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RESUMO

Mafacioli, R.; Tessmann, D. J.; Santos, A. F.; Vida, J. B. Variabilidade patogénica e efeito de carboidratos no crescimento micelial, esporulagado
e agressividade de Colletotrichum gloeosporioides da pupunheira. Summa Phytopathologica, v.34,n.1, p.18-21, 2008

A agressividade de 17 isolados de Colletotrichum gloeosporioides
associados a antracnose em folhas da pupunheira (Bactris gasipaes),
oriundos de estados no Norte, Sudeste ¢ Sul do Brasil, foi avaliada
através de bioensaio com folhas de pupunheira destacadas, em trés
estagios de desenvolvimento: jovem, intermediaria e completamente
expandida. Diferengas significativas na agressividade dos isolados foram
verificadas apenas em folhas completamente expandidas e

intermediarias. O emprego de diferentes carboidratos, tais como
glicose, maltose ou amido, em suplemento ao meio batata-agar,
influenciou o crescimento micelial e a esporulagdo de alguns isolados.
A agressividade de dois isolados, dentre cinco isolados testados, foi
significativamente maior quando os conidios foram produzidos no
meio de cultura com amido, em relagdo aos meios com glicose e
maltose.

Palavras chave: antracnose, Bactris gasipaes, fontes de carboidratos, patogenicidade, pupunha.

ABSTRACT

Mafacioli, R; Tessmann, D. J.; Santos, A. F.; Vida, J. B. Pathogenic variability and effect of carbohydrates on mycelial growth, sporulation
and aggressiveness of Colletotrichum gloeosporioides from peach palm. Summa Phytopathologica, v.34,n.1, p.18-21, 2008

The aggressiveness of 17 Colletotrichum gloeosporioides isolates
associated with anthracnose on leaves of peach palm (Bactris gasiapes)
from Northern, Southeastern and Southern States of Brazil was
evaluated through a bioassay using detached leaves of peach palm, at
three stages: young, intermediate and fully expanded leaves.
Differences on aggressiveness among isolates were significant only

on fully expanded and intermediate leaves. Different sources of
carbohydrates such as glucose, maltose and starch, added to potato-
agar medium affected mycelial growth and sporulation of some
isolates. Among five isolates tested, only two had their aggressiveness
increased when conidia were produced on potato-agar medium
supplemented with starch.

Additional keywords: anthracnose, Bactris gasipaes, carbohidrate sources, pathogenicity.

Em decorréncia da expansdo do cultivo da pupunheira (Bactris
gasipaes Kunth) para a produgdo de palmito no Brasil, ocorrida nas
ultimas duas décadas, aumentou a importancia da antracnose causada
pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. A
doenga provoca danos principalmente em mudas e plantios de até um
ano de idade, causando necrose foliar e morte das plantas (14). Em
plantas adultas, a antracnose também causa podriddo em frutos e
prejudica a produg@o de sementes viaveis (12, 15).

A antracnose da pupunheira foi relatada pela primeira vez, no
Brasil, no Estado do Amazonas em 1983 (4). Mais recentemente, a
identifica¢do do agente causal da doenga foi confirmada por Mafacioli
(11), com base no exame de amostras folhas com sintomas de doenga
e na patogenicidade de isolados oriundos da regido Amazdnica, onde a
planta ¢ nativa, e de estados do Sudeste e Sul do Brasil.

Colletotrichum gloeosporioides ¢ um dos mais importantes
patogenos de plantas de regides tropicais e subtropicais do mundo
(7). A ocorréncia de variabilidade patogénica nessa espécie ¢ conhecida
em algumas hospedeiras (1, 3, 6, 8, 9, 10), o que sugere a hipdtese de
ocorréncia de variabilidade patogénica também dentre isolados de C.
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gloeosporioides associados a antracnose da pupunheira. Tais
conhecimentos em relagdo a amplitude da variabilidade patogénica de
um fungo sdo importantes para o melhor entendimento da etiologia
das doengas causadas por esse fungo e ao desenvolvimento de medidas
de controle.

