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RESUMO

Nos estudos envolvendo a interagao Colletotrichum gloeosporioides-cafeeiro (Coffea arabica L.), poucas sdo as
informacoes a respeito do modo de penetragdo e colonizacao deste patégeno. Estudou-se por meio da microscopia
eletronica de varredura (MEV), os eventos de pré-penetracdo e penetragdo de C. gloeosporioides em hipocétilos
de cafeeiros e a colonizacdo natural de ramos e frutos provenientes de plantas com mancha manteigosa.
Realizaram-se trés ensaios. No primeiro, fez-se a observagdo dos eventos de pré-penetracao de C. gloeosporioides
inoculados em hipocétilos de plantulas da cv. Acaia Cerrado com e sem ferimentos; no segundo, observou-se a
colonizagdo de ramos enfermos em que havia murcha dréstica e necrose local e, no terceiro, a colonizacdo de
frutos enfermos. A germinac¢do dos conidios nos hipocétilos feridos ocorreu 6 horas apds a inoculagdo, com a
formagdo de um ou dois tubos germinativos terminais e a adesdo dos conidios nas depressdes dos hipocétilos.
Apressorios globosos a subglobosos e de contorno regular surgiram 12 horas apés a inoculagdo. Até 72 horas,
ndo foi possivel observar a formagao de acérvulos sobre os tecidos submetidos a inoculagdo. Nos ramos observava-
se colonizagdo nos vasos floema e parénquima cortical. Nos frutos em diferentes estiddios de maturagdo foi
observada a colonizac¢do do tecido préximo a epiderme e colapso dos estdmatos na area lesionada.

Palavras-chave: Glomerella cingulata, Coffea arabica, mancha manteigosa, microscopia eletronica de varredura.

ABSTRACT

HISTOPATHOLOGICAL STUDIES OF THE INTERACTION COLLETOTRICHUM
GLOEOSPORIOIDES - COFFEE TREES

In studies involving the interaction Colletotrichum gloeosporioides - coffee trees (Coffea arabica L.) there is
little information regarding the pre-penetration, penetration and colonization pathways of this pathogen. The
objectives of this work were: 1. to study through scanning electron microscopy (SEM) the pre-penetration and
penetration events of C. gloeosporioides in hypocotyls of coffee plantlets; 2. to observe the colonization of
Colletotrichum spp. in branches and fruits of coffee trees with blister spot symptoms. The study took place in
three trials. In the first trial, it was observed and reported the pre-penetration events of C. gloeosporioides inoculated
on hypocotyls of coffee cv. Acaia Cerrado with and without wounds. The second trial was performed to investigate
the colonization of diseased coffee branches that presented drastic wilt and local necrosis was observed. Finally
the third trial investigated the colonization of this pathogen in diseased coffee fruits. When C. gloeosporioides
was inoculated, germination could be observed in wounded hypocotyls 6 hours after inoculation. Better adhesion
of conidia was evident at surface depressions of hypocotyls and germination started by emission of one or two
terminal germ tubes. Round or sub-round shaped apressoria appeared 12 hours after inoculation. Up to 72
hours, acervula formation was not observed on inoculated tissues. The wilted branches presented colonization
in the phloem and cortical tissues. In fruits at different stages of maturation, it was observed colonization in
tissues near the epidermis and collapse of the stomata in the affected area.

Key words: Glomella cingulata, Coffea arabica, blister spot, scanning electron microscopy.
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1. INTRODUCAO

Espécies do género Colletotrichum estdo
frequentemente associadas ao cafeeiro podendo
causar danos e perdas na produtividade dependendo
da espécie do patégeno (WALLER et al., 1993), das
condi¢des ambientais (CHEN et al., 2003) e da cultivar
infectada (SEra et al., 2005; Orozco et al., 2003). As
espécies associadas ao cafeeiro sdo Colletotrichum
gloeosporioides Penz. (sin. C. coffeanum), C. acutatum
Simmonds e C. kahawae Waller & Bridge (D’utra, 1902;
WALLER et al., 1993; Orozco et al., 2003). C. kahawae é
uma espécie restrita ao continente africano que pode
infectar frutos de café em varios estddios de
desenvolvimento sendo responsavel pela coffee berry
disease, causando altas perdas na produtividade
(70%-80%) quando medidas de controle nado sao
aplicadas (GrirrITHS et al., 1971). No Brasil, prevalece
C. gloeosporioides (Orozco et al., 2003), que tem sido
associado a sintomas de antracnose em folhas, frutos,
mancha manteigosa e seca de ponteiros.

