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LISTA DE ABREVIATURAS

MOSPCSMM - Mudas obtidas de sementes de plantas com sintomas da
mancha manteigosa (Plantas doentes).

MOSPSSMM — Mudas obtidas de sementes de plantas sem sintomas da mancha
manteigosa (Plantas sadias).

DAI - Dias ap6s inoculagdo



RESUMO

MARTINS, F.G. Aspectos epidemioldgicos e fisioldgicos da interagdo
Colletotrichum gloeosporioides PENZ x mudas micropropagadas de cafeeiro
( Coffea arabica). 2008. 56 p. Dissertagdo (Mestre em Fitopatologia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar os aspectos da infec¢ao de
Colletotrichum gloeosporioides - isolado da haste e seca de ponteiro de cafeeiro
e folhas de mangueira; estudar o quadro sintomatolégico do patossistema
mancha manteigosa x cafeeiro através da avaliacdo da incidéncia e severidade da
doenca; observar o cardter de suscetibilidade entre MOSPCSMM (Mudas
obtidas de sementes de plantas com sintomas da mancha manteigosa) e
MOSPSSMM (Mudas obtidas de sementes de plantas sem sintomas da mancha
manteigosa); confirmar a relagio entre C. gloeosporioides e a seca de ponteiros
e observar em diferentes tempos, determinar os efeitos de isolados de C.
gloeosporioides sobre os teores de pigmentos (clorofila a, b e total), fenodis
soluveis totais e lignina soluvel em mudas de café obtidas por cultura de tecidos
e inoculadas artificialmente. Os experimentos foram conduzidos em DIC e em
DBC. As plantas foram inoculadas com uma suspensio de 2 x 10° conidios.ml™
sobre a area foliar. A porcentagem de germinagdo conidial e formacdo de
apressorios foram estimadas a 6, 12, 18, 24, e 48 horas apos a inoculagdo. As
avaliagOes da incidéncia e severidade foram realizadas a cada 5 dias, iniciando-
se aos 7 dias apds a inoculagdo, com duragdo de 30 dias. Aos 3 e 7 dias apods
inoculagdo foram quantificados os teores de pigmentos, fendis e lignina. O
inicio da germinag@o ocorreu entre 6 e 12 horas apds a inoculacdo quando
alguns conidios emitiam um ou dois tubos germinativos. Entre os isolados
estudados podde-se verificar que houve diferenca significativa a 1% de
significancia pelo teste de Scott-Knott, mostrando dessa forma que houve
diferenca no potencial germinativo entre os isolados em MOSPSSMM. Em
relagdo as MOSPCSMM nao houve diferenca significativa entre os isolados
estudados, os mesmos apresentaram efeitos semelhantes sobre a germinagdo
média de conidios. A formac¢do de apressorios se deu a partir das seis horas apos
a inoculagdo.

MOSPSSMM e MOSPCSMM mostraram-se resistentes ao isolado I,
susceptiveis e moderadamente suscetiveis ao isolado II. Em relagdo ao isolado
III, as MOSPCSMM mostraram-se susceptiveis, enquanto que MOSPSSMM
mostraram-se moderadamente susceptiveis. Os primeiros sintomas de necrose
nas folhas de mudas provenientes de MOSPCSMM e MOSPSSMM, sé foram
observados a partir do sétimo dia apos inoculagdo A presenca do patdgeno

il



diminuiu significativamente os teores de clorofila, em relagdo aos tempos
estudados nos dois materiais genéticos avaliados.

Aos 7 dias apos inoculagdo de plantas de café sadias e doentes pdde ser
observado um maior teor de fenois soltveis totais e lignina soluvel em resposta
ao ataque de C. gloeosporioides.

Palavras chaves: Coffea arabica, Colletotrichum gloeosporioides e resposta de

defesa.

Comité de Orientacéo: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador)

il



ABSTRACT

MARTINS, F.G. Epidemic and physiologic aspects of the interaction of
Colletotrichum gloeosporioides PENZ x micropropagated seedlings of coffee
(Coffea arabica). 2008. 56 p. Dissertation (Master in plant pathology) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras.

This work was accomplished with the objective of studying the aspects of the
infection of Colletotrichum gloeosporioides - isolated from stem and die back of
coffee plants and leaves of mango; to study the development of symptoms of the
pathossystem buttery x coffee plants through the evaluation of the incidence and
severity of the disease; to observe the character of susceptibility between
MOSPCSMM and MOSPSSMM; to confirm the relationship between C.
gloeosporioides and die back in plants obtained by tissue culture and to observe
in different times, to determine the isolated effects of C. gloeosporioides on the
of pigments’ contents (chlorophyll the, b and total), total soluble phenols and
soluble lignin in seedlings of coffee obtained by tissue culture and artificially
inoculated. The experiments were carried out in DIC and in DBC. The plants
were inoculated with a suspension of 2 x 10° conidia.ml™ on the foliate area. The
percentage of germination conidial and apressoria formation were evaluated at 6,
12, 18, 24, and 48 hours after the inoculation. The evaluations of the incidence
and severity were accomplished at 5 days intervals, it of beginning 7 days after
the inoculation with duration of 30 days. AT 3 and 7 days after inoculation were
quantified contents of pigments of phenols and lignin. The spores’ germination
occurred between 6 and 12 hours after the inoculation when some conidia
emitted one or two germ tubes. We verified that there was significant difference
to 1% of significance for the Scott-Knott test between isolated studied in this
work. Besides, it showed that there was difference in the germination between
isolated of MOSPSSMM. In additional there was not significant difference
between isolated of MOSPCSMM studied, they presented similar effects on the
medium germination of conidia. The apressoria formation was observed 6 hours
after inoculation. MOSPSSMM and MOSPCSMM showed resistant to the
isolated I, susceptible and moderately susceptible to isolated II. MOSPCSMM
were susceptible to isolated III, while MOSPSSMM were moderately
susceptible. The first necrosis symptoms in the leaves seedlings from
MOSPCSMM and MOSPSSMM were only observed at seventh day after
inoculation.

iv



The pathogens’ presence reduced the contents chlorophyll significantly, in the
times and in the two genetic materials studied. At 7 days after inoculation of
healthy and diseased plants of coffee we observed larger contents of total soluble
phenols and soluble lignin in response to the attack of C. gloeosporioides.

Key words: Coffea Arabica, Colletotrichum gloeosporioides and response
defense.



INTRODUCAO GERAL

A cultura do café destaca-se historicamente no desenvolvimento do pais.
O Brasil se destaca como o maior produtor e exportador mundial, com area
cultivada de 2,30 milhdes de hectares, dos quais 2,14 milhdes estdo em produgdo
e 169,00 mil em formagdo (Conab, 2008). O estado de Minas Gerais destaca-se
como o maior produtor de Coffea arabica com aproximadamente 1,15 milhdes
de hectares e producdo estimada em 15,5 milhdes de sacas para a safra
2007/2008, perfazendo 45,9% da produgdo nacional (Conab, 2008).

Nos paises produtores, a cultura do café¢ ¢é afetada por diversos
problemas fitossanitarios que causam perdas quando ndo tomadas medidas
eficazes de controle. No continente Africano, C. kahawae ocasiona a “Coffee
Berry Disease”, CBD, que ataca bagas verdes em desenvolvimento ¢ € o
principal fator limitante a produgdo, com redugdo na produtividade entre 50% a
80%. Orozco (2003) mencionam que esta espécie patogénica de Colletotrichum
esta restrita & Africa.

No Brasil, distintos problemas fitossanitarios acometem a cultura do
café. Dentre eles as antracnoses e a mancha manteigosa (Complexo
Colletotrichum), a ferrugem (Hemileia vastatrix), a cercosporiose (Cercospora
coffeicola), a mancha de phoma (Phoma spp.), a bacteriose (Xylella fastidiosa) e
as viroses entre outras (Chalfoun, 1997). E dentre estas, ha um interesse especial
no estudo do complexo Colletotrichum — cafeeiro, sendo este composto por
varias espécies do patogeno (Orozco et al. 2003). No pais a espécie
gloeosporioides, pode causar as antracnoses, a seca de ponteiros ¢ a mancha
manteigosa. A mancha manteigosa é uma doenga com uma baixa progressao no
tempo e espaco (Ferreira, Pereira & Abreu, dados ndo publicados), entretanto,
altamente deletéria aos cafeeiros infectados (Ferreira et al., 2005).A gravidade

desta doenga pode ser demonstrada pela morte de hipocétilos, mumificacdo e



abscisdo de folhas e frutos, murcha e seca descendente de ramos plagiotrépicos,
levando a uma diminuicdo progressiva na produtividade, culminando inclusive,
com a morte dos cafeeiros infectados.

Colletotrichum spp. é um importante género fungico que abrange
espécies saprofiticas e fitopatogénicas associadas a plantas no mundo,
principalmente em regiGes tropicais e subtropicais (Bailey et al., 1992). O
patogeno causa perdas econdmicas em varias culturas, podendo afetara as
plantas em todos os estagio de desenvolvimento.

A ocorréncia de Colletotrichum ¢ grave nas regides cafeeiras no Brasil,
principalmente quando se trata da mancha manteigosa, determinando perdas
significativas de produgdes pelo ataque nos frutos verdes, gerando mumificagdes
com conseqiiente queda dos mesmos. Pesquisas orientadas para o estudo de
ragas de Colletotrichum, patogenicidade e estudos epidemiolégicos, grau de
susceptibilidade, assim como mecanismos envolvidos na defesa do cafeeiro a
esse patdgeno sdo necessarias, pois problemas econdmicos sérios podem ser
ocasionados caso a doenga venha a tornar-se epidémica.

