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EXTRATO

BENTES, Jania Lilia da Silva, M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2000. Histologia da interacédo Colletotrichum guaranicola Albug. em
guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis). Orientador: Kiyoshi
Matsuoka. Conselheiros: Luadir Gasparotto, Luiz Anténio Maffia e Robert
Weingart Barreto.

Foi redizada uma reavaliagdo do agente causal da antracnose do
guaranazeiro e estudado o processo de infeccdo do fungo em clones resistente e
suscetivel. Avaiaram-se, quantitativamente, os eventos de pré-penetragdo em
folhas novas e velhas dos clones. A identidade do agente causal da doenca foi
confirmada como Colletotrichum guaranicola, apés a reavaliacdo morfologica de
conidios e apressorios, e comparagdo dos dados obtidos com os de outras
espécies deste género, descritas na literatura Quanto aos eventos de pré-
penetragcdo, observou-se que ha diferenca quantitativa quanto a formagéo de
apressorio em folhas novas, velhas e entre os clones. Tanto a germinagéo quanto
a formagao de apressorio € maior em folhas novas do clone suscetivel. No clone
resistente, ndo foram observadas diferencas quanto a germinagéo entre folha nova
e velha A formagdo e apressorio sdo maior em folhas novas neste clone. O

processo de infeccdo tem inicio apdés o fungo germinar na superficie do



hospedeiro e formar um apressorio que emite uma hifa de infeccdo. Esta hifa de
infeccdo penetra diretamente a cuticula e a parede celular das células
epidérmicas. Dentro da célula, a hifa de infeccéo da origem a uma vesicula, que
em seguida forma a hifa primaria na célula iniciamente infectada. A hifa
primaria se ramifica, originando a hifa secundéria, que coloniza intra e
intercelularmente a epiderme e o0 paréngquima , causando a desorganizacdo dos
tecidos e necrose. Observou-se uma diferenca temporal na colonizagdo dos
tecidos dos clones. No clone suscetivel, com 48 horas ap0s a inoculagéo, as
células da epiderme e do paréngquima estavam colonizadas por hifas intra e
intercelulares. No quinto dia apos a inoculagcdo, observou-se o surgimento dos
sintomas. No clone resistente, a colonizagdo so foi observada no quarto dia apos a
inoculagdo. Somente no sétimo dia apos a inoculagdo, foram observados os

primeiros sintomas tipicos da doenca.
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ABSTRACT

BENTES, Jania Lilia da Silva, M.S., Universidade Federal de Vigosa, February
2000. Histology of Colletotrichum guaranicola Albug. on guaranazeiro
(Paullinia cupana var. sorbilis). Adviser: Kiyoshi Matsuoka. Committee
members. Luadir Gasparotto, Luis Antbnio Maffia and Robert Weingart
Barreto.

A morphological study of conidia and appressoria of the anthracnosis
fungus of guarana (Paullinia cupana var. sorbilis) has confirmed the pathogen
identity as Colletotrichum guaranicola. The pre-penetration events of conidia
germination and appressoria production differed quantitatively on new and old
leaves, on susceptible and resistant clones, since they were more frequent in the
former than in the latter ones. But no difference was found in the frequency of
conidia germination on new and old leaves of resistant clones. Temporal
quantitative differences were observed in the appressorium formation on
susceptible and resistant leaf surfaces. Thus, more appressoria were found on
susceptible than on resistant leaves 24 hours after inoculation. Processes and
fungal structures were the same on suscptible and resistant guarana leaves:. direct
penetration by means of melanized appressoria, with infection hyphae and
vesicles present in the epidermal cells, development of primary and secondary

hyphae; inter and intra cellular colonization of the parenchyma However,
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eventes, such as parenchyma colonization and onset of leaf symptoms, took 48-

hour longer to unfold in resistant leaves than un susceptible |eaves.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é praticamente o Unico produtor de guarana (Paulinia cupana var.
sorbilis (Mart.) Ducke), em escala comercial, no mundo (GUARANA, 1985).
Segundo estimativas, em 1985, as plantagbes de guarand ocupavam
aproximadamente 12.000 ha dos quais 9.000 ha encontravam-se no municipio de
Maués no estado do Amazonas (GUARANA, 1985, DUARTE et a., 1995).
Apesar da baixa produtividade, quando comparada a de outras culturas, o guarana
€ de grande valor para a economia regional, pois acanca bons precos na
comercializacdo e congtitui-se numa aternativa para diversificacdo da
agricultura.

Um fator que limita a producdo e a expansdo da guaranicultura no
Amazonas € a antracnose, considerada a doenca mais séria da cultura pois causa
danos significativos as plantas e prejuizos consideraveis aos produtores. Visando
o controle mais eficiente desta doenca, alguns pesquisadores tém recomendado o
uso de clones resistentes.

O agente causal da doenca, o fungo Colletotrichum guaranicola Albug.,
foi descrito por ALBUQUERQUE (1961). Entretanto, a identidade desta espécie
de Coalletrotrichum ainda néo é reconhecida pela revisdo mais recente do género
(SUTTON, 1992). Dessa forma, torna-se necessario uma reavaliagdo deste taxon

para que sua identidade seja esclarecida.



As estratégias de infeccdo dos fungos fitopatogénicos envolvem alguns
estadios como: fixagéo e germinagéo dos propagul os; diferenciacéo em estruturas
especializadas de pré-penetracdo (apressorio por exemplo); penetracdo nas
células do hospedeiro; desenvolvimento de hifa de infeccdo e colonizagdo dos
tecidos da planta (BAILEY et a., 1992). Em aguns destes estadios,
diferenciaces induzidas ou proprias, na morfologia, bioquimica ou fisiologia das
plantas podem ter grande repercussdo no estabelecimento de interacOes
compativels com 0 patdgeno e conseqlientemente na expressao dos sintomas da
doenca (MORIN et a., 1996).

Através de estudos histopatologicos e de técnicas de microscopia
eletronica, podem-se conhecer detalhes das relagcdes patdgeno-hospedeiro e as
alteragbes decorrentes desta interagcdo, tornando possivel observar algumas
mudancas nas células e comparar 0 comportamento de hospedeiros suscetiveis e
resistentes. Os dados assim obtidos podem fornecer subsidios para estudos
citoquimicos e imunoquimicos, que contribuem bastante para a elucidacéo dos
mecanismos de resisténcia. Estas informagdes sdo de grande utilidade na
orientacdo de programas de melhoramento genético e controle da doenca,
resultando em elevacéo dos niveis de produtividade das culturas.

Estudos relacionados com a interagdo Colletotrichum spp-hospedeiros séo
bastante comuns, mas pouco se sabe sobre o patossistema Colletotrichum sp. e
guaranazeiro. O trabalho de ALBUQUERQUE (1961) foi o unico encontrado que
relata alguns aspectos referentes a essa interagcdo. Diante da necessidade de mais
informagdes sobre ainteragdo Colletotrichum sp.- guaranazeiro, este trabalho tem
por objetivos:

a) reavaliar a posicdo taxondmica do agente causal da antracnose do
guaranazeiro;

b) estudar o processo de infeccdo, no patossistema Colletotrichum. sp. x P.
cupana var. sorbilis, e observar as modificagbes morfologicas e citolgicas
decorrentes desta interacdo em clones de guaranazeiro resistente e suscetivel a

antracnose; e



C) quantificar os eventos de pré-penetracdo, comparando os dois genotipos

em estudo.



2. REVISAO DE LITERATURA

O guaranazeiro (Paullinia cupana) € uma espécie vegetal nativa da

~yy

Amazobnia, cujo nome provém do vocdbulo indigena “uarand” que significa
arvore que se apdia em outra. E encontrado em estado nativo na regido
compreendida entre os rios Amazonas, Madeira, Maués e Parana do Ramos, no
rio Negro e na bacia superior do Orenoco (GUARANA,1985).

