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RESUMO

PEREIRA, Igor Souza. Compatibilidade sexual e vegetativa do complexo
Glomerella-Colletotrichum associado ao cafeeiro e estudos histopatologicos.
Lavras: UFLA, 2005. 96p. Dissertagio (Mestrado em Fitopatologia).*

Existem ainda muitas lacunas para o melhor entendimento do complexo
Colletotrichum-cafeeiro. Destacam-se, entre elas, a origem da variabilidade
encontrada entre os isolados de C. gloeosporioides e o seu modo de colonizagdo.
Em se tratando de variabilidade, a técnica que utiliza mutantes nit para estudos
de grupos de compatibilidade vegetativa, adaptada para estudos com o género
Colletotrichum, 1em demonstrado resultados satisfatérios. Quanto aos estudos
histopatolégicos, a microscopia eletronica é uma importante ferramenta na
compreensiio dos processos de pré e pés-infecgiio, entretanto, pouco usada no
referido complexo. Objetivou-se, neste trabalho, examinar a variabilidade da
populagio de C. gloeosporioides e C. acuianun por meio da compatibilidade
vegetativa e sexual e realizar estudos histopatolégicos por microscopia
eletrdnica de varredura (MEV). Os experimentos foram realizados no
Depanamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (Lavras, MG)
no periodo de janeiro a dezembro de 2004. Pode-se comprovar a alta
variabilidade genética de C. gloeosporioides, representada por 16 grupos de
compatibilidade vegetativa. Observou-se a formagfio da fase ascogénica em
alguns isolados de C. gloeosporioides do cafeeiro, demonstrando ser esta uma
espécie tanto homotdlica quanto heterotdlica. Comprovou-se, dessa forma, a
origem da aha variabilidade, dado o elevado niimero de VCGs e a constatagio
da fase ascégena. Utilizando-se a MEV, pode-se observar a colonizagio por
Colletotrichum em frutos de café, no tecido préximo a epiderme, em diferentes
estidios de maturagio. Os ramos murchos apresentaram colonizagdo, tanto nos
vasos do xilema quanto floema. Quando se inoculou C. gloeosporioides sobre
hipocétilos, pode-se observar germinagiio nos hipocétilos feridos 6 horas ap6s a
inoculagio. Os conidios ficaram aderidos preferencialmente nas regides
depressivas dos hipocétilos e evidenciavam um ou dois tubos germinativos
terminais. Apressérios globosos a subglobosos e de contorno regular surgiram
12 horas ap6s a inoculagiio. Até 72 horas, nio se observou a formagio de
acérvulos.

'Comité de Orientacao: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador); Eduardo
Alves — UFLA (Co-orientador).



ABSTRACT

PEREIRA, Igor Souza. Vegetative and Sexual compatibility of complex
Glomerella-Colletotrichum associated to coffee trees and histopathological
studies. Lavras: UFLA, 2005. 96p. Dissertation (Masters Degree in
Phytopathology).*

A lot of gaps still exist for the best understanding of the complex
Colletotrichum-coffee trees. They stand out among them the origin of the
variability found between the isolated of C. gloeosporioides and your
colonization way. For the study of variability, the technique of nit mutants for
evaluation of vegetative compatibility groups (VCGs), has demonstrated
satisfactory results, when adapted for studies with the genus Colletotrichum.
Regarding histopathological studies, the electron microscopy is an important
tool for understanding pre and post infectional processes, however it is poorly
used in the referred disease-complex. The objectives of this work ware to
examine the variability of the population of C. gloeosporioides and C. acutatum,
through the vegetative and sexual compatibilities and to accomplish
histopathologic studies through scanning electron microscopy (SEM). The
experiments were carried out at Plant Pathology Department of the Federal
University of Lavras (Lavras - MG state) in the period from January to
December of 2004. It was possible to observe the great genetic variability of C.
gloeosporioides represented by 16 groups of vegetative compatibility. The
formation of the ascogenic phase was observed in some isolates of C.
gloeosporioides of the coffee tree, demonstrating that a species can be either
homotalic or heterotalic. Can be proven this way the origin of the great
variability, given the high number of VCGs and verification of the ascogenic
phase. By SEM, Colletotrichim colonization could be observed in fruits of
coffee, in tissues near to the fruit epidermis, and in different maturation stages.
Branches with wilted leaves presented colonization both in the xilem and floem.
When C. gloeosporioides was inoculated on hypocotyls, the germination could
be observed in wounded hypocotyls 6 hours after inoculation. Better adhesion of
conidia was evident at surface depressions of the hypocotyls and germination
started by emission of one or two terminal tubes germ. Round or sub-round
shaped apressoria appeared 12 hours after the inoculation. Up to 72 hours, the
acervulus formation was not observed.

*Adviser Committee: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Advisor); Eduardo
Alves — UFLA (Co-advisor).
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1 INTRODUCAO GERAL

O café é uma das importantes fontes de divisas para o nosso pafs, que se
destaca como o principal produtor e exportador mundial com uma produgio
estimada em 38.667 mil sacas (60 kg) na safra de 2004/2005. O estado de Minas
Gerais é o maior produtor nacional, com 18.777 mil sacas (60 kg); com 10.046
mil sacas numa irea estimada em 507.597 ha, as regides Sul e Oeste Mineiro
contribuem com mais da metade desta produgio (Conab, 2004).

Entretanto, uma série de doengas pode levar & diminuigdo desta
produgio (Matiello & Almeida, 1997), como a ferrugem (Hemilea vastatrix
Berk & Br.), a cercosporiose (Cercospora coffeicola Berk & Cooke) e a mancha
de phoma (Phoma spp.), entre outras.

Nos tiltimos anos, tem-se destacado a preccupagiio com aquelas doengas
causadas por Colletotrichum spp. no cafeeiro (Dorizzotto, 1993; Chen 2002;
Nechet & Abreu, 2002; Orozco et al., 2002a, b; Orozco, 2003). As principais
doengas ocasionadas por esse fungo em cafeeiro citadas mundialmente sio:
antracnose em frutos, folhas e ramos, mancha manteigosa e a CBD (Noack,
1902; Mc Donald, 1926; Nuiman & Roberts, 1969 a. b; Vargas & Gonzalez,
1972; Rodrigues et al., 1991; Waller er al., 1993; Orozco et al., 2002 b; Orozco
et al., 2003a).

A coffee berry disease (CBD), doenga mais importante do cafeeiro no
continente africano (Varzea et al., 2002a), cujo agente etioldgico € o C. kahawae
nio foi correlacionado a nenhuma daquelas doengas que ocorrem no Brasil
(Orozco, 2003; Orozco et al, 2003 a, c¢). C. gloeosporioides e C. acutatum
foram as duas espécies associadas ao cafeeiro, encontrando-se populagdes
patogénicas, além da evidéncia da presenga de ragas deste patégeno (Orozco er

al., 2002 b; Orozco, 2003; Orozco et al., 2003 b). Isto se contrapde aquelas



afirmagdes segundo as quais os isolados deste fungo associado ao cafeeiro no
Brasil seriam “niio patogénicos, secunddrios, sapréfitas ou oportunistas™.

O paidgeno C. gloeosporioides possui elevada variabilidade genética,
constituindo um complexo composto por virios patossistemas. Esta
variabilidade é observada nos isolados asscciados a sintomas de mancha
manteigosa, seca de ponteiros e necrose de frutos, por meio de caraclerizagao
morfol6gica e molecular utilizando-se os marcadores RAPD (random amplified
polimorphic DNA) e SSR (simple sequence repeats) (Orozco, 2003; Orozco et
al., 2003c).

A fim de que sejam aprofundados estudos sobre a diversidade genética e
a estrutura das populagdes naturais dos isolados existentes no Brasil, a andlise
dos grupos de compatibilidade vegetativa (VCGs) é uma boa ferramenta.

Esses estudos sio particularmente interessantes em anamorfos de
ascomicetos, como Colletotrichum spp., em virtude dos grupos de
compatibilidade subdividirem a populagio em grupos que podem trocar
informagdes genélicas via helerocarit;se e ciclo parassexual (Brooker ef al.,
1991). H4, ainda, a possibilidade da separagio de ragas ou grupos patogénicos
por meio dos grupos de compatibilidade vegetativa (Leslie, 1993), baseando-se
na hipétese de que isolados num mesmo grupo patogénico, por exemplo, formae
specialis, raga, etc., estio em um ou poucos VCGs (Puhalla, 1985).

Até o presente, este tipo de estudo para C. gloeosporioides e C.
acutatum provenientes de cafeeiros no Brasil eram inexistentes. Tal fato torna-se
mais interessante ao constatar-se que Orozco er al. (2003b) afirmam a existéncia
de uma raga fisiolégica para C. glocosporioides proveniente de plantas com
mancha manteigosa.

Outro modo de compreender esse complexo é por meio dos estudos
histopatoldgicos, permitindo elucidar o processo de infecgfio, assim como os

fatores que o influenciam: adesiio de conidios, relagio com a topografia do



hospedeiro, tipo de penetragio, formagdo de apressério e modo de colonizagio.
Além disso, os estudos histopatolégicos sdo considerados um pré-requisito para
o desenvolvimento de estratégias de controle.

Este trabalho teve como objetivos examinar a variabilidade da
populagiio de C. gloeosporioides e C. acuiatum provenientes de cafeeiros, por
meio da compatibilidade vegetativa e sexual e realizar estudos histopatol6gicos

em hipocétilos, ramos e frutos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Colletotrichum spp. em café

As doengas relacionadas ao complexo Colletotrichum x cafeeiro €m
recebido virios nomes: antracnose do cafeeiro, queima castanha (brown blight),
mancha manteigosa, die-back, elon die-back ¢ CBD.

No continente africano, onde, no complexo Colletotrichum x cafeeiro,
predomina o agente etiolégico C. kahawae, a doenga mais séria é¢ a CBD, cujas
perdas sobre a produtividade sio da ordem de 50% a 80% (Griffiths er al., 1971
Varzea et al., 2002b; Chen, 2002). O fungo infecta frutos verdes em todos os
estddios de desenvolvimento, as flores e, ocasionalmente, inflorescéncias niio
abertas e folhas (Firman & Waller, 1977). Os frutos podem cair prematuramente
ou permanecer mumificados na planta (Chen, 2002).

No continente americano, nio se conhece nenhum relato confirmado da
ocorréncia da CBD (Chalfoun, 1997; Varzea et al., 2002a e Orozco, 2003). No
Brasil, Colletotrichum spp. associado ao cafeeiro proveca a antracnose em
folhas, frutos, mancha manteigosa e seca de ponteiros, entre outros (Almeida e/
al., 1979; Dorizzotto e Abreu, 1993a; Nechet, 1999; Paradela Filho er al., 2001;
Orozco, 2003). A antracnose nas folhas do cafeeiro apresenta-se como manchas
irregulares, grandes, de coloragfio castanha a castanho-acinzentada, ccorrendo
comumente nas margens das folhas (Paradela Filho et al., 2001; Orozco, 2003).
Segundo Paradela Filho ez al. (2001), as lesdes mais criticas e prejudiciais para o
cafeeiro sdio aquelas em que o fungo incide sobre gemas, flores e chumbinho,
provocando sua morte e queda, e enegrecimento ¢ morte de ramos. Esses autores

relatam, ainda, que os sintomas ndo estdio relacionados com plantas injuriadas ou



culturas mal manejadas; pelo contrério, eles sdo mais intensos e evidentes em
culturas novas e muito bem desenvolvidas.

A mancha manteigosa ¢ outra doenca causada por Colletotrichum spp.
cujos sintomas sdo manchas de coloragio verde-claro em folhas novas, com
aspecto oleoso, menos brilthante que a superficie da folha, medindo de 2 a 10
mm de didmetro. No estidio mais avangado, as manchas apresentam lesdes
menores, com 2 a 3 mm de didmetro, deprimidas, necrdticas, cor marrom-claro e
bordas irregulares. Num estadio final, as manchas apresentam o centro necrético
e coalescem, causando a queda prematura das folhas. As brotagdes novas que
surgem sio novamente atacadas, ocorrendo a morte prematura das plantas. Os
ataques mais intensos ocorrem nas folhas e ramos novos em plantas adultas,
durante a fase de maior vegetacdo (Bitancourt, 1958; Mansk & Matiello, 1977).
Em cafeeiros com mancha manteigosa, a produgiio pode ser grandemente
afetada (Costa et al., 2003; Ferreira et al., 2004).

Segundo Orozco (2003), o patossistema Colletotrichum x cafeeiro no
Brasil ¢ composto por populagSes de espécies de Colletotrichum associadas ao
café, ocasionando diversos sintomas ou colonizando as plantas de forma
invasiva sem manifestagfio de sintomas. Orozco et al. (2002b; 2003b) afirmam
ainda a existéncia de ragas patogénicas para os isolados da espécie C.
gloeosporioides que ocasionam os sintomas de mancha manteigosa, seca de
ponteiros e necrose em frutos. Esses resultados foram encontrados apoés teste de
patogenicidade realizados no Brasil na Universidade Federal de Lavras (UFLA)
e em Portugal, no Centro de Investigagdes sobre a Ferrugem do Cafeeiro (CIFC)
e em estudos histopatolégicos realizados no CIFC.

Enfim, sfio trés as espécies isoladas de frutos, folhas € ramos de cafeeiro:
C. kahawae Waller & Bridge, C. gloeosporioides Penz e C. acutatum Simmonds

(Waller et al., 1993; Varzea er al., 2002a; Chen 2002; Orozco 2003).



2.2 Taxonomia de Colletotrichum spp. associados ao cafeeiro

O primeiro relato de Colletotrichum em cafeeiro foi feito por Noack, em
1901, aqui no Brasil. Inicialmente, foi classificado como C. coffeanum e, por
mais de 70 anos, todos os isolados de cafeeiro foram assim designados. Mas,
como hé diferengas discrepantes entre aqueles isolados causadores de CBD ¢ os
outros isolados do cafeeiro, como caracteristicas morfolgicas, metabolismo do
carbono, patogenicidade (Waller ef al., 1993) e, mais recentemente, pdde-se
observar diferengas por meio de técnicas moleculares (Sreenivasaprasad et al.,
1993; Beynon et al. 1995; Orozco et al., 2003c) e de estudos de compatibilidade
vegetativa (Beynon et al.,, 1995; Varzea et al., 2002b), vdrias propostas de
classificagio para os isolados de Colletotrichum spp. foram apresentadas ao
longo dos anos.