Estudos de variabilidade patogénica e de resisténcia genética
requerem a padronizac¢do de metodologias de produgdo de esporos em
culturas puras. Na literatura, hd uma quantidade razoavel de informacdes
relacionadas a influéncia dos meios de cultura na produgéo de esporos
de C. gloeosporioides (3, 5, 7, 8). No entanto, hd pouca informagao
sobre a influéncia dos meios de cultura na qualidade fisioldgica de
esporos utilizados como indculo (5).

O objetivo principal deste trabalho foi analisar a variabilidade
patogénica de isolados de C. gloeosporioides, procedentes de diversas
regides do Brasil, em folhas de pupunheira destacadas, em trés fases
de desenvolvimento: jovem, intermediaria e completamente expandida.
O objetivo adicional foi avaliar o efeito nutricional de fontes
suplementares de carboidratos ao meio batata-agar, no crescimento
micelial, esporulagdo e agressividade de isolados do patdgeno.
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MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Estadual de Maringa, PR. Dezessete isolados de C.
gloeosporioides foram obtidos de folhas da pupunheira com sintomas
de antracnose, procedentes de diversas regides do Brasil (Tabela 1).
Culturas puras dos isolados foram obtidas a partir de pontas de hifas
¢ estdo preservadas em tubos de ensaio contendo meio Batata-
Dextrose-Agar (BDA) com 6leo mineral, & temperatura entre 5 a 10°C.

A agressividade dos isolados foi comparada através de bioensaio
com folhas destacadas de pupunheira, em trés estadios de
desenvolvimento: jovens, intermediarias e expandidas. As folhas foram
coletadas de mudas que nao sofreram aplicagdo de fungicidas.

Previamente a inoculagdo, as folhas foram lavadas em agua corrente,
desinfestadas com a imersdo em alcool 70% e em hipoclorito de sodio
0,5%, por 1 min. Em seguida, foram enxaguadas em agua esterilizada,
secas com papel toalha esterilizado e acondicionadas em placas de
Petri com quatro discos de papel filtro umedecidos e esterilizados.

Conidios do patdégeno foram produzidos em meio BDA, em placas
de Petri mantidas a 224+2°C ¢ fotoperiodo de 12 h, por sete dias. Para
o preparo da suspensdo de esporos foram adicionados 10mL de agua
destilada esterilizada as placas e, em seguida, fez-se a raspagem com
alca de vidro. Essa suspensao foi filtrada em dupla camada de gaze.

Ensaios preliminares mostraram que, para o estabelecimento
da doenga, a inoculagdo deve ser feita com ferimentos nas folhas. A
inoculagao foi realizada depositando-se um disco de papel filtro de
10mm de diametro, previamente embebido no indculo, na
concentragdo de 3,0 x 10° esporos por mL, sobre quatro pontos em
cada folha, com ferimentos causados artificialmente. Os ferimentos
foram produzidos com auxilio de um conjunto de seis agulhas

esterilizadas afixadas em rolha de cortiga e espacadas de Smm entre
si. Na testemunha, o disco de papel filtro foi embebido apenas em
agua destilada. As placas foram mantidas a 22+2°C, com fotoperiodo
de 12 h.

A avaliagdo da agressividade dos isolados foi realizada no oitavo
dia apos a inoculagdo com base em uma escala de notas, onde: 0 =
auséncia de necrose no local da inoculag@o; 1 = necrose do tecido no
local da inoculagdo sem o coalescimento das manchas necroticas; 2 =
necrose do tecido no local da inoculagdo com o coalescimento de até 50%
das manchas necroticas; 3 =necrose do tecido no local da inoculagdo com
o coalescimento de até 75% das manchas necroéticas; 4 =necrose do tecido
no local da inoculagdo com o coalescimento de 100% das manchas
necroticas; 5 = coalescimento das manchas necréticas com a expansao da
lesdo nos tecidos adjacentes ao ponto de inoculagao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial, representado pelos isolados e idades das folhas, com
quatro repeti¢des por tratamento. As médias foram comparadas pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Os dados desse e dos
demais ensaios foram analisados com programa SAEG (13).