Dentre estas destaca-se a mancha manteigosa
foi descrita pela primeira vez em 1957, por WELLMAN
(1957); posteriormente, constatou ser ocasionada pelo
género Colletotrichum (VARGAs e GONzALEz, 1972),
porém ainda hoje ha davida sobre o correto agente
etiolégico. Esta é uma doenga de grande importancia
nas lavouras em que ocorre devido a destruigdo
completa da planta e ainda hoje nado esclarecida
quanto a sua infecgdo e colonizagado. Pode ser também
um problema potencial, pois em plantas obtidas de
sementes de plantas doentes, ainda nao se verificaram
sintomas que podem expressar a doenca no campo.

Até o presente, estudos a respeito da infec¢do
de C. gloeosporioides sobre cafeeiro utilizando-se a
microscopia eletrénica como ferramenta sdo escassos.
O conhecimento do processo de infecgdo das espécies
de Colletotrichum, assim como dos fatores que
influenciam tais processos, é de extrema importancia
para se elucidarem questdes, tais como a adesdo de
conidios, relacdo com a topografia do hospedeiro, tipo
de penetragdo e a formacgdo de apressdrio. Além disso,
é considerado um pré-requisito para o
desenvolvimento de estratégias de controle. O processo
de infeccdo no género Colletotrichum é composto por
uma seqiiéncia comum de eventos: adesdo do conidio,
germinacao, elongacdo do tubo germinativo, formacao
do apressoério, desenvolvimento de peg de infecgdo,
penetracdo de células epidérmicas, crescimento das
hifas intracelularmente, necrose celular e
desenvolvimento de lesdes (JEFFRIES et al., 1990).

O trabalho teve por objetivos acompanhar, por
meio de microscopia eletronica de varredura (MEV),
o inicio do processo de infeccdo de hipocétilos de café
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inoculados com C. gloeosporioides e observar a
colonizagdo de Colletotrichum spp. em ramos e frutos,
nos estadios verde-cana e cereja, de café enfermos.

2. MATERIAL E METODOS

Trés ensaios foram desenvolvidos no
Laboratério de Diagnose e Controle de Enfermidades
de Plantas e no Laboratério de Microscopia Eletronica
e Analise Ultra-Estrutural no Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Lavras, MG, utilizando-se como ferramenta
o microscépio eletrénico de varredura (MEV).

Para a observacao dos eventos de pré-infecgdo,
hipocétilos na fase de palito de fésforo da cultivar
Acaia Cerrado MG-1474 sem sintomas de doencas,
foram submetidos a inoculagdo com dois isolados de
C. gloeosporioides, obtidos de folhas e de ramos de
plantas com sintomas da mancha manteigosa. A
inoculacao foi localizada e consistiu de 50 puL de
suspensdo de cada isolado na concentragao de 2x10°
conidios/mL. As inocula¢des ocorreram em
hipocétilos com ferimentos, realizados manualmente
com agulha fina, e em hipocétilos intactos. Apos a
inoculagdo, os hipocétilos foram mantidos em camara
umida e acondicionados em BOD a 23 °C £ 0,5 °C no
escuro.

Amostras de hipocétilos foram coletadas em
4,5,6,8,10,12, 24, 48 e 72 horas ap6s a inoculagao.
Os fragmentos coletados foram fixados em solugdo
Karnovsky modificada (Glutaraldeido 2,5%,
formaldeido 2,5% em tampdo cacodilato de sédio
0,05M, pH 7,2, CaCl, 0,001M), por um periodo de 24
horas no minimo. Foram transferidos, no minimo,
cinco fragmentos de cada tratamento para uma
solugdo-tampado de cacodilato (0,05M) e lavados por
trés vezes durante 10 minutos. Em seguida, foram p6s-
fixados em solugdo de tetroxido de 6smio 1% em dgua
por 1 hora, lavados em agua destilada por trés vezes
e desidratados em solu¢des com concentragdes
crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%).
Posteriormente, os espécimes foram levados a secagem
ao ponto critico com CO;liquido em aparelho Balzers
CPD 030; em seguida, montados em suportes de
aluminio (stubs) e cobertos com ouro (evaporador
Balzers SCD 050) para observagdo em microscépio
eletronico de varredura LEO EVO 40.