Rayner (1948, 1952) classificou os isolados que ocasionam CBD no
Quénia como C. coffeaniun var. virulans. Em 1969, Gibbs (1969) diferenciou
em meio malte-dgar (MEA): C.B.D. (= C. coffeanum var. virulans, Rayner,
1948), ccp (=C. coffeanum, pink), ccm (= C. coffeanum, mycelial form) e cca
(=C. coffeanum, acervuli form). Hindorf (1970) conduziu estudos morfolégicos
detalhados com isolados do Quénia e os classificou como C. coffeanum Noack
(sensu strictir), sendo este equivalente ao CBD var. virulans de Rayner e CBD
de Gibbs; C. acutanen Simmonds, equivalente ao ccp de Gibbs; C.
gloeosporioides Penz. white mycelium form que equivale ao cca de Gibbs,
produzindo o seu teleomorfo Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld & Schronk
e C. gloeosporioides Penz. greenish mycelium form e Glomerella cingulaia.
Neste trabalho, Hindorf descreveu C. coffeanum (sensu stric) em MEA e
mencionou que a forma teleomérfica nesta espécie ndo foi observada.
Posteriormente, C. coffeanum Noack (sensu strictir) passou a ser designado por

todos os autores como C. coffeanium sensu Hindorf,



Os isolados de CBD variam grandemente quando mantidos em cultura,
alterando sua cor e formagiio de acérvulo, entre outras caracteristicas, levando 2
confusiio para distingui-los de C. gloeosporioides (Rodrigues Jr. et al., 1991;
Varzea, 1995). Em 1991, Rodrigues Jr. er al. (1991) observaram que isolados de
frutos coletados em Angola e Malawi, apresentavam acérvulos e setas em MEA,
opondo-se as descrigdes feitas por Hindorf (1970) para isolados do Quénia.
Waller er al. (1993) propuseram, entiio, uma série de caracteristicas (Tabela 1)
para separar eslas duas espécies, além da mudanga do nome de C. coffeanum
sensu Hindorf para C. kahawae J.M. Waller & P.D. Bridge.

TABELA 1. Caracteristicas que permitem distinguir isolados de C. kahawae de
isolados de C. glocosporioides.

C. kahawae | C. gloeosporioides

1) Caracteristicas da colénia (culturas frescas de isolados monoconidiais em
MEA)

Crescimento lento (2-4 mm.d’ a 25|Crescimento répido (3-6 mm.d” a 25
°C); abundante micélio cinzento|°C), micélio branco a cinzento claro e
esverdeado azeitona a esverdeado |esporulagio em acérvulos ou hifas
escuro sem acérvulos e esporulagio | simples.

em hifas simples.

2) Metabolismo
Nio pode utilizar citrato ou tartarato | Pode utilizar tartarato, citrato ou ambos
como unicas fontes de carbono. como tinicas fontes de carbono.

3) Patogenicidade

Patogénico a frutos verdes no estado|Ndo patogénico a frutos verdes em
de expansio e hipocétilos de C.|expansio ou hipoc6tilos.
arabica.

Fonte: Waller et al. (1993)



Entretanto, as caracteristicas apresentadas por Waller et al. (1993)
apresentam, ainda, algumas limita¢des (Varzea, 1995; Varzea, 2002a; Orozco et
al., 2003a). Alguns pesquisadores sugerem o uso da temperatura de 30°C para
melhor disting@o entre as duas espécies (Varzea, 1995; Varzea et al., 2002a),
enquanto outros sugerem que o agente ectiolégico da CBD passe a ser
considerado, num nivel subespecifico, como C. gloeosporioides {.sp. kahawae,
baseados em estudos utilizando técnicas moleculares (Sreenivasaprasad et al.,
1993). Entretanto, em estudos posteriores foi possivel separar C. kahawae de C.
gloeosporioides ¢ C. acutatum por 1écnicas de RFLP, mas ndio conseguiram
definir subgrupos para C. kahawae (Beynon et al.,1995).

Orozco et al. (2003b) sugerem a existéncia de ragas fisiolégicas de C.
gloeosporioides, uma vez que observaram ocorréncia de interagao diferencial
entre os gendtipos de cafeeiro e C. gloeosporioides. Em testes de patogenicidade
utilizando-se plantulas, as cultivares Catucai Vermelho e Catucai Amarelo,
provenientes de plantas com mancha manteigosa, foram susceptiveis a C.
gloeosporioides. Orozco (2003) sugere, ainda, que a denominagio C.
gloeosporioides patétipo mancha manteigosa seja utilizada para todos os

isolados do fungo que ocasionam aquele sintoma.

2.3 Compatibilidade vegetativa aplicada ao estudo da variabilidade de

Colletotrichum spp.

Compatibilidade vegetativa refere-se a4 capacidade de uma hifa
vegelativa em formar anastomose ¢ heterocdrio estdvel. Em espécies com a fase
anamérfica prevalecente ou nica, a formagio de heterocirios entre diferentes
individuos é um importante componente no seu ciclo de vida, podendo servir
como primeiro passo no ciclo parassexual. A heterocariose é um meio pelo qual

fungos hapl6ides podem desfrutar dos beneficios do dipléide, como em



complementagio ou heterose (Leslie, 1993). Isolados que sdo compativeis
vegelativamente uns com os outros sdo descritos como membros de um mesmo
grupo de compatibilidade vegetativa (VCG) podendo, portanto, trocar
informagdes genéticas via processo parassexual (Glass & Kuldau, 1992; Leslie,
1993).

Em 1991, Brooker ef al. (1991) adaptaram a técnica utilizada para
producio de mutantes nit na identificacgdo de VCGs em outros fungos
filamentosos para estudos com Colletotrichum, uma vez que a maior dificuldade
na sua identificagfio € determinar quais isolados sfio compativeis com os outros e
os que nio o sio (Dias, 2000). A melhor evidéncia da compatibilidade é
geralmente obtida por forgar um heterccério prototréfico (com crescimento tipo
selvagem) resultante da anastomose de hifas entre dois mutantes auxotréficos
(com crescimento minimo) complementares (Leslie, 1993), permitindo
observagdes macroscépicas deste heterocério.

Esta técnica consiste na utilizagio de mutantes produzidos em meio de
cultura contendo clorato de potdssio (KCIO;) (andlogo do nitrato), que sio
incapazes de utilizar o nitrato como tnica fonte de nitrogénio (mutantes nit)
(Correl et al,. 1987; Brooker et al., 1991). Setores com crescimento rdpido,
resistentes ao clorato de potissio (KCIO;), sdo entdo selecionados. O modo de
agdo do clorato nio é ainda perfeitamente conhecido, mas todos os mutantes
resistentes ao clorato podem apresentar deficiéncia em qualquer dos genes que
regulam a assimilagdo do nitrato (Varzea et al., 2002a).

Os mutantes nit apresentam, assim, crescimento ralo, com pouco ou
nenhum micélio aéreo, em meios contendo nitrato como Unica fonte de
nitrogénio. Estes mutantes podem conter lesdes genélicas estruturais ou
regulatérias no locus do catabolismo do nitrato ou em rotas co-relatas (Marzluf,
1981; Klittich & Leslie, 1988 e Klittich & Leslie, 1989). Pelo crescimento em

meio seletivo, mutantes nir sdo entdo classificados em quatro classes fenotipicas.
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- Dois desses fenétipos sdo designados segundo mutagdes em um unico locus,
como: nit 1 - locus estrutural da nitrato redutase e nit 2 - locus regulador do
metabolismo do nitrogénio. As outras duas classes fenotipicas podem ocorrer em
mais de um locus, como: classe nit M — resultante da mutagdo dos vérios loci
responsdveis pela reunido do cofator molibdénio requerido durante a atividade
da nitrato redutase e purina desidrogenase e classe nit 3 — locus regulador
especifico do metabolismo da nitrito redutase (Correl, 1987; Brooker et al.,
1991).

Quando as coldénias de dois mutantes nir de diferentes classes
fenotipicas, crescendo em meio contendo nitrato como Gnica fonte de nitrogénio,
tém a capacidade de formar um heterocarionte (micélio normal na zona de
contato entre as duas colOnias), diz-se que os isolados correspondentes aqueles
mutantes nit pertencem ao mesmo grupo de compatibilidade vegetativa (Leslie,
1993).

Utilizando-se esta técnica, mutantes nir, resistentes ao clorato de
potdssio, foram recuperados de C. gloeosporioides (Brooker et al., 1991;
Varzea, 2002b), C. gloeosporioides f.sp. jussiaea, C. fragariae, C. malvarum, C.
destructivum, C. irifolii (Brooker et al., 1991), C. acwatum, C. kahawae
(Beynon et al., 1995; Varzea et al., 2002b), C. orbiculare (Wasilwa et al.,
1993), C. dematiium (Correl et al., 1993) e C. coccodes (Nitzan et al., 2002).
Estes mutantes recuperados foram classificados dentro de uma das quatro classes
fenotipicas (nit 1, nit 2, nit 3 e nit M) (Correl et al., 1993). A freqiiéncia dos
fenétipos recuperados foi varidivel dentro das diferentes espécies de
Colletotrichum estudadas (Correl et al., 1993). Varzea er al. (2002b) ndo
conseguiram recuperar nit 2 em virios dos seus isolados de C. kahawae ¢ C.
gloeosporioides ¢ Correl et al. (1993) relatam, ainda, que ndo conseguiram
recuperar mutantes de dois isolados de C. dematiim provenientes de cebola.

Assim, pode-se concluir que esta técnica é vidvel para o estudo da

11



compatibilidade vegetativa das diferentes espécies desse patégeno, podendo,
entretanto, ocorrer algumas restrigdes em casos especificos.

A compatibilidade vegetativa provou ser um instrumento muito ttil para
examinar a diversidade genética e a estrutura de populagdes naturais (Varzea,
2002a; Leslie, 1993). Isolados dentro de um mesmo VCG sio mais similares em
relagdo aqueles pertencentes a outros VCGs, sendo comprovado por estudos
biométricos (Butcher, 1968; Butcher, 1969; Butcher et al. 1972) e por
marcadores moleculares (Bosland & Williams, 1987; Gordon & Okamoto, 1992;
Jacobson & Gordon, 1991; citados por Leslie, 1993).

Nitzan et al. (2002), estudando a variabilidade genética e patogénica de
110 isolados de C. coccodes provenientes de paises diferentes (Holanda, Israel e
Franga), separaram-no em 4 VCG distintos e 27% dos isolados ndo puderam ser
enquadrados em nenhum destes quatro grandes grupos, perfazendo, assim,
outros 30 VCGs. Esses quatro grandes grupos foram encontrados nos diferentes
paises amostrados, com excecio de dois que sdo ausentes na Franga,
provavelmente devido & menor adaptagio daqueles VCGs niio encontrados ou,
ainda, por erro nas amostragens. J4 a presenca desses grandes grupos tanto na
Europa quanto Israel, pode ser explicada pelo alto intercimbio de batata semente
entre essas localidades. Esses grupos puderam ainda ser separados quanto a
patogenicidade de seus isolados.

Em estudo semelhante com 215 isolados de C. dematium patogénicos a
espinafre, causando dois tipos de lesdes, 3 provenientes de cebola e 2 de tomate,
Correl et al. (1993) puderam separd-los em quatro VCGs, sendo aqueles
patogénicos a espinafre agrupados em dois grandes VCGs (VCG1 e VCG2) e o
restante em dois outros grupos separados entre si (VCG3 — tomate e VCG4 -
cebola). Somente VCGI e VCG2 (de ambos tipos de lesiio) foram patog€nicos
ao espinafre, fato este que suporta a designagio de formae specialis para esta

espécie usada por von Arx (C. dematium [.sp. spinaciae). Além de refutar a
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hipétese de que existam duas espécies distintas de Colletotrichum que causem a
antracnose em espinafre na América do Norte, em fungio dos tipos de sintomas
encontrados.

Portanto, a correlagio entre VCG e patogenicidade a hospedeiros
especificos, bem como a determinagfo de patétipos, € uma aplicagdio Gtil da
compatibilidade vegetativa. Isto pdde ser comprovado para algumas formae
speciales de Fusarium oxysporum, como F. oxysporum f.sp. apii, F. oxysporum
f.sp. conglutinans, F. oxysporum f.sp. melonis (Leslie, 1993) e F. oxysporum
f.sp. cubense (Dias, 2002). Entretanto, hd casos em que a correlagiio entre
grupos patogénicos ¢ VCG nio siio bem relacionados, tais como F. oxysporum
f.sp. asparagi (Elmer & Stephens, 1989) e F. oxysporum f.sp. lycopersici (Elias
& Schneider, 1991).

Desse modo, a compatibilidade vegetativa mostra-se como um
instrumento 1itil para o estudo da diversidade genética ou, ainda, para distinguir
isolados patogénicos de ndio patogénicos (Varzea, 2002a) no género
Colletotrichum.

Com base em testes de patogenicidade, caracteristicas morfolégicas e
bioquimicas, Varzea er al. (2002b) classificaram os isolados provenientes de
café em C. kahawae, C. acutatum e C. gloeosporioides. Em seguida, agruparam
os isolados de cada espécie num VCG distinto. C. kahawae, representado por 18
isolados, foi agrupado em somente um VCG, indicando a baixa variabilidade
genética dentro desta espécie, possivelmente pela auséncia de ciclo sexual em
condi¢Ges naturais. Os isolados de C. gloeosporivides de diferentes paises
africanos ¢ da China foram agrupados em trés VCGs, indicando a sua elevada
diversidade genética.

