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RESUMO: Colletotrichum gloeosporioides tem sido associado aos sintomas da antracnose nas folhas e frutos e mancha
manteigosa em cafeeiro. Até o presente momento, estudos do patossistema Colletotrichum spp. e cafeeiro no Brasil
estdo sendo amplamente dirigidos a etiologia e patogenicidade do fungo bem como a caracterizagdo de isolados.
Entretanto, uma melhor compreensdao dos eventos de pré-penetracdo, infeccdo e colonizagdo do hospedeiro é
fundamental para o estabelecimento de medidas de controle da doenca. Este trabalho teve como objetivo estudar o
processo de infecgdo do isolado I-12 de C. gloeosporioides em folhas e frutos de cafeeiro, pelo exame de microscopia
eletronica de varredura (MEV). Folhas jovens e frutos verdes em estadio de expansao dos cultivares IPR-59 e IPR-103
foram inoculados com o isolado 1-12 de C. gloeosporioides (10° conidios/ml). As amostras foram fixadas em
glutaraldeido 2% em tampdo fosfato de s6dio 0,1 M e pés-fixadas em tetroxido de dsmio 1%, as 0, 3, 6, 12 e 24 horas
apos a inoculacdo, desidratadas por série alcodlica, secas ao ponto critico, recobertas com ouro e observadas em MEV
(FEI Quanta 200). A analise das imagens obtidas pela microscopia eletrénica de varredura possibilitou observar os
processos de infecgdo do Isolado 1-12 de C. gloeosporioides em folhas e frutos de cafeeiro destacados dos cultivares
IPR 103 e IPR 59, sendo possivel acompanhar durante os intervalos de tempo os eventos de pré-penetragdo, penetracao
e colonizacdo dos tecidos. Foi possivel também verificar que, nas amostras provenientes de frutos, o patégeno se
desenvolveu de maneira diferenciada, sendo a emissdo dos tubos germinativos mais rapida no cultivar mais susceptivel,
IPR 103, do que no mais resistente, IPR 59. Isso sugere que os mecanismos de resisténcia da planta podem se
manifestar j& na fase de pré-penetracdo, desacelerando o crescimento do patdgeno.
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HISTOPATHOLOGY OF COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDES INFECTION ON
COFFEE LEAVES AND FRUITS

ABSTRACT: Colletotrichum gloeosporioides have been associated with symptoms of anthracnose of leaf and fruits.
Nowadays, the studies of Colletotrichum spp.pathosystem and coffee plantations in Brazil have been widely addressed
to the etiology and pathogenicity of the fungus as well as to the characterization of isolates. The better understanding of
the events of pre-penetration, infection and colonization is crucial for the establishment of disease control. This work
was carried out with the objective to evaluate the infection process of the isolate 1-12 of C. gloeosporioides on leaves
and fruits of coffee by scanning electron microscopy (SEM) examination. Young leaves and green fruits of the cultivars
IPR-59 and IPR-103 were inoculated with the 1-12 isolate of C. gloeosporioides (10° conidia/ml). The samples were
fixed in 2% glutaraldehyde, 0.1 M sodium phosphate buffer and post-fixed in 1% osmium tetroxide at 0, 3, 6, 12 and 24
hours after inoculation; dehydrated by alcohol series; dried at the critical point; coated with gold and observed by SEM
(FEI Quanta 200). The analysis of images obtained by SEM enabled to observe the process of infection of the 1-12
isolated of C. gloeosporioides on leaves and fruits of coffee in both cultivars, during several intervals of time after
inoculation, covering the events of pre-penetration, penetration and colonization of tissues. It was also possible to verify
that, in the samples from fruits, the pathogen developed differentially, being faster in the emission of the germ tubes in
the cultivar more,susceptible IPR 103 than the more resistent IPR 59. This suggests that the plant has some mechanisms
of resistance already in the pre-penetration phase, decelerating the growth of the pathogen.

Key words: Coffea arabica, Colletotrichum gloeosporioides, SEM



VIl Simposio de Pesquisa dos Cafés do Brasil
22 a 25 de Agosto de 2011, Araxa - MG

INTRODUCAO

Espécies do género Colletotrichum ocorrem em cafeeiros em todas as regifes produtoras do mundo
(MASABA; WALLER, 1992; SILVA et al., 2006). Os sintomas caracterizam-se principalmente pela formacdo de
lesbes deprimidas em frutos verdes, com a presenca de esporos de coloragdo laranja, sendo que estas lesdes se
expandem rapidamente, e podem atingir as sementes. Também sdo observadas seca de ramos e ponteiros e mancha
manteigosa nas folhas (HINDORF, 1975; MASABA; WALLER, 1992; PARADELA-FILHO, 2001).

Nos ultimos anos, estudos da interacdo Colletotrichum spp. x cafeeiro realizados tem sido amplamente
dirigidos a etiologia e patogenicidade do fungo e & caracterizagdo de isolados. No entanto, ainda existem dlvidas quanto
a confirmacgdo do patossistema, devido a dificuldade no estabelecimento e reproducéo in vivo dos sintomas associados
ao fungo nos diferentes tecidos de cafeeiro (NECHET; ABREU, 2002; DORIZZOTO, 1993; OROZCO-MIRANDA,
2003; ZAMBOLIM et al., 2003).