As imagens foram geradas e registradas
digitalmente, havendo diversas imagens para cada
amostra nas condi¢des de trabalho de 20 Kv e
distancia de trabalho de 9 mm. As imagens geradas
foram gravadas e abertas no Software Photopaint do
pacote Corel Draw 9.



Interacao Colletotrichum gloeosporioides - Cafeeiro 119

A observacdo interna de ramos de cafeeiros da
cultivar Catucai Vermelho com sintomas de mancha
manteigosa foi realizada a partir de fragmentos de
ramos plagiotrépicos que estavam com sintomas de
murcha descendente e necrose local. Utilizaram-se
fragmentos com 2-3 cm de comprimento na zona de
transicdo entre a regido murcha e “sadia” e,
posteriormente, foram imersos em solugao fixadora
até seu completo preparo para observagao, conforme
método descrito anteriormente, utilizando-se,
contudo, o corte do material em nitrogénio liquido
conforme ALVEs (2004). Foram também preparados
para observagdo ramos-testemunha sem aparente
infeccdo, seguindo metodologia ja descrita.

Para as observagdes da infec¢do de frutos do
cafeeiro por Colletotrichum spp. em MEV, utilizaram-
se frutos de café da cultivar Catucai Vermelho. Estes
frutos foram selecionados, utilizando-se somente
aqueles em que havia sintomas de mancha manteigosa
e, posteriormente, foram separados utilizando-se
frutos da fase 4 (verde-cana) e fase 5 (cereja) conforme
RENA e MaEsTRI (1985). Em seguida, os frutos foram
seccionados em fragmentos de 0,5 cm?. Estes
fragmentos (casca e mesocarpo) da regido lesionada
do material foram imersos em solugéo fixadora até
preparo para observagdo, seguindo o método descrito
anteriormente. Frutos sadios também foram
preparados para observagao.

Ap0s observacao superficial, estes fragmentos
foram partidos ao meio e montados sobre stubs, com
as regides partidas voltada para cima e examinados
ao MEV novamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre 4 e 5 horas apés a inoculagdo (hai) ndo
se observou, independente do isolado, a germinagdo
de conidios em hipocétilos com e sem ferimentos
(Figura 1 A). A germinacdo de conidios dentro do
género é bastante variavel, iniciando-se entre 4 e 48
horas (RoBerTs e SNow, 1984; BAILEY et al., 1992;
Orozco, 2003) ainda dependente de fatores externos
tais como temperatura, sendo 25 °C a melhor (Orozco,
2003), e a presenga de materiais exégenos (BAILEY et
al., 1992; Skirr et al., 1995).

A aderéncia dos conidios foi maior na regido
do hipocétilo onde as depressdes eram mais
evidentes, mostrando, portanto, uma certa correlagdo
com a topografia do hospedeiro (Figura 1 B).
Observagao semelhante foi relatada por PorTo et al.
(1988) quando inocularam C. trifolii sobre alfafa. A
adesdo do esporo na superficie do hospedeiro é
reconhecida, por vérios autores, como evento essencial
para o sucesso da infecgdo (MENDGEN e DEISING, 1993;

MERCURE et al., 1994), influenciando inclusive no
desenvolvimento da doenca, pois uma rédpida adesdo
dos conidios aumenta a chance de sucesso no
estabelecimento do patégeno (MERCURE et al., 1994).