A distingiio entre diferentes isolados de Colletotrichum em diferentes

VCGs pode responder a uma série de questdes quanto 3 sua variabilidade, além
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da possibilidade do seu agrupamento em nivel subespecifico, fato importante no

manejo das doengas ocasionadas pelo patégeno.
2.4 Microscopia cletronica aplicada ao estudo de Colletotrichum

A microscopia eletronica tomou-se uma Wil ferramenta para a
compreensdo dos eventos de pré-penetragdo e penetragdo de patégenos de
plantas. H4 dois tipos de microscopia eletronica: a microscopia eletrénica de
varredura (MEV) que se destina basicamente ao exame de superficie das
amostras e a microscopia eletrnica de transmissio (MET), a qual destina-se a
observagio de estruturas e fendmenos que ocorrem no interior das células,
tecidos e 6rgios das plantas (Alves, 2004).

A grande vantagem da microscopia eletrbnica estd no seu poder de
resolugdo. Em MEV, o poder de resolugdo é da ordem de 10 A (1nm) e do MET,
ao redor de 1-2 A (0,1-0,2 nm), enquanto a de um microscépio de luz é de
aproximadamente 200 nm (Alves, 2004).

Dentro do género Colletotrichinm, a microscopia eletronica ja foi
utilizada para o estudo histopatolégico de diversos patossistemas, tais como C.
acutatum 1.p. pinea, em Pinus radiata (Nair & Corbin, 1981); C.fragariae, em
morango (Milholland, 1982), C. gloeosporioides, em mamdo (Chau & Alvarez,
1983) e C. trifolii, em alfafa (Porto er al. 1988), entre outros. Entretanto,
trabalhos com o complexo Colletotrichim x cafeeiro sio escassos, gerando uma

lacuna para o entendimento desles patossistemas em nosso pais.

14



2.5 Estudos histopatolégicos de Colletotrichum spp.: eventos de pré-

penetraciio e penetraciio

O conhecimento do processo de infecgiio das espécies de Colletotrichum
em seus hospedeiros, assim como os fatores que influenciam tais processos, é
um pré-requisito para o desenvolvimento de estratégias efetivas de controle,
fornecendo informagdes para a elaboragio de modelos de previsdo, auxiliando
na selecdo e aplicagiio de estratégias de controle (Bailey er al., 1992).

Infec¢iio tipica de Colletotrichum envolve uma seqii€éncia comum de
eventos. Inicialmente tem-se a adesdo dos conidios ou ascésporos dispersos
sobre a planta, sendo este um processo passivo e inespecifico (Bailey er al.,
1992; Lopez, 2001). Posteriormente, conidios e ascésporos germinam como
tubos germinativos indiferenciados ou passando por uma diferenciagdo
complexa, a fim de se formar apressério (Parbery, 1981). Apressérios sio
considerados essenciais 2 infecgio e morfologicamente caracteristicos dentro do
género, podendo ser globosos ou subglobosos e de contorno regular ou com
variados graus e freqiiéncia de rugosidades (Lenné, 1978; Sutton, 1992).
Materiais exégenos, tais como grios de pélen, dcidos orginicos e sideréforos,
podem influenciar a germinagdo conidial e sua diferenciagio em apressérios. Na
presenca de nutrientes, o indice de germinagdo de esporos é acentuado, porém,
baixas concentragdes fregiientemente inibem a formagiio de apressérios (Mercer
et al., 1971, Bailey et al., 1992; SKipp et al., 1995).

No género Colletotrichum, a germinagio ¢ altamente influenciada por
temperatura e umidade. Em C. kahawae, a germinagio niio ocorre na auséncia
de uma pelicula de dgua, mesmo quando a umidade atmosférica estd préxima de
100%. A temperatura 6tima para a germinagiio desta espécie é de cerca de 22°C.
Temperaturas inferiores a 10°C e superiores a 30°C inibem completamente a sua

germinagfo (Varzea et al., 2002a). Espécies de Colletotrichum em Citrus spp.,
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que causam queda de frutos jovens, tém acentuada germinagdo de seus conidios
sob condigoes de temperaturas acima de 25°C e umidade atmosférica em torno
de 80%. Neste patossistema, hd maior indice de doenca quando ocorre elevada
precipitagio pluviométrica seguida por um prolongado perfodo de umidade
atmosférica alta (Denham & Waller, 1981).

A topografia da superficie do hospedeiro € relatada também afetando a
formagio de apressérios (Lapp & Skoropad, 1978). Em C. orbiculare, ¢é
necessdrio que o tubo germinativo alcance jungdes das células antes da formagao
de apressérios (Anderson & Walker, 1962). Segundo Lapp e Skoropad (1978), a
formagiio de apressérios em C. graminicola é dependente da estrutura fisica da
superficie foliar, havendo maior formagao de apressérios nas suas depressoes.

Quanto & penetragiio de Colletotrichum, vérios modos sio possiveis: por
aberturas naturais, tais como estématos, por ferimentos e diretamente pela
cuticula. O modo mais comum de penetragio ¢ diretamente pela cuticula da
planta, havendo, entretanto, casos em que ferimentos sdo essenciais, tais como
podridio da coroa e do pedicelo em banana (Musa sp.), causados por C. musae
(Krantz et al., 1978) e podridio em mandioca, causada por C. gloeosporioides
(Van der Bruggen & Maraite, 1987; Van der Bruggen er al, 1990). Para a
maioria das espécies de Colletotrichum, especialmente aquelas que atacam
tecidos jovens, sua habilidade para penetrar a cuticula diretamente € de extrema
importincia. A forga mecdnica, degradagdo enzimdtica por cutinases ou a
combinagiio de ambos processos sio os mecanismos de penetragdo da cutina
propostos (Mercer et al., 1971).

Mercer et al. (1971) comprovaram que C. lindemuthianum exerce forga
suficiente para penetrar uma cuticula, fato evidenciado quando este patégeno foi
capaz de romper membranas de Formvar®, insensiveis 2 hidr6lise por enzimas
fingicas. Por outro lado, a penetragdo pode requerer enzimas que dissolvam ou

enfraquegam a cuticula do hospedeiro. Virias espécies de Colletorrichum
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produzem esterases capazes de degradar cutina. Mutantes de C. gloeosporioides
deficientes na produgdo de cutinase nio foram patogénicos a frutos de mamao
intactos, entretanto, quando feridos ou superficialmente tratados com cutinase,
lesdes normais foram produzidas (Dickman & Patil, 1986). Similarmente, lesoes
nido foram produzidas quando inibidores quimicos de cutinase foram misturados
com conidios de C. gloeosporioides (Dickman er al., 1983). Em outro caso, em
que foram isolados dois tipos de cutinases de C. lagenarium, a inibi¢io de
cutinase ndo foi capaz de afetar a patogenicidade (Bonnen & Hammerschmidt,
1989 a, b), além de ndo haver diferenga em viruléncia quando se inoculavam

mutantes que produziam menores quantidades desta enzima.

2.6 Estudos histopatolégicos de Colletotrichum spp.: infecgio e colonizacio

dos tecidos

Espécies de Colletotrichum utilizam duas estratégias de infecgio:
colonizagfio intracelular ou colonizagiio subcuticular intramural (Bailey et al.,
1992).

Apés a penetragiio, patdgenos que possuem colonizagio subcuticular
intramural desenvolvem-se sob a cuticula, formando uma rede intramural de
hifas, antes de se desenvolver rapidamente pelo tecido com hifas que crescem
inter e intracelularmente, matando as células com o seu avango. Neste tipo de
infec¢do, o estdgio biotréfico nio é detectdvel (Bailey er al., 1992; Perfect ef al.
1999).

A maioria das espécies de Colletotrichum exibe o segundo tipo de
infecco, isto €, colonizagio intracelular, embora a extensio do estigio
biotréfico seja varidvel ou ausente em muitas interagdes. ApGs a penetragao,
hifas crescem no limen da célula sem a penetragio no protoplasto do

hospedeiro, crescem portanto, entre a membrana plasmética e a parede celular da
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planta, formando uma vesicula (O’Connell, 1987; Skipp et al. 1995). Estes
fungos que se nutriam inicialmente de células vivas do hospedeiro, antes de
trocar para necrotrofia sio considerados hemibiotréficos ou biotréficos
facultativos.

Apés a colonizagio dos tecidos vegetais, o patégeno altera seu
comportamento para necrotrofia, alimentando-se de nutrientes que exsudam da
célula. Nesta fase, hd danificacio acentuada de células do hospedeiro, devido a
uma série de fatores, tais como aumento do volume e decréscimo na densidade
do citoplasma, aumento da fragilidade e permeabilidade da membrana
plasmitica, levando 2 sua ruptura e desorganizagdo geral do citoplasma
culminando com a morte celular (Bailey er al., 1992; O’Connell, 1987; Skipp er
al., 1995).

Essa fase necrotréfica destrutiva é associada com abundante produgio de
enzimas capazes de degradar paredes, matando células e liberando nutrientes em
tecidos para o avango das hifas para outros tecidos (Bailey er al., 1992;
O'Connell, 1987; Skipp er al., 1995). Eventualmente, conidi6foros emergem
através da cuticula do hospedeiro e formam acérvulos na superficie da planta

(Bailey et al., 1992).
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO DE ISOLADOS DE Colletotrichum gloeosporioides e
Colletotrichum acutatum PROVENIENTES DO CAFEEIRO (Coffea
arabica L.) COM BASE NA COMPATIBILIDADE VEGETATIVA E
SEXUAL
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1 RESUMO

PEREIRA, Igor Souza. Caracterizagio de isolados de Colletotrichum
gloeosporioides e Colletotrichum acutatum provenientes do cafeeiro (Coffea
arabica L.) com base na compatibilidade vegetativa e sexual. In:_.
Compatibilidade vegetativa e sexual do complexo Glomerella-Colletotrichum
associndo ao cafeeiro e estudos histopatolégicos. 2005. Cap. 2. p.28-63.
Dissertagio (Mestrado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras-MG.*

Trabalhos envolvendo a caracterizagiio morfolégica, molecular, bioquimica e
patogénica de Colletotrichum spp. associado ao cafeeiro foram realizados no
pais nos ultimos anos, enquanto estudos da variabilidade neste complexo
envolvendo a compatibilidade vegetativa e sexual inexistem. O presente trabatho
teve como objetivos a determinagio da viabilidade da técnica de compatibilidade
vegetativa utilizando-se mutantes nit, a determinagdo da variabilidade genética e
do parentesco entre isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum existentes em
Minas Gerais por meio da compatibilidade vegetativa e observar a formagdo de
fase ascégena entre estes. Os experimentos foram divididos em dois ensaios
realizados no Laboratério de Diagnose e Controle de Enfermidades de Plantas
(DFP-UFLA). No primeiro ensaio, realizou-se a determinagdo dos grupos de
compatibilidade vegetativa (VCG) e da viabilidade da técnica utilizada,
enquanto, no segundo ensaio, fez-se a determinagio de grupos de
compatibilidade sexual. No primeiro experimento, pdde-se comprovar a
viabilidade da técnica utilizada, observando-se, contudo, algumas dificuldades,
tais como a niio obtengdo de algumas classes de mutantes #it em alguns isolados,
a ocorréncia de auto-incompatibilidade entre alguns mutantes e a instabilidade
desses com o tempo. Pode-se comprovar a elevada variabilidade genética de C.
gloeosporioides, representada pelos 16 grupos de compatibilidade vegetativa.
No segundo ensaio, houve a formagio da fase ascogénica individualmente e ou
quando pareados com os outros isolados, indicando que C. gloeosporioides do
cafeciro € uma espécie tanto homotélica quanto heterotdlica. Comprovou-se,
dessa forma, a origem da alta variabilidade, dado o elevado niimero de VCGs e a
constatag@o da fase ascégena.

*Comité de orientagiio: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador); Eduardo
Alves — UFLA (Co-orientador)
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2 ABSTRACT

PEREIRA, Igor Souza. Characterization of Colletotrichum gloeosporioides and
Colletotrichum acuiatum isolates of coffee (Coffea arabica L.) based on
vegetative and sexual compatibility. In: Vegetative and sexuval compatibility
of the complex Glomerella-Colletotrichum associated to coffee trees and
histopathological studies. 2005. Cap. 2. p. 28-63. Dissertation (Master’s
Degree in Phytopathology). Federal University of Lavras, Lavras - MG *

Studies involving morphologic, molecular, biochemical and pathogenic
characterization of Colletotrichum spp. associated to coffee trees have been
accomplished in Brazil in the last years, while studies of the variability in this
complex involving vegetative and sexual compatibility does not exist. This work
had as objectives to determine the viability of the technique of vegetative
compatibility using nir mutants and the relationship among isolates of C.
gloeosporioides and C. acutatum from coffee plants in Minas Gerais state, and
the observe the formation of structures of sexual reproduction among these
isolates. These experiments were divided in two trials, which were carried out at
the Laboratory of Diagnosis and Control of Plant Diseases (DFP-UFLA). In the
first trial the determination of vegetative compatibility groups (VCG) and the
viability of the technique used was assessed, while in the second trial the
determination of sexual compatibility groups was carried out. In the first
experiment, the viability of nit mutant technique was demonstrated, however
with some such difficulties as certain classes of nit mutants were not obtained
for some isolates; the self-incompatibility occurrence among some mutants and
the instability of those with time were also observed. It was possible to observe
the great genetic variability of C. gloeosporioides represented by 16 groups of
vegetative compatibility. C. acutatum was incompatible with C. gloeosporioides
isolates. In the second trial there was the formation of the ascogenic phase
individually or when pairings with carried with other strains, indicating that C.
gloeosporioides from coffee trees is either a homothallic or heterothallic species.
Therefore, it was proven the great variability in this pathossystem, given the
high number of VCGs and verification of the ascogenic phase.

*Adviser Committee: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Advisor); Eduardo
Alves -~ UFLA (Co-advisor).

30



3 INTRODUCAO

O complexo Colletotrichum-Glomerella do cafeeiro ainda ndo se
encontra bem elucidado e estudos nas diversas dreas do conhecimento sdo
essenciais para a prevencio de problemas econdmicos que hoje ja sdo
percebidos.