O Brasil é praticamente o Unico produtor mundial de guarana, com
excecdo de pequenas areas da Amazonia venezuelana onde ndo existe cultivo
sistemético (GUARANA, 1985). A principal area produtora € o municipio de
Maués, no Amazonas, que em 1985 apresentava cerca de 9.000 ha de érea
plantada (GUARANA, 1985; DUARTE et al., 1995). Os municipios de Parintins,
Urucurituba, Barreirinha, Itacoatiara, Borba e Manacapuru também contribuem
para a producdio de guarana (GUARANA,1985). Segundo DUARTE et al.
(1995), o guaranazeiro também é cultivado no Para e em menor escala nos
estados de Rondonia, Acre, Bahia e Mato Grosso.

As sementes possuem um dos mais altos teores de cafeina, variando de 0,6
a 6,2%, além da presenca de teofilina e teobromina (NASCIMENTO FILHO et
al., 1990). Estes trés componentes, segundo Ritchie et a. (1965) citados por
NASCIMENTO FILHO et a., 1990), atuam sobre o sistema cardiovascular,

sistema nervoso central, musculos lisos, esqueléticos e rins. Devido a suas
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inUmeras caracteristicas medicinais, principa mente em virtude do seu alto teor de
cafeina, e com a regulamentacéo da “Lei dos Sucos’ de 14 de novembro de 1972
(que define uma relagéo insumo/produto de 300g de améndoa por 100 litros de
refrigerante), 0 guarana inclui-se entre as muitas espécies vegetais que poderéo
contribuir para o desenvolvimento da economia amazonica (GUARANA, 1985;
BATISTA, 1983). Poréem, a producéo de guarana é baixa e ndo atende a demanda
interna e externa, devido a diversos fatores como a falta de tecnologia adequada
para o cultivo e problemas fitossanitarios (BATISTA, 1983).

Até 1941, ndo se conheciam doengas que afetavam O guaranazeiro
(SCHMIDT, 1941). Em 1961, ALBUQUERQUE relatou a ocorréncia de
antracnose em plantas de guarand, isolou o agente causa da doenca e o
identificou como C. guaranicola. No entanto, a aceitacdo desta nova especie
ainda é questionada, sendo que na literatura especializada neste género, como
SUTTON (1980) e SUTTON (1992) ndo se encontra nenhuma referéncia a
mesma.

Segundo CORREA et a. (1979), BATISTA (1983), a antracnose é a
doenca mais importante do guaranazeiro e causa perdas significativas, por vezes
torna a cultura antiecondémica, sendo assim um dos fatores limitantes a expanséo
e produtividade dos guaranazais.

As plantas podem ser atacadas em qualquer estadio do seu
desenvolvimento. Os sintomas caracteristicos da doenca sdo: lesbes necroticas
nas folhas, de coloragdo marrom-avermelhada, desenvolvendo-se com maior
predominancia nos bordos, observa-se um crestamento da margem foliar e, em
casos severos, o secamento total da folha. Nas folhas mais jovens € comum
ocorrerem deformag0es e enrolamento da lamina foliar. A doenca pode ainda
causar a morte de ramos e atacar inflorescéncias, comprometendo o
desenvolvimento da planta e reduzindo drasticamente a producéo
(GONCALVES, 1968; BATISTA, 1983; EMATER/EMBRAPA, 1983;
EMBRAPA, 1986; FUNDACAO JOAQUIM NABUCO, 1984). Segundo

BATISTA (1983), aincidéncia da doenga é maior no periodo chuvoso.



Como medidas de controle, sGo recomendadas praticas culturais (inspecbes
dos guaranazais, limpeza da area de cultivo, poda de limpeza, eliminagéo de
galhos e folhas secas ou doentes), controle quimico (pulverizagdes com Benomyl
e, ou, Tiofanato Metilico) e plantio de material resistente (BATISTA,1983;
EMATER/EMBRAPA, 1983).

Em geral, nas lesbes causadas por Colletotrichum spp. forma-se um
acérvulo nas camadas mais externas do tecido do hospedeiro, de onde saem
massas de conidios unidos por uma matriz mucilaginosa composta de
glicoproteinas, polissacarideos, enzimas e outros constituintes. Esta mucilagem
impede a germinagéo prematura e dessecacdo dos conidios, e os protege dos raios
UV e dos efeitos toxicos de compostos fendlicos produzidos pelo hospedeiro
(BAILEY et al., 1992; SKIPP et al., 1995).

Os conidios de Colletotrichum spp. germinam na presenca de agua e déo
origem a um tubo germinativo e apressorio que adere fortemente a cuticula do
hospedeiro e geralmente esta envolvido na penetracéo de tecidos cuticul arizados
(BAILEY et a., 1992). A grande complexidade da parede do apressorio, quando
comparada a parede do conidio ou da hifa, resulta da incorporacéo de melanina e
outros materiais. Esta melanizagdo € considerada como um requisito para a
patogénese (SKIPP et a., 1995). Segundo KUBO e FURUSAWA (1991), a
formacéo do apressorio de Colletotrichum spp. € acompanhada de mudancgas
metabolicas essenciais a penetragdo, como a melanizagdo apressorial
(C. lagenarum e C. lindemuthianum), sintese de celulase (C. lagenarium) e
sintese de cutinase (C. gloeosporioides).

Os conidios de muitas espécies de Colletotrichum podem formar
apressorio maduro e iniciar a penetragdo 9 a 72 horas apés a inoculagdo. No
entanto, sob condicdes desfavoraveis, a penetracdo pode ndo ocorrer
imediatamente e o fungo pode entrar em quiescéncia (SKIPP et al., 1995). O
conidio de C. guaranicola, tendo germinado na epiderme foliar, forma um
apressorio ovoide e escuro, que adere a camada mais externa da folha e emite um

delgado tubo que atravessa a cuticula e penetra nas células da epiderme ou passa



por entre as paredes destas células ALBUQUERQUE (1961). A germinagdo dos
conidios em meio de cultura égar-agua e BDA (batata dextrose &gar) seinicial a
2 horas ap6s a semeadura e prolonga-se por até 48 horas, quando atinge o
percentual maximo ALBUQUERQUE (1961) e DUARTE et a. (1995). O
micélio de C. guaranicola é intra e intercelular, hialino e septado, e ndo forma
haustorio no interior da célula vegetal suscetivel (ALBUQUERQUE, 1961). O
fungo forma acérvulos logo abaixo da cuticula, dos quais surgem conidiéforos
curtos, simples, hialinos e ndo septados. Os conidios sdo oblongos, hialinos e
unicelulares (ALBUQUERQUE, 1961), adquirindo um septo, quando
fisiologicamente maduros, ja proximos da germinacio VERAS (1996).

Em estudos sobre o processo inicia de infeccdo de C. gloeosporioides em
frutos de abacate, COATES et al., (1993) observaram que a maioria dos conidios
presentes na superficie dos frutos germinou 48 horas apos a inoculagdo. Nos
conidios era visivel um septo, em alguns casos um tubo germinativo era
produzido em cada célula, e raramente encontraram apressorios a partir de ambos
0s tubos germinativos do conidio. Os apressorios examinados apresentavam
parede grossa e escura com um poro germinativo. Ocasionalmente observam-se
apressorios hialinos. Os “pegs’ de infecgdo eram curtos e finos, podendo ou néo
apresentar melanina, dependendo do estagio de desenvolvimento do fruto
inoculado. Observou-se a presenca de pegs em frutos verdes. Segundo COATES
et a., (1993), o apressorio formado em frutos verdes representa a fase latente do
fungo. A hifa primaria originou-se do “peg” de infeccéo. A colonizago foi inter
e intracelular, com rapida degradacdo das células da epiderme e dos tecidos
internos.

MORIN et al. (1996) avaliaram a infeccdo de C. gloeosporiodes f. sp.
malvae em plantas da familia Malvaceae, e observaram que os conidios comegam
agerminar 3 a4 horas apés a inoculagdo, produzindo um dnico tubo germinativo.
Os apressorios melanizados surgiram 5 a 6 horas apos a inoculagéo e aguns
“pegs’ de penetracdo foram produzidos. Observou-se o primeiro sinal de

penetracdo 31 a 36 horas apos a inoculacdo, constituido por algumas vesiculas de



infecgdo na célula epidérmica. Com 46 a 48 horas, observaram as hifas primarias
e, 72 horas apés a inoculagdo, a hifa expandiu-se e penetrou nas células da
epiderme e do mesdfilo. A colonizagdo intra e intercelular ocorreu com o
desenvolvimento da hifa secundaria.

