
ClOTOIGTIMIOL. ... cuiii e egiirbeont 150 mL
Acido 1atico '90%: ... cviiemresarie carsssnnss 125 mL
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Cloral hidratado........c..ccceeeeuvieenne. 450 g
Azul-de-anilina (solivel em agua)......0,6 g

Coloque em um béquer os reagentes na ordem listada e misture-os conti-
nuamente até a dissolucao completa dos compostos sélidos.

Preparo da Solucao 2:

Cloal Bidtalsd6......covmmizoneriaissing 50 g
Agua destilada...........ccoeeeueeeereennne. 20 mL

Aqueca a dgua destilada em um béquer, remova do calor, adicione o cloral
hidratado e misture até a dissolugado completa. Prepare, preferencialmente, em
camara com exaustor para evitar o vapor toxico.

3.1.2 Técnica de coloragao de cortes por dcido periodico-Schiff (Dring,
1955)

Material necessario

a) Etanol.

b) Acido periédico.

¢) Fucsina bésica.

d) Acido cloridrico.

e) Metabissulfito de potéssio.
f) Agua destilada.

g) Lactofenol, &cido latico (para montagem).

Procedimento

a) Desidrate os cortes em série alcodlica.
b

G

) Imerja as amostras em solucao aquosa de acido periédico 1% por 2-5 min.

) Lave em é&gua corrente por 10 min.

d) Imerja em reagente de Schiff por 10 min. A coloragao do fungo sera comple-
tada durante esse tempo, mas os cortes de tecido vegetal permanecerao des-
corados ou singelamente rosados.

e) Transfira os cortes diretamente para uma solucao aquosa de metabissulfito de
potassio. Faca pelo menos duas trocas por um periodo de 10 min.
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f) Lave em agua corrente por 10 min.

g) Monte em lactofenol, &cido latico ou outro liquido de montagem de base
aquosa. ‘

Reagente de Schiff

IR b eilalc i o Yol (ore prigen T s et o N S 0,5¢g
Acido clOridrico ....oooveeimieerreeeeesereeeeseans 10 mL
Metabissulfito de potéssio (anidro)............. 0,5g
Agua destilada ..........ccoovorirorririrrinane, 100 mL

Para dissolugao do corante, coloque a fucsina bésica em um béquer e
adicione 100 mL de &gua destilada apds a fervura. Deixe resfriar até aproxima-
damente 50 °C; filtre e adicione o &cido cloridrico e o metabissulfito de potéssio.
Deixe de um dia para o outro, ou mais tempo, até o clareamento da solucao, que
deve estar transparente ou de coloracao paleéacea. A solucdo pode ser estocada
para uso por até seis meses, se armazenada sob refrigeracdo em frasco escuro
hermeticamente fechado.

3.1.3 Reagente de Bell (Bell, 1951)

Material necessario

a) Cloral hidratado.
b) Azul-de-tripano ou de algodao.
c) Agua destilada.

Procedimento

a) Corte as folhas em pequenos fragmentos quadrangulares (alguns mm?).

)
b) Ferva em &gua destilada por aproximadamente 1 min.
c) Lave o material em alcool antes do resfriamento até a descoloracao.
)

d) Imerja em poucos mililitros do reagente de Bell por 12-24 h e proceda & mon-
tagem entre lamina e laminula em lactofenol ou acido latico. Se mantido aque-
cido (40 °C), o processo de coloracao é acelerado.
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Preparo do reagente de Bell:

Cloral TrBtado v imasmiinssonsnassiass sosn 350 g
Bgua destilada .. .o voisusseiossnssencerisses 140 mL
Azul-de-tripano ou de algodao ............... 0,5¢g

Ferva em agua destilada, remova do calor e adicione os componentes.
Mexa até dissolver e transfira para um frasco hermeticamente fechado (para pre-
venir a cristalizacao).

3.1.4 Tionina e Orange G (Stoughton, 1930)

Nesta preparagao, o fitopatégeno colore-se de violeta-ptrpura; as paredes
de celulose, de amarelo ou verde; e os tecidos lignificados, de azul.

Material necessario

a) Etanol.

b) Tionina.

c) Orange G.

d) Agua destilada.