No cafeeiro, o género Colletotrichum inclui miiltiplas espécies, com uma
inexistente na América do Sul (C. kahawae), espécies complexas, como € o caso
de C. gloeosporioides e com grupos subespecificos, representados pelos isolados
causadores de mancha manteigosa de distingiio algumas vezes incerta.

Estratégias de reprodugiio t€m um papel importante na determinagio da
variabilidade nestas espécies, em que o alto nivel desta variagdo genotipica é
usualmente associado com a reprodugio sexual. Nas espécies associadas ao
cafeeiro, C. gloeosporioides e C. acutatum podem se reproduzir sexuadamente
enquanto que em C. kahawae, isso nio ocorre (Waller e al., 1993). Outra forma
de incremento na variabilidade € a heterocariose e parassexualidade, sendo estes
fatores importantes em Colletotrichum spp. O modo de reprodugiio em muitas
populagdes de Colletotrichum é exclusivamente vegetativa; dessa forma, a troca
de material genético entre dois individuos s6 ocorre pela anastomose e
heterocariose.

Dessa forma, a compatibilidade vegetativa serve como um meio natural
para subdividir fungos em populagdes, permitindo a troca genética somente
entre individuos que pertencem ao mesmo grupo de compatibilidade vegetativa
(VCG). Uma aplicagdo (til dessa técnica é o uso dos grupos de compatibilidade
como ferramenta de diagnose e, assim, separar individuos de uma mesma
espécie, formae speciales, patélipo ou outra caracteristica dentro de um mesmo

VCG. E utilizavel também para o estudo de outros aspectos populacionais de
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Colletotrichum, tais como etiologia, estrutura populacional, especificidade de
hospedeiros, distribui¢io geogrifica e estratégia reprodutiva (Katan, 2000).

Com base na técnica sugerida por Puhalla (1985), adaptada para
Colletotrichum spp. por Brooker et al. (1991), o estudo de compatibilidade
vegetativa ficou menos laborioso, uma vez que a maior dificuldade na
identificagio de VCGs € determinar quais isolados sio compativeis.

Esta técnica permite observagdes macroscépicas de heterocariose e a
caracterizagio de VCGs, consistindo na formagio prévia de mutantes que siio
incapazes de utilizar nitrato como tinica fonte de nitrogénio (mutantes nit). Os
mutantes nit sdo produzidos por meio do crescimento do fungo em meio
contento clorato. Setores com crescimento rdpido, resistentes ao clorato de
potissio (KClO;), s3ao entdo selecionados. Todos os mutantes resistentes ao
clorato podem apresentar deficiéncia em qualquer dos genes que regulam a
assimilagdo do nitrato. Assim, os mutantes nit apresentam crescimento ralo, com
pouco ou nenhum micélio aéreo, em meios contendo nitrato como tinica fonte de
nitrogénio. Quando as coldnias de dois mutantes nit, crescendo em meio
contendo nitrato como tnica fonte de nitrogénio, t€m a capacidade de formar um
heterocarionte (micélio normal na zona de contato entre duas colonias), diz-se
que os isolados correspondentes aqueles mutantes it pertencem ao mesmo VCG
(Leslie, 1993a).

A variabilidade de Colletorrichum spp. proveniente de cafeeiro
utilizando-se o estudo dos VCGs j4 foi realizada por Beynon er al. (1995) ¢
Varzea et al. (2002), entretanto, nestes trabalhos, ndo utilizaram nenhum isolado
proveniente do Brasil.

Objetivou-se, neste trabalho, a determinagio da viabilidade da técnica de
compatibilidade vegetativa adaptada para estudos com Colletotrichum por
Brooker ef al. (1991), a determinagio da variabilidade genética e do parentesco

entre isolados de C. gloeosporioides e de C. acutatim existentes no estado de
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Minas Gerais por meio da formaglio de VCGs e observar a formagio de

estruturas de reprodugdo sexual entre estes isolados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Instalaciio dos experimentos

Dois ensaios foram conduzidos no Laboratério de Diagnose e Controle
de Enfermidades de Plantas do Departamento de Fitopatologia (DFP) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Minas Gerais. O primeiro ensaio
foi realizado no periodo de janeiro a agosto de 2004 e abrangeu a caracterizagio
de diferentes isolados de Colletorrichum spp. provenientes de cafeeiros com
base na compatibilidade vegetativa. O segundo ensaio foi conduzido no periodo
de agosto a dezembro de 2004, no qual avaliou-se a compatibilidade sexual

desses isolados de Colletotrichum spp.

4.2 Caracterizacio de isolados de Colletotrichum spp. quanto a

compatibilidade vegetativa

4.2.1 Origem dos isolados

Os isolados utilizados foram previamente caracterizados no Laboratério
de Diagnose e Controle de Enfermidade de Plantas do Departamento de
Fitopatologia por Orozco (2003) e estiio detathados na Tabela 1.

Realizou-se o isolamento a partir de fragmentos de folhas, ramos e frutos
com sintomas de mancha manteigosa e seca de ponteiros das diferentes regides
produtoras do estado.

Partes do tecido infectado foram superficialmente desinfestadas com
dlcool 50% por 30 segundos e hipoclorito de sédio 1% por um minuto, lavadas

em 4gua destilada e esterilizada e secos em papel de filtro esterilizado. A seguir,
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foram transferidas para placas de petri com meio de cultura MEA 2% (extrato de
malte-dgar) mais cloranfenicol e incubadas por sete dias em BOD a 22°C e
fotoperfodo de 12 horas. As colonias purificadas foram utilizadas para a
obtengiio de culturas monospdricas, em que esporos do fungo foram suspensos
em 5 mL de dgua esterilizada e, em seguida, aliquotas de 10 pL. dessa suspensio
foram recolhidas com uma pipeta e colocadas sobre a superficie de meio 4gar
dgua contido em placas de petri e colocadas a 25°C. Ap6s a germinagdo dos
conidios, fizeram-se observagdes ao microscépio de luz, em que foram marcados
e cortados pequenos blocos do meio contendo apenas um conidio germinado.
Este conidio foi colocado em meio MEA 2%, originando-se, entdo, uma cultura
monospérica. Passados oito dias, discos com micélio desses isolados foram

conservados em figua esterilizada usando o método de Castellani.
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TABELA 1 Relacio dos isolados de Colletotrichum spp. utilizados nos estudos
dos grupos de compatibilidade vegetativa. UFLA, Lavras, MG,

2004.

Isolado Orgio Sintoma Procedéncia Data
| Folha Mancha manteigosa Lavras 2001
2 Folha Mancha manteigosa Piumhi 2001
3 Folha Necrose Sto.Ant.Amparo 2001
5! Folha Necrose Ouro Fino 2001
6 Ramo Seca de ponteiros Lavras 2001
8 Ramo Necrose Boa Esperanga 1998
9 Folha Mancha manteigosa Nepomuceno 2001
10 Ramo Seca de ponteiros® Nepomuceno 2001
11 Fruto Mancha manteigosa Nepomuceno 2001
12 Folha Mancha manteigosa Pogo Fundo 2001
16 Ramo Necrose Ibituruna 1998
18 Ramo Necrose Varginha 1998
19 Ramo Necrose Patrocinio 1999

21 Folha Necrose Piumhi 1998
22 Fruto Necrose Araguari 1998
23 Fruto Necrose Araguari 1998
24 Fruto Necrose Araguari 1998
25 Fruto Necrose Canaa 1998
26 Fruto Necrose Teixeiras 1998
29 Ramo Seca de ponteiros Capelinha 2001
30 Fruto Necrose Ouro fino 2000
32 Ramo Necrose Cristais 2002
34 Fruto Necrose Cristais 2002

' C. acutatum ° Proveniente de planta com sintoma de mancha manteigosa

4.2.2 Meios de cultura

Para a manutengio dos isolados normais, utilizou-se 0 meio de extrato de
malte e 4gar (2 %) ¢, para todos os ensaios envolvendo isolados e caracterizagio

de mutantes resistentes ao clorato, utilizou-se um meio base (MB),
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suplementado de acordo com o objetivo pretendido segundo Correl et al. (1987)
¢ utilizado por Varzea er al. (2002b).

Os meios foram os seguintes:

a) MEIO BASE (MB) por litro de 4gua destilada: C,;H»Oy (30 g);
KH;PO; (1 g); Mg SO..7TH,0 (0,5 g); KCI (0,5 g); FeS0,.7H,0 (10 mg); 4gar
(20g) e solugdo de elementos minimos (0,2 ml) composto por 4cido citrico (5 g);
ZnS04.7H20 (5 g); Fe(NH,)(S0,).6H,0 (1 g); CuSO.5H.O (0,25 g);
MnSO4.H:0 (50 mg); HiBO, (50 mg) e NaMoO,.H,0 (50 mg) em 95 ml de dgua
destilada.

b) MEIO MINIMO (MM) por litro de meio base (MB): NaNO; (2 g).

¢) MEIO MINIMO mais CLORATO (MMC) por litro de MM: I-
asparagina (1,6g) e KCIO; (15 g).

d) MEIO DE HIPOXANTINA (MH) por litro de meio base (MB):
hipoxantina (0,2 g).

e) MEIO DE NITRITO (MN) por litro de meio base (MB): NaNO,
0,5g).

4.2.3 Geragio de mutantes nit

Para a geragiio de mutantes resistentes ao clorato, foi utilizado o método
de Puhalla (1985), modificado para Colletotrichum spp. por Brooker er al.
(1991) e Wasilwa et al. (1993). Discos miceliais, de 3 mm de diametro, das
margens das colonias dos diferentes isolamentos crescidos em MEA por 15 dias,
foram transferidos para meio minimo (MM) contendo 1,5% de KClO;. Para cada
isolado foram transferidos 20 discos miceliais que, posteriormente, foram
incubados no escuro a 22°C e, semanalmente, foi observado se setores com

crescimento rdpido apareciam.
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Esses setores foram transferidos para meio MM e aquelas coldnias que
apresentaram crescimento ralo neste meio, com pouco ou nenhum micélio aéreo,

foram consideradas como mutante nit.

4.2.4 Caracterizacio fenotipica dos mutantes nit

A fim de se caracterizar o fen6tipo dos mutantes nir obtidos em MMC,
observou-se a morfologia das suas colnias em meio base (MB) suplementado
com diferentes fontes de nitrogénio. Das cinco fontes de nitrogénio indicadas
por Brooker er al. (1991) para caracterizagiio fenotipica, foram utilizadas apenas
duas: MH (MB com hipoxantina) e MN (MB com nitrito). Com isto, agruparam-
se os mutantes em quatro classes fenotipicas (Tabela 2), com base na
classificagio de mutantes em estudos de Aspergillus nidulans (Cove, 1976,
1979), Neurospora crassa (Marzluf, 1981) e Fusarium oxysporum (Correl et al.,
1987).
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TABELA 2 Caracterizagiio dos mutantes nao utilizadores de nitrato (mutantes
nit) através do crescimento em meios com diferentes fontes de
nitrogénio (Correll ef al., 1987; Klitich & Leslie, 1988).

Crescimento sobre fontes de nitrogénio

Mutacdes Designagiio X
§ dos mutantes Nitrato Nitrito Amodnio Hipoxantina Urico
Nenhuma Selvagem + + + + +

Locus estrutural da  nit |

nitrato redutase - + + + +

Principal locus nit 2
regulatério do - - + - -
nitrogénio

Locus regultador do  nit 3
metabolismo

catabélico do

nitrato

Locus do cofator nit M

molibdénio N + + - +

(+) Crescimento normal (tipo selvagem); (-) Crescimento ralo com pouco ou
nenhum micélio aéreo.

Aqueles mutantes que cresceram normalmente em meio contendo nitrito
foram considerados nit M; os mutantes incapazes de utilizar nitrito e hipoxantina
foram considerados nit 2. Mutantes que cresceram normalmente em nitrito € em
hipoxantina foram considerados nit | e, finalmente, aqueles que cresceram

somente em hipoxantina nir 3.
4.2.5 Anilise de autocompatibilidade vegetativa

A autocompatibilidade vegetativa dos diferentes gendtipos de cada
isolado foi testada por meio do seu pareamento em meio MM, colocando-se os

blocos miceliais afastados entre si em | cm. As placas foram incubadas por, pelo

menos, quatro semanas, observando-se a presenga de micélio aéreo (tipo
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selvagem), na zona de contato entre as duas coldnias. Utilizaram-se nos testes de

complementagiio somente os mutantes nit que foram autocompativeis.

4.2.6 Testes de complementacio para a formagio de grupos de

compatibilidade vegetativa (VCG)

Foi selecionado um mutante da classe fenotipica nir |1 e outro mutante da
classe nit 3 para cada isolado do fungo, visto terem sido estes os mais
comumente encontrados no presente trabaltho. Com estes diferentes mutantes nit,
fizeram-se pareamentos entre todos os isolados, colocando-se blocos miceliais
de cada um dos dois mutantes complementares em meio MM. Estes bloccos
miceliais foram colocados afastados 1 cm entre si e incubados no escuro a 23°C-
25°C.

Ap6s |15 dias de incubagdo, semanalmente foi avaliada a presenga do
heterocarionte pela observagdo da existéncia de micélio aéreo (tipo selvagem),
na zona de contato entre as duas coldnias. Os pareamentos foram classificados
segundo Varzea et al. (2002), como: a) fortes (+), para a complementagio se
uma densa zona de micélio aéreo desenvolver-se entre os mutantes depois de 4
semanas; b) fraco (&), se a zona de complementagiio ocorrer finamente passadas
6 semanas ou, ainda, se tornar evidente somente depois de 7 semanas ou mais e
¢) negativo (-), para aqueles pareamentos sem complementagio visivel depois de
7 semanas. Estes pareamentos foram realizados duas vezes.