Colletotrichum spp. podem penetrar no hospedeiro por meio de aberturas
naturais (estdbmatos), ferimentos ou diretamente pela cuticula, sendo que esta
Ultima via é a mais comum BAILEY et a. (1992). Os mecanismos de penetracéo
direta tém sido discutidos por varios anos, e trés estratégias foram propostas:
uma, baseada somente em forga mecénica; outra, na secregdo de enzimas
degradadoras da cutina e uma terceira sendo a combinagéo das duas primeiras
(BAILEY etal., 1992).

As plantas podem apresentar mecanismos que impedem a penetragdo ou
colonizagdo de seus tecidos por espécies de Colletotrichum. Dentre estes,
ESQUERRE-TUGAYE et a. (1992) e SKIPP et al. (1995) citam a resisténcia
raca especifica, manifestada em certos cultivares, apos a penetracdo pelo
patogeno. Este tipo de resisténcia depende da presenca de um ou mais genes
complementares do patégeno e do hospedeiro, com reconhecimento de eventos
especificos na célula infectada. Um dos eventos que indicam o reconhecimento
de uma interacdo incompativel é a morte rapida das células no sitio de infecgéo,
chamado de reacéo de hipersensibilidade, seguido pela limitagdo das lesGes,
como ocorre nainteracéo entre C. lindemunthianum e Phaseolus vulgaris e Vigna
unguiculata, resultando na restricio do patdogeno as células mortas, néo
permitindo, assim, a colonizag&o dos tecidos do hospedeiro (SKIPP et al., 1995).

Ha alguns mecanismos, 0s quais separadamente ou em conjunto, auxiliam
a planta a resistir a penetracéo por Colletotrichum spp. conforme SKIPP et a.,
(1995). Tais mecanismos sao conhecidos como: a) resisténcia passiva, resultada
forca mecanica da cuticula e da parede das células epidérmicas, e da resisténcia
dos seus polimeros a degradacéo enzimética; b) respostas induzidas na parede
celular, como a lignificagdo da parede celular epidérmica, impedindo a

penetracdo pelo aumento da forga fisica e resisténcia a degradagéo da parede das



células; ¢) deposicéo de papila, sdo depdsitos de substancias densas, amorfas e
algumas vezes coloridas, encontradas entre a membrana plasmatica e a camada
externa da parede das células epidérmicas, no sitio de possivel penetracdo
(SKIPPet al., 1995).

As plantas podem ainda dispor de outros mecanismos como a sintese de
fitoalexinas, que sdo metabdlitos secundarios com atividade anti-microbiana e
que se acumulam nas células em resposta a infeccio ESQUERRE-TUGAYE et
al. (1992). Estudos tém sugerido que as fitoalexinas phaseolina, phaseolidina e
quievitona, produzidas pelo feijoeiro, possuem papel fundamental nainibi¢éo do
crescimento de C. lindemunthianum (SKI1PP et al., 1995).



3. MATERIAL E METODOS

Os ensaios descritos nos itens 3.2. e 3.3. foram conduzidos no centro
experimental da Embrapa Amazénia Ocidental, em Manaus-AM. Os outros
ensaios deste trabalho (itens 3.1, 3.4., 35. e 3.6.) foran realizados no
Laboratério de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal de Vicosa.

3.1. Reavaliagdo da identidade do agente causal da antracnose do

guaranazeiro

Foram reexaminadas as caracteristicas morfologicas de estruturas
reprodutivas e de infeccdo do fungo em estudo, sob microscopio de luz. Foi
utilizada uma ocular micrométrica nas mensuracfes. Foram medidos 200
conidios e 200 apressorios do isolado 1SO 1, selecionado como descrito no item
3.2. Aspectos relevantes da morfologia foram ilustrados, usando-se uma camara
clara. A colbnia do fungo, assim como a formacédo de acérvulos e setas também

foram examinados.
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3.2. Obtencéo e selecao dos clones eisolados

Sete clones de guaranazeiro, designados 224, 368, 514, 619, 620, 626 e
628, apresentando diferentes niveis de resisténcia, de acordo com a selecdo feita
pel os pesquisadores da Embrapa Amazoénia Ocidental, foram inoculados com trés
isolados de C. guaranicola, obtidos de plantas infectadas, de trés distintas regides
produtoras de guarana (iso 1- Itacoatiara-AM, iso 2- Manaus-AM e iso F- Mato
Grosso-MT). A inoculagdo foi feita em mudas, na casa de vegetagdo, usando-se
discos de cultura com 10 dias de idade e com 5 mm de didmetro, contendo
micélio e conidios. Foram usados trés discos por folha, depositados em
ferimentos, feitos com agulha sem atravessar o tecido foliar, na face adaxial das
trés dltimas folhas do ramo principal, enumeradas de um a trés a partir do topo.
Este método de inoculacdo foi adotado, a fim de obter os sintomas mais
rapidamente. Apés a inoculacdo, as plantas foram mantidas em camara Umida
feita com saco plastico transparente umedecido, onde as plantas permaneceram
por 48 horas, a temperatura ambiente. As plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo até a avaliagdo dos sintomas.

Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com trés
repeticdes, cada repeticdo constituiu-se de uma planta. A testemunha constou de
plantas que receberam discos de meio de cultura sem o patdégeno. Sete dias apds a
inoculacdo, foi feita a avaliacdo através da medicdo com régua, do diametro das
lesbes, tomando-se as medidas vertical e horizontal. O ensaio foi repetido duas

VEZES.,

3.3. Inoculacéo de clones resistente e suscetivel

Os clones resistente e suscetivel, selecionados como descrito no item 3.2,

foram inoculados com o isolado do fungo também selecionado no ensaio ja

descrito.
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3.3.1. Preparodoindculo

O fungo foi cultivado em placas de Petri contendo meio BDA, mantidas
sob luz fluorescente constante e a temperatura ambiente, a fim de induzir a
producdo de conidios. Culturas com 10 dias de idade foram utilizadas para o

preparo do inéculo.

3.3.2. Inoculacao e coleta das amostras

Trinta dias antes da inoculagdo, as mudas a serem inoculadas foram
podadas para obtencdo de folhas com estadio fenol 6gico conhecido. Nove grupos
de trés plantas foram preparados para a inocul agéo.

As mudas foram inoculadas com suspensdo de 10° conidios/ml, atomizada
na face adaxia das folhas com DeVilbis n° 15, sem ferimentos. Apéds a
inoculagdo, as plantas permaneceram em camara Umida por 48 horas, preparadas
da mesma maneira como descrito no item 3.2. Em seguida, as mudas foram
mantidas em casa de vegetacdo, até o término da coleta das amostras. Esta foi
efetuada em cada grupo de plantas, as 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
apos a inoculagdo. As amostras consistiram das folhas novas e velhas. A idade
das folhas foi determinada de acordo com as caracteristicas descritas por
Nascimento Filho e Moreira (dados néo publicados) onde estadio 1 corresponde a
folha reta, estadio 2 a folha marrom, est&dio 3 a folha verde-clara e estadio 4
folha verde-escura. Foram consideradas folhas novas aquelas com caracteristicas
de 1 a 3 efolhas velhas aguelas em estadio fenol ogico 4.

As folhas coletadas foram cortadas em fragmentos de 0,5 cm?’. Parte destes
fragmentos foram clareados, de acordo com 0 método descrito por LONGO et al.
1994, que consiste em deixar as amostras em cloral hidratado (250 g/100 ml de
agua destilada) durante cinco dias, seguido de trés lavagens em agua destilada. A
outra parte das amostras foi fixada em FAA (formaldeido 35% - 10ml, acool
etilico 95% - 50ml, acido acético glacia - 5ml, agua destilada - 35 ml (SASS,
1958).
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3.4. Quantificacdo dos eventos de preé-penetracao em folhas novas e velhas

clareadas de cloneresistente e suscetivel

Esta avaliagdo teve por objetivo detectar diferencas nos eventos de pré-
penetracdo, entre plantas resistente e suscetivel e entre folhas de diferentes
idades.

