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ABSTRACT

The physiological and morphological of nine isolates of Colletotrichum
guaranicola were studied. For the physiological characterization four culture
media (PDA, oat, bean and corn) were used under continuous light regime at
25°C, during seven days. The corn medium promoted higher mycelial growth and
the oat medium induced higher sporulation of most isolates. The morphological
characterization showed variation among the isolates. The isolates ISO-1 and
IS0-2, IS0-8 and IS0-9 were similar to each other in relation to cultural and
morphological characteristics.

KEYWORDS. Physiological characteristics; morphological characteristics;
Colletotrichum guaranicola.

INTRODUGAO

O guaranazeiro, Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke, & uma
cultura pré-colombiana originéria da hiléia equatorial sul americana (1)

O Brasil & o Gnico pais do mundo a produzir comercialmente o guarané,
sendo os Estados da regido norte os maiores produtores, contribuindo com
cerca de 80% da produgdo nacional (2). Entretanto, alguns fatores concorrem
para a baixa produtividade, destacando-se a alta heterogeneidade e problemas
fitossanitédrios. Dentre estes, a antracnose desponta como a mais importante
doenca da cultura. Seu agente causal, o fungo Colletotrichum guaranicola
Albugquerque encontra-se disseminado por todas as 4dreas produtoras do Estado
do Amazonas.

Estudos sobre a fisiologia e morfologia do fungo s&c incipientes,
encontrando-se o trabalho de ALBUQUERQUE (3), gquando foram realizados os
testes de patogenicidade para comprovar © agente causal da doenga e de DUARTE
et al. (4) avaliando o crescimento radial, fendtipo das coldnias, tamanho dos
esporos e velocidade de germinagdo. Portanto, este trabalho objetivou o
estudo comparativo de nove isolados de C. guaranicola envolvendo o efeito de
substratos no seu crescimentc, esporulagdc e morfologia.

MATERIAL E METODOS

Os isolados utilizados foram obtidos de guaranazeiro de

. véria
localidades do Estado do Amazonas, conforme Tabela 1.
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Tabela 1. Origem dos isolados de Colletotrichum guaranicola obtidos de
plantas de guaranazeiro em diferentes localidades do Estado do

Amazonas.

Cédigo do Isolado Localidade Municipio
ISo - 1 Vila CEASON Itacoatiara
IS0 - 2 Caldeirédo Iranduba
ISO - 3 Viveiro do CPAA Manaus
ISO - 4 Maués - mirim Maués
ISO - 5 Campo Experimental da EMBRAPA Manaus
ISO - 6 SAMASA Maués
IS0 - 7 MONTELAR Presidente Figueiredo
ISO - 8 Campo Experimental do CPAA Manaus
IS0 - 9 Casa de vegetagdo do CPAA Manaus

Em todas as etapas da caracterizag@c fisio-morfolbgica, os meios de
cultura utilizados foram: aveia, BDA, extrato de vagem e milho.

Crescimento e caracteristicas culturais. Discos de micélio com 5mm de
didmetro, retirados de coldnias jovens, foram transferidos para o centro de
placas de Petri contendo os diferentes meios. As placas foram incubadas sob
regime de luz continua a 25°C, durante sete dias, tendo a distribuicgdo das
mesmas obedecido a um delineamento inteiramente casualizado, com 36
tratamentos, representados pelos nove isolados e quatro meios de cultura, com
trés repeticdes cada.

A avaliag&o do crescimento micelial foi realizada diariamente, através
da medig8o didria do diAmetro das coldnias, em dois sentidos diametralmente
opostos.