Para a analise do efeito da nutricdo com carboidratos sobre o
crescimento micelial, esporulagdo e agressividade de C.
gloeosporioides, foram utilizados os seguintes carboidratos como
fontes de carbono: glicose (monossacarideo), maltose (dissacarideo)
e amido (polissacarideo). Foram adicionados 20g de cada carboidrato
separadamente ao meio batata-agar (batata, 200g; agar, 17g; dgua
destilada, 1L), conforme a metodologia descrita por Assis et al.
(5). Os meios, ap6s autoclavagem, foram distribuidos em placas de
Petri de 90mm de diametro, na propor¢do de 20mL por placa.
Cinco isolados de C. gloeosporioides, cultivados em meio BDA
por oito dias a 22+2°C e fotoperiodo de 12 h, foram avaliados nos

Tabela 1. Origem e agressividade de isolados de Colletotrichum gloeosporioides agente de antracnose em folhas de pupunheira.

Agressividade1

Isolados Origem (Municipio/Estado) Folha expandida Folha intermediaria Folha jovem Média
PGA-PRI Paranagua (PR) 2,75 Ab ™ 2,25 Ab 1,50 Ba 2,16 a
PGA-PR2 Paranagua (PR) 2,75 Ab 2,50 Ab 1,00 Ba 2,08 a
REG-SP2 Registro (SP) 2,50 Ab 2,75 Ab 1,50 Ba 2,25 a
PGA-PR3 Paranagua (PR) 2,50 Ab 1,00 Ba 1,00 Ba 1,50 b
PVE-RO3 Porto Velho (RO) 1,50 Aa 1,75 Ab 2,50 Aa 1,91 a
STO-PR3 Sdo Tomé (PR) 1,50 Aa 1,50 Aa 1,50 Aa 1,50 b
REG-SP1 Registro (SP) 1,50 Aa 2,00 Ab 1,00 Aa 1,50 b
PVE-RO1 Porto Velho (RO) 1,50 Aa 1,25 Aa 1,25 Aa 1,75 b
LIN-ES1 Linhares (ES) 1,50 Aa 1,25 Aa 1,00 Aa 1,25b
STO-PR2 Sao Tomé (PR) 1,25 Aa 1,50 Aa 1,25 Aa 1,75 b
CGA-PR Cidade Gaucha (PR) 1,25 Aa 1,00 Aa 1,00 Aa 1,08 b
PGA-PR4 Paranagua (PR) 1,25 Aa 1,00 Aa 1,00 Aa 1,08 b
LIN-ES2 Linhares (ES) 1,25 Aa 1,00 Aa 1,00 Aa 1,08 b
PVE-RO2 Porto Velho (RO) 1,00 Aa 1,50 Aa 1,50 Aa 1,75 b
STO-PR1 Sao Tomé (PR) 1,00 Aa 1,00 Aa 1,00 Aa 1,00 b
RBR-AC1 Rio Branco (AC) 1,00 Aa 1,00 Aa 1,00 Aa 1,00 b
RBR-AC2 Rio Branco (AC) 1,00 Aa 1,00 Aa 100 Aa 1,00 b
Médias 1,59 A 1,48 A 1,23 B

CV (%) = 14,8

Ensa10 em folhas de pupunheira destacadas e inoculadas com ferimentos. As folhas inoculadas foram mantidas a 22+2°C e fotoperiodo de 12 h.
* Dados originais. Para efeito de analise, os dados de agressividade foram transformados em (X+0, 5)
Médias seguidas de mesma letra maitiscula na horizontal e minuscula na vertical ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Avaliacdo do crescimento micelial e esporulagdo de isolados de Colletotrichum gloeosporioides da pupunheira, em meio de batata-agar

suplementado com diferentes fontes de carboidratos.