As amostras avaliadas foram col etadas nos periodos de 6 a 48 horas apos a
inoculacdo, clareadas conforme descrito no item 3.3. e coloridas com azul de
algodéo + lactofenol (100 ml de lactofenol, 1 ml de azul de algod&o aguoso 1%,
20 ml de &cido glacia acético) (BYRNE et a., 1997 e MUNAUT e MARAITE,
1998). Os conidios presentes nas amostras foram avaliados quanto a germinagéo
e a formagdo de apressorio. Para cada intervalo de coleta, foram avaliados 300

conidios, observados ao microscopio de luz.

3.5. Observacéao da colonizagao dos tecidos

Foram usadas as amostras col etadas as 24, 48, 72, 94 120 e 168 horas ap0s
ainoculacdo que foram incluidas em resina SPURR. Para isso, as amostras foram
desidratadas em série alcoolica (30%, 50%, 70%, 80%, 95% e 100%) (BERLYN
e MIKSCHE, 1976). Os fragmentos desidratados foram submetidos
sucessivamente a dcool e resina (1:1v/v) durante trinta minutos, a alcool e resina
(1:3v/v) por mais trinta minutos, a resina pura por 4 horas e, em seguida, aresina
pura por 12 horas. As amostras do tecido foram emblocadas em moldes de
silicone, devidamente etiquetados e levados para polimerizacdo a 70°C por 24
horas.

O tecido incluido em resina SPURR foi seccionado a uma espessura de
1 um usando-se ultramicrétomo marca SORVALL MT2-B, equipado com
navalha de vidro. Os cortes foram coloridos com azul de toluidina O 0,1% (borax
p.a. 0,1g; toluidina O 0,1g; 100 ml de agua destilada) e observados ao

microscopio de luz.
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3.6. Microscopia eletronica e varredura

As amostras foliares, inoculadas com 24 e 48 horas, foram fixadas em
FAA a temperatura ambiente. Em seguida, os fragmentos foram submetidos a
desidratacdo em série alcoolica (30, 50, 70, 80, 95%) com intervalos de 10
minutos cada, seguido de 3 vezes em dcool 100% durante 20 minutos cada. O
material foi seco ao ponto critico (Critical Point Dryer 020 - Balzer Union) e
coberto por um filme de ouro de 15nm de espessura, através de pulverizacdo
catddica. ApOs este processamento, as amostras foram observadas em
microscopio eletronico de varreduraa 10 KV (JSM - T200 JEOL).
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4. RESULTADOS

4.1. Reavaliagdo da identidade do agente causal da antracnose do

guaranazeiro

A colbnia do fungo apresenta-se de coloragdo branca, com a producéo
abundante de micélio, quando cultivado em meio de cultura (BDA). Observou-se
também a formagdo de massas de conidios de cor aaranjada. Os esporos séo
hialinos, de formato cilindrico (Figura 1), medindo 10,5-15,5 x 3,0-4,5 um.
Observou-se a presenca de um septo transversal nos conidios germinados ou
proximos da germinagdo. O tubo germinativo apresenta comprimento variado
entre 0,1 a 5,0 um. O apressorio apresenta-se de cor escura (melanizado) e forma
globosa, podendo ter algumas variagbes (Figura 2). Suas dimensdes variam de
4,5-8,0 x 5,0-8, um. No hospedeiro, observou-se a presenca de acérvulos na
superficie do tecido, dos quais saia uma grande quantidade de esporos. Setas
foram observadas em meio de cultura, mas ndo foram visualizadas nos acérvulos

no hospedeiro.
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Figura 1 - Conidios de C. guaranicola, apresentando variagdo de tamanho e
forma (Barra= 10 pm).

Figura 2 - Apressorios de C. guaranicola, com formas e tamanhos variados
(Barra= 5,5um).
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4.2. Selecdo de clones eisolado

Os trés isolados testados infectaram diferentes clones, podendo-se
observar uma variagdo quanto a viruléncia conforme o tamanho das lesbes. O
isolado 1SO-1 foi patogénico a dois clones (368 e 620), o | SO-2 causou lesdes em
guatro clones (368, 620, 628 e 619) e 0 ISO —F em 6 clones (368, 620, 628, 619,
224 e 514). Natestemunha n&o houve o desenvolvimento de |lesoes.

Os clones 368 e 620 apresentaram lesdes quando inoculados com os trés
isolados testados. O clone 626 ndo apresentou sintomas quando inoculado com
todos os isolados em estudo.

Os isolados néo diferiram em sua viruléncia quando inoculados nos clones
368, 626 e 514 (Quadro 1). Para o clone 620, os isolados ISO-1 e ISO-F foram os
mais virulentos, tendo apresentado o maior didmetro de lesdes observado. Para os
clones 224 e 619, o isolado | SO-F foi o mais virulento, diferindo estati sticamente

dos demais.

Quadro 1 - Didmetro de lesbes causadas por isolados de C. guaranicola em
diferentes clones de guaranazeiro

Clone 1SO-1 1SO-2 1SO-F
368 2.8 2,9 1,5
620 53" 1,58 3,38
628 08 26" 1,6"B
224 08 08 27"
619 08 0,78 254
514 ot ot 08"
626 ot ot ot
Teste de Tukey 5%.

Valores = didmetro das |esbes em cm.
Vaores seguidos da mesma letra ndo diferiram estatisticamente.
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Diante destes resultados, os clones selecionados foram 626, como genotipo
resistente, e 368, como suscetivel, devido a maior disponibilidade de mudas deste
clone no viveiro. Como ndo houve diferenca significativa entre os isolados
guando inoculados nos clones 368 e 626, optou-se pelo uso do isolado 1SO-1, por
esporular com maior facilidade que os demais isolados avaliados quando exposto

aluz constante.

4.3. Avaliacao dos eventos de pré-penetracao em clonesresistente e suscetivel

4.3.1. Germinacao

Em ambos os clones n&o se observou germinacdo de conidios no periodo
de 6 horas apés a inoculagéo (h.a.i.). A germinagdo iniciou-se entre 6 e 12 h.a.i.
quando alguns conidios haviam originado um tubo germinativo. Em ambos os
clones, a germinagdo segue uma tendéncia crescente com 0 tempo apos a
inoculagdo. De acordo com a andlise estatistica, ha diferenca significativa entre

0s clones, quanto a germinagéo dos conidios (Tukey 5%) (Figura 3).

4.3.2. Formagao de apressorios

No periodo entre 6 e 12 h.a.i. os conidios germinados deram origem a um
apressorio melanizado tanto no hospedeiro suscetivel quanto no resistente. Com
24 h.a.i., a porcentagem de formagédo de apressorio foi maior no clone suscetivel
(63% no suscetivel e 42,7% no resistente). Ja no periodo de 48 h.a.i., os valores
entre os clones foram bem proximos, ndo apresentando diferenca estatistica pelo
teste de Tukey 5% (Figura 4). Deste modo, parece haver uma diferenca
quantitativa entre os clones, em relacdo a formagdo de apressdrio somente no

periodo de 24 h.a.i.
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Figura 3 - Germinagdo de conidios em clones de guranazeiro resistente e
suscetivel a C. guaranicola (as barras nas colunas representa o
desvio-padrdo médio.
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Figura 4 - Formagdo de apressorio em clones de guaranazeiro resistente e
suscetivel a C. guaranicola (as barras nas colunas representam o
desvio-padréo medio).
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4.4. Avaliacdo dos eventos de pré-penetracao em folhas novas e velhas dos

clonesresistente e suscetivel

4.4.1. Germinagao

Em folhas novas, observou-se que com 12 h.ai. parece ndo haver
diferenca entre os clones. No periodo de 24 h.ai., observa-se que no clone
suscetivel houve mais germinacdo que no resistente. Porém, com 48 h.a.i., a
porcentagem de germinacéo parece ndo diferir entre os clones (Figura 5). O clone
suscetivel difere significativamente (Tukey 5%) quanto a germinacdo em folhas
novas e velhas, sendo maior em folhas novas.

O clone resistente ndo mostrou diferenca quanto a geminacdo de conidios

em folhas novas e velhas (Tukey 5%) (Figura6).