Desta forma objetivou-se, neste trabalho: a) observar os aspectos da
infecgdo de C. gloeosporioides - isolado da haste e seca de ponteiro de cafeeiros
e folhas de mangueira; estudar o quadro sintomatologico do patossistema
mancha manteigosa x cafeeiro através da avaliagdo da incidéncia e severidade da
doenca, observar o carater de suscetibilidade entre planta sadia e doente e
confirmar a relagdo entre C. gloeosporioides e a seca de ponteiros em mudas de
café obtidas por cultura de tecidos. b) estudar os efeitos de diferentes isolados de
Colletotrichum gloeosporioides em diferentes tempos sobre os teores de
pigmentos (clorofila a, b e total), fendis soluveis totais e lignina soluvel em

mudas de café obtidas por cultura de tecido inoculadas artificialmente.
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RESUMO

Objetivou-se, neste trabalho, observar aspectos da infeccdo de C.
gloeosporioides isolado da haste e seca de ponteiro do cafeeiro ¢ folhas de
mangueira; estudar o quadro sintomatologico do patossistema mancha
manteigosa x cafeeiro por meio da avaliacdo da incidéncia e severidade da
doenca, observar o carater de suscetibilidade entre MOSPCSMM e
MOSPSSMM e confirmar a relagdo entre C. gloeosporioides ¢ a seca de
ponteiros em mudas de café obtidas por cultura de tecidos. O experimento foi
conduzido em DIC no esquema fatorial 2 x 3 {2 materiais genéticos (Catucai
MOSPCSMM e MOSPCSMM ) e 3 isolados}, com 5 repeti¢des. As plantas
foram inoculadas com uma suspenséo de 2 x 10° conidios.ml™" depositadas sobre
discos autocolantes. A porcentagem de germinacdo conidial e formagdo de
apressorios foram estimadas as 6, 12, 18, 24, e 48 horas apos a inoculagdo. As
avaliagdes da incidéncia e severidade foram realizadas a cada cinco dias,
iniciando-se aos 7 dias apds a inoculagdo com dura¢do de 30 dias. O inicio da
germinagdo ocorreu entre 6 e 12 horas apds a inoculagao tanto em MOSPCSMM
quanto em MOSPCSMM, quando alguns conidios emitiam um ou dois tubos
germinativos. Pode-se verificar que houve diferenca no potencial germinativo
entre os isolados em MOSPSSMM. Quanto a formagdo de apressorios, esta se
deu a partir das seis horas apds a inoculacdo, sendo observado um numero
expressivo a partir das 18 horas apds inoculagdo, tanto em MOSPCSMM quanto
em MOSPSSMM. Com base nos critérios de susceptibilidade, os dois materiais
genéticos mostraram-se resistente ao isolado I e susceptivel ao isolado II. Ja para
o isolado III, MOSPCSMM mostraram-se susceptiveis, enquanto que em
MOSPSSMM o efeito do isolado foi diferente, mostrando-se moderadamente
susceptivel. Em relacdo a incidéncia e severidade da doenca, pdde-se verificar
que o isolado II foi mais agressivo nos materiais genéticos estudados. A relagdo
C. gloeosporioides ¢ a seca de ponteiros em mudas de café ndo foi totalmente
evidente, deixando ainda diividas se a mancha manteigosa estd associada a seca
de ponteiros ou a outros sintomas observados na planta.

Palavras chaves: Coffea arabica, Colletotrichum gloeosporioides, mancha
manteigosa.



ABSTRACT

The objectives of this work were to observe aspects of the infection of strains of
C. gloeosporioides isolated from stem and die back of coffee plants and from
leaves of mango; to study development of symptoms of the pathossystem buttery
spot x coffee plants through of the evaluation of the incidence and severity of the
disease, to observe the character of susceptibility between healthy and diseased
plants and to confirm the relationship between C. gloeosporioides and die back
in plants obtained by tissue culture. The experiment was carried out in DIC
factorial arrangement 2 x 3 {2 genetic materials (MOSPCSMM and
MOSPCSMM) and 3 isolated} with 5 repetitions. The plants were inoculated
with 2 x 10° conidia.ml” spore suspension deposited on adherence disks. The
percentage of conidial germination and formation of apressoria were estimated
at 6, 12, 18, 24, and 48 hours after inoculation and the evaluations of the
incidence and severity were accomplished at 5 days intervals. This evaluation
began 7 days after inoculation with duration of 30 days. The spores’ germination
occurred between 6 and 12 hours after inoculation in diseased and in healthy
plants, when some conidia emitted one or two germ tubes.We verified that there
was no germ potencial difference between isolated in healthy plants. The
apressoria formation began 6 hours after inoculation and the expressive number
apressoria was observed 18 hours after inoculation in healthy plants in diseased
plants. On the basis of the susceptibility’s criteria, healthy and diseased plants
were revealed resistant to the isolated I and susceptible to the isolated II. The
plants showed susceptible to the isolated III. Whereas, the isolate effect in
healthy plants was different showing considered moderately susceptible. In
relation to the incidence and severity of the disease, it could be verified that
isolated the II were more severe in the genetic materials studied. However, this
isolated showed more aggressive when inoculated in diseased plants. The
relationship between C. gloeosporioides and die back was not totally evident, it
leaves still doubts if the buttery spot is associated with die back or to other
symptoms observed in the plants.

Key words: Coffea Arabica, Colletotrichum gloeosporioides, buttery spot.



INTRODUCAO

A cafeicultura ¢ uma das mais importantes atividades agricolas do
Brasil, especialmente pela geragdo de emprego e renda em municipios
interioranos dos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parana,
Bahia, Ronddnia e Rio de Janeiro entre outros. O estado de Minas Gerais
destaca-se como o maior produtor de Coffea arabica com aproximadamente
1,15 milhdes de hectares e producdo estimada em 15,5 milhdes de sacas para a
safra 2007/2008, perfazendo 45,9% da producdo nacional (Conab, 2008).

Uma série de fatores, no entanto podem colaborar para baixas
produtividades, especialmente as doengas. A cultura do café pode ser acometida
por diversas doengas tais como: ferrugem (Hemileia vastatrix) (Chalfoun, 1997),
as antracnoses, a mancha manteigosa (Complexo Colletotrichum) (Dorizotto e
Abreu, 1993a, b), a cercosporiose (Cercospora coffeicola) (Miguel et al.,
1975),e a mancha de phoma (Phoma spp.).

Dentre estas doengas, hd um interesse especial no estudo do complexo
Colletotrichum — cafeeiro, sendo este composto por varias espécies do patdgeno
(Orozco et al., 2003b).

No Brasil predomina a espécie C. gloeosporioides Penz., que pode
causar as antracnoses, a seca de ponteiros e a mancha manteigosa. A mancha
manteigosa ¢ uma doenga altamente deletéria aos cafeeiros infectados (Ferreira
et al., 2004), demonstrada pela morte de hipocétilos, abscisdo de folhas e
mumificacdo de frutos, murcha e seca descendente de ramos plagiotropicos,
levando a uma diminui¢do progressiva na produtividade, culminando com a
morte dos cafeeiros infectados. A seca de ponteiros ou dieback é outra doenga
causada por C. gloeosporioides (Gutierrez, 1954; Paradela Filho et al., 2001;

Voltan et al., 2002), mas é considerada por alguns pesquisadores como um



complexo de tensdes da propria planta e do ambiente e, portanto, de origem
abiotica (Rena e Maestri, 1985).

No complexo Colletotrichum x cafeeiro, poucos sdo os estudos no que
se referem a sintomatologia e agressividade do patdgeno em plantas infectadas,
havendo inclusive, duvidas em relacdo aos sintomas observados em folhas,
frutos, hastes e hipocotilos plantas de café e a mancha manteigosa.

Desta forma, objetivou-se, neste trabalho, observar aspectos da infecgao
de C. gloeosporioides isolado da haste e seca de ponteiro do cafeeiro e folhas de
mangueira; estudar o quadro sintomatoldégico do patossistema mancha
manteigosa x cafeeiro por meio da avaliagdo da incidéncia e severidade da
doenga, observar o carater de suscetibilidade entre MOSPCSMM e
MOSPSSMM e confirmar a relagdo entre C. gloeosporioides ¢ a seca de

ponteiros em mudas de café obtidas por cultura de tecidos.



MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Diagnose e Controle de
Enfermidades de Plantas do Departamento de Fitopatologia - DFP e Laboratério
de Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura - DAG da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG.

Obtencao de plantas a partir de cultura de tecido de embribes zigo6ticos

Frutos de café (C. arabica) da cultivar Catucai Vermelho, com e sem
sintomas da mancha manteigosa, em estadio verde-cana, foram colhidos, lavados
e desinfestados com alcool 70% durante 1 minuto e hipoclorito de sédio a 2%
durante 15 minutos, e em seguida lavados trés vezes com agua destilada e
esterilizada. Posteriormente, com o auxilio de pinga, bisturi e lupa, os embrides
foram excisados e depositados em tubos de ensaio com 15 ml de meio de
cultura. Utilizou-se o meio o MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescido de 1 g.L”
" de carvio ativado, 300 mg.L"' de acido ascorbico e 2,5 mg.L™" de giberelina
com pH ajustado para 5,8 e solidificado com 6 gL' de agar (Ribeiro et al.,
2003). As culturas de embrides foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura de 27+1 ° e fotoperiodo de 16 horas. Transferéncia das plantulas
para outros tubos com o mesmo meio de cultura ocorreu a cada dois meses, até
que estas plantulas estivessem aptas para a aclimatacao.