O inicio da germinacdo ocorreu 6 hai (em
hipocétilos com ferimentos), quando alguns conidios
emitiram um ou dois tubos germinativos (Figura 1 C).
Este inicio de germinagdo ocorreu independente da
origem dos isolados, entretanto, ndo houve
germinacao nos hipocétilos sem ferimentos. Somente
ap6s 12 horas ocorreu o inicio da germinagdo sobre
hipocétilos sem ferimentos e, até o final das
observacgbes, ainda havia muitos conidios néao
germinados. Conidios de Colletotrichum spp. isolados
de cafeeiro podem germinar apds 5 a 8 horas em agua
destilada esterilizada a 25 °C (Orozco, 2003). Em
trabalho realizado por CHEN et al. (2003), em C.
gloeosporioides foi observado sobre folhas do cafeeiro,
germinacdo média de 0,3% e 13,5%, ap6s 3 e 6 hai,
respectivamente. Em frutos, a germinagdo foi mais
acentuada, com inicio 6 hai, com uma germinacdo
média de 51%.

Esta auséncia de germinagdo em hipocétilos
sem ferimentos deve-se, provavelmente, a auséncia de
substdncias exsudadas pelo material vegetal.
Segundo BAILEY et al. (1992) e Skirp et al. (1995),
materiais exégenos, tais como graos de pdlen, acidos
organicos e sideréforos, na gota do inéculo, podem
influenciar a germinagdo. Na presenca de nutrientes,
o indice de germinagdo de esporos é acentuado.

O tubo germinativo foi emitido das
extremidades do conidio, havendo, entretanto, alguns
que surgiram lateralmente (Figura 1 D). Em C. capsici
é comum o surgimento de um a trés tubos
germinativos, em fungdo dos septos presentes no
conidio desta espécie (ROBERTS e SNow, 1984), em C.
acutatum f.sp. pinea, um ou dois tubos germinativos
surgem lateralmente ou, mais freqiientemente, préximo
a parte terminal do conidio (NAIR e CorsIN, 1981).

Com 12 hai, conidios emitiram apressorios no
fim de tubos germinativos. O crescimento do tubo
germinativo foi varidvel antes da emissdo do
apressorio. Estes eram globosos a subglobosos e de
contorno regular (Figura 1 E, F).

A formagdo de apressérios por C.
gloeosporioides sobre folhas de cafeeiro pode ocorrer
6 hai, sendo este, 0 mesmo tempo necessario para a
formacgdo de apressodrios em frutos verdes inoculados
(CHEN et al., 2003). Este autor relata ainda que o
méximo de formagdo de apressoérios ocorreu 18 hai,
enquanto C. kahawae inoculado sobre folhas e frutos
de café apresentou maxima formacgdo de apressérios
6 hai.
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Figura 1. Eletromicrografia de varredura mostrando hipocétilos de cafeeiro inoculados com C. gloeosporioides. A: Conidio
(C) ndo germinado 5 horas apés inoculagdo. B: Adesdo nas depressdes do hipocétilo. C: Germinagao de conidios
com emissdo de dois tubos germinativos terminais (seta). D: Tubo germinativo lateral ao conidio (seta). E e F:
Conidios (C) com apressorios (Ap) no fim do tubo germinativo.

Até o fim do periodo de avaliacdo, ndo se pdde
observar a formacgdo de acérvulos sobre o material.
Sintomas provocados por C. gloeosporioides sobre
hipocétilos de cafeeiro susceptiveis sdo observados
cinco dias apds a inoculagdo, a formacao de acérvulos
ocorre aos nove dias ap6s a inoculagdo e aos dez dias
héa morte de plantulas (Orozco, 2003). A expressao de
sintomas (lesdes necroéticas) em folhas e frutos de
cafeeiros inoculados com C. kahawae ocorre entre 72
e 96 hai (CHEN, 2002).

Quando se realizaram observag¢des de ramos,
foi possivel notar a colonizacdo dos vasos e
parénquima do xilema (Figuras 2 A) sendo possivel
diferencia-los dos tecidos ndo afetados (Figura 2 B).
A colonizacdo de Colletotrichum spp. associado ao
cafeeiro ocorre sistemicamente, em que a partir de um
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ponto de entrada, transloca-se tanto de modo
descendente quanto ascendente, havendo, entretanto,
maior colonizagdo deste segundo modo (Orozco et al.,
2002; Orozco, 2003; PerEIRA et al. 2004), devido a
direcdo do fluxo do sulco xilematico.