Os isolados que se apresentaram vegetativamente compativeis entre si
foram classificados como pertencentes a um mesmo grupo de compatibilidade

vegetativa.
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4.3 Avaliagio da compatibilidade sexual de Colletotrichum spp.

provenientes de cafeeiros
4.3.1 Origem dos isolados

Os isolados utilizados foram caracterizados no Laboratério de Diagnose
e Controle de Enfermidade de Plantas do Departamento de Fitopatologia por

Orozco (2003) e estdo detalhados na Tabela 3. Fizeram-se o isolamento e a

obtengdo de cultura monospdrica conforme metodologia descrita no item 4.2.1.
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TABELA 3 Relagdo dos isolados de Colletotrichum spp. utilizados na avaliagao
de compatibilidade sexual. UFLA, Lavras-MG, 2004.

Isolado _ Orgiio Sintoma Procedéncia Data
1 Folha Mancha manteigosa Lavras 2001
3 Folha Necrose Sto.Ant.Amparo 2001
4 Fruto Necrose Sto.Ant.Amparo 2001
6 Ramo Seca de ponteiros Lavras 2001
8 Ramo Necrose Boa Esperanca 1998
9 Folha Mancha manteigosa Nepomuceno 2001
10 Ramo Seca de ponteiros* Nepomuceno 2001
11 Fruto Mancha manteigosa Nepomuceno 2001
12 Folha Mancha manteigosa Pogo Fundo 2001
13 Fruto Antracnose Pogo Fundo 2001
14 Fruto Antracnose Pogo Fundo 2001
15 Folha Mancha manteigosa Turvolindia 2001
16 Ramo Necrose Ibituruna 1998
18 Ramo Necrose Varginha 1998

21 Folha Necrose Piumhi 1998
23 Fruto Necrose Araguari 1998
24 Fruto Necrose Araguari 1998
26 Fruto Necrose Teixeiras 1998
27 Fruto Necrose Patrocinio 1998
28 Fruto Seca de ponteiros Araguari 1998
29 Ramo Seca de ponteiros Capelinha 2001
30 Fruto Necrose Ouro fino 2000
32 Ramo Necrose Cristais 2002
33 Ramo Necrose Cristais 2002
35 Folha Necrose Campo Belo 2002

*Planta com mancha manteigosa.

4.3.2 Obtengdo da fase sexuada

A fim de se avaliar a compatilibilidade sexual, fez-se o pareamento dos
isolados descritos na Tabela 3 em diversas combinagdes. Estes isolados

monosporicos cresceram em MEA 2% por 10 dias em cimara de crescimento a
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22°C £1°C, de onde, posteriormente, retirou-se um disco micelial da cultura com
aproximadamente 0,5 cm de didimetro para que se realizassem os pareamentos.

Estes pareamentos foram conduzidos em meio de cultura batata-cenoura
dgar 2% (PCA) a 20°C e fotoperiodo de 12 horas. Cada placa de petri recebeu
quatro discos miceliais eqiiidistantes de diferentes isolados, perfazendo-se todas
as combinagoes possiveis. Fizeram-se avaliagdes qualitativas da formagio de
peritécios, ascos e ascésporos, um més apds a realiza¢io dos pareamentos.

Estes isolados também foram repicados separadamente para placas com
PCA 2% nas mesmas condigdes descritas anteriormente, a fim de se observar a
formacgdo de peritécios, ascos e ascosporos.

Estas avaliacdes foram efetuadas com o auxilio de um microscépio

estereoscopio e microscépio de luz.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Eficiéncia na recuperacfio de mutantes nit

De cada isolado, recuperaram-se 20 setores de crescimento rdpido
resistentes ao clorato, quando cultivados em meio minimo com clorato (MMC).
A formagiio destes setores nas colSnias variou entre os isolados, tendo alguns
apresentado mais de um setor com crescimento micelial raso, enquanto a maioria
apresentou apenas um setor com micélio abundante.

A freqiiéncia com a qual setores espontineos surgem em culturas varia
de espécie para espécie ¢ mesmo entre isolados dentro de uma mesma espécie.
Condigoes ambientais, como temperatura e nutrientes, assim como o meio de
cultura e a fonte de inéculo da coldnia utilizados, tais como conidios, micélio ou
a mistura de ambas, também podem afetar esta variagio (Leslie, 1993a; Correll
et al., 1987; Brooker, et al., 1991).

O tempo para o aparecimento destes setores variou entre os isolados.
Aos 10 dias ja sugiram, em média, 63% desses selores, entretanto, alguns
isolados, como I-2, I-8 e I-19, s6 apresentaram estes setores a partir do vigésimo
e trigésimo dia apés repicagem para MMC, enquanto os isolados I-12, I-15, 1-24
e 1-25 apresentaram mais de 90% dos setores aos 10 dias ap6s repicagem
(Tabela 4). Esta variagio no tempo de obtengiio desies setores resisientes foi
relatada por Brooker er al. (1991) para diferentes espécies de Colletotrichum,
segundo 0s quais, a partir da primeira semana em MMC se formavam setores
estendendo-se este periodo até a quinta semana. A obtenglio desses setores
ocorre entre 7 ¢ 28 dias, para C. orbiculare (Wasilwa et al., 1993) e 21 dias, para
C. coccodes (Nitzan er al, 2002). Segundo Varzea et al. (2002), todos os

isolados de C. kahawae, C. gloeosporioides e C. acutatum provenientes de
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cafeeiro apresentaram setores com aproximadamente 8 dias apés a repicagem
para MMC,

TABELA 4 Tempo para recuperagdo de setores dos diferentes isolados de
Colletotrichum spp em meio minimo mais clorato.

% Setores”

Isolados Tempo de incubaciio (dias)

10 20 30
I-1 50 40 10
I-2 33 16 51
I-3 87 11 11
I-5 43 53 6
I-6 80 20 0
I-8 28 21 50
I-9 55 22 22
1-10 57 14 28
I-11 71 29 0
I-12 90 0 10
I-15 90 10 0
I-16 50 25 25
I-18 79 21 0
1-19 21 36 42
I-21 42 14 42
1-22 78 14 7
[-23 75 20 5
I-24 94 0 6
1-25 95 L] 0
I-26 57 38 4
I-29 45 35 20
1-30 70 30 0
[-32 55 33 11
1-34 68 32 0
Meédia (+/-)° 63 (21-95) 22 (0-53) 14 (0-51)

*O isolamento de setores resistentes parou quando 20 setores foram obtidos. *Os
valores apés a média indicam a variagio observada entre o niimero de setores
recuperados.
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Mutantes resistentes ao clorato foram recuperados a uma freqiiéncia
média entre 0,4 e 1,2 setores por coldnia (Tabela 5), variando entre os diferentes
isolados utilizados. A freqiiéncia relatada por Brooker et al. (1991) variade 1,1 a
1,25 setor por colonia, para as cinco diferentes espécies de Colletotrichum
estudadas, diferindo conforme o meio de cultura utilizado, embora a
concentragdo de KCIO; fosse a mesma. Segundo Leslie (1993b), alguns isolados
de Fusarium moniliforme produzem menos setores resistentes ao clorato em um
meio composto com 3% ou 4,5% de KCIO;. /. oxysporum f.sp. cubensis
também teve restrigdo quanto ao aparecimento dos setores, quando se utilizou a
concentragdo de 5% de KCIO; (Dias, 2000).

Foram considerados mutantes nif os setores que apresentaram

crescimento ralo em meio MM, com pouco ou nenhum micélio aéreo (Figura 1).

FIGURA 1 Caracteristica de mutante nit de C. gloeosporioides em meio
minimo.
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$.2 Identifica¢iio dos fenétipos dos mutantes nit.

Do total de 480 setores recuperados, a maioria, 81,3% (Tabela 5), foi
inapta a utilizar o nitrato (NaNO;) como inica fonte de nitrogénio, e
conseqiientemente, cresceram como finas e expansivas colénias com micélio
raso sobre meio minimo (MM).

Os mutantes que cresceram normalmente em MM (capazes de utilizar o
nitrato (NaNO;) como unica fonte de nitrogénio), nio foram utilizados em
caracterizagfes posteriores, uma vez que niio formam heterocérios visiveis em
analises de compatibilidade vegetativa.

O fendtipo dos mutantes nit foi identificado apés crescimento em meio
base contendo hipoxantina (MH) ou nitrito (MN) como fontes de nitrogénio
(Figura 2). Quatro classes fenotipicas de mutantes nif podem ser identificadas
utilizando-se esta metodologia. Estas classes representam mutagdes em
diferentes locus da via metabélica do nitrato a saber: locus estrutural da nitrato
redutase (nit 1), principal locus regulador da assimilagdo de nitrato (nit 2), locus
regulador da rota de assimilagdo do nitrato ou locus estrutural da nitrito redutase
(nit 3) e varios loci responsaveis pela reunido do cofator molibdénio necessério
para a atividade da nitrato redutase e purina desidrogenase (nif M). Estas classes
fenotipicas correspondem aquelas atribuidas em estudos anteriores com
mutantes de Fusarium (nit 1, nit 3 e nit M) e Neurospora (nit 2) (Brooker et al.,
1991).

47



FIGURA 2 Fenétipos de mutantes nit de C. gloeosporioides identificados pelo
crescimento sobre meios contendo diferentes fontes de nitrogénio.
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Os isolados diferiram na fregiiéncia de classes estudada, conforme
detalhado na Tabela 5. A maioria dos mutantes recuperados, 68,95%, foi nit 1,
com exce¢dio dos isolados 1-2, 1-5, 1-24 e 1-30. Nit 3 foi a segunda classe
fenotipica mais encontrada, com 28,55%. Os isolados I-15, 1-19 e 1-34 ndo
apresentaram outra classe, seniio de nit | e foram descartados para trabalhos
posteriores. O isolado I-5 apresentou 50% de seus mutantes na classe fenotipica
nit 2, sendo, portanto, uma excecdo. Nenhum dos isolados apresentou a classe
nit M.

A predominiincia da classe fenotipica nit 1, seguida por nit 3 em
Collerotrichum, ja foi observada em outros trabalhos e estd relacionada também
ao meio de cultura utilizado para a produgiio destes mutantes (Brooker et al.,
1991; Varzea et al., 2002). C. gloeosporioides isolado de Malus apresentou 65%
e 35% de seus mutantes nas classes fenotipicas nir 1 e nit 3, respectivamente; C.
gloeosporioides, isolado de Vicia, apresentou 90% de seus isolados na classe
fenotipica nit 1 e 10% em nit 3. Segundo Varzea et al. (2002), todos os isolados
de Colletotricluum wtilizados em referido estudo produziram mutantes it 1,
enquanto mutantes nir 3, nit M e nit 2 foram produzidos nesta ordem decrescente
de freqiiéncia; fendtipos nit M niio foram produzidos por alguns isolados,
mesmo apds exaustivas tentativas. A freqiiéncia média em C. fragariae de
mutantes nit 1 foi de 70%, nit 2 foi de 1,5% e 25% para nit 3 (Booker et al.,
1991); em C. coccodes a freqiiéncia foi de 84,3% para as classes nit 1/nit 3 e de
15,7% para nit M (Nitzan et al., 2002).

A dificuldade em se obter mutantes nir de todas as classes fenotipicas,
especialmente de nit M, ji foi observada por Beynon et al. (1995), que, a partir
de 27 isolados de C. kahawae, 7 isolados de C. gloeosporioides (cafeeiro) e 2
isolados de C. acutatim (cafeeiro), s6 obtiveram mutantes it de 7 isolados (6 de
C. kahawae ¢ 1 de C. gloeosporioides), e a maioria desses era da classe

fenotipica nit 1 e nir 3 seguida por nit M.
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TABELA 5 Freqiiéncias e fendtipo dos mutantes nit de Colletotrichum spp.
recuperados em meio minimo acrescido de clorato (MMC).

Isolados Setores por Nits® Classes de nits® (%)
colonia® (%) nit 1 nit 2 nit 3 nitM

I-1 0.8 9] 70 0 30 0
1-2 0.5 66 25 0 75 0
1-3 1,0 80 60 0 40 0
I-5 0,8 100 20 50 30 0
1-6 0,8 100 60 0 40 0
1-8 0.8 80 90 0 10 0
I-9 0,7 100 80 0 20 0
I-10 0,5 88 60 0 40 0
I-11 04 100 80 0 20 0
I-12 11 79 70 0 30 0
I-15 1,2 66 100 0 0 0
I-16 1,0 93 70 0 30 0
1-18 1,0 91 60 0 40 0
I-19 0.8 66 100 0 0 0
1-21 0.8 160 70 0 30 0
1-22 0,8 80 90 0 10 0
1-23 1,1 44 90 0 10 0
1-24 0,9 66 40 0 60 0
I-25 1,1 50 90 0 10 0
1-26 1,0 73 60 0 40 0
1-29 1,0 75 60 0 40 0
1-30 1,0 63 30 10 60 0
1-32 0,9 100 80 0 20 0
1-34 1,0 100 100 0 0 0
Média 0,86 81,3 68,95 2,5 28,55 0

"Freqiiéncia média de setores resistentes ao clorato por coldnias. ® Porcentual de
setores resistentes ao clorato que cresceram como finas e expansivas colonias
sobre 0 meio. ¢ Fen6tipos dos mutantes nir determinados de acordo com o
crescimento sobre meio bésico adicionado com diferentes fontes de nitrogénio.

Nos casos onde se isolou mais de um setor por coldnia, estes se

apresentaram fenotipicamente iguais quanto ao crescimento em MH e MN,
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havendo, entretanto, casos em que houve diferenca entre esses mutantes. Porém,
este segundo caso ocorreu em menor nimero.

Nesta etapa do trabalho, observou-se a reversdo de alguns mutantes nir
de alguns isolados. Em mutantes nit de Fusarium moniliforme, a freqiiéncia de
reversdo pode variar de 0% a 75%, dependendo do isolado (Sidhu, 1986).
Segundo Puhalla (1985), esta reversio que ocorre no interfere na formagdo de
heterocarios.

5.3 Andlise da auto-incompatibilidade

Complementagdes entre mutantes nit de diferentes classes foram
indicadas pelo desenvolvimento de denso crescimento prototrofico, em que o
micélio das col6nias dos mesmos entron em contato e ocorreu anastomose com
possivel formagiio de heterocario.