4.4.2. Formagcao de apressorio

A formagdo de apressorio foi significativamente maior em folhas novas,
tanto para o clone suscetivel quanto para o resistente (Tukey 5%). Esta diferenca
pode ser observada no periodo de 48 h.ai., quando, em folhas novas, a
porcentagem atinge nivels superiores a 80% para os dois clones enquanto em
folha velha fica em 75%. No periodo de 24 h.a.i., em folhas novas observou-se
que o material suscetivel formou uma quantidade de apressorio muito acima

daguela observada no resistente (Figuras 7 e 8).

4.5. Processo de infeccdo e colonizacao dostecidos

4.5.1. Pré-penetracdo

Na superficie do hospedeiro, os conidios aderem-se fortemente, e quando
removidos € possivel observar uma “cicatriz’ deixada pelo mesmo no local de
adesdo (Figura 9(A)). O tubo germinativo e apressorio também apresentam-se em

estreito contato com o hospedeiro (Figura 9(B)).
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Figura 5 - Germinacdo de conidios em folha nova de clones resistente e suscetivel
aC. guaranicola.
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Figura 6 - Germinagdo de conidios em folha velha de clones resistente e
suscetivel a C. guaranicola.
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Figura 7 - Formagdo de apressorio em folhas novas em clones resistente e
suscetivel a C. guaranicola.
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Figura 8 - Formacdo de apressorio em folhas velhas de clone resistente e
suscetivel a C. guaranicola.
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Os eventos que antecedem a penetracdo se iniciam com germinacdo dos
conidios, através de um tubo germinativo, que da origem, na maioria dos casos, a
um apressorio globoso e melanizado (Figura 10(A)). Formado o apressorio,

encerram-se 0s eventos de pré-penetracdo e iniciam-se 0s de penetragéo.

4.5.2. Penetracdo

NoO apressorio encontra-se 0 cone apressorial (Figura 10(B)), através do
qual o fungo emite uma hifa de infeccdo para o interior da célula (Figura 10(C)),
gue atravessa a cuticula e a parede celular de células da epiderme. Apds penetrar
na parede celular, a hifa de infeccéo vai dar origem a uma vesicula de infecéo e
hifa primaria (Figura 10(D)), que se forma abaixo da parede celular da célula

epidérmica.

4.5.3. Colonizagéo dos tecidos

A hifa priméria cresce na célula inicialmente infectada e passa a colonizar
as células adjacentes da epiderme (Figura 10(E)). Em seguida, ramifica-se para
colonizar inter e intracelularmente o parénquima (Figuras 10(F) e 10(G)),
danificando as células, que mais tarde serdo totalmente tomadas pelas hifas
(Figura 10(H)), surgindo entdo areas necrdticas no tecido colonizado. A
colonizacdo prossegue pelo tecido foliar, através da ramificag@o das hifas, que
irdo colonizar células adjacentes, ampliando assm a area necrosada e causando
0S sintomas tipicos da doenca.

Tanto no clone resistente quanto no suscetivel, foram encontradas
alteragOes na parede celular e papilas nas células da epiderme (Figuras 11(A),
11(B) e 11(C)), que sdo vistas a0 microscopio como uma “massa’ que se forma

na regido abaixo do apressorio, no sitio de penetracéo.
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Figura 9 - Microscopia eletronica de varredura. A) Cicatriz deixada pelo conidio
(seta) e apressorio. B) Apressorio aderido a superficie do hospedeiro.
N&o foi possivel diferenciar a natureza do material aderido ao tubo
germinativo e apressorio (setas), possivelmente trata-se de substancia
adesiva ou cuticula do hospedeiro (Barraem A e B =5 um).
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Figura 10 - Processo de infeccdo de C. guaranicola em guaranazeiro. A) Conidio
germinado com apressorio na superficie do hospedeiro. B)
Apressorio com cone apressorial (seta). C) Hifa de infeccdo
penetrando (seta). D) Hifa priméria em célula epidérmica. E) Hifa
ramificando em célula epidérmica. F e G) Colonizacdo de células
epidérmicas e do parénquima (setas). H) Tecido colonizado e
necrosado (Barraem A, B, C, D, E, F=10 um,em G eH = 25 um).
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Figura 11 - Formac&o de papila (seta) em material resistente (A, B) restringindo a
penetracdo, e suscetivel (C) aparentemente a hifa de infeccéo
atravessa a papila (Barra= 10 pm).
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4.6. Penetracao e colonizacéo de tecidos em clone suscetivel

Neste clone observou-se que, com 24 horas apos a inoculacdo (h.a.i.), a
penetracdo nas células da epiderme havia ocorrido, devido a presenca de
apressorio exibindo cone apressorial (Figura 12(A)), e de vesicula de infeccdo
com hifa priméria (Figura 12(B)) asssim como hifas que haviam ramificado e
invadido o interior de células epidérmicas (Figuras 12(C) e 12(D)). Com 48 h.a.i.,
as céulas do parénquima estavam colonizadas (Figura 12(E)). No terceiro e quarto dias
apés a inoculagdo, as cdulas da epiderme e do parénquima estavam totamente
colonizadas por hifas intra e intercdulares (Figura 12(F)), e apresentavam-se
estruturalmente disformes. No quinto dia, surgem os primeiros sintomas necroticos,

devido a destruicdo e morte das céulasinfectadas (Figura 12(G)).

4.7. Penetracao e colonizacao de tecidos em cloneresistente

Neste material, a colonizag&o dos tecidos ainda ndo havia sido iniciada até
24 h.ai., pois foram encontrados somente apressorios com cone apressorial
(Figura 13(A)) que podem ou nédo ter penetrado. Nao se encontravam hifas de
infeccdo ou qualquer evidéncia de formagdo de vesicula de infeccdo ou hifa
primaria nas células da epiderme neste periodo. Com 48 h.a.i., observou-se que a
penetracdo havia efetivamente ocorrido, devido a presengca de vesicula de
infecgdo com hifa priméria (Figura 13(B)). Neste periodo, ndo foram encontradas
hifas em outras células da epiderme ou do parénquima, o que se levaacrer que a
colonizacdo estaria na fase inicial. No terceiro dia apds a inoculagdo, algumas
hifas estavam presentes em células da epiderme (Figura 13(C)), e no quarto dia
apos ainoculagdo, o parénquima apresentava hifas intra e intercelulares (Figuras
13(D) e 13(E)), que ramificavam-se e colonizavam as células adjacentes. No
quinto dia, todas a camadas de células estavam tomadas por hifas intra e
intercelulares, com células disformes (Figura 13(F)), porém somente no sétimo
dia apos a inoculagéo € que se observou o surgimento de sintomas necraéticos no

tecido, com células total mente destruidas (Figura 13(G)).
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Figura 12 - Processo de infecgdo no clone suscetivel. A) Penetracdo e apressorio
com cone apressorial (seta), 24 h.ai. B) Vesicula de infeccdo (seta) e
hifa primaria, 24 h.a.i. C) Ramificacdo de hifa, 24 h.a.i. D) Hifa em
célula epidérmica, 24 h.a.i. E) Colonizagdo de células do parénquima
(seta), 48 h.ai. F) Colonizacéo de tecidos (seta), sem necrose, 96
h.a.i. G) Tecido colonizado e necrosado (seta), 120 h.a.i. (Barra em
A,B,C,D=10um,emE, F, G=25pum).
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Figura 13 - Processo de infeccdo e colonizagdo em clone resistente. A)
Apressorio com cone apressoria (seta), sem hifa de infeccdo, 24
h.ai. B) Hifa primaria, 48 h.ai. C) Hifa em célula epidérmica
(seta), 72 h.aii. D e E) Hifaintracelular em células do parénquima,
96 h.ai. F) Colonizagdo de todas as camadas de células (setas),
120 h.ai. G) Tecido colonizado com necrose, 168 h.a.i. (Barraem
A,B,C,DeE=10um,emFeG =25 um).
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5. DISCUSSAO