Procedimento

Desidrate os cortes em série alcodlica.
Core por 5 min em tionina.

a)
b)
c) Lave em &gua.
d)

)

e
f) Lave bem em etanol absoluto para desidratacao.

Lave em etanol 95%.
Diferencie em Orange G por 2-5 min.

g) Efetue o clareamento em xileno. -
h) Monte em bélsamo-do-canada ou euparol.

3.1.5 Azul-de-Toluidina (Ghemawat, 1977)

Material necessario

a) Etanol.
b) Azul-de-toluidina O.
c) Agua destilada.
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Procedimento

a) Remova as bolhas de ar das tiras de folhas através da imersao em alcool por
10 min.

b) Enxéglie o excesso de &lcool com uma solucao de 0,05% de azul-de-toluidina O.

c) Core por 15 min em solucao de azul-de-toluidina O, a 0,05% de solucao
recém-preparada.

d) Monte em solucao de 0,005% de azul-de-toluidina O, examine imediatamen-
te ou deixe em camara Gmida. Para estocar por mais de 24 h, sele com esmal-
te de unha.

3.1.6 Clareamento e coloragdo de estruturas ftingicas em raizes (Phillips
e Hayman, 1970; Brundrett et al., 1996; Dickson e Smith,
1998; Peterson et al., 2004) (Figura 10.3-4)

Raizes mais velhas ou mais espessas, com grande quantidade de fenol ou
mais suberizadas, requerem clareamento mais vigoroso (incluindo autoclavagem)
e um passo adicional de branqueamento em peréxido alcalino (0,5% NH,OH,
0,5% H,0O, v/v em agua) (Bevege, 1968; Komanik e Mcgraw, 1982). A pré-colo-
ragao antes do branqueamento ird ajudar a garantir que o corante tingira a pare-
de fungica (Haugen e Smith, 1992).

Material necessario

) Etanol.

b) Hidréxido de potéssio.
c¢) Peréxido de hidrogeénio.
d)

e) Acido cloridrico.
f) Acido latico.

a
Hidréxido de amonio.

g) Corantes “Chlorazol Black E” ou azul-de-tripano ou fucsina acida.
h) Glicerina.
i) Agua destilada.

Procedimento

As raizes devem ser lavadas para retirada de restos de solo e usualmente
fixadas em etanol 50% por pelo menos 24 h. As raizes podem também ser clare-
adas sem a fixacao prévia do material.
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Figura 10.3 - Radicela de Oncidium flexuosum colonizada por Ceratobasidium
sp. apds clareamento do tecido vegetal e coloracao das estruturas
fingicas pela técnica de Phillips e Hayman (1970). 3 - Hifas
vegetativas de Ceratobasidium sp. saindo pela extremidade apical
da radicela de O. flexusoum. 4 - Radicela em estadio mais avan-
cado de desenvolvimento, colonizada por diversas hifas, mos-
trando o enovelamento na regido da extremidade apical da
radicela. Barras = 1,0 mm.

Fonte: Pereira et al., 2005.
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a) Enxégtie em agua (de preferéncia destilada) por trés vezes.

b) Efetue o clareamento das raizes em solucao de 5 ou 10% KOH (a depender
da fragilidade da raiz) e autoclave por 20-40 min, ou as mantenha em banho-
maria a 90 °C por 2-3 h. Algumas raizes muito finas podem ser clareadas em
temperatura ambiente se deixadas imersas na solugao por 12 h ou mais.

c) Enxaglie em agua (de preferéncia destilada) por trés vezes.

d) Se as raizes forem muito pigmentadas, elas deverao ser clareadas em 30-35%
de perdxido de hidrogénio: dgua destilada (1:1), adicionando hidréxido de
amonio até a concentragao final de 0,05%. A duragao ird depender do tipo
de raiz, mas normalmente 5 min sao suficientes.

e) Enxagiie em dgua (de preferéncia destilada) por trés vezes.
f) Acidifique em HCI 2% ou &cido latico 2% por 1-2 min.

g) A coloracao pode ser feita com um dos respectivos corantes: “Chlorazol Black
E” (0,03%), azul-de-tripano (0,05%) ou fucsina &cida (0,1%). A solucao corante
consiste de 80% de acido latico: dlicerina: agua destilada 1-1-1. As raizes
serao coradas por 2-3 h, a 90 °C. A coloracéo utilizando-se algum dos dois
ultimos corantes requer mais tempo. Coloracdo em fucsina acida é preferivel
para exame do material em microscopia a laser confocal.

h) Proceda a descoloracao em 50% de glicerina por aproximadamente 24 h.

i) Monte as raizes entre lamina e laminula em solucao de glicerina 50%.