As caracteristicas culturais foram avaliadas considerando a topografia
e cor das coldnias, crescimento do micélio, presenga de esclerécios,
apressOrios, acérvulos com e sem setas e formacsio de setores. A andlise

estatistica dos dados referentes ao crescimento micelial, foi feita por meio
da andlise de varidncia e o0s tratamentos comparados pelo emprego do teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Esporulagdo e caracteristicas morfoldgicas. A determinagdo da quantidade de
conidios produzidos nos diferentes meios de cultura utilizados, foi realizada
no sétimo dia de incubacdo dos isolados. A suspensdo de conidios, preparada

através da adicdo de 20m{ de &gua estéril em cada placa de. Petri, fazendo-se a
raspagem superficial das coldnias, com escova de cerdas macias. Em seguida, o
material foi filtrado em dupla camada de gaze e a concentra¢do de conidios
determinada através de cAmara de Neubauer.

No estudo da morfologia de C. guaranicola, o tamanho dos conidios foi
determinado através de micrémetro ocular, devidamente calibrado com lamina
micrométrica, sendo a mensura¢do efetuada sob microscépio Zeiss, no aumento
de 40x. Foram tomadas amostras de 20 unidades para cada repeticdo.

Andlise morfoldgica em microscépia eletrdnica de varredura. O material
utilizado para andlise, consistiu de discos de micelio removidos da colénia
pura do fungo e submetidos ao processo de fixagdo em solucdo de glutaraldeido
a 2,5% e tamp&o fosfato 0,1M e PH 7,4; pbs-fixagdo em tetrdxido de Ssmio a
1%; passagem em &cido ténico a 1%; dessecamento em Critical Point Dryer

HITACHI HCP-2; metalizac&o em ouro; observagdo em Scanning Microscope JEOL-
T2:00.,

RESULTADOS

Os resultados em relagdo ao crescimento micelial, encontram-se na
Tabela 2 e mostram variacdo no crescimento micelial de C. guaranicola, tanto
em fungdo do meio utilizado, como também do proprio isclado. O meio de milho
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foi superior na inducdo de maior crescimento, em relacdio aos demais. Os
isolados ISO-4 e ISO-6 apresentaram crescimento significativo em praticamente
todos os substratos empregados, enquanto ISO-1, ISO-2, IS0-8 e IS0-9, somente
quando cultivados em meio de milho. Dos isolados analisados, IS0-3, ISO-5 e
IS0-7 foram Os que menos cresceram, quando comparados aos demais, em todos os
meios de cultura testados.

Tabela 2. Crescimento micelial em, milimetros, dos isolados de Colletotrichum
guaranicola, em diferentes meios de cultura, aos sete dias de

incubacéo.
Meios de culturax* Médias

Isolado Aveia BDA Milho Extrato de de

vagem Isolados
ISO-1 72,0 d4dcC 86,0 bR 90,0 aAa 88,0 aAB 84,0 b
ISO-2 7550 €€ 76,0 cC 90,0 aA 84,0 bB 81,2 ¢
ISO-3 37,0 gC 48,0 dB 55,0 ba 57,0 cA 49,2 d
IS0O-4 90,0 aa 90,0 aA 90,0 aA 90,0 aa 90,0 a
ISO-5 46,0 eB 44,0 eC 55,0 ba 45,0 dBC 47,5 e
IS0-6 85,0 bB 90,0 aa 90,0 aa 90,0 aA 88,7 a
IS0O-7 42,0 fC 39,0 fD 57,0 bA 47,0 dB 46,2 e
ISO-8 70,0 4cC 83,0 bB 90,0 aAa 82,0 bB 81,3 ¢
IS0O-9 70,0 4dcC 84,0 bB 90,0 aA 88,0 aA 83,0 b

Médias de Meios
65,2 D 71,1 € 78,5 A 74,5 B

C.V. = 1,42%
D.M.S. (5%): Isolados = 1,34; Meios = 0,73; Isolados x Meios = 2,69

" Média de trés repetigdes para cada tratamento. Médias seguidas da mesma letra minGscula (na
vertical) e mailscula (na horizontal) ndo diferem, pelo teste de Tuckey, ao nivel de 5%
probabilidade.