De acordo com SUTTON (1992), a identificacdo de espécies de
Colletotrichum é baseada em caracteristicas morfol 6gicas do fungo, podendo ser
usados também testes de gama de hospedeiros. Pelos resultados obtidos neste
trabalho, 0 agente causal da antracnose do guaranazeiro ndo se enquadra em
qualquer das espécies de Colletotrichum atualmente descritas na literatura
(SUTTON, 1980; SUTTON, 1992). Colletotrichum guaranicola difere de outras
espécies de Colletotrichum com conidios cilindricos, atuamente aceitas, pelo
tamanho do conidio e pelo tamanho e forma do apressorio (Quadro 2). Outras
espécies diferem do fungo em estudo néo so pelas caracteristicas morfol dgicas,
mas também por apresentarem especificidade de hospedeiro, como C. coffeanum
em café, C. caricae em frutos de maméo e C. musae em frutos de banana
(SUTTON, 1992). Até o momento nd foi descrita a ocorréncia de
C. guaranicola em outros hospedeiros além do guaranazeiro, sendo necessarios
testes de gama de hospedeiros, para que se possa afirmar a ocorréncia de
especificidade neste patossistema. Outras caracteristicas, como a coloragéo da
colbnia, aspecto do micélio e presenca de setas, sdo dificeis de serem comparadas
devido a grande variacéo entre espécies e entre isolados dentro da mesma espécie
de Colletotrichum.
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Quadro 2 - Espécies do género Colletotrichum com conidios cilindricos

Fungo Tamanho do Conidio Apressorio Tamanho do
(pm) Apressorio (m)

C. guaranicola 10.5-15.5x 3-4.5 Globoso 45-8x5-85
C. gloeosporioides 12-17 x 3.5-6 Clavado, oval. 6-20 x 4-12
C. crassipes 14-28 x 5-7 Clavado, oval 10.5-14 x 7-9.5
C.fragarie 12.5-16.5x 4.5-5 N&o ha descricdo N&o ha descricdo
C.fusarioides 18-32 x 4.5-6 N&o ha descricdo N&o ha descricdo
C.fuscum 15-21x 3.5-4 Oval 40x7,0
C.lindemuthianum 9.5-11.5x 3.5-4.5 Clavado, oval 8,0x 6-7
C. malvarum 12-24 x 4-6 N&o ha descricdo N&o ha descricdo
C. nigrum 15-21 x 3.5-6.5 N&o ha descricdo N&o ha descricdo
C. nimpheae 12-23x 4-5.5 N&o ha descricdo N&o ha descricdo
C. paludosum 18-28 x 6-8 N&o ha descricdo N&o ha descricdo
C. phyllachoroides 18-24 x 4-6.5 N&o h& descrico N&o h& descrico
C. trifolli 6-18 x 4-8 Clavado, oval N&o ha descricdo
C. typhae 11.5-21x 355 Clavado, oval 8-11x 59

Fonte: SUTTON (1992).

O presente estudo reforca o reconhecimento da espécie C. guaranicola,
como um téxon distinto dentro do género Colletotrichum, segundo apresentado
por ALBUQUERQUE (1961). E provavel que o ndo reconhecimento desta
espécie por Sutton segja devido ao fato dela ter sido descrita em publicacdo em
lingua portuguesa e de circulacéo limitada, ndo chegando ao conhecimento deste
autor.

Colletotrichum guaranicola apresenta variacdo na viruléncia, conforme o
gendtipo do hospedeiro. Segundo DODD et a. (1992) e WALLER (1992), a
patogenicidade de isolados de fungos fitopatogénicos esta relacionada com
fatores do ambiente, com o genétipo do hospedeiro e com outros fatores da
interacdo patdgeno-hospedeiro, como a secrecéo de enzimas pelo fungo ou idade
dos tecidos a serem infectados.

Durante o ensaio de selecdo dos clones e do isolado a serem utilizados
neste trabalho, ndo se observou qualquer sintoma da doencga no clone 626 quando
inoculado com os isolados em estudo. Porém, nas inoculacdes seguintes, este

apresentou sintomas equivalentes aos observados no clone suscetivel. Entretanto,
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no suscetivel, os sintomas foram observados cinco dias apds a inoculagéo,
enguanto no resistente os sintomas SO comegaram a surgir a partir do sétimo dia
apos a inoculacéo. O fato de o clone resistente passar a manifestar sintomas pode
estar relacionado a diversos fatores genéticos e ambientais, desconhecidos neste
caso. No clone 626 ndo se observa sintomas da antracnose em campos de
producdo, segundo informagdo pessoal (pesquisador José Firmino da Embrapa
Amazonia Ocidental). Porém, no presente trabalho este material apresentou os
sintomas da doenca quando foi inoculado em casa de vegetacdo. Ta
comportamento pode ser atribuido a idade das folhas inoculadas, visto que o
desenvolvimento das lesdes esta relacionado com a idade dos tecidos afetados
(BATISTA, 1983; DUARTE et al., 1995). No ensaio de selecéo do material, as
mudas utilizadas apresentavam folhas velhas em sua maioria, as quais néo
manifestaram sintomas. Ja nas inoculagdes seguintes, as mudas haviam passado
por uma poda, e as inoculagctes foram feitas em folhas bem mais novas que
aquelas utilizadas anteriormente, o que pode ter favorecido o desenvolvimento
dos sintomas em folhas novas, ja que folhas velhas ndo desenvolveram sintomas
até sete dias apds a inoculagéo, quando foi feita a Ultima coleta das amostras. O
fato de que em condi¢cdes de campo as plantas apresentam folhas totalmente
desenvolvidas em sua maioria e aliado a possibilidade da densidade de inoculo
gue chega na superficie do hospedeiro em condicdes naturais ndo seja suficiente
para desencadear um processo de doenca, e as condi¢Oes adversas do meio
ambiente no campo, 0 que ndo ocorre em inoculagdes em condigdes controladas
como temperatura e umidade, pode também estar relacionado com a néo
observagdo de sintomas no campo, e Sim em casa de vegetacdo. O método de
inoculagdo usado pode também ter interferido na manifestacdo de sintomas.
ROCHA et a. (1998), ao avaliarem a patogenicidade de isolados de C.
gloeosporioides em frutos de maracuja, observaram uma grande variagdo na
expressdo dos sintomas, de acordo com o método de inoculagdo usado. Nas
primeiras inoculagbes feitas, visando selecionar os clones, nd houve

manifestacdo de sintomas pelo clone resistente. Nestas inoculagbes, o
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procedimento foi diferente do posterior, havendo a provocacdo de ferimentos e
deposicéo e discos de meio de cultura contendo massas de conidios e micélio do
fungo. Este método de inoculagdo pode ter induzido a sintese e acumulo de
compostos fendlicos no local de ferimento no clone resistente. Isto, aliado a ata
concentracdo de inoculo, pode ter impedido o estabelecimento do patégeno
devido a inibicdo da germinagdo por substancias presentes na massa e conidios,
comuns em espécies de Colletotrichum. Ja nas inoculagdes feitas nos ensaios
posteriores, quando houve manifestacéo de sintomas pelo clone resistente, foram
feitas por atomizacdo de suspensdo de inoculo, sem ferimento, além de terem sido
usadas folhas novas, permitindo o desenvolvimento dos sintomas.

A germinago dos conidios teve inicio no periodo entre 6 e 12 horas apos a
inoculagdo, independente do gendtipo do hospedeiro ou da idade da folha, e
cresce progressivamente com o tempo apos a inoculagdo. Comparando-se 0s
clones resistente e suscetivel, observa-se uma diferenca quanto a germinagédo
entre os clones, sendo maior no resistente. Ao que parece, esta diferenca na
germinacdo ndo interfere na colonizagdo, pois quando se observa os dados de
formagdo de apressorio melanizado, nota-se que esta é maior no clone suscetivel
no periodo de 24 h.ai., como sera discutido posteriormente. Esta diferenca pode
se refletir na colonizagdo dos tecidos e manifestagdo dos sintomas por este clone,
pois ndo se observou penetracéo direta sem a formagdo de apressorio ou via
estdmatos por C. guaranicola, ao contrario do que ocorre em C. acutatum em
pétalas de flores de citrus, que penetra em geral por via direta sem formar
apressorio (ZULFIQAR et al.,1996).

Pela avaliacdo dos eventos de pré-penetracdo em folhas de idades
diferentes, a porcentagem de germinacéo ndo foi diferente para folhas novas e
velhas no clone resistente, porém, no clone suscetivel a germinagdo foi maior em
folhas novas. Quanto a formagdo de apressorio, estafoi maior em folhas novas de
ambos os clones, mostrando que ha diferenca nos eventos de pré-penetracéo

conforme a idade dos tecidos, sendo mais evidente quanto a formagdo de
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apressorio, 0 que pode explicar a maior suscetibilidade de 6rgdos jovens do
guaranazeiro ao ataque do fungo (BATISTA, 1983; DUARTE et a., 1995).