A aclimatagdo foi feita conforme trabalho publicado por Carvalho et al.
(1999). Plantulas com aproximadamente 2 a 3 cm de comprimento foram
retiradas dos tubos de ensaio e transferidas para bandeijas de polipropileno com
células de 11 x 5 x 5 cm contendo vermiculita. Estas foram acondicionadas em
camara de crescimento com aproximadamente 90% de umidade relativa do ar,

temperatura média proxima de 25° C, sistema de nebulizagdo automatico e



iluminagdo natural. O fornecimento de nutrientes foi realizado semanalmente
com a aplicagdo de 1 ml de solu¢do nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) por
plantula, iniciando no dia do plantio e estendendo-se até o periodo de

inoculacdo.

Obtencdao de isolados e inoculacéo

Os isolados utilizados para a execugdo deste trabalho foram obtidos de
mudas provenientes de cafeeiros com e sem sintomas da mancha manteigosa do
campo experimental da UFLA e de plantas de mangueira e isolados no
Laboratério de Diagnose e Controle de Enfermidade de Plantas do
Departamento de Fitopatologia. Estes isolados foram obtidos de hastes de
cafeeiros com sintomas de mancha manteigosa (I3); ponteiros de cafeeiros sem
sintomas de mancha manteigosa, mas com seca de ponteiro (I12) e de folhas de
mangueira com sintomas de antracnose (I1). Partes do tecido infectado foram
superficialmente desinfestados com alcool 50% por 30 segundos e hipoclorito de
sodio 1% por um minuto, lavados em agua e secos ao ar livre. Em seguida os
mesmos foram transferidos para placas de Petri com meio de cultura MEA 2%
(extrato de malte agar) e cloranfenicol. As placas foram incubadas por sete dias
em BOD a 22° C e fotoperiodo de 12 horas. As colonias purificadas foram
utilizadas para obten¢@o de culturas monosporicas.

Isolados de C. gloeosporioides foram mantidos e crescidos em meio de
cultura MEA 2%. Suspensdes de conidios foram preparadas pela raspagem de
conidios com auxilio de uma alca de Drigalsky e 4gua destilada esterilizada
(ADE) seguida pela filtragem em gaze esterilizada. A concentragdo utilizada foi
de 2 x 10° conidios.ml™, a qual foi calculada com o auxilio de uma lamina de

contagem (camara de Newbauer).
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A inoculacdo foi feita em folhas novas completamente expandidas de
cafeeiros formados sob condi¢des controladas. Trés dias antes da inoculagdo,
estas plantas foram submetidas a condigdes de cdmara umida, feita com o
auxilio de sacos plasticos e mantidas em camara de crescimento a temperatura
de 30°C. Uma suspensdo de conidios de cada isolado foi inoculada com uma
gota de 10 pl na parte abaxial das folhas, em locais marcados com o auxilio de
discos autocolantes com orificios de 1,4 cm de diametro e previamente feridas.
Foram utilizados 3 discos por folha. Posteriormente, sobre a area inoculada, foi
colocado um disco de papel semipermedvel com 1,3 cm de didmetro,
previamente umedecida, formando-se assim uma microcdmara imida (Abreu,
1978, 1988). Sendo que desta solugcdo de conidios foi retirada uma pequena

aliquota desta suspensdo para realizagdo do teste de germinagao.

Observagdes ao microscopio 6tico: Germinacao e formagéo de apressorios

Porcentagem de germinacgdo conidial e formacdo de apressorios em
discos foram estimadas as 6, 12, 18, 24 e 48 horas apos a inoculagdo seguindo o
método descrito por Abreu (1978). Apds o tempo de coleta, as microcdmaras
umidas foram removidas, as folhas foram secas ao ar e posteriormente foi
aplicada uma camada de esmalte incolor diluido na proporg¢do de 1:0, 8 em
acetona, cobrindo a area delimitada pelo disco autocolante. As peliculas de
esmalte ja secas, foram retiradas e estendidas em laminas microscopicas e
coloridas com azul-algoddo em lactofenol. A porcentagem de conidios
germinados e ndo germinados e apressoérios formados em conidios germinados
foram contados em pelo menos quatro campos da lamina perfazendo no minimo

100 conidios em cada lamina.
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Avaliacéo da incidéncia e severidade da doenca

Apbs as inoculagdes foram avaliadas durante 27 dias a incidéncia e a
severidade da doenca em cada folha seguindo-se a escala adaptada por Varzea
(1995) e modificada por Martins e Abreu (Tabela 1). Foram feitas as avalia¢des
a cada cinco dias a partir do aparecimento dos primeiros sintomas (sete dias apos

a inoculag?o)

TABELA 1. Escala de avaliagdo utilizada em testes de inoculacdo de
Colletotrichum spp. em hipocotilos (escala adaptada por
Varzea, 1995 e modificada por Martins e Abreu).

Classe Tipo de reagdo descricao

0 Auséncia de reagao visivel

1 Pequenas e poucas (1 a 2) lesdes cloréticas ou acastanhadas.

2 Mais de 2 lesdes acastanhadas ou lesdes coalescentes. O

diametro da lesdao excede 0,5 mm.

3 Extensas lesdes acastanhadas com numerosos pontos pretos
e/ou lesdes obscuras. Com mais de 50% da area do disco
lesionada

4 Area total do disco lesionada (100%)

A interpretagio dos resultados foi efetuada por meio do Indice de

Intensidade de Doenca (IID), calculado pela formula:

IID = X (N ° de discos em cada classe x valor numérico de cada classe) x 100

Numero de discos em todas as classes x 4

De acordo com os valores obtidos para o IID, os materiais genéticos

avaliados com os isolados testados foram classificados nas seguintes classes de
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suscetibilidade: resistente (R) IID < 0,25; moderadamente resistente (MR) 0,25<
IID < 0,50; moderadamente suscetivel (MS) 0,5 <IID < 0,75 e suscetivel > 0,75.
Também apds as avaliacdes, foram calculadas as areas abaixo da curva de
progresso da severidade (AACPS) e da incidéncia (AACPI), para cada

tratamento, determinada pela equacdo proposta por Shaner & Finney (1977):

n-1
AACPD =X [(xi + xi+1) /2*(ti +1-ti)]

1

Em que:

AACPD = area abaixo da curva de progresso da doenga
Y;-proporcao da doenga na i-nésima observacao

T; = tempo em dias na i-nésima

n= numero de observagoes
Delineamento experimental

O delineamento experimental foi em DIC no esquema fatorial 2 x 3{2
materiais genéticos (MOSPCSMM e MOSPSSMM) e 3 isolados} com cinco
repeticdes. A parcela para a germinag¢do consistiu de um disco com 100
conidios. Os resultados foram comparados dentro de cada tempo pelo teste de F
a 5% de significancia. E, as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott
ao nivel de 1% e 5% de significancia. No caso da incidéncia e severidade foi

plotada a area abaixo da curva de progresso da doenga.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinacéo e formacao de apressorios

Nao houve interagdo significativa (P>0.05) dos isolados em relagao ao
tempo. Logo isolados e tempo agem de modo independente sobre a germinagao
média de conidios.

O inicio da germinacdo ocorreu entre 6 ¢ 12 horas apo6s, a inoculagio,
tanto em MOSPCSMM quanto em MOSPSSMM quando alguns conidios
emitiam um ou dois tubos germinativos. 12 horas apo6s inoculagdo ja foi

verificado um nimero mais expressivo de conidios germinados (Fig. 1).

100 1
90 -
80 -
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60 -
50 -
40 1 SADIAS
30 -

20 A B DOENTES
10 -

Porcentagem de Germinagdo

11121 11213 1112 13
6h 18h 48h

Horas apodsinoculacdo

Figura 1. Percentagem media de germinag¢do de conidios de diferentes
isolados de C.gloeosporioides. Penz em mudas obtidas de sementes de
plantas com sintomas da mancha manteigosa e mudas obtidas de
sementes de plantas sem sintomas da mancha manteigosa em
diferentes tempos.
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Pereira (2005) menciona que na interagdo C. gloeosporioides x cafeeiro,
a germinacdo dos conidios em hipocétilos ocorreu 6 horas apoés a inoculagdo,
com ferimento e 12 horas em hipocoétilos sem ferimentos. Varios autores
afirmam que a germinagdo de conidios dentro deste género ¢ bastante variavel,
iniciando-se entre 3 e 48 horas apos inoculacdo ( Nair ¢ Corbin, 1981; Golden
Roberts e Snow, 1984; Manandhar et al., 1985; Bailey et al ., 1992; Kumar et al
., 2001; Orozco, 2003; Pereira, 2005) dependendo ainda, de fatores externos
como temperatura ( Orozco, 2003), quimicos e da presenca de materiais
exogenos ( Baley, et al., 1992; Skipp et al.,1995). Nair & Corbin (1981)
observaram que na interagdo C. acutatum f.sp. pinea e Pinus radiata, a
germinacdo dos esporos em folhas primarias esteve entre 6 a 96 horas apds
inoculag¢do, com a emissdo de 1 a 2 tubos germinativos da parte lateral perto do
final do conidio. Mendgen & Deising (1993) mencionam que C.
lindemuthianum, em ambiente aquoso, produz um simples tubo germinativo. Ja
Marks, et al. (1965) relatam que a germinacdo de conidios e a formacao de
apressorios na interagdo de C. gloeosporioides e Populus tremuloides, acorreram
24 horas apos a inocula¢do em folhas. Entretanto, nas interagdes de C. fragariae
e morango, estudadas por Milholland (1982) e C. graminicola e em milho, por
Mercure, Kunoh & Nicholson (1994), os conidios germinaram em 6 horas apods a
inoculagdo.