Segundo VoLTaN et al. (2002), a presenga de
Colletotrichum spp. em ramos de cafeeiros, causa
alterac¢des na estrutura normal do caule. Neste
trabalho, os autores puderam constatar o
espessamento das membranas celulares da epiderme
e do cortex, com a presenga de compostos fendlicos,
a formagdo de um cambio (felogénio) e em estadio
mais avangado de infecgdo, a formacgdo de periderme,
além de maior concentracao de cristais de oxalato de
calcio no cortex e no floema, fatos ndo investigados
neste estudo.
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A seca de ponteiros ou morte descendente de
ramos sdo problemas graves no cafeeiro. Esta é
considerada resultante de um complexo de tensoes da
propria planta e do ambiente, sendo atribuida a
diversas causas, tais como o esgotamento de
carboidratos na planta em decorréncia de
superproducdo, tensdes hidricas prolongadas,
deficiéncia severa de certos minerais, alta luminosidade
e temperatura elevadas, que podem ainda agravar a
desordem (RENA e MaESTRI, 1985). Entretanto, a seca de
ponteiros de natureza fitopatolégica é comumente
relatada e atribuida ao Colletotrichum spp. (D’'UTRA, 1902;
ParaDELA FiLHO et al., 2001, VoLTaN et al., 2002), havendo,
portanto, confusdo na etiologia desta enfermidade.

Nas observacdes da superficie dos frutos nao
se pode distinguir nenhuma caracteristica peculiar
das lesdes em frutos verdes que fosse diferente em
frutos maduros e vice-versa. As areas lesionadas sdo
delimitadas, com formato circular a subcircular, em
que se observa um aspecto coridceo do tecido (Figura
3 A), enquanto na regido sadia da amostra, as células
epidérmicas mantém seu aspecto normal. Em
observacdes a olho nu, pode-se observar que este
tecido tem um aspecto coridceo sendo quebradico. Na
regido enferma do tecido ha desarranjo dos estomatos,
que ficam necrosados (Figura 3 B), ndo sendo
observado o mesmo nas dreas sadias da amostra
(Figura 3 C).

Figura 2. Eletromicrografia de varredura de ramos de cafeeiro com mancha manteigosa e seca de ponteiros cortados
transversalmente. A: Células do parénquima do xilema (Px) colonizadas por hifas (seta) vasos do xilema (Vx) e
regido do xilema X. B: Regides do parénquima cortical (PC), do floema (F) e xilema (X) de ramos sadios.
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Algumas lesdes, principalmente dos tecidos
mais velhos, expdem estruturas de Colletotrichum. Pode-
se observar o crescimento de hifas sobre o tecido da
casca do fruto (Figura 3 D) e também a producao de
conidios mais internamente no tecido, na regiao onde
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ocorre rachadura (Figura 3 E), sem a producao de setas.
Nas regides enfermas dos tecidos do exocarpo e
mesocarpo, foi possivel notar o colapso celular, a
presenca de material amorfo (Figura 3 F) e uma elevacao
do exocarpo pressionado pelas hifas ali presentes.

10um
e

20um

Figura 3. Eletromicrografia de varredura de fruto de cafeeiro com mancha manteigosa. A: Lesdo delimitada de forma
circular. B: Estomato da area lesionada com aspecto necrosado. C: Estdmato da area sadia no fruto. D: Hifas (seta)
originadas de uma rachadura na regido da mancha manteigosa. E: Producdo de conidios no interior do tecido. F:
Actmulo de material amorfo nas células de frutos infectados (seta), epiderme (Ep).

4. CONCLUSOES

1. Ferimentos em hipocétilos de cafeeiro induzem
os processos de adesdo, germinacdo e diferenciacao de
apressorios de Colletotrichum gloeosporioides provenientes
de folhas e ramos de cafeeiros. O tempo de 72 horas é
insuficiente para formacao de acérvulos e esporulacao.
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2. Em ramos de cafeeiros com sintomas de
mancha manteigosa e seca descendente, observa-se a
presenga de Colletotrichum spp.

3. Nos sinais observados em frutos de cafeeiros
com mancha manteigosa é verificada a presenga de
Colletotrichum spp.
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