3.1.7 Clareamento e coloragdo de estruturas flingicas em tecidos lenhosos

Tecidos lenhosos precisam ser previamente seccionados, com criomicrétomo
ou micrétomo de manivela, antes do processo de coloracao.

Material necessario

a) Safranina.
b) Acido picrico.
c) Etanol.

d)

e) Oleo de cedro ou xileno.
f) Agua destilada.

g) Balsamo-do-canadé ou euparol (para montagem).

Azul-de-anilina.
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Procedimento

a) Ferva a amostra em agua destilada até que esteja encharcada. A amostra ird
submergir.

b) Corte as amostras na espessura desejada, com o uso de micrétomo.

c) Efetue a coloragao dos cortes em solucao aquosa de safranina 1% por apro-
ximadamente 30 s.

d) Lave o excesso de corante em agua, deixando os cortes pouco corados.

e) Com o corte na lamina, efetue a coloragdo em azul picroanilina e, com cuida-
do, esquente levemente em lamparina até breve fervura.

f) Lave com agua todo o contetido azulado retido na lamina.
g) Lave varias vezes em etanol (75 e 95%) e desidrate em etanol absoluto.
h) Lave em 6leo de cedro ou xileno.

i) Monte em balsamo-do-canada ou euparol.

3.1.8 Coloragao de estruturas fungicas em material embebido em
resina (LR White resin ou Spurr’s resin)

Material necessario

a) Azul-de-toluidina O.
b) Borato de sédio.

c) Agua destilada.

Procedimento

a) Prepare uma solucao de azul-de-toluidina O (ATO) com a adicao de 0,05 g de
ATO e 1,0 g de borato de sédio a 100 mL de dgua destilada. Filtre e armazene
o reagente em um frasco.

b) Apds os cortes terem sido fixados a lamina pelo calor, adicione a solucao de
ATO até cobrir todo o corte. Aqueca suavemente.

c) Enxagtie o corante da lamina e deixe secar.

d) Laminas permanentes podem ser preparadas com adicdo de uma gota de
6leo de imersao, cobertas com a laminula e seladas com esmalte de unha.
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3.2 Histoquimica de compostos fenolicos em tecido vegetal

Os compostos fendlicos formam uma classe de compostos do metabolis-
mo secundario, que possui um grupo hidroxila ligado diretamente a um carbono
de um anel benzénico. Em plantas, constituem um grupo quimicamente hetero-
géneo. Muitos estudos tém demonstrado o papel crucial desses compostos na
resisténcia ao organismo invasor.

Quando as plantas estédo com estresse hidrico, os compostos fendlicos sao
acumulados nos vactolos, garantindo a manutengéo do arcabouco celular e da
integridade dos tecidos. Portanto, as plantas a serem utilizadas em experimentos
que envolvam métodos histoquimicos de deteccao de compostos fendlicos nao
devem sofrer estresse hidrico durante a conducao do experimento.

3.2.1 Compostos fenolicos gerais

3.2.1.1 Cloreto de ferro Il (Johansen, 1940)

Este teste é usualmente utilizado para histolocalizacao de compostos
fendlicos simples que complexam o fon de ferro, dando origem a precipitados
intensamente corados.

Material necessario

a) Cloreto de ferro III.
b) Agua destilada.

Procedimento

a) Trate o material vegetal com cloreto de ferro Il 10% por 15-30 min, seguido
de lavagem rapida com agua destilada. Note que os fendis coram-se de azul,
negro, purpura, verde ou violeta.

3.2.1.2 Formalina 4% e sulfato ferroso 10% (Johansen, 1940)

Material necessario

a) Formaldeido.

b

(64

)
) Sulfato ferroso heptaidratado.
) Acido acético glacial.

d) Agua destilada.
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Procedimento

a) Coloque o material na solucao fixadora por 48 h.
b) Lave 5-6 vezes o material fixado em &gua destilada por 15 min.

c) Submeta-o a processos de desidratacao ou a outros. Note que os fendis co-
ram-se de azul, negro, purpura, verde ou violeta.