Isolados Taxa de crescimento micelial (mm diarl) Esporulag:zio2
Glicose Maltose Amido Glicose Maltose Maltose

CGA-PR 8,0' Aa 8.3 Aa 8.6 Aa 0,725 Aa'"” 0,873 Aa 0,873 Aa
PGA-PR2 8,1 Aa 8,1 Aa 8,5 Aa 0,863 Aa 0,872 Aa 0,872 Aa
LIN-ES2 8,6 Aa 9,1 Aa 10,0 Bb 0,715 Aa 0,725 Aa 0,725 Aa
RBR-AC2 8,7 Aa 10,8 Bb 9,9 Bb 0,724 Aa 0,716 Aa 0,716 Aa
PVE-RO3 9,5 Aa 10,0 Ab 9,8 Ab 0,707 Aa 0,718 Aa 0,718 Aa
CV (%) 7,2 14,0

' Médias seguidas da mesma letra, maluscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

* Dados transformados para (x + 0 5)

ensaios, fazendo-se a transferéncia de um disco da colénia, com
diametro de 7mm, para o centro de cada placa de Petri contendo
um carboidrato. Em seguida, as placas foram incubadas durante
sete dias a 22+2°C ¢ fotoperiodo de 12 h. Ao final do sétimo dia de
incubagdo, as placas foram avaliadas quanto a taxa média do
crescimento micelial (mm/dia), levando-se em consideragdo o
didametro médio final, o qual foi obtido medindo-se dois pontos
diametralmente opostos do perimetro da colonia, descontando-se
Smm correspondentes ao disco de meio contendo o indculo inicial
do fungo.

A avaliagdo da esporulagdo dos isolados nos meios de cultura
foi realizada apos a avaliagdo do crescimento micelial. Para isso,
uma suspensdo de conidios foi preparada mediante a adi¢do de
10mL de agua destilada esterilizada em cada placa, fazendo-se a
remogdo da superficie da colonia com o auxilio de uma alc¢a de
vidro. A suspensao de conidios foi filtrada em duas camadas de
gaze e a concentragdo foi determinada em camara de Neubauer.

Para a avaliagdo do efeito da nutri¢do de carboidratos na
agressividade de isolados de C. gloeosporioides, foram preparadas
suspensdes de conidios de cinco isolados, a partir dos meios com
os respectivos carboidratos, na concentragao de 3,0 x 10° esporos
por mL, sendo a inoculagdo efetuada em folhas jovens de
pupunheira. O processo de producdo do inoculo, inoculagdo e
avaliag@o foram os mesmos descritos anteriormente.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial, representados pelas fontes de carboidratos e isolados
do patogeno, com trés repeti¢cdes por tratamento. As médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

onde x ¢ a esporulacdo de C. gloeosporioides (xlO)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os isolados de C. gloeosporioides foram patogénicos a
pupunheira e houve interacao significativa entre os trés estadios de
folhas inoculadas e os isolados estudados (Pd=0.05). Os isolados
apresentaram diferengas significativas de agressividade entre si em
folhas completamente expandidas (maduras) e intermediarias (P=0,05)
(Tabela 1). Nas folhas jovens, as diferencas de agressividade entre os
isolados ndo foram significativas. De acordo com o agrupamento
proporcionado pelo teste de Scott-Knott (P=0,05) com base na média
de intensidade da doenga nos trés estadios de desenvolvimento das
folhas, os isolados mais agressivos foram PGA-PR1, REG-SP2, PGA-
PR2 ¢ PGA-RO3.