Entre os isolados estudados podde-se verificar que houve diferenca
significativa a 1% de significancia para o teste de Scott-Knott, mostrando dessa
forma que houve diferenga no potencial germinativo entre os isolados em
plantas sadias. Em relagdo a plantas doentes ndo foi verificado diferenga
significativa entre os isolados estudados, os mesmos apresentaram efeitos

semelhantes sobre a germinacdo média de conidios (Tab.1).
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Tabela 1. Diferenciagdo no percentual germinativo de conidios de diferentes
isolados de C.gloeosporioides. Penz sobre mudas obtidas de sementes de
plantas com sintomas da mancha manteigosa e mudas obtidas de
sementes de plantas sem sintomas da mancha manteigosa.

Isolado Sadias Doentes
I 0.53 a 0.38 a
1I 0.72b 047 a
III 0.75b 0.50 a

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente, entre si pelo
testes de Skott & Knott, (P>0.05).

Pdde-se wverificar que ndo houve diferenca estatistica a 5% de
significancia para o teste de Scott-Knott para o nimero de conidios germinados
em plantas sadias e plantas doentes para isolado I-1, ja em relagdo aos isolados
I-2 e I-3 verificou-se diferenga significativa entre plantas sadias e plantas

doentes quanto a percentagem média de germinacdo de conidios (Fig.2).

30 b a
(%)
L2 25 a b
B 20 - a
%15— a
2 10 -
5_
'-g 0 I I 1
= 11 12 13

Isolados

B Plantas Doentes = Plantas Sadias

Figura 2. Efeito de isolados de C.gloeosporioides. Penz no
percentual germinativo de conidios em mudas obtidas
de sementes de plantas com sintomas da mancha
manteigosa ¢ mudas obtidas de sementes de plantas
sem sintomas da mancha manteigosa. Médias seguidas
de mesma letra ndo diferem estatisticamente, entre si
pelo testes de Skott & Knott, (P>0.05).
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Na interagdo Colletotrichum x cafeeiro, poucos sdo os trabalhos que
evidenciam os processos de pré-penetracdo e penetragio. Pereira et al. (2005¢c) e
Pereira (2005) verificaram a formagdo de apressorios 12 horas apos inoculagao,
enquanto Lins (2006) observou-a somente a partir de 24 horas para C.
gloeosporioides e 12 para C. acutatum. Segundo Chen (2002), apenas 6 horas
apos a inoculagdo de C. gloeosporioides sobre folhas e frutos verdes de café foi
0 necessario para a formagao de apressorios. Segundo o mesmo autor, 0 mesmo
tempo foi suficiente para a produgio de apressorios de C. kahawae inoculados
em folhas e frutos verdes de café.

No presente trabalho somente foi verificada a formacao de apressorios a
partir das seis horas apos a inoculagdo, sendo observado um niimero expressivo
a partir das 18 horas apds inoculagdo tanto em MOSPCSMM quanto em
MOSPSSMM. Com um maior pico de formagao de apressorios as 48 horas, apos
a inoculacdo em MOSPSSMM e no caso de MOSPCSMM o pico maximo foi
observado a partir das 18 horas apdés inoculacdo (Fig. 3). O fator de
suscetibilidade de plantas oriundas de sementes com sintomas pode ser
determinante na formacdo de apressorios, dado a maior concentracdo de
substancias exogenas ou exudatos que possam estar presentes 18 horas apds a

inoculagdo.
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Figura 3. Percentagem media de formagdo de apressorios de diferentes
isolados de C.gloeosporioides. Penz em mudas obtidas de
sementes de plantas com sintomas da mancha manteigosa e
mudas obtidas de sementes de plantas sem sintomas da
mancha manteigosa.

Avaliagdo da incidéncia e severidade da doenca

Os isolados I e o III ndo induziram sintomas tipicos da doenca tanto em
mudas obtidas de sementes de plantas com sintomas da mancha manteigosa e
mudas obtidas de sementes de plantas sem sintomas da mancha manteigosa,
sendo verificados sintomas apenas em plantas inoculadas com o isolado II, aos
sete dias apos inoculacdo (DAI).

Os primeiros sintomas de necrose nas folhas de mudas provenientes de
plantas com sintomas (plantas doentes) e sem sintomas (plantas sadias) da
mancha manteigosa obtidas por cultura de tecidos s6 foram observados a partir
do sétimo dia apds inoculagdo (Fig.4 a,b). Com 12 dias ja foi possivel visualizar
formacao de halos cloréticos ao redor das lesdes (Fig. 4 c, d). No decorrer do

tempo as lesdes foram aumentando em tamanho e proporc¢ao chegando a atingir
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30% da area inoculada sobre os discos. Tal fato foi observado aos 17 dias apos
inoculagdo (Fig. 4 e, f). Aos 22 dias foi observado um nimero maior de lesdes
sobre as folhas onde o indice de doenga ja ultrapassava os 80% em plantas
sadias e 100% em plantas doentes (Fig.4 g, h), sendo que ao final das avaliagdes
(30 dias apos a inoculagao) as folhas se encontravam totalmente necrosadas com
100% da érea foliar sobre o disco lesionada em plantas sadias (Fig. 4 j). Alem
disso, algumas plantas doentes ja estavam em fase de senescéncia total, e quando
da desfolha, foi observado sobre a haste esporulagdo do patogeno (Fig.41). Esta
informagao permite inferir que a partir de um ponto de entrada do patégeno, este
coloniza a planta de forma invasiva. Esses dados sdo contrastantes com os dados
obtidos por Ferreira (2006). O autor trabalhando com isolados provenientes de
plantas com sintomas de mancha manteigosa verificou que o isolado da haste foi
mais severo, destacando-se pela colonizagdo dos tecidos e pela intensa produgao
de acérvulos e conidios. Lins (2006), em seus estudos histopatolégicos, verificou
também que, quando se utilizou isolado de haste de plantas doentes com mancha
manteigosa, também ocorreu tal destaque, o mesmo nao foi verificado no
presente estudo onde o isolado que se mostrou com maior destaque ¢ com mais
severidade foi o isolado II provenientes de plantas com sintomas de seca de
ponteiros, e sem sintomas foliares da mancha manteigosa. O que deixa ainda
duvidas se a mancha manteigosa estd associada a seca ou a outros sintomas
foliares verificados na planta.

Com base nos critérios de susceptibilidade, as mudas de café da cultivar
Catucai Vermelho, proveniente de plantas com e sem sintomas da mancha
manteigosa obtidas por cultura de tecido, mostrou-se resistente ao isolado I, e
susceptivel ao isolado II. Em relagdo ao isolado III as plantas doentes
mostraram-se susceptiveis, enquanto que em plantas sadias o efeito do isolado
foi diferente mostrando-se moderadamente susceptivel (Tab. 2). Tal situagdo nos

possibilita considerar que sintomas foliares de mancha manteigosa, ndo sejam
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realmente os mais expressivos do quadro sintomatologico do referido
patossistema. Segundo Orozco, (2003) isolados de Colletotrichum spp.,
associados ao cafeeiro em Minas Gerais considerados patogénicos, nao
exteriorizam sintomas foliares em hipocétilos das cultivares Catucai Vermelho
e Amarelo procedentes de plantas com sintomas da mancha manteigosa quando
inoculados. Vargas & Gonzalez (1972) acreditam que, provavelmente, exista um
carater genético que predispde estas plantas oriundas de sementes de plantas
doentes a uma maior suscetibilidade bem como, na reproducgdo tipica dos
sintomas em folhas. Orozco (2003) acredita que o sintoma da doenca em folhas
se expressa somente em condi¢des especiais de suscetibilidade da planta e ou da
modificacdo das condigdes ambientais.

Apesar de ainda serem incertas as condi¢des ou metodologias de
inocula¢des que possam levar ao surgimento dos sintomas tipicos da mancha
manteigosa (mancha circular clorética com aspecto oleoso), os estudos sobre
esta enfermidade em cafeeiros, certamente, em tempo relativamente curto,

mostrardo resultados conclusivos.

Tabela 2. Classes de susceptibilidade de plantas de café da cultivar Catucai
Vermelho a diferentes isolados de C. gloeosporioides.Penz. de
acordo com a escala adaptada por Varzea, (1995) e modificada por
Martins e Abreu .

CULTIVAR ISOLADOS
I 1 i

Catucai Vermelho R S S
(Plantas doentes)

Catucai Vermelho R S MS
(Plantas sadias)

R = resistente, MR = moderadamente resistente, MS = moderadamente
susceptivel, S = susceptivel.
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Figura4. Sintomas ocasionados pelo isolado II de C.gloeosporioides Penz.
(A, B) 7 DAL (C,D) 12 DAI, (E,F)17 DAL (G,H) 22 DAI e (1))
27 DAI em mudas obtidas de sementes de plantas com sintomas
da mancha manteigosa ¢ mudas obtidas de sementes de plantas
sem sintomas da mancha manteigosa.