Preparo da solucao fixadora

Coloque 4,0 mL de formaldeido 37% + 10,0 g de sulfato ferroso
heptaidratado e complete com &gua destilada até o volume final de 100 mL.
Schneider (1977) propos outra opcao de solugao fixadora constituida de 10% de
formalina e 2% de sulfato ferroso:

10,0 mL de formaldeido 37% + 0,25 mL de acido acético glacial + 2,0 g
de sulfato ferroso heptaidratado, e complete com agua destilada até o volume
final de 100 mL.

Obs.: O acido acético nao interfere no processo de precipitacdo dos com-
postos fendlicos pelo formaldeido, e o sulfato ferroso tem a funcao somente de
retardar a precipitacao do sulfato ferroso durante a estocagem do fixador.

3.2.1.3 Dicromato de potdssio (Gabe, 1968)

O método baseia-se na formacgao de um produto corado por condensagao
dos grupos -OH livres dos compostos fendlicos com o cromo do dicromato de
potassio. :

Material necessario

a) Dicromato de potassio.
b) Aguq destilada.

Procedimento

Coloque o material vegetal em solucao de dicromato de potassio 10% por
15-30 min e, em seguida, enxaglie rapidamente o material em &gua. Note que
os compostos fendlicos coram-se de castanho-avermelhado.
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3.2.1.4 Diazorreagdo (Ganter e Jollés, 1970)

O método baseia-se na formacdo de um complexo azdico corado por
condensacao do fenol com um sal de diazénio, em meio alcalino. Apesar de o
fenol e o sal de diazonio serem incolores, o produto da reagao é corado. A
diazorreacéo é caracteristica dos compostos fenélicos com um grupo -OH livre e
sem substituintes em posicao orto ou para, relativamente ao -OH.

Material necessario

a) Fast-Blue B.
b) Tampao veronal.
¢) Acido cloridrico.

d) Agua destilada.

Procedimento

a) Coloque o material vegetal em solucao de Fast-Blue B 0,1% em tampéao veronal
0,1 M, pH 7,5-8,5 (recém-preparado) durante 1-2 min a 4 °C.

b) Proceda a lavagem em HCI 1% e em etanol 70% durante trés vezes por 2 min.

¢) Enxagtie rapidamente em &gua. Note que os compostos fendlicos coram-se
de vermelho.

3.2.1.5 Acdo de fluorocromos (Charriére-Ladreix, 1976) “em luz ultravioleta”

Alguns fluorocromos, como o cloreto de aluminio, o acetato de magnésio,
o acetato neutro de chumbo e o reagente de Wilson (mistura citrobérica de Wil-
son), ao reagirem com os flavondides, induzem uma fluorescéncia secundaria
relativamente estavel em meio acido.

Os flavondides emitem uma fluorescéncia secundaria, mais ou menos in-
tensa, de cor amarelo-esverdeada em presenca de cloreto de aluminio, acetato
de magnésio e acetato neutro de chumbo. Alguns flavonéides emitem uma
fluorescéncia amarela muito intensa com o reagente de Wilson. Deve-se fazer um
controle, verificando se o fluorocromo apresenta fluorescéncia por si s6. Observe
também cortes que nao foram submetidos a acao dos fluorocromos.

Material necessario

a) Fluorocromo (cloreto de aluminio, acetato de magnésio, acetato neutro de
chumbo ou reagente de Wilson).
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b) Agua destilada ou metanol (a depender de qual sera utilizado como solvente
para o fluorocromo).

Procedimento

a) Coloque o material vegetal em solucao do fluorocromo durante 15-30 min.

b) Proceda a lavagem rapida no solvente.

Fluorocromos utilizados

- Cloreto de aluminio 5-15% (solucao aquosa ou metalénica).
- Acetato de magnésio 5% (solucao metalonica).
- Acetato neutro de chumbo 1-3% (solucao aquosa).

- Reagente de Wilson [acido citrico 10% em acetona e solucao saturada de &ci-
do bérico em acetona (v/v)].

3.2.2 Taninos - Vanilina cloridrica (Mace e Howell, 1974)

O método fundamenta-se na formagéo de um produto de condensacéo
resultante da reagao dos grupos aldeidicos da vanilina com os compostos fendlicos.
Material necessario

a) Vanilina.

b) Acido cloridrico.