Na literatura, existem relatos de variabilidade patogénica de C.
gloeosporioides em diversas hospedeiras, tais como Stylosanthes spp.
(6, 9), seringueira (8), citros (3), Aeschynomene virginica (10) e
card (Dioscorea sp.) (1). Na pupunheira, verificou-se que as
diferengas de agressividade dos isolados de C. gloeosporioides nao
foram muito acentuadas, muito embora tenham sido
estatisticamente significativas. Verificou-se também que as folhas
jovens da pupunheira foram menos afetadas pela antracnose do
que as folhas maduras. Também nesse caso, as diferengas de
intensidade da doenca entre as folhas jovens e maduras ndo foram
acentuadas. Esses resultados contradizem algumas observagdes de
campo que mostram maior impacto da antracnose em plantas de
pupunheira jovens. Possivelmente, os ferimentos causados pela
abrasdo de particulas de solo, transportadas pelo vento, nos tecidos
das plantas, associados ao estresse resultante da exposigdo

Tabela 3. Agressividadel de isolados de Colletotrichum gloeosporioides em folhas jovens de pupunheira inoculadas com conidios produzidos em meio de

batata-agar suplementado com diferentes fontes de carboidratos.

Isolados Fontes suplementares de carboidratos

Glicose Maltose Amido
CGA-PR 2,00 Ba™ 2,50 Bb 3,50 Aa
PGA-PR2 1,50 Ba 2,75 Ab 3,25 Aa
LIN-ES2 1,75 Aa 2,00 Ab 2,50 Aa
PVE-RO3 2,50 Aa 2,00 Ab 1,75 Ab
RBR-AC2 2,25 Aa 1,50 Ab 1,25 Ab

CV (%) = 154

Ensaio em folhas de pupunheira destacadas e inoculadas com ferimentos. As folhas inoculadas foram mantidas a 22+2°C e fotoperiodo de 12 h.
Dados originais. Para efeito de analise, os dados de agressividade foram transformados em (X+0, 5)
¥ Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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excessiva ao vento e sol, sejam mais danosos as plantas jovens,
predispondo-as a doenga.

Com relagdo a nutri¢do de carboidratos no crescimento, esporulagao
e agressividade de C. gloeosporioides, a analise de variancia evidenciou
o efeito significativo da interacdo de isolados de C. gloeosporioides e
meios de cultura com diferentes fontes de carboidratos (P=0,05).
Diferengas significativas na taxa de crescimento micelial dos isolados
foram verificadas apenas nos meios contendo maltose e amido, o
mesmo nao ocorrendo no meio com glicose. A produgao de conidios
foi significativamente maior no meio contendo amido apenas para
dois isolados, CGA-PR ¢ PGA-PR2, dentre os cinco isolados
avaliados (Tabela 2). Do mesmo modo, para esses isolados, a
suplementacdo com amido induziu o aumento significativo da sua
agressividade em relagdo aos meios com glicose e maltose (Tabela
3).

Nos isolados de C. gloeosporioides da pupunheira estudados nao
houve a nitida diferenciag¢@o de coldnias de crescimento lento ou rapido,
tal como ocorre para isolados de C. gloeosporioides patogénicos ao
cara (2) e citros (3). Os isolados que apresentaram as maiores taxas de
crescimento micelial ndo foram os mesmos que produziram mais
esporos. Tal resultado também foi observado por Assis et al (5).
Esses autores verificaram que em C. gloeosporioides da mangueira o
meio com amido favoreceu mais a esporulagdo dos isolados do que os
meios com glicose ¢ maltose. Também, observaram que os meios com
glicose e maltose foram menos favoraveis a esporulacdo de C.
gloeosporioides do que o meio com amido e, em concordancia com
esse estudo, o meio com amido exerceu maior efeito na indugdo da
patogenicidade dos isolados.

Os resultados desse trabalho contribuiram para o maior
conhecimento do patossistema pupunheira x C. gloeosporioides ¢
para o desenvolvimento de metodologias de cultivo e produgao de
esporos do patégeno em culturas axénicas.
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