A analise da area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPI) e

severidade (AACPS) da doenca indica que ndo houve diferengas quanto ao

comportamento dos isolados I e III, tanto em plantas sadias quanto em plantas
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doentes, ndo apresentando sintomas caracteristicos da doenga no decorrer das
avaliagdes. Ao contrario o isolado II mostrou-se totalmente agressivo a cultivar
Catucai Vermelho, apresentando um potencial crescente de doenca em relagdo
ao tempo tanto em plantas sadias quanto em plantas doentes (Fig. 5). Entretanto,
comparando o comportamento do isolado II em relacio MOSPCSMM e
MOSPSSMM, pode-se verificar que apesar do mesmo ter se mostrado agressivo
aos dois materiais genéticos, em MOSPCSMM se mostrou muito mais agressivo
(Tab. 3). Nesse caso, foi verificada uma maior intensidade de sintomas com
lesdes mais pronunciadas chegando até a morte de plantas aos 17 dias apds
inoculagdo o que ndo foi verificado em plantas sadias. Estes resultados sdo
semelhantes aos resultados encontrados por Ferreira et al. (2004), onde
estudando a incidéncia de Colletotrichum spp. em ovarios de flores de cafeeiro.
Os mesmos observaram em plantas com sintomas de mancha manteigosa, média
de 27,91% contra 5,83% de incidéncia em plantas sadias. Porem, para dar mais
énfase ao fato serdo necessdrios mais estudos envolvendo os aspectos

relacionados a pré-penetragdo e penetragdo do patogeno.
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Figura 5. Efeito de diferentes isolados na incidéncia e severidade da mancha
manteigosa em mudas de café obtidas por cultura de tecidos e
inoculadas artificialmente. (A) AACPI em plantas doentes, (B) AACPI
em plantas sadias, (C) AACPS em plantas doentes e, (D) AACPS em
plantas sadias, em mudas obtidas de sementes de plantas com sintomas
da mancha manteigosa ¢ mudas obtidas de sementes de plantas sem
sintomas da mancha manteigosa

Tabela 3. Medias das areas abaixo da curva de progresso da incidéncia e
severidade de doengca em plantas de café da cultivar Catucai
Vermelho inoculadas com  diferentes isolados de C.
gloeosporioides.Penz.

Doente Sadia
Isolados
AACPI AACPS AACPI AACPS
11 0b 0b 28 Db 14 b
12 1511 a 615a 1061 a 556 a
I3 44 b 11b 67b 17b

*Médias com mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Scott Knott
(P=0,05
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CONCLUSOES

Conidios de C. gloeosporioides (isolado de plantas de café com e sem
sintomas da mancha manteigosa) da haste e de seca de ponteiros ¢ de folhas de
mangueira germinam em folhas a partir das 6 horas, e produzem apressorios
com 12 horas, ap0s a inoculagao.

Conidios de C. gloeosporioides (isolado da mangueira) quando
inoculados em folhas de cafeeiro, produzem quadro assintomatico.

O periodo de incubagdo, a sintomatologia e a morte de plantas de café
foram diferentes entre os isolados e entre mudas obtidas de sementes de plantas
com sintomas da mancha manteigosa e mudas obtidas de sementes de plantas
sem sintomas da mancha manteigosa.

O isolado II se mostrou mais agressivo quando inoculado em plantas

doentes.

A relagdo entre C. gloeosporioides e a seca de ponteiros foi parcialmente

evidenciada.
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RESUMO

Objetivou-se neste trabalho estudar os efeitos de diferentes isolados de
Colletotrichum gloeosporioides sobre os teores de pigmentos (clorofila a, b e
total), fendis soluveis totais e lignina solivel, em dois tempos diferentes, sobre
mudas de café obtidas por cultura de tecidos e inoculadas artificialmente. O
experimento foi conduzido em DBC no esquema fatorial 2 x 3 x
I(MOSPCSMM e MOSPSSMM ) 3 isolados e 1 testemunha, com 5 repetigdes.
As plantas foram inoculadas com uma suspensio de 2 x 10° conidios.ml”. A
suspensdo de conidios foi pulverizada sobre folhas de cafeeiro, previamente
feridas. Foram realizadas duas coletas (aos 3 ¢ 7 dias apos inoculagdo) de todas
as folhas da muda, exceto as folhas baixeiras. Em seguida foi feito o preparo das
amostras para avaliagdo de clorofila, fendis soluveis totais e lignina solivel. A
partir dos resultados, pode-se concluir que a presenga do patogeno tanto em
plantas sadias como em plantas doentes diminuiram significativamente a
quantidade de clorofila. Aos 7 dias ap6s inoculagdo das plantas de café sadias e
doentes pode ser observado um maior teor de fendis soluveis totais e lignina

soluvel em resposta ao ataque de Colletotrichum gloeosporioides.

Palavras-chave: Coffea arabica, pigmentos e resposta de defesa.
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ABSTRACT

The objective of this work was to study the effects of different isolated of
Colletotrichum gloeosporioides in two times on pigments’ contents of
(chlorophyll a, b and total), total soluble phenols and soluble lignin in seedlings
of coffee obtained by tissue culture artificially inoculated. The experiment was
carried out in DBC in the factorial scheme 2 x 3 x 1 {2 genetic materials
(MOSPCSMM and MOSPSSMM) 3 isolated} with 5 repetitions and control.
The plants were inoculated with a suspension of 2 x 10° conidia.ml”. The
conidia suspension was sprayed on leaves previously wounded. Two collections
were accomplished (at 3 and 7 days after inoculation) of all the seedling's leaves,
except the lowest third leaves. After that, we made the preparation of the
samples for chlorophyll, total soluble phenols and soluble. The results showed
that the presence of the pathogen in healthy and in diseased plants reduced
significantly the amount of chlorophyll. At 7 days after inoculation of plants of
coffee healthy and diseased we observed a larger contents of total soluble
phenols and soluble lignin in response to the attack of Colletotrichum

gloeosporioides.

Key- words: Coffee plants, pigments and response defense.
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INTRODUCAO

Os pigmentos fotossintéticos presentes e a sua abundancia variam de
acordo com a espécie vegetal. A clorofila a (Chl @) esta presente em todos os
organismos que realizam fotossintese oxigénica. A Chl a ¢ o pigmento utilizado
para realizar a fotoquimica, enquanto que os demais pigmentos auxiliam na
absorc¢do de luz e na transferéncia da energia radiante para os centros de reacao.

Pigmentos como clorofilas e carotenoides, sdo de grande importincia
para o processo fotossintético das plantas. Eles participam dos processos de
absor¢do de energia luminosa para posterior transformagdo dessa energia em
ATP e poder redutor, os quais serdo usados na producdo de fotoassimilados
(Malkin & Niyogi, 2000).

Muitos compostos produzidos através de rotas metabolicas secundarias
sdo formados ap6s a ocorréncia da infeccdo, proporcionando uma maior
resisténcia as doencas. Estes compostos sdo fitoalexinas, os fendis, os
flavonodides e as auxinas, ao quais se acumulam ao redor dos sitios de infecgao,
dependendo da disponibilidade dos varios nutrientes.

A lignina, além das fungdes inerentes a fisiologia das plantas,
apresenta—se como uma barreira de defesa fisica e quimica, dificultando a
penetracdo de fungos, bactérias, consumo por insetos, em fim protegendo as
plantas contra os fatores bioticos e abidticos, advindo do ambiente. Tais fungdes
justificam—se por ser encontrada principalmente na parede celular e na lamela
média de células xilematicas e de outras partes de diferentes origens citoldgicas,
tais como: folha, caule, casca e raizes. Formada pela oxidagdo desidrogenativa,
catalisada pela peroxidase (isoenzimas) na presenga H,O,, destaca—se por ser o
maior produto de via metabdlica que garante a manutencdo da vida dos vegetais
superiores (DAVIN & LEWIS, 1995). O actimulo da lignina, portanto, advém

dos mecanismos bioquimicos essenciais para a sobrevivéncia de um vegetal.
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Logo a contribuicdo da lignificacdo para a resisténcia pode ocorrer de diferentes
maneiras. Em primeiro lugar, a incorporacdo de lignina junto a parede celular
vegetal torna-a mais resistente a degradacdo por enzimas secretadas pelo
patogeno invasor. Paredes celulares lignificadas poderiam também constituir
uma barreira, evitando o movimento de nutrientes até o patdogeno. Os proprios
precursores de lignina podem exercer um efeito toxico sobre o patdgeno ou
conduzir a lignificagdo também de estruturas do patdégeno (Hammerschmidt &
Kuc, 1982).

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho estudar os efeitos de
diferentes isolados de Colletotrichum gloeosporioides em dois tempos sobre os
teores de pigmentos (clorofila a, b e total), fendis soliiveis totais e lignina
solivel em mudas de café obtidas por cultura de tecidos inoculadas

artificialmente.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratorios de Diagnose e
Controle de Enfermidades de Plantas, no laboratério de Cultura de Tecidos do
Departamento de Agricultura - DAG e no Laboratério de Fisiologia do
Parasitismo Departamento de Fitopatologia - DFP da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), Lavras, MG.