Procedimento

a) Coloque o material vegetal em solucéo de vanilina 0,5% em é&cido cloridrico
9% durante 10 min.
b) Proceda a montagem em écido cloridrico 9%.

Os taninos coram-se de vermelho. E interessante proceder a um controle
do método com cortes montados apenas em acido cloridrico 9%.

3.2.3 Ligninas

A lignina ou o processo de lignificacdo pode, por meio da modificacéo
quimica das paredes celulares, interferir no crescimento de fungos fitopatogénicos,
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em razao do aumen.o de resisténcia das paredes a acao de enzimas degradadoras,
na difusao das toxinas do patégeno em diregao ao hospedeiro e de nutrientes do
hospedeiro em direcao ao patégeno (Pascholati e Leite, 1995).

3.2.3.1 Ftoroglucinol (Johansen, 1940)
O floroglucinol, ao reagir com o alcool coniferilico, forma um complexo
veimelho em meio cloridrico.

Material necessario

a) Floroglucinol.
b) Acido cloridrico.

Procedimento

Coloque o material vegetal em solucao de floroglucinol em HCI 20% du-
rante 1-2 min. As ligninas coram-se de vermelho intenso.

3.3 Histoquimica de calose em tecido vegetal

Sob a hifa de penetracdo, entre a membrana plasmética e a parede celular
no sitio de infeccao pode ocorrer a formacao de papilas, em geral constituidas de
calose (b-1,3 glucanos), além de conter lignina, derivados fendlicos, celulose,
silicio e suberina, servindo de barreira contra a penetracédo e troca de metabélitos
entre o hospedeiro e o patégeno (Pascholati e Leite, 1995). Pode também ocor-
rer a deposicao de material celulésico (calose) e lignina na hifa, dando origem a
uma bainha ou “tubo lignifero”, que impede seu progresso no interior do
citoplasma (Pascholati e Leite, 1995).

3.3.1 Azul-de-Anilina (Smith e Mccully, 1978) “em luz azul”

Material necessario

a) Azul-de-anilina.

b) Tampao fosfato de potéassio.
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Procedimento

Coloque o imaterial vegetal em solucao de azul-de-anilina 0,05% em tam-
pao fosfato de potéssio 0,06 M, pH 8,0, durante 5 min. O tampéao fosfato de
potassio deve ser elaborado no momento do preparo da solucao de azul-de-
anilina. A calose fluoresce em amarelo.

3.5.2 Calcofluor White “em luz ultravioleta”

Material necessario

a) Calcofluor White MR2.
b) Agua destilada.

Procedimento

a) Coloque o material vegetal em solucao de Calcofluor White MR2 0,01%, du-
rante 5-10 min.

b) Enxagilie o material rapidamente em &gua. b-1,3 glucanos e alguns
polissacarideos fluorescem de azul.

3.4 Estudo da interacdo fungo-planta pela introducdo de gene
reporter

Uma das ferramentas mais interessantes para o estudo da interacao fungo-
planta é o uso de um gene reporter para diferenciar e facilitar a visualizagao da hifa
nas analises microscépicas, bem como para a anélise da expressdo de genes de
patogenicidade (Figura 10.1). Independentemente do objetivo, esse tipo de estudo
requer bom conhecimento das técnicas de biologia molecular, aliado ao das dife-
rentes técnicas de microscopia. Entretanto, alguns aspectos muito importantes de-
vem ser considerados antes da montagem de um experimento. A expressao de
GFP em fungos fitopatogénicos requer uma variante do gene GFP eficientemente
traduzida em fungos, um sistema de transformacao, e um promotor que seja reco-
nhecido pela espécie flngica de interesse e que satisfaca o requerimento de dado
objetivo experimental. Provou-se ja que o gene GFP selvagem é estavel e produz a
fluorescéncia verde esperada. Entretanto, em muitos casos, o isolamento de alelos
mutantes tem produzido melhores resultados, provavelmente por contornar pro-
blemas relacionados ao processamento do transcrito, cédons preferenciais e, ou,
estabilidade da proteina (Gold et al., 2001). Vetores para a expressao de GFP tém
sido desenvolvidos para as principais classes de fungos filamentosos: basidiomicetos,
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ascomicetos e oomicetos. O vetor a ser escolhido obviamente depende da espécie
fngica a ser transformada e de sua aplicacao. Vetores que direcionam GFP para
organelas especificas ou para expressao constitutiva de GFP sao disponiveis, mas
a aplicabilidade de dado vetor para uso em amplo espectro nao é conhecida, uma
vez que a funcionalidade da maioria dos vetores tem sido demonstrada em poucos
fungos. Outro problema que pode estar relacionado a essa metodologia é a dispo-
nibilidade de promotores, uma vez que um nimero bem limitado de promotores
fungicos tem sido caracterizado (Lorang et al., 2001). O processo de introducéo do
vetor na célula fingica, chamado de transformacao, pode ser realizado de diferen-
tes maneiras, cada uma apresentando suas vantagens e desvantagens, e, da mes-
ma forma, diferentes genes podem ser utilizados como marcadores de selecao,
sendo aconselhada a leitura de uma reviséo sobre o assunto (Fincham, 1989; Ruiz-
Diez, 2002).