Inicialmente, realizou-se o pareamento entre 7if mutantes de um mesmo
isolado das duas classes obtidas nit 1 e nit 3 para se verificar a auto-
incompatibilidade. Todos os mutantes auto-incompativeis foram descartados
para os testes de complementagdo (Figura 3-A).

Alguns mutantes nit apresentaram-se auto-incompativeis, apesar de
ocorrer em baixa freqiiéncia, porém, nephum isolado apresentou-se auto-
incompativel em todos os seus mit mutantes. Este fenémeno da auto-
incompatibilidade j4 foi relatado para C. destructivum e C. fragariae (Brooker et
al., 1991), para C. acutatum (cafeeiro), C. gloeosporioides (cafeeiro) e C.
kahawae (Beynon et al., 1995 ¢ Varzea et al., 2002).

A existéncia da auto-incompatibilidade ndo & exclusiva para o género
Colletotrichum, sendo reportada em F. oxysporum (Correl et al., 1987), F.
moniliforme (Correl et al., 1989) e Verticillium dahlige (Puhalla & Hummel,
1983), entre outros. Atribui-se esta caracteristica 4 mutagio em um Jocus
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Foram encontrados 16 grupos de compatibilidade vegetativa. Os isolados
I-1, I-3, 1-10, 1-22, 1-26 e 1-29 foram agrupados em um dnico VCG, sendo este o
maior encontrado e os isolados 1-19 e I-23 foram compativeis entre si, formando
outro VCG. O restante dos isolados autocompativeis ndo foi compativel com
nenhum outro isolado, formando, assim, um VCG cada (Tabela 6). O isolado de
C. acutatum foi incompativel com os demais isolados de C. gloeosporioides,
formando também um tnico VCG.

Os isolados de C. gloeosporioides provenientes de plantas com mancha
manteigosa foram agrupados em quatro VCGs: VCG1, VCGS, VCG8 e VCG9.

A partir desses resultados observa-se a elevada variabilidade da espécie
C. gloeosporioides, variabilidade esta que ja havia sido encontrada por Beynon
et al. (1995). Esses autores consideram o sistema de compatibilidade em C.
kahawae e C. gloeosporioides (cafeeiro) complexo, com base nos dados de
VCGs, em que somente 40% dos isolados de C. kahawae foram agrupados num
mesmo VCG e o isolado de C. gloeosporioides nio foi compativel com nenhum
outro. Em outro trabalho, Varzea er al. (2002) confirmaram por meio de VCGs,
a distingdo das urés espécies de Colletotrichum isoladas de cafeeiro. Neste
trabalho, observa-se que 100% dos isolados de C. gloeosporioides foram
incompaltiveis entre si, mesmo entre isolados coletados num mesmo pafs. Nitzan
et al. (2002) observaram que 27% dos isolados de C. coccodes ndo eram
compativeis com mutantes complementares de outros isolados, ou seja, esses se
constituiram em membros vinicos de VCGs diferentes.

A capacidade de dois isolados de formar um heterocério € controlada
geneticamente pelos loci de incompatibilidade vegetativa chamados loci vic ou
loci 4et, tendo pelo menos 10 diferentes loci vic ja sido relatados em outros
fungos filamentosos, como F. oxysporum e F. moniliforme. Este é um sistema
homogénico, isto é, dois isolados serio vegetativamente compativeis se os

alelos, em cada um dos loci vic, forem idénticos. Teoricamente, em uma
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populaciio que possui 10 loci vic pelo menos 1024 (2'%), VCGs distintos podem
existir (Correl, 1991). Em C. gloeosporioides poucos estudos ja foram realizados
a fim de se determinar quantos loci vic existem (Leslie, 1993a; Correl et al.,
2000). Em C. graminicola acredita-se que existam pelo menos cinco loci vic
(Vaillaincourt & Hanau, 1994).

Em outros patégenos, como F. moniliforme ¢ F. oxysporum, a exiensio
da incompatibilidade vegetativa ji4 foi melhor estuda. Huang er al. (1997),
estudando a diversidade populacional de F. moniliforme em um campo de milho,
conseguiram, a partir de 63 isolados, encontrar 42 VCGs, 31 representados por
um tnico isolado e 11 representados por dois a quatro isolados, perfazendo-se
quase 0,7 VCG por isolado. A partir de uma mesma planta amostrada,
identificaram de dois a quatro VCGs. Segundo estes autores, esta alta
variabilidade indica que ocorre reprodugiio sexual, sendo esta muito importante
no ciclo de vida de F. moniliforme.

Se uma populagio se reproduz sexualmente, maior serd a variagdo
genética e, conseqiientemente, maior o nimero de VCGs, uma vez que as
combinagdes entre os loci vic sdo vidrias, chegando aqueles valores citados
anteriormente (Leslie, 1993a). Os isolados utilizados para os testes de
complementagdo possuem uma alta taxa de formacdo de G. cingulata em
laboratério e, possivelmente, em campo.

O VCG-1 foi composto por isolados de diferentes regides e tecidos da
planta, o que demonstra a sua provivel disseminagdo pela semente (Orozco,
2003), ja que ha um intenso intercimbio entre as diferentes regides produtoras
do estado. O VCG-2, composto por dois isolados de regides préximas, pode
indicar uma provdvel adaptagdio destes isolados as condigdes microcliméticas

dessas regides.
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5.5 Avaliacio da formacdo de Glomerella

Neste trabalho realizou-se o pareamento de 25 isolados monospéricos de
C. gloeosporioides (Tabela 3). Destes 25 isolados, sete apresentaram estruturas
correspondentes a G. cingulata. A habilidade para a produgdo de peritécios
férteis varia grandemente entre e dentro das espécies de Colletotrichum. Em
algumas espécies ou grupos, isolados sdo férteis quando colocados em cultura e
niio em seus hospedeiros, como é o caso de G. cingulata e G. glycines; por outro
lado, em outros, ocorre o contririo ¢ isolados periteciais raramente sdo
encontrados, por exemplo C. lindemuthianum e C. musae (Bryson et al., 1992).

Os isolados em que observou-se a formagao de peritécios maturos, isto €,
peritécios que apresentavam ascos com ascésporos, foram os seguintes: 1-35, I-
33,1-29,1-21,1-18, I-16, e I-1.

Em outros isolados, pode-se observar a produgdo de peritécios imaturos,
onde ascos e ascésporos eram ausentes. Neste segundo grupo estdo os isolados I-
4, 1-6, 1-8, 19, I-10, I-12, I-14, 1-23 e 1-32. No restante dos isolados nio se
observou nenhuma estrutura caracteristica.

Certos autores afirmam ainda que a produgiio peritecial é muito sensivel
as condigdes ambientais. O estigio sexual de C. graminicola nunca foi reportada
na natureza, mas pode ser induzida artificialmente sobre folhas de milho
destacadas ¢ incubadas em cimara dmida sob luz constante (Vaillancourt &
Hanau, 1991). Em outras espécies, produz-se o estado peritecial em meio semi-
sintético como BDA (batata dextrose e dgar), AO (aveia dgar) e cloreto de sédio,
extrato de leveduras, sacarose e dgar (Struble & Keitt, 1950; Manandhar et al.,
1986).

Orozco (2003), quando fez a descrigio dos isolados utilizados neste
trabalho, relatou que alguns destes produziram peritécios em MEA 2% em

alguma temperatura que variou entre 15°C e 30°C e fotoperiodo de 12 horas. Os
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isolados em que observou tais estruturas foram os isolados I-1, I-9, 1-10, I-11, I-
12, 1-13, I-15 e 1-29. Entre os isolados de C. gloeosporioides do cafeeiro, as
condi¢des ambientais sdo determinantes.

Dentre os isolados que produziram peritécios maturos, podem-se
distinguir dois grupos. Um primeiro onde sé ocorreu a formagio de ascos e
ascéporos mediante cruzamento, sendo, entio, denominados heterotélicos (auto-
fertilizagiio nio ocorre ¢ a fertilizagdo cruzada € obrigatéria) e outro grupo, em
que houve a formagdo de ascos e ascésporos sozinhos e mediante cruzamentos,
denominados homotélicos (Bryson et al., 1992).

Sdo heterotélicos os isolados 1-33, I-21, I-18 e 1-16. Os homotilicos sdo
os isolados 1-35 e 1-29 e I-1. Segundo Bryson et al. (1992), embora o género
Glomerella seja basicamente homotdlico, isolados heterotélicos podem ocorrer.

O isolado heterotélico I-33 produziu peritécios maduros quando pareado
com I-1, I-6, I-8, e 1-32, o isolado 1-21 quando pareado com I-6, 1-18 e 1-23, o
isolado I-18 quando pareado com o I-3, I-4, I-14, 115, 121, 1-23 e 1-29 e o
isolado I-16 quando pareado com os isolados 1-32, I-33 e I-35.

Os peritécios formaram-se em grupos, de coloragdo marrom-escura, em
forma de frascos conicos, pilosos, gradualmente constritos em diregdo ao dpice,
finalizando num rostrum curto. Dentro dos peritécios encontraram-se ascos
unitunicados, de formato claviforme, sésseis, medindo 35-45 um x 7-12 pm,
normalmente com oito ascésporos por asca. Os ascOsporos sdio unicelulares,

hialinos, ligeiramente curvados e com épice arredondado, medindo de 10-21 pm

x 3-7 um.
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6 CONCLUSOES

A técnica de utilizagiio de mutantes nif para estudos de compatibilidade

vegetativa foi adequada para a realizagiio do trabalho.

Com a técnica utilizada niio se obtiveram as classes fenotipicas nit-M ¢
observaram-se: auto-incompatibilidade entre mutantes de alguns isolados,
reversio dos mutantes nir e crescimento micelial fraco na zona de contato em

alguns casos.

Observou-se a formagdio de 16 grupos de compatibilidade vegetativa,

tendo a maioria sido formada por um tnico isolado.

Observou-se a formagdo de Glomerella in vitro a partir de pareamentos e

isoladamente, sendo, portanto, tanto homotélica quanto heterotilica.
A alta variabilidade foi confirmada pelo alto nimero de grupos de

compatibilidade vegetativa e pode ser explicada pela reprodugdo sexual que hd

entre estes isolados.
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CAPITULO 3

ESTUDOS HISTOPATOLOGICOS DA INTERACAQ Colletotrichum-
CAFEEIRO
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1 RESUMO

PEREIRA, Igor Souza. Estudos histopatolégicos da interacio Colletotrichum
gloeosporioides — cafeeiro. In:_. Compatibilidade vegetativa e sexual do
complexo Glomerella-Colletotrichum associado ao cafeeiro e estudos
histopatologicos. 2005. Cap. 3. p. 64-90. Dissertagio (Mestrado em
Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG.*

Nos estudos envolvendo a interacio Colletotrichum gloeosporioides-cafeeiro
(Coffea arabica 1.), poucas sio as informagdes a respeito do modo de penetragiao
e colonizagio deste patdgeno. Objetivou-se, neste trabalho, estudar por meio da
microscopia eletronica de varredura, os eventos de pré-penetragio e penetragao
de C. gloeosporioides em hipocoétilos de cafeeiros e observar a colonizagio de
Colletotrichum spp. em ramos e frutos provenientes de plantas com mancha
manteigosa. Realizaram-se trés ensaios no Laboratério de Diagnose e Controle
de Enfermidades de Plantas e no Laboratério de Microscopia Eletronica e
Andlise Ultra-estrutural (LME). No primeiro fizeram-se a observagio e a
descrigiio dos eventos de pré-penetragio de C. gloeosporioides inoculados em
hipocétilos de café cv. Acaid Cerrado (MG-1474) com e sem ferimentos; no
segundo observou-se a colonizagio de ramos de café enfermos que
apresentavam murcha drdstica e necrose local e, no terceiro, observou-se a
colonizagio deste patdgeno em frutos de café enfermos. Quando se inoculou C.
glocosporioides, pode-se observar a germinagio dos conidios nos hipocétilos
feridos 6 horas apés a inoculagiio, com a formagio de 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, nio foi possivel observar a formagao de acérvulos. Os
ramos murchos apresentaram colonizagio nos vasos do xilema, floema e tecido
cortical. Nos frutos em diferentes estidios de maturagio observaram-se
coloniza¢do no tecido préximo & epiderme e colapso dos estdbmatos na drea
lesionada.

*Comité de Orientagio: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador);
Eduardo Alves — UFLA (Co-orientador).
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2 ABSTRACT

PEREIRA, Igor Souza. Histopathological studies of the interaction
Colletotrichum gloeosporioides - coffee trees. In: Vegetative and sexual
compatibility of complex Glomerella-Colletotrichum associated to the coffee
trees and histopathological studies. 2005. Cap. 3. p. 64-90. Dissertation
(Masters Degree in Phytopathology). Federal University of Lavras, Lavras - MG
state*

In studies involving the interaction Colletotrichum gloeosporioides - coffee trees
(Caoffea arabica L.) are little the informations regarding the penetration and
colonization way of this pathogen. The objectives in this work is study through
scanning electron microscopy (SEM) the pre and penetration events of C.
gloeosporioides in hypocotyls of coffee plantlets, observe the colonization of
Colletotrichum spp. in branches and fruits of coffee trees with blister spot
symptoms. The study took place in three trials at Laboratory of Diagnosis and
Control of Plant Diseases and Electron Microscopy and Ultra-structural Analysis
Laboratory (LME). In the first trial was made the observation and description of
pre-penetration events of C. gloeosporioides inoculated in hypocotyls of coffee
cv. Acaid Cerrado (MG-1474) with and without wounds, in second the
colonization of coffee branches diseased that presented wilt drastic and local
necrosis was observed and in third the colonization of this pathogen was
observed in coffee fruits diseased. 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 the inoculation. Up to 72
hours, acervulus observation was not observed. The wilted branches presented
colonization both in the xilem and floem, and cortical tissues. In fruits in
different maturation stages, was observed the colonization in tissues near to fruit
epidermis and collapse of the stomas in the lesioned area.