Quanto &s caracteristicas culturais, as estruturas de frutificacdo de
C. guaranicola revelaram diferencas entre os isolados, mostrando no entanto,
consisténcia em relagdo aos substratos utilizados, com poucas diferencas
(Tabela 3). Dessa forma, o ISO-3 apresentou esclerécios nos meios de extrato
de vagem e BDA. No ISO-4 ndo se observou a presenga de acérvulos com setas e
apressorios em meio de BDA sendo verificada a ocorréncia de setores em meio
de milho. No ISO-5, houve presenca de acérvulos com setas no meio de BDA e de
apressorios em extrato de vagem. O isolado ISO-6 apresentou acérvulos com
setas em meio de aveia e BDA, acérvulos sem setas nos meio de extrato de
vagem e milho, presenca de apressdrios em meio de BDA e milho, sendo a
auséncia verificada nos meios de aveia e extrato de vagem. No isolado ISO-7
houve variagdo da presenca e auséncia das estruturas citadas nos meios de
cultura.

A coloragdo das coldénias puras dos nove isolados, apresentou diferenca
entre os isolados e pouca variagdo em relacdio aos meios de cultura,
permanecendo quase constante a cor das coldnias tanto no anverso como no
verso. Os isolados ISO-1 e ISO-2 apresentaram colénias de coloracdo variando
de cinza claro a cinza esverdeado no anverso e escuro esverdeado a escuro
azulado no verso. o] I80-3, ISO-5 e I1S0-7 mostraram coloragéo
predominantemente clara no anverso e verso das coldénias. O isolado IS0-6
apresentou coldnias de coloracdo rdsea tanto no anverso como no verso. Os
isolados ISO-8 e IS0-9, mostraram coldnias de coloracsio clara a cinza clara,
no anverso e clara com centro esverdeado, no verso. E o IS0O-4 apresentou
colorag8io de clara a cinza clara no anverso e clara a escuro esverdeado no
verso. O aspecto fenotipico das coldnias dos isolados de C. guaranicola é
apresentado na Figura 1.

A produgdo de conidios nos quatro meios de cultura empregados, revela
gue © meio de avela proporcionou maior esporulacdo, seguido dos meios de BDA
e extrato de vagem, sendo no meio de milho observada a menor producdo de
esporos. Pelos dados numéricos (Tabela 4), observa-se que o isolado ISO-8
apresenta a maior média de esporulagdo, seguido do ISO-6, ISO-2, ISO-1 e ISO-
9, enguanto a menor produgdc de esporos ocorreu nas culturas dos isolados
ISO-3, 1IS0-4 e 1IS0-7. N&o foi verificada a producdo de conidios de ISO-5,
somente crescimento micelial.
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Tabela 3. Caracteristicas culturais de isolados de Colletotrichum guaranicola
em diferentes meios de cultura, aos sete dias de incubagé&o

Isoclados
Meios Caracteristicas 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Acérvulos com setas
Esclerdcios
BDA Apressérios
Micélio aéreo
Micélio rasteiro - - + + +
Setores

o+
o+
+
[}
[ 3
+ o+ 1
[

+ o+
t
1]
1
o+ o+

+
+

+

1

] 1

+ o+ +

[
1

Acérvulos com setas
Esclerdcios
Aveia Apressdrios
Micélio aéreo
Micélio rasteiro -
Setores

+ o+ o+ o+
o+ o+ 4+

1

]

1

1

1

&

+

+
+
+ 4+
o

+
"o+

+
"o+
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Acérvulos com setas
Esclerdcios
Milho Apressdrios
Micélio aéreo - - - - - - - = -
Micélio rasteiro
Setores

o+ o+
+ o+ o+
1
'
]
1]
+ o+ o+
+

+ o+
+ +
+

+ o+
+ o+
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"+

Acérvulos com setas
Extrato Esclerécios
de Apressdrios
Vagem Micélio aéreo
Micélio rasteiro - - + + + -
Setores

+ o+ o+ o+

+ o+

' +

1

1 1

+ [l
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"+

+
+
+
'
+
[

+
1
I

(+) Presenga; (-) Auséncia

Tabela 4. Esporulagdo de isolados de Colletotrichum guaranicola (x 10% em
diferentes meios de cultura, aos sete dias de incubacéo.