3.4.1 Proteina verde fluorescente para estudos do crescimento e
monitoramento de hifas ftingicas

Para facilitar a visualizacao do fungo na planta, monitorar sua distribuicdo
e estimar sua biomassa, toda a hifa é marcada com GFP. A marcacao de toda a
hifa tipicamente resulta na localizagéo citoplasmética da proteina GFP, que ocor-
re em todos os diferentes tipos morfolégicos (hifa, esporos, apressério etc.) sem
nenhum efeito ébvio no crescimento ou na patogenicidade do fungo (Lorang et

al., 2001).

Quando o objetivo é visualizar a hifa no tecido do hospedeiro, é aconse-
lhada a utilizacao de promotores que sejam fortemente reconhecidos pela espé-
cie de interesse (Figura 10.1). Como exemplo da aplicagdo de GFP com esse
objetivo, podem-se citar Maor et al. (1998), que acompanharam o desenvolvi-
mento do fungo Cochliobolus heterostrophus dentro das folhas de milho e foram
capazes de correlacionar a fluorescéncia com a massa micelial e niveis da doen-
ca, e Oren et al. (2003), que caracterizaram os eventos iniciais da interacao no
patossistema Fusarium moliniforme - milho.

Material necessario

a) Vetor quimérico contendo o gene GFP sob o comando de um promotor
constitutivo e marcador de selecao apropriado.

b) Linhagem receptora para os experimentos de transformacao (pode ser a proé-
pria linhagem selvagem se o gene de selecéo for um gene de caractere domi-
nante ou uma linhagem selvagem apropriada para complementacao da mu-
tacdo).
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c) Meios de cultura apropriados para crescimento do fungo e selecao dos
transformantes.

d) Variedade suscetivel do hospedeiro.

e) Microscépio de fluorescéncia.

Procedimento

a) Obtenha o mutante apropriado para a complementacdo com o gene de sele-
céo (se o gene de selecéo for um gene dominante, n&do héa necessidade desse
passo).

b) Obtenha uma preparacéo de boa qualidade e alta concentracao (aproxima-
damente 5 pg.ul!) do vetor quimérico contendo o gene GFP sob o comando
de um promotor constitutivo.

c) Transforme a linhagem mutante, ou a selvagem, com o vetor quimérico (uti-
lize o protocolo de transformagao mais conveniente, considerando-se tanto a
espécie quanto as condicoes do laboratério).

d) Selecione um transformante para as anélises microscépicas.

e) Inocule o transformante em um hospedeiro suscetivel de acordo com proto-
colos gerais descritos para o patossistema.

f) Colete amostras do tecido infectado de tempos em tempos.
g) Efetue a microtomia e o preparo das laminas.

h) Analise os cortes em microscépio de fluorescéncia.