A menor porcentagem de germinacgéo e formagado de apressorios em folhas
velhas pode estar relacionada com a composicdo da cuticula, que pode
comportar-se como uma superficie hidrofobica, que dificulta aformagéo do filme
de &gua necessario a germinagdo e consequente diferenciacdo de estruturas de
infeccdo (PASCHOLATI e LEITE, 1995). A adeséo do esporo na superficie do
hospedeiro tem sido reconhecida por varios autores como evento essencial para o
sucesso da infeccdo (MENDEGEM et a., 1988; MENDEGEN e DEISING,
1993; EPSTEIN e NICHOL SON, 1997). Ao avaliarem a influéncia da adeséo dos
conidios de C. graminicola em folhas de milho no desenvolvimento da doenca
(MERCURE €t al., 1994), observaram que as folhas mais novas apresentavam
maior porcentagem de conidios aderidos que as mais velhas. Segundo estes
autores, esta diferenca depende ndo somente do conidio mas também de
mudancas na topografia da superficie do hospedeiro, devido a deposicéo de cera,
0 que atera a sinalizacdo topografica necessaria para a diferenciagcéo das
estruturas do fungo. Os autores sugerem ainda que, estes resultados influenciam
diretamente o desenvolvimento da doenca, pois uma rapida adesdo dos conidios
na superficie do hospedeiro aumenta a chance de sucesso no estabelecimento do
patogeno. No presente trabalho ndo foi avaliada a adesdo dos conidios. Assim,
ndo se pode afirmar se ha diferenca, quanto a este evento, entre os clones e entre
folhas de diferentes idades que possa estar relacionada com a resisténcia ou
suscetibilidade destes tecidos. Da mesma forma, néo foram avaliadas a espessura
da cuticula nem a topografia das folhas inoculadas. Porém, foi possivel observar
que a superficie das folhas velhas apresenta menor capacidade de retencdo de
agua que as folhas novas, 0 que pode ser um reflexo da quantidade de cera
presente na cuticula.

No clone resistente ndo houve diferenca quanto a germinacéo em folhas de
diferentes idades. Porém, a formagdo e apressorio foi maior em folhas novas,

mostrando de maneira similar ao que ocorre no clone suscetivel, que as folhas



velhas sGo mais resistentes. Esta diferenca quanto a formacéo de apressorio pode
ser devida as mudancas na topografia das folhas velhas, como dito anteriormente,
ou a composicdo quimica da superficie, que segundo BAYLEI et a. (1992),
existem evidéncias de que a natureza quimica da superficie do hospedeiro pode
influenciar naformacéo de apressorio

O apressorio de C. guaranicola apresenta uma estrutura chamada de cone
apressorial, com forma de funil. (SKIPP et al., 1995) citam que, 0 cone
apressorial € composto de material de parede fungica e que se forma junto ao
poro germinativo. A fungdo do cone ainda ndo estd bem esclarecida, mas
acredita-se que atue como foco de pressdo hidrostética que impulsiona a hifa de
infeccdo para o interior da célula epidérmica do hospedeiro (BAYLEI et a.,
1992). Nem todas as especies de Colletotrichum apresentam esta estrutura, a qual
ndo observada, por exemplo em C. graminicola (BAYLEI et a., 1992). Esta
variagdo na presenca de cone pode estar relacionada a diferentes modos de
penetracdo, talvez porque algumas espécies utilizem maior forca mecanica para
penetrar no hospedeiro e nestes 0 cone serve como reforco da parede na base da
hifa de infeccéo (SKIPP et al., 1995). Em outras espécies a forca mecénica e
usada em menor intensidade e a penetracdo e mediada principalmente pela
degradacéo enzimética dos componentes da cuticula e parede celular, sendo
desnecessaria a presenca do cone apressorial.

Colletotrichum. guaranicola coloniza os tecidos do hospedeiro de maneira
semelhante aguela observada em muitos fungos hemibiotroficos descrita por
SKIPP et al. (1995). No presente trabalho foi observado que apds a penetracéo, o
fungo desenvolve uma vesicula. A partir desta vesicula, surge uma hifa primaria,
gue vai colonizar a célulainiciamente infectada e as células adjacentes, causando
a desorganizacéo do protoplasma celular e a morte das células infectadas, onde o
fungo continua a se desenvolver. A colonizagéo do tipo hemibiotréfica ocorre em
outras especies de Colletotrichum, como em C. gloeosporioides f.sp. malvae e
malva, onde se observa uma fase biotréfica no hospedeiro, 72 horas apos a

inoculagdo, com hifas primérias nas células do mesofilo, e uma fase necrotrofica
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120 horas apos a inoculagdo (MORIN et al., 1996). Processos semel hantes foram
descritos nos patossitemas C. truncatun e Pisum sativum (O'CONELL et al.,
1993) e C. sublineolum e sorgo (WHARTON e JULIAN, 1996).

Comparando-se o0 clone suscetivel com o resistente, observa-se que o
desenvolvimento do fungo ocorre da mesma maneira em ambos, apesar de haver
uma diferenca temporal nos eventos de penetragcdo e colonizacdo dos tecidos
nestes clones. No clone suscetivel, apos 24 horas da inoculagéo, ja é possivel
observar a colonizagdo de células da epiderme, enquanto no resistente esta
colonizacdo sb € vista no terceiro dia apos a inoculacdo. Esta diferenca é refletida
no surgimento dos sintomas, pois no clone suscetivel os sintomas surgem 5 dias
apos a inoculagdo, enquanto que no resistente somente 7 dias apos a inocul agéo.
A diferenca na penetragdo e colonizagdo observada com 24 h.ai. pode estar
relacionada a maior porcentagem de formac&o de apressorios no clone suscetivel
neste periodo (Figura 5). Em vista da maior quantidade de apressorio, houve
maior penetracdo e conseqlente colonizacdo de tecidos neste material. No clone
resistente, a quantidade de apressorios formados neste periodo € menor e devido
ao pequeno tamanho dos fragmentos de folhas inoculadas, submetidas a cortes
semi finos e a espessura dos cortes, apesar de ter sido cortada uma grande
quantidade de amostras, a penetracdo ndo foi observada com 24 h.ai. neste
material, podendo ter ocorrido ou ndo. O fato de no periodo de 48 h.ai. a
quantidade de apressorios formados ser semelhante entre os dois clones, reforcaa
hipétese da influéncia da quantidade de apressorio na penetragdo e colonizagéo,
pois neste periodo foi possivel observar penetracdo e inicio de colonizagdo dos
tecidos do clone resistente.

Em algumas células, observou-se a formagdo de papilas, tanto no clone
resistente quanto no suscetivel. A formagdo de papilas é encontrada naquelas
células que estdo em estreito contato com o patogeno, e sdo formadas em resposta
a infeccdo em plantas resistentes e suscetivels, visando evitar o estabelecimento
do patdgeno em seus tecidos (ESQUERRE-TUGAYE et al., 1992). Porém, nem

sempre as papilas sdo efetivas em restringir a penetracdo do patdgeno no
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hospedeiro, o que é atribuido a diferencas entre as células dos hospedeiros, entre
outros fatores intrinsecos do patdgeno e do hospedeiro (AIST, 1983). Em estudo
relacionando a formac&o de papilas com o tipo de células de Hordeum vulgare
resistente e suscetivel a Erysiphe graminisf.sp. hordei, a porcentagem de papilas
associadas a resisténcia foi a mesma para ambos 0s gendtipos testados, porém a
freguéncia de papilas foi maior em células mais longas do tecido foliar que em
células curtas. No entanto, os autores ndo propuseram uma explicacéo para esta
diferenca, de acordo com a morfologia da célula (KOGA et a., 1990). Em analise
citolégica da interacdo C. trifolii e Medicago sativa, apos a penetracdo do
patogeno, aresposta do hospedeiro foi similar tanto para o suscetivel quanto para
0 resistente, e se manifestou com a secregdo de componentes da parede celular e
sintese de papilas. Porém, no material suscetivel, o fungo atravessou a papila e
colonizou os tecidos, enquanto que no resistente o patogeno foi retido nestas
células (MOULD e ROBB, 1992). A velocidade da formagéo da papila & um fator
que pode influenciar na retencdo do patdogeno. MATSUOKA (1988) verificou
gue a resisténcia de pimentdo a Phytophthora capsici se manifesta através da
rapida formac&o de papilas em resposta a penetragdo da hifa infectiva. Apesar de
ndo ter sido feita uma avaliagéo quantitativa da formacéo de papila nos clones de
guaranazeiro, a freqiéncia destas aparentemente ndo diferencia quando
comparados o clone suscetivel e o resistente. Desta maneira, pode-se supor gque a
presenca de papilas ndo influencia na colonizacdo dos tecidos nem na
manifestacdo da resisténcia pelo clone 626.