Meios de Cultura *

Isolado Aveia BDA Extrato de vagem Milho
ISO 1 16,7 70,0 37,5 5,8
ISO 2 20,8 86,7 39,2 14,2
ISO 3 0,0 10,0 10,0 0,0-
ISO 4 10,8 0,0 - 0,0 0,0
ISO 5 0,0 0,0 0,0 050
ISO 6 158,3 240,8 70,0 7,5
IS0 7 3.3 0,0 0,0 0,0
ISO 8 425,8 68,3 20,0 101,7
IS0 9 10,0 6,7 705 0,0

* Média de trés repeticdes.

Os conidios dos isolados de C. guaranicola, de um modo geral, sdo
retos, hialinos, unicelulares, adquirindo um septo quando fisiologicamente
maduros, Jj& proximo & germinacdo. A forma dos conidios mostrou-se semelhante
nas condi¢Bes avaliadas e sua producdo ocorreu tanto na extremidade de hifas
ou conidiéforos, como acérvulos. Estes mostraram setas escuras, ponteagudas,

com e sem septos. Em alguns casos, foram observadas anastomose de hifas
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e também de conidios, explicando em parte a variabilidade fenotipica e
genotipica do patdgeno.

Os apressdrios produzidos por alguns isolados, comumente unicelulares,
colorac3o castanha, algumas vezes, OcCorreu um septo, tornando-os bicelulares.
A presenga de um poro germinativo, situado no centro da cé&lula, foi observada
nos apressdrios examinados (Figura 2).

Através da microscopia eletrdnica pode-se visualizar claramente a
anastomose de hifas e de conidios de C. guaranicola, bem como a formagdo de
conidios na extremidade de conididéforos fialidicos, contendo restos de
mucilagem (Figura 3).

Figura 1. Aspecto de coldénias dos isolados de Colletotrichum guaranicola, aos
sete dias de incubacdo em meio de aveia (A); BDA (B); milho (M) e
extrato de wvagem (V).

301



Arg.Biol.Tecnol.40(2):297-305, jun.,1997

Em relagdo ao tamanho dos conidios, os resultados mostraram
variabilidade entre e em cada isolado, em fungdo do meio e também “de
condigBes intrinsecas do prdprio isolado. Assim, o ISO-1 apresentou a maior
média de comprimento e largura no meio de aveia (22,7 x 7,4 um), seguindo-se
extrato de vagem (18,0 x 6,5 pm), BDA (17,4 x 6,6 pm ) e milho (14,2 x 5,9um).
Por outro lado, IS0O-6 apresentou O menor tamanho, também varidvel com o
substrato: em extrato de vagem (13,0 x 5,2 pm), em BDA (12,6 x 4,0 um),
aveia (12,4 x 4,3 um) e em milho (10,0 x 3,9 Hm) .

A relacdo comprimento/largura (C/L), encontrada para os isolados de C.
guaranicola, em diferentes meios de cultura, indica uma variacZo em BDA, de
2,0pm (ISO-9) para 3,1um (IS0-6); dentro de aveia, de 2,0pm (ISO-4) para 3,0um
(ISO-1); dentro de milho, de 2,0um (ISO-8) para 2,5um (ISO-6); dentro de

extrato de vagem, de 1,8pm (ISO-8) para 3,0um (ISO-3), conforme apresentada na
Tabela 5.

em

Isto mostra de forma clara, gque quanto maior o quociente da relagdo
C/L, os conidios s&o mais longos e delgados e vice-versa.

Figura 2. Estruturas de Figura 3. Eletromicrografia de
Colletotrichum guaranicola: A - Colletotrichum guaranicola: A - aspecto
apresdrios; B - acérvulos; C - geral de hifas (2000X); B - formacgdo
conidios (ocular 40x). inicial de conidiéforo na hifa (4500X); C
- conidios em formagdo (3300X); D -
conidio (6000X); E - conidio com septo

(3000X); F - anastomose de hifas (3300X).
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Tabela 5. Mé&dias do tamanho (um) e relagdo comprimento/largura dos conidios
de Colletotrichum guaranicola em diferentes meios de cultura.