Obtencao de plantas a partir de cultura de tecido de embribes zigoticos

Frutos de café (C. arabica) da cultivar Catucai Vermelho, com e sem
sintomas da mancha manteigosa, em estadio verde-cana, foram colhidos, lavados
e desinfestados com alcool 70% durante 1 minuto e hipoclorito de sédio a 2%
durante 15 minutos, e em seguida lavados trés vezes com agua destilada e
esterilizada. Posteriormente, com o auxilio de pinga, bisturi e lupa, os embrides
foram excisados e depositados em tubos de ensaio com 15 ml de meio de
cultura. Utilizou-se o meio o MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescido de 1 g.L°
" de carvio ativado, 300 mg.L"' de acido ascorbico e 2,5 mg.L™" de giberelina
com pH ajustado para 5,8 e solidificado com 6 g.L"' de agar (Ribeiro et al.,
2003). As culturas de embrides foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura de 271 ° e fotoperiodo de 16 horas. Transferéncia das plantulas
para outros tubos com o mesmo meio de cultura ocorreu a cada dois meses, até
que estas plantulas estivessem aptas para a aclimatacao.

A aclimatagdo foi feita conforme trabalho publicado por Carvalho et al.
(1999). Plantulas com aproximadamente 2 a 3 cm de comprimento foram
retiradas dos tubos de ensaio e transferidas para bandeijas de polipropileno com
células de 11 x 5 x 5 cm contendo vermiculita. Estas foram acondicionadas em

camara de crescimento com aproximadamente 90% de umidade relativa do ar,
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temperatura média proxima de 25° C, sistema de nebulizagdo automatico e
iluminagdo natural. O fornecimento de nutrientes foi realizado semanalmente
com a aplicagdo de 1 ml de solu¢do nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) por
plantula, iniciando no dia do plantio e estendendo-se até o periodo de

inoculacdo.

Obtencdao de isolados e inoculagdes

Os isolados utilizados para a execug@o deste trabalho foram obtidos do
campo experimental da UFLA. Os mesmos foram obtidos de haste de cafeeiros
com sintomas de mancha manteigosa (I3); cafeeiros sem sintomas de mancha
manteigosa, mas com seca de ponteiro (I2) e de mangueira com antracnose nas
folhas (I1). Partes do tecido infectado foram superficialmente desinfetados com
alcool 50% por 30 segundos e hipoclorito de sédio 1% por um minuto, lavados
em agua e secos ao ar livre. Em seguida os mesmos foram transferidos para
placas de Petri com meio de cultura MEA 2% (extrato de malte agar) e
cloranfenicol. As placas foram incubadas por sete dias em BOD a 22° C e
fotoperiodo de 12 horas. As colonias purificadas foram utilizadas para obtengao
de culturas monosporicas.

Os isolados de C. gloeosporioides foram mantidos e crescidos em meio
de cultura MEA 2%. Suspensdes de conidios foram preparadas pela raspagem
de conidios com auxilio de uma al¢a de Drigalsky e dgua destilada esterilizada
(ADE) seguida pela filtragem em gaze esterilizada. A concentracao utilizada foi
de 2 x 10° conidios.ml”, a qual foi calculada com o auxilio de uma ldmina de
contagem (camara de Newbauer).

A inoculacdo foi feita em folhas novas completamente expandidas de
cafeeiros formados sob condigdes controladas. Sendo que trés dias antes da

inoculagdo, estas plantas foram submetidas a condi¢des de camara imida, feita
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com o auxilio de sacos plasticos e mantidas em casa de vegetacdo a temperatura
de 30°C. A suspensdo de conidios foi pulverizada sobre folhas de mudas de
cafeeiro com o auxilio de um atomizador manual de 500 ml, estas folhas foram
previamente feridas. Os ferimentos foram feitos com o auxilio de agulhas
entomoldgicas posicionas a 0,5mm eqiidistantes totalizando uma area de 1,3 cm
de didmetro. Uma pequena aliquota dessa solu¢do foi retirada para realizagdo do
teste de germinacdo. Apds inoculagdo as mudas foram mantidas em casa de
vegetacdo, sendo que nas primeiras 24 horas apos a inoculagdo as mesmas foram

submetidas a uma nova cdmara umida feita com o auxilio de sacos plasticos.

Coleta de tecido vegetal

Foram realizadas coletas de todas as folhas da muda, exceto as folhas
baixeiras, aos sete e trés dias ap6s a inoculagdo. Durante as coletas, as folhas
foram protegidas com papel aluminio e colocadas em isopor contendo nitrogénio
ligiiido e levadas ao Laboratorio de Fisiologia do Parasitismo onde foram
acondicionadas em freezer a -80° até a preparacdo dos extratos para a realizagdo

das analises bioquimicas.

Determinacdo de clorofila a, b, e total

A partir do material vegetal armazenado, foram pesados 0,2¢g de tecidos
foliares de cada tratamento, com cinco repetigdes. Os tecidos foliares foram
macerados e extraidos em acetona 85% por 24 horas. Em seguida, o material foi
centrifugado a 8000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado ¢ o contetido
de clorofila a, b e total foram determinados em espectrofotdometro pelas

seguintes formulas de acordo com Arnon, (1949):
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- Clorofila a (mg/g) = 12,7 (663 nm) — 2,69 (645 nm) x V(ml) /1000 x W (g)
- Clorofila b (mg/g) = 22,9 (645 nm) — 4,68 (663 nm) x V(ml) /1000 x W (g)
- Clorofila total (mg/g) = 20,2 (645 nm) + 8,02 (663 nm) x V(ml) /1000 x W (g)
Onde:
W =200 mg folha fresca e V =5 ml de acetona 85%.

Preparo de extratos foliares para avaliacdo de lignina sollvel e fenois

sollveis totais

Amostras de tecido vegetal, armazenadas em freezer, a - 80°, foram
trituradas em nitrogénio liquido com almofariz e pistilo até a obtengdo de um po
fino em seguida foram secas por 6 h em liofilizador (Liofilizador condensador
L101, marca LIOBRAS). Deste material liofilizado, 30 mg foram transferidas
para tubo eppendorf de 2 mL e homogeneizadas com 1,5 mL de metanol 80% e
extraidas sob agitagdo por 15 h em agitador rotativo, protegido da luz e em
temperatura ambiente. A solu¢do foi centrifugada a 12.000g por 5 min. O
sobrenadante (extrato metanolico) foi transferido para novo eppendorf, com o
qual se realizou a determinagdo de fendis soliveis totais, enquanto o residuo

solido foi utilizado para determinagdo lignina solavel.

Determinacéo de fenois sollveis totais

Os compostos fenolicos totais foram determinados ao serem
adicionados 150 pL do extrato metandlico, misturando-se 150 puL do reagente de
Folin-Ciocalteau 0,25N e mantido em temperatura ambiente por 5 min,
adicionando-se, entdo, 150 uL. de Na2CO3 1M, sendo homogeneizado ¢ mantido
por 10 min em temperatura ambiente. A mistura foi entdo homogeneizada com 1

mL de H2O destilada e deionizada e mantido a temperatura ambiente por uma
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hora. A absorbancia da reagdo foi lida a 725 nm. Os valores de absorbancia
foram calculados com base em curva de catecol ¢ os compostos fenolicos totais
foram expressos em equivalente pg de catecol mg" de tecido seco (Spanos &
Wrolstad, 1990).

Determinacéo de lignina

Foi adicionado ao residuo solido 1,5 mL de metanol 80%,
homogeneizado e centrifugado a 12.000g por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e o residuo foi seco a 65 °C por 15 h. O residuo seco, insoluvel em
alcool e contendo lignina e acidos fendlicos esterificados da parede celular, foi
utilizado para determinagdo de lignina. Para tanto, um volume de 1,5 mL de
solucdo contento acido tioglicolico e HCI 2M (proporg¢do de 1:10) foi adicionado
ao residuo. Os tubos eppendorf foram agitados suavemente para hidratar o
residuo e entdo colocados em banho-maria a 100 °C por 4 h. Apos, os tubos
foram colocados em gelo para resfriar rapidamente por 10 min. e entdo
centrifugados a 10.000g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado ¢ o
precipitado lavado com 1,5 mL de 4gua destilada e deionizada e novamente
centrifugado a 10.000g por 10 min. Apos isto, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5 M, sendo a mistura agitada
em agitador rotativo por 15 h em temperatura ambiente. A mistura foi
centrifugada a 10.000g por 10 min e o sobrenadante foi transferido para novo
tubo eppendorf, e logo apés, adicionado 200 pL de HCI concentrado ao
sobrenadante e mantido em camara fria (4 °C) por 4 h para permitir a
precipitacdo da lignina ligada ao acido tioglicolico. A seguir, a mistura foi
centrifugada a 10.000g por 10 min, o sobrenadante descartado e o precipitado
ressuspenso em 2 mL de NaOH 0,5 M. A absorbancia desta solucdo foi

determinada a 280 nm e os valores calculados com base na curva de lignina,

39



sendo expresso em pg de lignina por mg de tecido seco (adaptado de Doster &

Bostock, 1988).