Neste contexto, se faz necessario elucidar a relacdo do fungo Colletotrichum com a cultura do café no Brasil.
Sendo imprescindivel esclarecer se os sintomas em questdo sao realmente causados pela espécie fingica. Pereira (2005)
por meio de estudos histopatologicos constatou que frutos de cafeeiro com mancha manteigosa apresentam alta
colonizagdo por C. gloeosporioides, bem como ramos com secas descendentes apresentam o xilema, floema e o tecido
corticoso colonizados por esta espécie, inferindo, portanto, que C. gloeosporioides é o agente causal da seca de
ponteiros. Lins et al. (2007) realizaram estudo detalhado de microscopia eletrénica, acompanhando os processos de pré
e pos-penetracdo de diferentes isolados de Colletotrichum spp. em plantas de cafeeiro obtidas por cultura de embrido e
reportaram a capacidade de infeccdo de C. gloeosporioides em tecidos de cafeeiro.

Com isso a melhor compreensdo dos eventos de pré-penetracdo, infec¢do e coloniza¢do do hospedeiro é
fundamental para o estabelecimento de medidas de controle da doenca. Este trabalho teve como objetivo estudar o
processo de infeccdo do isolado 1-12 de C. gloeosporioides em folhas e frutos de cafeeiro destacados, pelo exame de
microscopia eletrnica de varredura (MEV).

MATERIAL E METODOS

Folhas jovens e frutos verdes em estadio de expansdo dos cultivares IPR-59 e IPR-103 foram desinfestados
superficialmente por tratamento sequencial em solugdes de etanol 70% por um minuto, hipoclorito de sédio 1% por um
minuto e &gua destilada autoclavada por um minuto.

As amostras foram feridas com agulha esterilizada e inoculadas por deposi¢do de uma aliquota de 10 pl de
suspensdo de conidios do isolado I-12 de C. gloeosporioides (10° conidios/ml). As amostras foram mantidas em camara
Umida a 25°C e fragmentos da regido inoculada foram extraidos nos intervalos de tempo pré-fixados a 0, 3, 6, 12 e 24
horas apds a inoculagéo.

O processamento e analise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram realizados no Laboratério de
Microscopia Eletrénica da Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, PR. As amostras foram fixadas em
solucdo de Karnovsky modificada (glutaraldeido 2%, tampéo fosfato de sédio 0,1 M) por um periodo de 24 horas e pos-
fixadas em tetroxido de 6smio 1%, desidratadas por série alcodlica crescente (70%, 80%, 90% e 100%), sendo
realizadas 3 lavagens por 15 minutos cada. Foram secas ao ponto critico no aparelho Critical Point Dryer (Baltec-
Balzers CPD 030); recobertas com 25 nm de ouro no equipamento Sputter Coater (Baltec-Balzers SCD 050) e
observadas em MEV (FEI Quanta 200).

RESULTADO E DISCUSSOES

Foi possivel verificar a aderéncia dos conidios dos dois cultivares avaliados imediatamente ap6s a inoculagdo
apenas nas amostras dos frutos e preferencialmente préximos aos estdbmatos e nas cavidades epiteliais. Também foi
observada a presenca de mucilagem na superficie conidial (Figura 1A).

Ap6bs 3 horas de inoculacdo foi observada a presenca de conidios septados e inicio da emissdo de tubos
germinativos em ambos os tratamentos (Figura 1B). Isso explica o reconhecimento do hospedeiro pelo patégeno que
depois de reconhecer os sinais da superficie da planta como a presenca de agUcares fenois e varios outros compostos
volateis comeca a induzir a diferenciacédo celular e expressar seus genes de patogenicidade, assim como, direcionar seus
tubos germinativos nas superficies foliares reconhecendo arranjos de paredes anticlinais e aberturas estomaticas.

As 6 horas ap6s a inoculago foi verificado inicio de colonizagdo do tecido foliar por hifas mais longas, assim
como o seu desenvolvimento em direcdo aos estdbmatos. Pelas observacGes das amostras de frutos péde-se verificar que
0 patégeno se desenvolveu de maneira diferenciada nos dois cultivares, sendo que no cultivar mais susceptivel, IPR
103, houve maior rapidez na emissdo dos tubos germinativos, sugerindo que 0os mecanismos de resisténcia da planta
podem se manifestar j& na fase de pré-penetracdo, desacelerando o crescimento (Figura 1C e 1D).

Com 12 horas ap6s a inoculacdo foi possivel observar a presenca de apressério apenas nas amostras de frutos
(Figura 1E). E as 24 horas apés a inocuiacdo da folha foi possivel observar a formacdo de apressério, colonizacéo
superficial e penetracdo do fungo (Figura 1 F).
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Figura 1. Eletromicrografia de varredura de folhas e frutos destacados de cafeeiro inoculados com C. gloeosporioides.
A. Segmento superficial do fruto logo ap6s inoculacéo; aumento de 6000x. B. Segmento superficial do fruto as 3 horas
apo6s inoculacdo; aumento de 6000x. C. Segmento superficial de fruto do cultivar IPR 103 as 6 horas apds inoculagéo;
aumento de 1600x. D. Segmento superficial de fruto do cultivar IPR 59 as 6 horas apds inoculag¢do; aumento de 3000x.
E. Presenca de apressorio as 12 horas ap0s a inoculag¢do; aumento de 6000x. F. Colonizagéo do tecido as 24 horas ap6s
a inoculagéo; aumento de 1600x.

CONCLUSOES

A andlise das imagens obtidas pela microscopia eletrénica de varredura possibilitou observar os processos de
infecco do Isolado 1-12 de C. gloeosporioides em folhas e frutos de cafeeiro destacados dos cultivares IPR 103 e IPR
59, sendo possivel acompanhar durante os intervalos de tempo 0s eventos de pré-penetragdo, penetragdo e colonizagéo
dos tecidos.
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