*Adviser Committee: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Advisor); Eduardo
Alves — UFLA (Co-advisor).
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3 INTRODUCAO

O género Colletotrichum é freqiientemente relatado em vérias espécies
de plantas cultivadas em todo o mundo causando doengas em pré e pés-colheita,
especialmente nas culturas das regides tropicais ¢ subtropicais. Este género é, na
maioria das vezes, o agente causal de doengas cujos sintomas sio comumente
conhecidos como antracnose, ocorrendo em folhas, ramos € frutos (Jeffries et
al., 1990). A sintomatologia das doengas ocasionadas por espécies de
Colletotrichum normalmente variam pouco entre os diferentes hospedeiros.
Infecgdes em folhas, ramos e inflorescéncias jovens resultam em lesGes
deprimidas, escuras, com formato subcircular ou angular. Estas lesSes crescem,
coalescem e destroem grandes éreas, freqiilentemente nas margens das folhas.

Em cafeeiro (C. arabica L.), a “mancha manteigosa” foi descrita pela
primeira vez em 1957, por Wellman (1957), posteriormente demonstrada ser
ocasionada por Colletotrichum (Vargas & Gonziles, 1972). E uma doenga de
grande importincia e ainda hoje geradora de dividas quanto & sua
transmissibilidade, infecgiio e colonizagfio. Testes de patogenicidade realizados
na ultima década no Depariamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras confirmam a patogenicidade de alguns isolados de C. gloeosporioides
sobre cafeeiros (Dorizzotto, 1993; Nechet, 2002 e Orozco, 2003). Em trabalhos
realizados por Orozco er al. (2003), pode-se comprovar a existéncia de interagio
diferencial entre genétipos de cafeeiros e isolados de Collerotrichum
gloeosporioides, demonstrando mais uma vez a complexidade deste
patossistema.

O conhecimento do processo de infecgiio das espécies de Colletotrichum
em seus hospedeiros, assim como dos fatores que influenciam tais processos, é

de extrema importincia para elucidarem-se questdes, tais como a adesdo de
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conidios, relagdo com a topografia do hospedeiro, tipo de penetragiio e formagao
de apressério. Além disso, € considerado um pré-requisito para o
desenvolvimento de estratégias de controle. Este processo de infecgio de
espécies de Colletotrichum envolve uma seqiiéncia comum de eventos composto
por: adesdo do conidio, germinagdo, elongagiio do tubo germinativo, formagdo
do apressério, desenvolvimento de peg de infec¢io, penetragio de células
epidérmicas, crescimento das hifas intracelularmente, necrose celular e
desenvolvimento de lesdes (Jeffries et al., 1990).

Até o presente, estudos envolvendo a microscopia eletrbnica no
complexo C. gloeosporioides-cafeeiro niio haviam sido feitos. Desse modo, o
conhecimento aqui gerado abre portas para trabalhos futuros, para que se possa
conseguir um bom entendimento sobre as diversas doengas ocasionadas por este
patégeno. Foram objetivos do trabalho acompanhar, por meio de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), o inicio do processo de infecgiio de hipocétilos
de café inoculados com C. gloeosporioides, observar a -colonizagio de
Colletotrichum spp. em ramos de café enfermos e observar a colonizagio de

Colletotrichum spp. em frutos de café enfermos nos estidios verde-cana e cereja.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Instalacao dos experimentos

Trés ensaios foram conduzidos no Laboratdrio de Diagnose e Controle
de Enfermidades de Plantas e no Laboratério de Microscopia Eletronica e
Andlise Ultra-Estrutural do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG. O primeiro ensaio foi realizado no
periodo de junho a dezembro de 2004, quando por meio de MEV, acompanhou-
se o processo de pré-penetragio de hipocétilos de café inoculados por C.
gloeosporioides (agente da mancha manteigosa). No segundo ensaio, realizado
no periodo de outubro e novembro de 2004, observou-se, por meio de MEV, a
colonizagdo de Colletotrichum spp. em ramos de café enfermos que
apresentavam murcha e necrose local. O terceiro ensaio foi realizado no perfodo
de julho e agosto de 2004, visando observar, por microscopia eletrdnica de
varredura (MEV), a colonizagdo de Colletoirichum spp. em frutos de café (C.

arabica L.) enfermos nos estidios verde-cana e cereja.

4.2 Experimento I: Observagiio dos eventos de pré-infecgio de

Colletotrichum spp. sobre hipocétilos de cafeeiro inoculados
4.2.1 Obtencio de isolados de C. gloeosporioides de café

Os isolamentos foram realizados a partir de fragmentos de folhas e
ramos com sintomas de mancha manteigosa da cultivar Catucai Vermelho em

selegdo provenientes de lavoura experimental do Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Lavras, MG.
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Partes do tecido infectado foram superficialmente desinfestadas com
dlcool 50% por 30 segundos e hipoclorito de sédio 1% por um minuto, lavadas
em Agua destilada e esterilizada e secas em papel de filtro esterilizado. A seguir
foram transferidas para placas de petri com meio de cultura MEA 2% (extrato de
malte dgar) mais cloranfenicol, incubadas por sete dias em BOD a 22°C e
fotoperiodo de 12 horas. As coldnias caracteristicas de C. gloeosporioides foram
purificadas e, posteriormente, com auxilio de preparagdes microscépicas
classificadas por espécie, conforme revisio de Sutton (1992). Neste experimento
utilizaram-se dois isolados de C. gloeosporioides, um proveniente de ramos e

outro proveniente de folhas.
4.2.2 Produciio de hipocétilos

Sementes da cultivar Acaid Cerrado, linhagem MG-1474, provenientes
de lavoura sadia, foram lavadas com dgua corrente durante trés horas,
desinfestadas com dlcool 50% por 50 segundos € em hipoclorito de sédio 1%
por 1 minuto e novamente lavadas com 4gua destilada esterilizada. As sementes
foram colocadas para germinar a 25°C, em bandejas de pldstico com areia

esterilizada até a fase de palito de fésforo com 5 cm de comprimento.
4.2.3 Preparo ¢ inoculagiio de hipocétilos

Os hipocétilos foram retirados das bandejas, lavados duas vezes em dgua
corrente para que se retirasse a areia aderida as raizes e ao cauliculo. Foram
selecionados e acomodados cinco hipocétilos por placa, mantendo-se sob
condigdes de alta umidade. Fez-se a inoculagdo com 50pl de suspensdo de 2x10°

conidios/mL dos dois isolados de C. gloeosporioides, em trés dreas delimitadas
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com o auxilio de uma caneta de marca permanente. Ap6s a inoculagdo, as placas

fechadas foram acondicionadas em BOD a 23°C +0,5°C no escuro.

4.2.4 Coleta das amostras para microscépio eletrgnico de varredura (MEV)

Ap6s 4 horas, foram coletadas as primeiras amostras de cada isolado. As
dreas onde havia sido inoculado o fungo foram cortadas tanto transversal quanto
longitudinalmente. A parte inferior do hipocétilo, no inoculada, foi descartada e
a parte superior (inoculada) colocada em microtubos de 1,5 mL contendo
fixador. Todas as amostras foram armazenadas em geladeira até seu completo
processamento para visualizagio em MEV. As demais coletas foram realizadas

com 5, 6, 8, 10, 12, 24, 48 e 72 horas apés a inoculag#o.

4.2.5 Preparo das amostras para MEV

O preparo ¢ a observagiio das amostras em MEV foram realizadas no
Laboratério de Microscopia e Andlise Ultra-Estrutural no Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, MG. Depois do material ser
imerso em solugio fixativa (Kamovisk’s modificado), pH 7,2, por um periodo
de no minimo 24 horas, cinco ou mais fragmentos de cada tratamento foram
transferidos para uma solugio tampio de caccodilato (0,05M) e lavados trés
vezes durante 10 minutos. As seccdes foram transferidas para uma solugiio de
tetr6xido de 6smio 1% em dgua por | hora, lavadas em dgua destilada por trés
vezes e desidratadas em uma série de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%
por trés vezes). Ap6s essa desidratagdo, as amostras foram levadas para o
aparelho de ponto critico Balzers CPD 030 para substitui¢io da acetona por CO,
e completa secagem. Os espécimes obtidos foram montados em suportes de

aluminio stubs com fita de carbono sobre uma pelicula de pape! aluminio e
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cobertos com ouro no evaporador Balzers SCD 050 para observagio em
microscopio eletrnico de varredura LEO EVO 40. As imagens foram geradas e
registradas digitalmente, havendo diversas imagens para cada amostra nas
condig¢bes de trabalho de 20 Kv e distincia de trabalho de 9 mm. As imagens
geradas foram gravadas e abertas no Software Photopaint do pacote Corel Draw
9.

4.3 Experimento II: Observacoes da infecgio de ramos do cafeeiro por

Colletotrichum spp. em MEV
4.3.1 Coleta e seleciio do material

Neste experimento, utilizaram-se ramos de café da cultivar Catucai
Vermelho em selegio proveniente de lavoura experimental do Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Lavras, MG. Estes ramos apresentavam
sintomas de mancha manteigosa com murcha descendente e necrose local.
Fizeram-se cortes de fragmentos dos ramos medindo 2-3 cm de comprimento na
zona de transi¢do entre a regido murcha e “sadia” e, posteriormente, foram

imersos em solugao fixativa até seu completo preparo para observagao.
4.3.2 Preparo das amostras para MEV

O preparo e a observagiio das amostras em MEV foram realizados no
Laboratério de Microscopia e Andlise Ultra-Estrutural no Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, MG. Ap6s a imersio em
solugdo fixativa (Karnovisk's modificado), pH 7.2, por 24 horas, cinco ou mais
fragmentos foram transferidos para uma solugdo de glicerol a 30% por 30

minutos. Procedeu-se, em nitrogénio liquido, as fraturas dos fragmentos. As
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fraturas eram tanto no sentido longitudinal quanto transversal dos ramos. Os
fragmentos a partir daf foram preparados conforme descrito anteriormente para

as amostras de hipocétilos inoculados (item 4.2.5).

4.4 Expcrimento 11I: Observag¢des da infecgio de frutos do cafeeiro por

Colletotrichum spp. em MEV
4.4.1 Coleta e sele¢iio do material

Neste experimento, utilizaram-se frutos de café da cultivar Catucai
Vermelho em selegdo, provenientes de lavoura experimental do Departamento
de Fitotecnia da Universidade Federal de Lavras, MG. Estes frutos foram
selecionados, utilizando-se somente aqueles que apresentavam sintomas
caracteristicos da enfermidade mancha manteigosa e, posteriormente, foram
separados conforme o seu estddio de desenvolvimento, utilizando-se apenas

frutos da fase 4 (verde-cana) e fase 5 (cereja) conforme Rena & Maestri (1985).
4.4.2 Preparo dos frutos para observacfio superficial

Os frutos selecionados foram seccionados em fragmentos de 0,5 cm’.
Estes fragmentos (casca e mesocarpo) da regido lesionada do material foram
imersos em solugdo fixativa até preparo para observagio.

4.4.3 Preparo dos frutos para observagciio interna

Apobs observagdo superficial, estes fragmentos foram partidos ao meio e

montados sobre stubs com a regifio partida voltada para cima. Como ji estavam
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secos, estes espécimes foram levados diretamente ao evaporador Balzers SCD
050 e examinados ao MEV.

4.4.4- Preparo das amostras para MEV

O preparo € a observagio das amostras em MEV foram realizados no
Laboratério de Microscopia e Andlise Ultra-Estrutural no Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, MG, conforme descrito
anteriormente para o preparo das amostras de hipocétilos inoculados (Item

4.2.)5).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento 1: Observagiio dos eventos de pré-infecciio de

Colletotrichum spp. sobre hipocétilos de cafeeiro inoculados

Entre 4 e 5 horas apds a inoculagio ndo se observou, independente da
origem dos isolados, a germinagiio de conidios em hipocétilos com e sem
ferimentos (Figura 1-A). A germinagiio de conidios dentro do género € bastante
varidvel, iniciando-se entre 4 e 48 horas (Roberts & Snow, 1984; Bailey et al.,
1992; Orozco, 2003) sendo ainda dependente de fatores extemos tais como
temperatura (Orozco, 2003) e a presenga de materiais exégenos (Bailey ez al.,
1992; Skipp et al., 1995).

A aderéncia dos conidios foi maior na regiio do hipocétilo onde as
depressoes eram mais evidentes, mostrando, ponanto; uma certa correlagio com
a topografia do hospedeiro (Figura 1-B). Observagio semelhante foi relatada por
Porto et al. (1988) quando inocularam C. rrifolii sobre alfafa. A adesdo do
esporo na superficie do hospedeiro é reconhecida, por virios autores, como
evento essencial para o sucesso da infecgio (Mendegen e Deising, 1993,
Mercure et al., 1994), influenciando inclusive no desenvolvimento da doenga,
pois uma ripida adesio dos conidios aumenta a chance de sucesso no
estabelecimento do patégeno (Mercure et al., 1994).

O inicio da germinagiio ocorreu 6 horas apés a inoculagiio, 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 germinagio nos hipocétilos sem ferimentos. Somente com 12 horas
ocorreu o inicio da germinagiio sobre hipocétilos sem ferimentos e, até o final

das observag¢des, ainda havia muitos conidios sem germinar. Orozco (2003)
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observou que conidios de Colletotrichum spp. isolados de cafeeiro iniciavam a
sua germinagdo entre 5 a 8 horas em dgua destilada esterilizada a 25°C. Chen
(2002) relatou que, 3 horas apés a incculagiio de C. gloeosporioides sobre folhas
do cafeeiro, ocorria uma germinagdo média de 0,3% e, com 6 horas, uma
germinagdo média de 13,5%. Em frutos, ocorria germinagiio mais acentuada e o
inicio ocorria 6 horas ap6s inoculagio, com uma germinagio média de 51%. Em
C. acutatum f.sp. pinea, a germinagdo sobre plantulas de Pinus radiata tem
inicio 6 horas ap6s inoculagio, ocorrendo médxima germinagdo 96 horas apés
inoculagdo (Nair & Corbin, 1981); C. capsici, sobre magas do algodoeiro, (€m a
sua germinagfio mdxima concentrada em torno de 4 horas ap6s a inoculagio
(Roberts & Snow, 1984); C. rrifolii, inoculado sobre alfafa, tem germinagio
méxima ocorrendo em torno de 24 horas ap6s a inoculaggo (Porto et al., 1988), o
mesmo ocorrendo para C. gloeosporioides inoculado sobre frutos de mamio
(Chau & Alvarez, 1983). Portanto, hé grande variagio no tempo de germinagio
entre as diferentes espécies de Colletotrichum.