Aveia BDA Extrato de Milho
Vagem
Isolados € L c/L c L c/L c L c/L c L c/L
ISO-1 22,2 7,4 3,0 17,4 6,6 246 18,0 6,5 2,7 14,2 5,9 2,4
IS0-2 16,4 6,8 2,4 17,1 6,5 2,6 16,5 6,3 2,6 16,0 6,7 2,3
IS0-3 0,0 0,0 0,0 14,7 6,9 2,1 i I 3,0 0,0 0,0 0,0
IS0O-4 14,8 7,4 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 Q,0 0,0
IS0-5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Is0-5 12,4 4,3 2,8 12,6 4,0 3,1 13,0 5,2 245 10,0 3139 2,5
1S0-7 14,8 7.4 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ISO-8 14,5 7,2 2,0 17,2 7,1 2,4 13,5 7,4 1,8 15,0 T3 2,0
Is0-9 14,0 6,9 2,0 14,8 7,4 2,0 13,8 6,4 2,1 0,0 0,0 Q0,0

C = comprimento; L = largura; C/L = relagfo comprimento e largura

DISCUSSAO

Considerando os dois processos fisiolégicos: crescimento e esporulacgio
dos isoclados de C. guaranicola nos meios estudados, foi observado que as
exigénecias do fungo, para realizar estes dois processos, sdo diferentes. Isto
porque, no crescimento micelial os isolados estudados apresentaram melhor
desempenho no meio de milho e o menor, de um modo geral, no meio de aveia.
Entretanto, © contrario ocorreu quando o processo fisiolégico considerado foi
a esporulagdo, onde o meio de aveia se destacou como o melhor substrato para
a produgdo de conidios, enguanto a menor producdo foi observada no meio de
milho. Este fato, j& foi relatado para diferentes espécies fingicas, por
LILLY & BARNETT, (5); COCHRANE, (6); GRIFFIN, (7), além de outros. Segundo
estes autores, nem sempre um substrato.considerado bom para o crescimento,
atende igualmente aos dois processos: crescimento e esporulacdo, com algumas
exce¢Oes. Em geral, a producdo de conidios ocorre guando o meio se torna mais
pobre, devido a utilizag8o dos nutrientes pelo fungo no seu crescimento.
Conforme COCHRANE (6}, além da exaustdo do meio, muitas mudancas metabdlicas
ocorrem ac mesmo tempo na cultura, e uma ou mais dessas mudancas servem de
estimulo primério para a formacdc de conidios. E também enfatizado pelc autor
citado;- a possibilidade de algum fator presente na célula fingica, que ao ser
liberado no meio, apds sua morte, seja suficiente para induzir a esporulacio
do préprio isolado fuingico. Considerando LILLY & BARNETT (5), alguns fatores
externos podem atuar sobre a célula fingica favorecendo ou impedindo a
produgdo de conidios e que nem todos os fungos respondem igualmente aos
fatores externos.