3.4.2Proteina verde fluorescente para andlise da expressao de genes
envolvidos na interagao fungo-planta e localizagdo de proteinas de
interesse

O objetivo mais comum do gene GFP é seu uso como gene reporter para
estudo da expressao génica de um gene de interesse (por exemplo, um gene relaci-
onado a patogénese). Para alcancar esse objetivo, o gene de interesse ja deve estar
clonado e pelo menos sua regiao promotora seqlienciada. E construido, entdo, um
vetor quimérico e a regiao estrutural do gene GFP é colocada sob controle do
promotor do gene de interesse. Esse vetor é introduzido no fungo pelo processo de
transformacéo mais conveniente, e um transformante é analisado quanto ao de-
senvolvimento da doenga no hospedeiro. O desenvolvimento do fungo é acompa-
nhado por microscopia de fluorescéncia, e, quando a proteina GFP estiver presen-
te, esse crescimento ocorrerd, se o gene estiver expresso (Figura 10.1).
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A expressao de diferentes genes de fungos fitopatogénicos tem sido estu-
dada pela fusao com GFP em diferentes condigbes in vitro durante a infeccao da
planta(por exemplo: um gene que codifica endopolygalacturonase em
Colletotrichum lindemunthianum (Dumas et al., 1999), um gene essencial para a
patogenicidade em Colletotrichum gloesporioides (Stepheson et al., 2000) e gene
que codifica para calmodulina em Magnaporthe grisea (Liu e Kolattukudy, 1999)).

Material necessario

a) Gene de interesse relacionado a patogenicidade caracterizado.

b) Vetor quimérico contendo o gene GFP sob o comando do promotor do gene
de interesse e marcador de selecao apropriado.

¢) Linhagem receptora para os experimentos de transformacao (pode ser a pré-
pria linhagem selvagem se o gene de selecdo for um gene de caractere domi-
nante ou uma linhagem selvagem apropriada para complementacao da mu-
tacao).

d) Meios de cultura apropriados para crescimento do fungo e selecao dos
transformantes.

e) Variedade suscetivel ao hospedeiro.

f) Microscépio de fluorescéncia.

Procedimento
a) Obtenha o mutante apropriado para a complementacéo com o gene de selecao
(se 0 gene de selecao for um gene dominante, nao ha necessidade desse passo).

b) Obtenha uma preparacao de boa qualidade e alta concentracao (aproxima-
damente 5 pg.ult) do vetor quimérico contendo o gene GFP sob o comando
do promotor do gene de interesse.

¢) Transforme a linhagem mutante ou a selvagem com o vetor quimérico (utilize
o protocolo de transformacgao mais conveniente, considerando-se tanto a es-
pécie quanto as condigoes do laboratério).

d) Selecione um transformante para as analises microscépicas.

e) Inocule o transformante em um hospedeiro suscetivel de acordo com proto-
colos gerais descritos para o patossistema.

f) Colete amostras do tecido infectado de tempos em tempos.
g) Proceda a microtomia e ao preparo das laminas.

h) Analise os cortes em microscépio de fluorescéncia.
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4 Exercicios

1) Colete no campo materiais infectados por fitopatégenos causadores de oidio
(Erysiphales) e de mildio (Peronosporales). Corte pequenos fragmentos
quadrangulares (de aproximadamente 0,5 cm?) de tecido vegetal infectado e
proceda ao clareamento e a coloragao dos fragmentos pela técnica de Bruzzese
e Hasan (1983). Observar ao microscépio éptico a interagao desses
fitopatégenos com os estdbmatos no tecido vegetal.

2) Colete, no campo, material infectado por fungo causador de oidio. Faga cortes
do material infectado e proceda a coloracdo dos cortes por acido periédico-
Schiff ou por tionina e Orange G. Observe em microscopio dptico os haustorios
corados. Se disponivel, fazer o mesmo em material infectado por ascomicetos
biotréficos da familia Asterinaceae, para observacao de haustérios coraldides.

3) Colete, no campo, raizes de gramineas e proceda ao clareamento e a colora-
cao das estruturas fungicas do seu interior. Observe os arbusculos e as vesiculas
formadas pelos fungos micorrizicos arbusculares. Se disponivel, faca o mes-
mo para cortes de raizes de orquideas selvagens (preferencialmente proveni-
entes de plantas jovens), para observagao dos “pelotons” formados pelos fun-
gos rizoctonidides.

4) Obtenha um transformante de Colletotrichum lindemunthianum que expres-
se constitutivamente a proteina verde fluorescente e acompanhe o processo
de infeccao em folhas de feijoeiro. Observe o apressério, a hifa de penetracao,
a vesicula e as hifas priméarias e secundarias.
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