Andlise dos dados

A andlise estatistica do experimento foi realizada pelo programa
SISVAR , versdo 4.6 (Build 6.1). Os dados obtidos foram submetidos a andlise
de variancia e ajustes de modelos. Os critérios para escolha dos modelos de
regressdao foram aqueles que apresentaram maior coeficiente de determinagao, e
significancia dos coeficientes de regressao até 5% de probabilidade, pelo teste de
Dunnett. As médias de cada tratamento foram agrupadas pelo teste de Dunnett,
ao nivel de 5% de significincia e para as correlagdes utilizou-se o programa
SAEG (Sistemas para andlises estatisticas, versdao 8.0: Fundagdo Arthur
Bernardes-FV). O delineamento experimental foi em DBC no esquema fatorial 2
x 3 x 1{2 materiais genéticos (mudas da cultivar Catucai Vermelho obtidas de
sementes de plantas com sintomas da mancha manteigosa e mudas obtidas de
sementes de plantas sem sintomas da mancha manteigosa) ,3 isolados ¢ 1

testemunha ferida} com cinco repetigoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Quantificacao de pigmentos (clorofila a, b, e total)

Observou-se que a presenca dos isolados de C. gloeosporioides néo
alteraram significantemente a quantidade de clorofila nas folhas dentro de cada
material genético avaliado (mudas obtidas de sementes de plantas com sintomas
da mancha manteigosa e mudas obtidas de sementes de plantas sem sintomas da
mancha manteigosa), conforme mostram as tabelas 1 e 2, ndo houve diferencas
entre o teor de clorofila a, b e total encontrado nas testemunhas em relagio as
plantas inoculadas, tanto para mudas obtidas de sementes de plantas com
sintomas da mancha manteigosa quanto para mudas obtidas de sementes de
plantas sem sintomas da mancha manteigosa.Assim como os isolados, a
interagdo tratamento x tempo ndo alterou significantemente a quantidade de
clorofila nas folhas dentro de cada material genético avaliado para a quantidade
de clorofila a e total (Tab.1). Entretanto, foi observado efeito significativo da
interagdo tratamentos x tempo quando se tratando da quantidade de clorofila b
mudas obtidas de sementes de plantas com sintomas da mancha manteigosa

(Tab.1).

'm mudas obtidas de sementes de plantas com sintomas da mancha manteigosa e mudas obtidas de sementes de plantas sem sintomas da m:
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Teor de clorofila (ug/g MS) MOPCSM

A B
0.00000166 ™ 0.00002762 ™
0.00132388 ** 0.00426 **
0.00000408 ™ 0.00003496*

14,78 32,26

Teor de clorofila (ng/g MS) MOPSSM

A

B

0.00000641 @

0.00008063 ™

0.00180903** 0.00484%*
0.00000509 ™ 0.00005838 ™
9,36 18,19

RN MR ng" significativo a nivel de 5% e 1% de probabilidade e ndo
significativo pelo teste F, respectivamente.

Os teores de clorofila a, b e total nas folhas das mudas de café tanto para
mudas obtidas de sementes de plantas com sintomas da mancha manteigosa
quanto para mudas obtidas de sementes de plantas sem sintomas da mancha
manteigosa diminuiram de maneira significativa ao longo do tempo (Tab. 2).
Com o passar do tempo e com o aparecimento das primeiras lesdes nas folhas
inoculadas o teor de clorofila pode diminuiu drasticamente. Em alguns casos isto
se deve a perda de area foliar, o que nao foi observado neste estudo, pois tanto
em mudas obtidas de sementes de plantas com sintomas da mancha manteigosa
quanto em mudas obtidas de sementes de plantas sem sintomas da mancha
manteigosa, ndo foram verificados sintomas foliares externos significativos,

como necroses e amarelecimento com perda de area fotossintética.

Tabela 2. Teores médios de pigmentos, clorofila a, b e total (ug/g MS), em folhas
de mudas de cafeeiro obtidas de sementes de plantas com sintomas da
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mancha manteigosa e mudas obtidas de sementes de plantas sem
sintomas da mancha manteigosa em duas épocas de avaliagdo, 3 e 7
dias apds inoculagdo com Colletotrichum gloeosporioides.

Doente
. Teor de clorofila (ug/g MS)*
Tempo (dias) a b Total
3 0,033050 a 0,0322750 a 0,065600 a
7 0,019600 b 0,010750 b 0,030350 b
Sadia
. Teor de clorofila (ug/g MS)*
Tempo (dias) a b Total
3 0,0323684 a 0,030316 a 0,062895 a
7 0,0205263 b 0,0090000 b 0,029474 b

* significativo pelo teste F na coluna (P=0,05).

Os pigmentos como clorofilas entre outros sdo importantes porque
participam dos processos de absor¢do, conversao de energia luminosa em ATP e
poder redutor que podem ser usados no metabolosmo de carboidrato e outros
processos energéticos das células (Malkin & Niyogi,2000; Misaghi,1982). A
fungdo principal da clorofila é absorver fétons da luz emitida pelo Sol
participando assim de uma cadeia de transporte de elétrons que culmina na
hidrolise de moléculas de agua e na producdo de ATP, necessario para a fase
escura da fotossintese onde os carboidratos sdo sintetizados a partir do gas
carbonico (Pazza,2004).Tal funcdo pode ser impedida quando hé degradacdo do
teor de clorofila nos vegetais, fato que pode estar acontecendo nesse estudo.

Os maiores danos ocasionados nos vegetais ocorrem apés a absorgao da
luz, com a redugdo da clorofila nas células e tecidos fotossintetizantes. Esta
redugdo pode ser causada por uma variedade de fatores incluindo a sintese
insuficiente de clorofila devido a degradagdo de cloroplastos, necrose de tecidos
e células fotossintéticas, redug@o na superficie fotossintética de érgaos e tecidos
e finalmente, a perda de folhas (Scholes, 1992). Apesar de termos observado

uma degradac¢ao significante de clorofila nos materiais genético estudados com o
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passar do tempo, ndo podemos dizer que este fato esteja ligado a perda de
superficie fotossintética, pois até entdo ndo foi verificado presenca do patégeno
externamente aos tecidos, talvez o mesmo possa ter somente interferido
internamente com a degradacdo de cloroplastos. Contradizendo o observado no
presente estudo (Godoy et al., 2001; Pinkard e Mohamed, 2006) afirma que para
a maioria dos patossistemas, ha uma correlacdo entre a diminuicdo da
fotossintese e a proporcdo de area foliar doente. Entretanto, Lopes e Berger
(2001), afirma que areas sadias de folhas com sintomas de antracnose do
feijoeiro tém sua taxa fotossintética diminuida, pois o efeito da antracnose se
estende além da area da lesdo visual, que segundo Bastiaans (1991) pode ser
definida como lesdo virtual. Para alguns patossistemas envolvendo organismos
necrotroficos, a lesdo virtual pode ser o resultado da producdo e difusdo de
toxinas em volta da area sintomatica do tecido, interferindo assim, na atividade
fotossintética. Fato este que pode estar relacionado com os resultados obtidos no

presente estudo.

Determinacdo de Lignina

Conforme mostrado na tabela 3 ndo houve significancia aos trés dias
apos a inoculagdo (Coleta 1) quanto ao teor de lignina encontrado nas plantas
inoculadas com Colletotrichum gloeosporioides em comparagdo com a
testemunha ferida. Tanto para mudas obtidas de sementes de plantas com
sintomas da mancha manteigosa quanto para mudas obtidas de sementes de
plantas sem sintomas da mancha manteigosa, a resposta foi similar. Também
ndo foi verificado efeito significativo quanto aos isolados utilizados. Talvez, isso
possa ter ocorrido devido ao fato das amostragens (coletas) terem sido realizadas
com as folhas ainda ndo totalmente expandidas. Segundo alguns autores como

Nojosa (2003) a lignina pode estar presente com maior intensidade em folhas
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mais velhas que em folhas mais novas. As tendéncias acumulativas, basicamente
seguiram um padrdo similar para mudas obtidas de sementes de plantas sem
sintomas da mancha manteigosa na coleta 1, que ndo diferiram e apresentaram
uma quantidade de lignina igual as mudas obtidas de sementes de plantas com
sintomas da mancha manteigosa quando inoculadas com o fungo ou mesmo
quando ndo inoculadas como ¢ o caso da testemunha. Segundo Amaral (2008)
quanto maior o estddio de desenvolvimento das plantas, maiores sdo os teores de

lignina, principalmente em plantas lenhosas e perenes como ¢ o caso do café.

Tabela 3. Teor de lignina (pg/mg MS) em folhas de cafeeiro provenientes de mudas
obtidas de sementes de plantas com sintomas da mancha manteigosa e
mudas obtidas de sementes de plantas sem sintomas da mancha
manteigosa 3 dias apds inoculagdo com isolados de Colletotrichum
gloeosporioides, por meio de ferimento, comparados com a
testemunha apenas com ferimento.

Isolado - Plantas
Sadias Doentes
1 18,0™ 23,1™
2 16,0™ 212"
3 20,1™ 22,7™
Testemunha 21,7™ 18,2™

* = significativo, pelo teste de Dunnett (P=0,05). ™ = ndo significativo.

Diferentemente da coleta 1 na coleta 2, realizada aos 7 dias apos
inoculagdo, pdde-se verificar efeito significativo dos isolados 2 e 3. De acordo
com o teste de Dunnett uma leve tendéncia de aumento nesses isolados, quanto
os teores de lignina foram encontrados, diferindo assim dos teores encontrados
no isolado 1 e na testemunha com ferimento, quando em se tratando de mudas
obtidas de sementes de plantas sem sintomas da mancha manteigosa plantas
sadias (Fig.1). Em relacdo as mudas obtidas de sementes de plantas com
sintomas da mancha manteigosa, quando inoculadas com os trés isolados em

estudo ndo apresentaram diferenca nos teores de lignina quando comparado
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plantas inoculadas com a testemunha, por tanto ndo se faz necessaria a
apresentagdo de resultados através de graficos e tabelas.

A lignina geralmente ¢ encontrada nos tecidos vegetais entre a parede
celular e as células adjacentes. Desta forma, estruturas lignificadas podem
interromper o desenvolvimento fingico em tecidos vegetais, atuando como
barreira, resistindo a penetracdo ou a coloniza¢do (Nicholson & Wood, 2001;
Agrios, 1997; Pascholati & Leite, 1995; Misaghi, 1982; Hammerschmidt & Kuc,
1982).