A sintese de fitoalexinas, assim como a presenca de proteinas na parede
celular, como extensinas, também podem interferir na colonizac&o dos tecidos
das plantas, como demonstrado no estudo feito em folhas de sorgo inoculadas
com C. graminicola onde foi observado um intenso acimulo de fitoalexinas
(SNYDER e NICHOLSON, 1990). Diante dos resultados encontrados neste
trabalho, pode-se sugerir que o0 clone 626 expressa sua resisténcia a
C. guaranicola pelo atraso na entrada do patégeno e colonizagdo dos seus

tecidos, 0 que é uma consequéncia da baixa quantidade de formagdo de
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apressorio, encontrada neste material. Segundo PASCHOLATI e LEITE, (1995),
a resisténcia de uma planta a um patdégeno também pode ser definida como a
capacidade de o hospedeiro em atrasar ou evitar a entrada e subseguente
atividade de um patogeno em seus tecidos. As implicagdes epidemiol 0gicas deste
atraso na colonizacdo e manifestacdo dos sintomas sdo desconhecidas para a
antracnose do guaranazeiro, sendo necess&rios estudos adicionais envolvendo
outros componentes e resisténcia, como periodo latente e severidade, a fim de

avaliar o desenvolvimento da doenca neste material.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

O agente causal da antracnose do guaranazeiro foi reavaliado quanto a
suas caracteristicas morfoldgicas, visando esclarecer sua posi¢ao taxondmica. O
conidio do fungo € hialino, de formato cilindrico, medindo 10,5-15,5 x 3-4,5 pm.
O apressorio é globoso e melanizado, medindo 4,5-8 x 5-8,5 um. O fungo produz
micélio abundante em meio de cultura (BDA), e quando esporulando, apresenta
uma massa de conidios de cor alaranjada. Estes dados foram comparados com a
literatura especializada no género Colletotrichum (SUTTON, 1980 e SUTTON,
1992) e foi observado que o fungo em estudo ndo se enquadra em qualquer das
espécies deste género atualmente aceitas. Diante deste resultado, este estudo
confirma a descricéo feita por Albuquerque (1961), e reforca o reconhecimento
da espéecie Colletotrichum guaranicola.

A quantificagdo dos eventos de pré-penetracéo foi feita a fim de detectar
diferencas quantitativas quanto a germinacdo e a formagao de apressorio entre 0s
clones e entre folhas de idades diferentes. Foram avaliadas folhas novas e velhas
dos clones resistente e suscetivel, nos periodos de 6, 12, 24 e 48 horas apos a
inoculagdo. As amostras coletadas nestes periodos foram clareadas e coloridas
com azul de algodéo e observadas a0 microscopio de luz. Os dados obtidos
revelaram que ha diferenca quanto a germinacéo entre os clones e entre folhas

novas e velhas no clone suscetivel, porém, no clone resistente ndo ha diferenca
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quanto a germinacdo entre folhas novas e velhas. A formagéo de apressorio é
maior em folhas novas tanto no clone resistente quanto no suscetivel.
Comparando-se os dois clones, observa-se que a formagéo de apressorio € maior
no clone suscetivel no periodo de 24 horas apos a inoculagéo, e esta diferenca
reflete na penetragédo e colonizagdo dos tecidos do clone resistente.

O estudo da colonizagdo dos tecidos dos clones foi realizado com amostras
coletadas entre 24 horas e sete dias apos a inoculagdo. Estas amostras foram
incluidas em resina SPURR, submetidas a cortes semifinos (1 i de espessura) e
observados ao microscopio de luz. Observou-se que 0 processo de infeccdo e
colonizacdo dos tecidos € semelhante aguele observado em interacOes
hemibiotréficas. O fungo, apos germinar e formar um apressorio melanizado,
penetra diretamente pela cuticula e parede celular das células da epiderme, por
meio de uma hifa de infeccdo que da origem a uma vesicula de infeccdo e em
seguida a hifa priméria, que coloniza inter e intracelularmente o parénquima.
Com o tempo, todas as camadas de células apresentam-se colonizadas, com
células disformes. Com a morte destas células, surgem 0s sintomas necroticos
tipicos da doenca.

Comparando-se 0s clones resistente e suscetivel, observou-se que a
colonizacdo dos tecidos ocorre da mesma maneira nos dois materiais, porém, ha
uma diferenca temporal entre eles, sendo que no suscetivel com 24 horas apos a
inoculacdo é possivel observar a colonizagdo das células epidérmicas, no
resistente, esta colonizagdo sO € vista no terceiro dia apos a inoculagdo. Este
atraso na colonizagéo dos tecidos do clone resistente reflete-se na manifestagcéo
dos sintomas, que sdo observados no clone suscetivel no quinto dia apos a
inoculagdo, enquanto que no resistente os sintomas se manifestam somente no
setimo dia apds a inocul agéo.

A formag&o de papilas nas células da epiderme foi observada tanto no
clone resistente quanto no suscetivel, porém, apesar de ndo ter sido feita uma

avaliacdo quantitativa das papilas nos dois clones, a frequéncia destas parece néo
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diferir entre os materiais, sugerindo que as papilas ndo influenciam no atraso da
colonizacdo observada no clone resistente.

Diante dos dados obtidos neste trabalho, conclui-se que Colletotrichum
guaranicola trata-se de um taxon distinto dentro do género Colletotrichum,
reafirmando assim o reconhecimento desta especie, descrita por Albuguerque em
1961. Existe diferenca quantitativa entre os clones quanto a formagdo de
apressorio, sendo maior no clone suscetivel. Os eventos de pré-penetragcéo
também apresentam diferenca entre folhas e idades diferentes, sendo maior em
folhas novas. A resisténcia do clone 626 se manifesta pelo atraso na penetragéo e
colonizacdo de seus tecidos pelo patogeno, refletindo no aparecimento dos

sintomas da doenca.
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APENDICE

Quadro 1A - Porcentagem de germinacdo de conidios em clones resistente e
suscetivel e em folhas novas e velhas, no periodo de 6 a 48 horas

apos ainoculacéo (h.a.i.)

Clones
Periodo 368 (Suscetivel) 626 (Resistente)
(h.ai.)
FN DS X F DS X FN DS X R DS X
6 o 0 0 0 0o 0 0 0 o o o0 o0
12 37 87 187 72 31 85 427 45 373 104 498 128
24 947 45 357 123 652 50 67 145 643 95 712 99
48 823 136 757 76 790 91 887 101 8 72 OL5 43

FN= folha nova; FV=folhavelha; DS = desvio-padrdo médio; X= média.
Osvaloresde FN e FV sdo média de trés repeticoes.

Quadro 2A - Porcentagem de formacdo e apressorio melanizado em clones
resistente e suscetivel e em folhas novas e velhas, no periodo de 6

a 48 horas apos ainoculacéo (h.a.i.)

Clones
Periodo 368 (Suscetivel) 626 (Resistente)
(h.ai)
FN DS X F DS X FN DS X F DS X
6 0 0 0 0 o o0 0 0 O 0 0 0
12 347 11 167 90 257 62 403 57 73 21 230 52
24 940 46 323 122 632 83 443 112 563 112 427 40
48 830 115 750 72 790 23 843 81 667 110 747 83

FN =folhanova; FV =folhavelha; DS = desvio-padrdo médio; X = média.

Osvaloresde FN e FV sdo média de trés repeticoes.
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