Esta ndo germinacdio em hipocdtilos sem ferimentos deve-se,
provavelmente, & auséncia de substincias exudadas pelo material vegetal.
Segundo Bailey er al. (1992) e Skipp er al. (1995), materiais exégenos, tais
como grios de polen, dcidos organicos e sider6foros, na gota do inéculo, podem
influenciar a germinagfio. Na presenca de nutrientes, o indice de germinagao de
esporos € acentuado.

O ubo 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 & Snow, 1984), em C. acutatum
f.sp. pinea, um ou dois tubos germinativos surgem lateralmente ou, mais

freqlientemente, pr6ximo A parte terminal do conidio (Nair & Corbin, 1981).
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Com 12 horas ap6s a inoculagiio, conidios emitiam apressérios ao final
de tubos germinativos. O crescimento do tubo germinativo foi varidvel antes da
emissdo do apressério. Estes eram globosos a subglobosos € de contorno regular
(Figura 1-E, F).

Segundo Chen (2002), 6 horas ap6s inoculagio de C. gloeosporioides
sobre folhas de cafeeiro, havia formagiio de apress6rios, mesmo tempo
necessdrio para a formagio de apressérios em frutos verdes inoculados. Este
autor relata ainda que o méximo de formagiio de apressérios ocorreu com 18
horas ap6s a inoculagio. A formagio de apressérios em C. kahawae inoculado
sobre folhas e frutos de café, tinha inicio 6 horas ap6s inoculagdo, tempo em que
ocorria a mdxima formagiio de apressérios.

Até o final do periodo de avaliagio, niio pdde-se observar a formagio de
acérvulos sobre o material. Segundo Orozco (2003), sintomas de C.
gloeosporioides sobre hipoc6lilos de cafeeiro susceptiveis s6 eram observados
cinco dias ap6s a inoculag@o e aos dez dias ocorria a morte de plantulas. Com
cortes histopatolégicos de hipocétilos de café da cultivar Catucai Vermelho
inoculado, observavam-se acérvulos nove dias apés a inoculagdo (Orozco,
2003). Em trabalho realizado por Chen (2002), a expressio de sintomas (lesdes
necréticas) em folhas e frutos inoculados com C. kahawae era evidente entre 72
e 96 horas ap6s a inoculagdo.

E imponante salientar que, apesar de utilizar-se uma concentragiio de
2x10° conidios/mL, a qual é considerada ideal em testes de patogenicidade
nestes patossistemas (Dorizzotto, 1993), muitas amostras ndo tinham conidios
aderidos. Este fato deve-se, provavelmente, ao método utilizado, que restringia o

niimero de conidios nos hipocétilos.
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FIGURA 1 Eletromicrografia de varredura mostrando hipocdtilos de cafeeiro
inoculados com C. gloeosporioides. A - Conidio (C) ndo germinado
5 horas ap6s inoculagio. B — Adesio nas cavidades do hipocétilo. C
- Germinagiio de conidios com emissdo de dois tubos germinativos
apicais (seta). D — Tubo germinativo lateral ao conidio (seta). Ee F
- Conidios (C) com apressérios (Ap) ao final do tubo germinativo.
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5.2 Experimento 11: Observacdes da infecgiio de ramos do cafeeiro por

Colletotrichum spp. em MEV

A metodologia em que se utilizou glicerol 30% por 30 minutos, como
crioprotetor, foi adequada para a realizagio dos cortes e posterior observacgio das
amostras em MEV.

A partir de cortes transversais foi possivel diferenciar os tecidos afetados
(com a presenga de micélio) daqueles sem a presenga do fungo.

Nos tecidos doentes houve colonizagiio significativa dos vasos do
xilema, ﬂoeha e tecido cortical. Nestas regides, pdde-se observar um intenso
crescimento de hifas sendo estas, entio, um dos responsiveis pela murcha
apresentada. A colonizagio de Colletotrichum spp. associado ao cafeeiro ocorre
sistemicamente, em que a partir de um ponto de entrada, transloca-se tanto de
modo descendente quanto ascendente, havendo, entretanto, uma maior
colonizagao deste segundo modo (Orozco er al., 2002; Orozco, 2003; Pereira et
al. 2004; Ferreira, 2004). Nas Figuras 2-A e 3-A, pode-se observar esta alta
colonizagdio nos tecidos do xilema e floema e na Figura 2-B, observa-se um
tecido sadio no qual hifas do patégeno estio ausentes.

Nos cortes longitudinais do tecido cortical pode-se observar colonizagio
do patdgeno a partir de hifas (Figura 3-B).

A seca de ponteiros ou morte descendente de ramos sido problemas
graves no cafeeiro. Esta é considerada resultante de um complexo de tensdes da
propria planta e do ambiente, sendo atribuida a diversas causas, tais como o
esgotamento de carboidratos na planta em decoméncia de superproducio,
tensbes hidricas prolongadas, deficiéncia severa de certos minerais, alta
luminosidade e temperatura elevadas, que podem ainda agravar a desordem
(Rena & Maestri, 1985). Entretanto, a seca de ponteiros de natureza

fitopatolégica é comumente relatada e atribuida ao Colletotrichum spp. (Gustavo
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d’Utra, 1902; Paradela Filho er al., 2001; Ferreira er al., 2004), havendo,
portanto, confusdo na etiologia desta enfermidade.

Em plantas com mancha manteigosa, os sintomas de morte descendente
de ramos causam graves prejuizos, piores que a morte de flores, queda e
mumificagio de frutos. A partir destas observagdes realizadas em MEV e
estudos anteriores envolvendo este patossistema no Laboratério de Diagnose e
Controle de Enfermidades de Plantas (DFP-UFLA), bem como observagdo das
plantas doentes em campo, inclusive com o monitoramento das adubagdes
(Ferreira, comunicagiio pessoal), pode-se confirmar a etiologia da doenga seca
de ponteiros ou morte de ramos nas plantas com mancha manteigosa como

sendo atribuida a C. gloeosporioides.
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FIGURA 2 Eletromicrografia de varredura de ramos de cafeeiro com mancha
manteigosa  apresentando  seca de  ponteiros  cortados
transversalmente. A — Vasos do xilema (X), floema (F) e células do

parénquima do xilema colonizadas por hifas (seta). B — Vasos do
xilema (X) e floema (F) sadios.
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E_.

FIGURA 3 Eletromicrografia de varredura de ramos de cafeeiro com mancha
manteigosa apresentando seca de ponteiros e necrose local. A —
Detalhe da Figura 2 - A mostrando células do parénquima do

xilema colonizado por hifas (seta). B — Corte longitudinal do tecido
cortical colonizado por hifas (seta).
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5.3 Experimento III: Observacdes da infecciio de frutos do cafeeiro por

Colletotrichum spp. em MEV

As primeiras observagdes foram realizadas na superficic dos frutos.
Nestas observagdes niio pdde-se distinguir nenhuma caracteristica peculiar das
lesdes em frutos verdes que fosse diferente em frutos maduros e vice-versa.
Conforme trabalhos realizados por Lins er al. (2004), a incidéncia de C.
gloeosporioides é elevada e indiferente as fases do fruto de cafeeiro (C. arabica
L.), chegando, em média, a atingir 86,6%. Estes autores observaram, ainda, uma
elevada incidéncia deste fungo nos tecidos do exocarpo e mesocarpo juntos,
atingindo 84,7% destes tecidos na cv Topézio, 79,16% na cv Rubi e 77,7% na cv
Acail.

As dreas lesionadas apresentam-se delimitadas, com formato circular a
subcircular, em que se observa um aspecto coridceo do tecido (Figura 4-A),
enquanto que, na regifio sadia da amostra, as células epidérmicas mantém seu
aspecto normal. Em observagdes a olho nu, pode-se observar que este tecido tem
um aspecto corificeo sendo quebradico. Na regido enferma do tecido hd
desarranjo dos estdmatos, apresentando-se lignificados (Figura 4-B), niio sendo

observado o mesmo nas dreas sadias da amostra (Figura 4-C).
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FIGURA 4 Eletromicrografia de varredura mostrando a superficie de um fruto

de cafeeiro com mancha manteigosa. A — Lesdo delimitada de forma

circular. B — Estdmato da drea lesionada com aspecto corticoso. C —
Estomato da drea sadia no fruto.
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Algumas lesGes, principalmente dos tecidos mais velhos, expdem
estruturas de Colletotrichum. Pode-se observar o crescimento de hifas sobre o
tecido da casca do fruto (Figura 5-A) e também a produgio de conidios mais
internamente no tecido, na regiio onde ocorre rachadura (Figura 5-C), sem a
produgdo de setas.

Posteriormente, quando se fez a fratura das amostras, pdde-se observar
internamente os tecidos do exocarpo e mesocarpo. Naquelas regides enfermas,
notou-se o colapso celular constituido de material amorfo (Figura 5-D) e uma
elevagio do exocarpo pressionado pelas hifas ali presentes. Nestes tecidos, €
possivel observar o crescimento de hifas (Figura 5-B), preferencialmente

préximo a casca.
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FIGURA 5 Eletromicrografia de varredura de fruto de cafeeiro com mancha
manteigosa. A- Hifas (seta) originadas de uma rachadura na regido
da mancha manteigosa. B — Crescimento de hifas proximas a casca
(Ep). C - Produgiio de conidios no interior do tecido. D. — Acimulo
de material nas células de frutos infectados (seta).
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6 CONCLUSOES

Frutos de cafeeiros com mancha manteigosa apresentam infecgdo por

Colletotrichum spp., tanto na fase 4 quanto na fase 5 de maturagéo.

Ramos de cafeeiros com seca descendente t&m seus vasos do xilema,
floema e o tecido corticoso com intensa colonizagio por hifas de Colletotrichum

spp., sendo esta a origem etiolégica da enfermidade.

Em hipocétilos de cafeeiro, a adesdo de conidios ocorre nas jungdes das

células, sendo, portanto, dependente da topografia.

H4 germinagio de C. gloeosporioides 6 horas ap6s a inoculagdo em
hipoc6tilos de cafeeiros e diferenciagio de tubos germinativos 12 horas apés

inoculagéo.
Nio hé diferenca entre isolados de C. gloeosporioides provenientes de
folhas com mancha manteigosa e ramos com seca descendente, no que se refere

aos eventos de pré-penetragio sobre hipocétilos do cafeeiro.

Ferimentos em hipocétilos induzem mais rapidamente & germinacio e

formagdo de apressérios de C. gloeosporioides.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos estudos realizados, péde-se confirmar a alta variabilidade
presente entre os isolados de C. gloeosporioides provenientes do cafeeiro e que
sio causadores de seca de ponteiro, necrose em folhas, frutos € ramos ¢ mancha
manteigosa. Esta alta variabilidade pode ser comprovada pelo elevado nimero
de grupos de compatibilidade vegetativa e a demonstragdo de que a troca de
informagdes genéticas pode ser realizada tanto pelo processo parassexual quanto
sexual.

A técnica de mutantes nir utilizada para a realizacdo do estudo de VCGs
foi adequada, apesar de algumas dificuldades terem sido encontradas. Sugere-se
que, em outros trabalhos envolvendo VCGs, adicionem-se isolados de C.
gloeosporioides patogénicos a outras culturas além do cafeeiro, para que se
possa estudar a troca de informagio genética entre esses isolados, colaborando
para um maior entendimento, principalmente, no que se refere & patogenicidade
encontrada entre alguns isolados em condigdes controladas.

Quanto aos estudos envolvendo a microscopia eletronica, estes foram
adicionados a este trabalho em fungdo da grande demanda por informagbes a
respeito da colonizagdo de C. gloeosporioides causadores de mancha manteigosa
sobre cafeeiros, sobretudo pela sintomatologia caracteristica observada. Neste
capitulo, pdde-se observar a colonizagio em frutos e ramos com seca
descendente por C. gloeosporioides, demonstrando que a metodologia utilizada
¢ ideal para estes tipos de trabalhos. Observou-se também adesao, germinagdo e
formagio de apressérios de C.gloeosporioides sobre hipocétilos de cafeeiros.
Neste caso, deve-se salientar que a metodologia de preparo de amostras
biolégicas uimidas para microscopia eletronica de varredura reduz o inéculo

sobre as amostras, dificultando as observagdes. Portanto, deve-se trabalhar com
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concentragdes acima das wtilizadas ou com a utilizagio do microscépio a baixo
vicuo. Desse modo, eliminam-se todos os passos que contribuem para esta
redugio.

O tempo utilizado no terceiro experimento foi aquém do ideal, devendo-
se, portanto, conduzir o ensaio por um tempo superior a 72 horas para que se
possa observar todo o processo de colonizagio. Outros ensaios utilizando
microscopia eletrdnica de varredura e de transmissdo deverdo ser conduzidos,
principalmente sobre folhas em mudas e folhas destacadas, utilizando-se sempre
um tempo superior a 72 horas e isolados recém obtidos de plantas com sintomas.

Este complexo ainda é muito polémico. Trabalhos focando as perdas
econdémicas em campo devem ser abordados, sobretudo no que se refere 3 queda
de flores e chumbinhos e seu reflexo na produtividade. A metodologia de
inoculagiio € outro entrave que deve ser abordado, utilizando outras formas de
inoculagio diferentes de tudo o que j4 foi experimentado até hoje,

principalmente das metodologias utilizadas para C. kahawae.
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