O comportamento de C. guaranicola também variou entre os isolados,
citando como exemplo, ISO-5 e o ISO-7, que apresentaram O Menor crescimento
nos substratos testados, sendo que o primeiro ndo produziu conidios em nenhum
dos meios empregados, porém ISO-7 formou conidios (3,3 x 10° con/ml), mas
somente no meio de aveia. Por outro lado, ISO-3 produziu conidios em BDA e
extrato de vagem, mas ndo em milho e aveia. O IS0O-4 com bom crescimento
micelial, somente esporulou em meio de aveia (10,8 x 10° con/ml). Fato
importante foi verificado com relagdo aos isolados ISO-1, ISO-2, ISO-6 e ISO-
8, pela boa esporulac3o em todos os meios estudados, merecendo destaque ISO-8
(425,8 x 10° con/ml) em aveia e ISO-6 (240,8 x 10° con/ml) em BDA. Estes dados
mostraram que, além da varia¢do de crescimento e esporulacdo, devido ao
efeito do substrato, também deve ser considerado o potencial genético de cada
um dos 1isolados de C. guaranicola para o desempenho dos dois pProcessos:
crescimento e esporulacdo.
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Com referéncia &s caracteristicas culturais, os isolados de C.
guaranicola apresentaram também variacdo quanto a coloragdo e aspecto geral
da coldnia, de acordo com o meio de cultura e com o préprio isolado. Em
geral, as coldnias produziram varios tipos de coloragdo, nos diferentes
meios. Os isolados ISO-1 e ISO-2, mostraram o mesmo padrio fenotipico em
todos os meios, variando a coloragcdo somente com © substrato. Também os
isolados ISO-8 e ISO 9 mostraram comportamento semelhante entre si, dentro de
um mesmo meio de cultura. LATHAM & WILLIANS (8) verificaram, em isolados de
C. gloeosporioides, v&rios tipos de coloragdo das colénias: avermelhado-
plrpura, marron-avermelhado, cinza com matrizes escuras, escura, cinza-

esverdeado, alaranjada e Dbranca numa distribuig8o concéntrica, todas
apresentando uma margem branca.

Quanto & presenga ou auséncia de estruturas, como  acérvulos,
apressorios e esclertcios, os isolados de C. guaranicola mostraram diferencas
em fungdo do meio utilizado, e também da sua capacidade genética de produzi-
los. O fato de n&o ter sido detectado, em alguns isolados, como ISO-3, ISO-4,
ISO-5 e ISO-7, a presenca de apressOrios, pode ser atribuido a pequena
amostragem das microculturas examinadas, em relac8o talvez a uma menor
quantidade produzida pelos isolados citados. ALBUQUERQUE (3) e DUARTE et al.
(4) constataram auséncia dessas estruturais em alguns isolados de C.
guaranicola, por eles analisados. No presente trabalho, a maioria dos
isolados produziram apressdérios de cor castanha, formato varidvel, com um
poro germinativo localizado geralmente no centro da célula. Em C.
gloeosporioides os apressdrios sfo facilmente produzidos em microculturas,
varidveis em forma e tamanho, e que podem germinar produzindo novas geragdes
de conidios MENEZES & HANLIN, (9). No presente trabalho, embora n3o tenha
sido observado conidios originados de apressOrios, fol no entanto detectado
apréssorio germinando e formando novo apressdério em cadeia. Acredita-se que
em estudos mais dirigidos para este sentide, seja possivel a obtencdo de
conidios através de apressérios, considerando tratar-se de uma espécie do
mesmo género.

Quanto & morfologia dos conidios, foi observada variagdo em comprimento
e largura dentro de um mesmo isolado, em fung&o do meio de cultura empregado.
A variac8o na relagdo C/L determinada para cada isolado, nos quatro meios de
cultura, reforga a importancia da padronizagdo do substrato nos estudos
taxondmicos. A maior variacdo C/L de C. guaranicola encontrada por DUARTE et
al.(4) foi de 2,1 em meio de BDA, sendo 2,0 a relacdo mais frequente. Nesta
pesquisa, a maior C/L foi detectada no meio de aveia (3,0 para ISO-1) e a
menor, no meio de wvagem (1,8 para 1IS0O-8). O efeito de meios sobre a
morfologia de conidios, em diferentes espécies flngicas, j& foi relatado por
vdrios pesquisadores, citando-se entre eles ELLIOTT, (10), MENEZES (11),
NIRENBERG (12), PASCOE (13), FERNANDEZ & HANLIN (14), n8o sendo portanto
surpresa,” ‘'os resultados obtidos com relacdo principalmente ao tamanho dos
conidios de C. guaranicola. Em estudos taxondémicos de Fusarium, NIRENBERG
(12) relatou a influéncia da nutrigdo, tanto na cor da colénia, como também
induzindo alteracSes morfoldgicas pronunciadas em conidics de uma mesma
espécie.
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