25,00

20,00

15,00

10,00 +

5,00

Lignina (ng/mg MS)

0,00 ~

11 12 13

Figura 1. Teor de lignina (pg/mg MS) em folhas de cafeeiro, 7 dias apos
inoculagdo com isolados diferentes isolados de Colletotrichum
gloeosporioides, por meio de ferimento em plantas sadias.

Determinagdo de Fenois totais

De acordo com o teste de Dunnett, tanto os isolados quanto as

mudas obtidas de sementes de plantas com sintomas da mancha manteigosa ¢
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mudas obtidas de sementes de plantas sem sintomas da mancha manteigosa néo
diferiram quanto aos teores de fenois soluveis totais encontrados nas folhas, na
amostragem realizada aos trés dias apos inoculagdo (Fig.2). Provavelmente, ndo
houve diferengas e correlagdes significativas para os teores de fenois soluveis
totais devido ao fato das amostragens (coletas) terem sido realizadas com as
folhas ainda ndo totalmente expandidas. Salgado, (2004) afirma que as folhas

novas possuem menores teores de fenodis totais quando comparadas as folhas

mais velhas.

3,50 1
3004 a 2 8
2,50 <
2,00
1,50 4
1,00
0,50
0,00 4 -

I 12 I3 I1 12 I3

- Planta Sadia Planta Doente

Fendis(pgmg MS)

Figura 2. Teores de fendis soltveis totais (ng/mg MS) em folhas de cafeeiro, 3
dias apds inoculagdo com diferentes isolados de Colletotrichum
gloeosporioides por meio de ferimento em plantas sadias e plantas
doentes.

Em relacdo a coleta realizada aos 7 dias apds inoculagdo pdde-se
verificar diferenga significativa pelo teste de Dunnett quanto ao teor de fendis
soluveis mudas obtidas de sementes de plantas com sintomas da mancha
manteigosa e mudas obtidas de sementes de plantas sem sintomas da mancha
manteigosa. Em mudas obtidas de sementes de plantas sem sintomas da mancha
manteigosa foi verificada uma quantidade maior destes compostos quando

comparado as mudas obtidas de sementes de plantas com sintomas da mancha
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manteigosa. O que provavelmente leva a considerar esteja o fator de
susceptibilidade de mudas obtidas de sementes de plantas com sintomas da
mancha manteigosa, também relacionado a menor sintese de fendis soluveis
totais (Fig.3). Nao houve diferencas significativas quando em se tratando de
isolados.

A sintese desses compostos é considerada parte de um mecanismo
efetivo de resposta, podendo ter um papel importante na expressdo ativa da
resisténcia de plantas a patogenos. Sua distribui¢do e a localizagdo nas plantas
ndo sdo conhecidas claramente. De acordo com Salgado, (2004) as quantidades
variam de acordo com os orgdos, a idade, o estadio de desenvolvimento das
plantas e as condigdes climaticas.

Os compostos fendlicos servem como defesa natural contra herbivoros e
patdgenos, tendo sido encontrada correlagdo entre os teores desta substancia
com a resisténcia da planta (Misaghi, 1980; Goodman et al ., 1986). Portanto, o
nivel de infestacdo ou infeccdo vegetal pode ser atribuido as diferencas nas

concentragdes destes compostos nas plantas (Salgado,2004).
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Figura 3. Teores de fendis soluveis totais (ng/mg MS) em folhas de

cafeeiro, 7 dias apos inoculagdo com diferentes isolados de

Colletotrichum gloeosporioides por meio de ferimento em
plantas sadias e plantas doentes.
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CONCLUSOES

A quantidade de clorofila diminuiu da primeira para segunda coleta em
ambos os patossistemas estudados (Mudas obtidas de sementes de plantas com
sintomas da mancha manteigosa ¢ mudas obtidas de sementes de plantas sem
sintomas da mancha manteigosa.

Maior teor de fenodis soltiveis totais e lignina soluvel foi observado aos 7 dias
ap6s a inoculagdo de Colletotrichum gloeosporioides em mudas de café obtidas de
sementes de plantas com sintomas da mancha manteigosa ¢ mudas de café obtidas de

sementes de plantas com sintomas da mancha manteigosa.
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CONSIDERACOES FINAIS

Poucos estudos vém sendo realizados em relagdo a populacdo de
Colletotrichum em cafeeiros. Sabe-se que cepas patogénicas convivem com as
saprofiticas, e ndo se manifestam de forma epidémica em condigdes do Sul de
Minas Gerais.

Pelos danos ocasionados, frutos verdes lesionados ou mumificados,
morte de ramos ¢ depauperamento das plantas, culminando com a perda total de
producdo em plantas doentes, esta doenga ¢ potencialmente um risco a
cafeicultura, caso este patdogeno venha a se disseminar planta a planta tendo em
vista as dificuldades de controle.

Neste trabalho, os isolados de C. gloeosporioides (isolado de plantas
com e sem sintomas da mancha manteigosa) da haste e de seca de ponteiros
germinam em folhas a partir das 6 horas, e produzem apressorios com 12 horas,
apos a inoculagao.

Apés a inoculagdo do fungo, o periodo de incubagdo, sintomatologia e
morte de plantas de café foram diferentes entre os isolados e entre os materiais
genéticos estudados.

Em relagdo aos isolado, estudados, aquele obtido de ponteiros com
sintomas de seca, mas sem sintomas da mancha manteigosa se mostrou mais
agressivo quando em contato com as plantas, quando da invasio causou
destrui¢do do tecido e em algumas vezes até levou a sua morte. Embora tenha
sido verificada uma coloniza¢do quando inoculado o isolado da haste (com
sintomas da mancha manteigosa) nas plantas, isto ocorreu mais tardiamente em
relagdo ao isolado de ponteiros e com menor intensidade. Trabalhos anteriores
relatam uma situacdo oposta no que se refere aos mesmos isolados.

Quanto aos estudos envolvendo susceptibilidade, pdde-se observar que a

partir de um ponto de entrada do patégeno na planta, o mesmo pode vir a
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colonizar de forma invasiva, sem manifestacio de sintomas e quando ha a
susceptibilidade o patdgeno invade os tecidos provocando necrose e chegam até
a causar sua morte.

A relagdo C. gloeosporioides e a seca de ponteiros em mudas de café
nao foi totalmente evidente, deixando ainda duvidas se a mancha manteigosa
esta associada a seca ou a outros sintomas foliares verificados na planta.

Os teores de clorofila a, b e total nas folhas das mudas de café tanto
mudas obtidas de sementes de plantas com sintomas da mancha manteigosa e
mudas obtidas de sementes de plantas sem sintomas da mancha manteigosa
diminuiram drasticamente em resposta a presenca do patogeno. Doengas foliares
afetam a fotossintese das plantas de varias formas. Entre essas formas podem ser
citadas interferéncias na fotoassimilagdo, causada pela perda de area
fotossintética, devido a necrose e clorose dos tecidos. Com o passar do tempo e
com o aparecimento de lesdes nas folhas inoculadas o teor de clorofila diminuiu
drasticamente em alguns casos. Isso se deve a perda de area foliar, o que nao foi
observado neste estudo, pois tanto mudas obtidas de sementes de plantas com
sintomas da mancha manteigosa ¢ mudas obtidas de sementes de plantas sem
sintomas da mancha manteigosa ndo foram verificados sintomas foliares
externos significativos, como necroses ¢ amarelecimento com perda de area
fotossintética. Provavelmente isto ocorreu devido ao tempo de exposicao das
plantas aos isolado ter sido pequeno, apenas 7 dias. Em trabalhos anteriores os
sintomas se manifestaram a partir desse periodo de exposicao.

A grande dificuldade encontrada neste patossistema € a reproducdo
tipica dos sintomas em folhas (mancha circular clordtica com aspecto oleoso).
Diversas metodologias foram testadas inoculando-se C. gloeosporioides em
plantulas e mudas, porém observaram-se apenas necrose ¢ morte de hipocétilos,
lesdes necroticas e queda de folhas. Especula-se que tal sintomatologia da

doenga na folha, seja devido as reagdes metabdlicas do fungo, ndo tendo acgdo
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direta. Nas regides da folha com sintoma da MM, ndo se verificaram presenca de
hifas de fungos, apenas algumas modifica¢cdes nos tecidos do mesofilo com
deformagdes nas células epidérmicas, degeneracdo das células do parénquima
paligadico e esponjoso exibindo concre¢des (material amorfo).

Portanto, este complexo ¢ ainda considerado muito polémico, ¢ com
certeza ainda hd duvidas em relacdo a metodologia de inoculagdo, local da
planta que estd relacionado a mancha manteigosa, exteriorizacdo de sintomas,
grau de susceptibilidade e até mesmo mecanismos envolvidos na defesa.

Como sugestdes para futuras pesquisas, citam-se: verificar o efeito de
extratos metabolicos de isolados de C. gloeosporioides (MM) aplicados em
plantulas (também por cultura de tecido); estudar mais detalhadamente por meio
de estudos bioquimicos e anatdmicos as possiveis reagdes dos sintomas tipicos
em folhas e se ha efeito de resisténcia ou suscetibilidade no material vegetal pela
expressdo dos sintomas clordticos observados em folhas; elucidar sobre os
mecanismos envolvidos na defesa por meio também de métodos bioquimicos e
por meio de andlise histopatoldgicas; monitoramento dos eventos de pos-

penetracdo do agente pela técnica de GFP, e carbono marcado.
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