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RESUMO

A antracnose é uma doenga fingica causada pela fase anamorfa

do ascomiceto Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. & Schrenk, sendo
de grande importincia em inGmeras culturas. No Brasil esta doenga acarreta
grandes prejuizos, principalmente, a cultura do feijoeiro. Os estudos
anatémicos visam caracterizar as estruturas que dificultam o
estabelecimento da infecgio. As analises histopatolégicas permitem
identificar os tecidos infectados pelos patdgenos, associando-os com a
fisiologia da planta e com os prejuizos causados ao vegetal. Com o advento
da microscopia eletronica, foi possivel detalhar as interagGes entre a célula e
o patégeno ao nivel ultra-estrutural, obtendo-se uma relagdo mais estreita
com a fisiologia e bioquimica da célula infectada. Estas técnicas
possibilitaram a observagdo de deposigiio de substancias na parede celular
no ponto de penetrago do patégeno, assim como a compreensdio da
atividade enzimatica no decorrer da infecgdo. As informagdes obtidas com
estes estudos auxiliam na determinagfio dos tipos de resisténcias ocorrentes
em um patossiétema, e contribui com as pesquisas aplicadas ao manejo da

antracnose.
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ABSTRACT

ANATOMICAL AND ULTRASTRUCTURAL CHARACTERISTICS
RELATED TO ANTHRACNOSE RESISTANCE IN CROP PLANTS
WITH EMPHASIS IN THE BEAN CROP

The anthracnose is a fungal disease caused by the anamorph of
Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. & Schrenk, and it is very important
to many cultures. In Brazil, this disease has caused much damage, mainly to
bean crop. The anatomical studies aimed to characterize the anatomy and
other structures to reduce the infection. The histopathological analysis can
identify the infected tissues by pathogens relation with the plant physiology
and the understanding the damage caused to the plants. The use of electron
microscopy can detail the interaction between the cell and the pathogens
level with ultrastructure and establish the connection between the infected
cell physiology and biochemistry. These techniques make it possible to
observe substances deposited in the cell wall at the pathogens penetration
sites, and understand the enzymatic activity in the infection process. The
information obtained in these studies helps to determine the kinds of
resistance in the pathosystem, and contributed with the applied research to

anthracnose handling.

Key words: anatomy, histopathology, ultrastructure, structural resistance,

bean anthracnose, Colletotrichum lindemuthianum, Glomerella cingulata.
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INTRODUCAO

Os estudos anatémicos relacionados a Fitopatologia stio de
importéncia fundamental para o entendimento dos mecanismos ocorrentes
nos diversos patossistemas, sendo estes responséveis pelos diversos graus
de resisténcia e susceptibilidade as doengas vegetais.

Segundo Pascholati e Leite (1995) as plantas desenvolveram
mecanismos de defesa contra os fitopatégenos, os quais respondem
imediatamente apds a presenga destes organismos nos tecidos hospedeiros.
Nesta interagdo o simples contato entre o fitopatégeno e a planta
desencadeia uma série de rea¢Bes de reconhecimento, resultando em
modificagdes bioquimicas e fisioldgicas e, posteriormente, em mudancas
morfoldgicas visiveis. O conhecimento da maneira pela qual um
fitopatégeno altera a fisiologia e o crescimento do vegetal pode auxiliar no
combate as doengas, assim como também na diminuicdo dos danos
causados as culturas.

As interagdes em um patossistema se estabelecem por meio de uma
coevolugtio entre o fitopatogeno e a planta hospedeira.(Alzete-Marin et al.,
1997). Segundo Balardin (2001), enquanto a espécie vegetal tenta através de
diferentes estratégias inibir o ataque do patdgeno, este procura de diversas
formas desenvolver uma interagdo compativel com a planta. Um dos
processos marcantes na domesticagio de uma espécie hospedeira é a
redugfio da sua diversidade genética, enquanto os patégenos desenvolvem
mecanismos eficazes no surgimento de novos patétipos adaptados as
variagdes do hospedeiro.

Hijwegen (1988) afirma que a coevolugio dos fungos biotroficos e
seus hospedeiros ¢ um sistema interessante, especialmente quando usado
para deduzir relagdes e elaborar sistema filogenético em duas dire¢des, uma

do patégeno e outra da planta hospedeira, que posteriormente, se tornam
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congruentes. Esta coevolugéo originou um patossistema com beneficio
unidirecional, onde o patégeno explora a espécie hospedeira e esta por sua
vez ndo se beneficia da interagéo.

Dentre os vérios patossistemas envolvendo fungos fitopatogénicos
e planta hospedeira destaca-se o género Colletotrichum, que agrega espécies
com comportamentos diversos, incluindo espécies saprofiticas ¢
fitopatogénicas. Esta variagdo no comportamento foi estudada por Zulfiqar
et al. (1996) em citros, verificando-se que o C. acuntatum mostrou-se
patogénico ¢ provocou perdas na produgdo dos frutos, enquanto o C.
gloeosporioides causou infecgdes quiescentes em tecidos injuriados e
senescentes.

De acordo com Lopez (2001), as espécies patogénicas de
Colletotrichum podem ter diversas espécies hospedeiras, desde culturas
agricolas e plantas medicinais, aos arbustos e arvores silvestres, causando
podriddes de colmos, caules e frutos, secas de ponteiros, manchas foliares e,
principalmente, antracnoses. Este tiltimo tipo de doenga ¢ caracterizado por
lesdes necréticas profundas nos tecidos infectados.

A antracnose ¢ uma doenga cosmopolita, causada pelo fungo
mitospérico Colletotrichum, o qual corresponde a Glomerella cingulata
(Stonem.) Spauld. & Schrenk f.sp. phaseolae, em sua fase teleomorfa (ATx,
1974; Sutton, 1992). No Brasil esta doenga tem importéncia em varias
culturas como em cereais, grios, frutas, hortaligas € em espécies de
interesse florestal, causando perdas consideraveis no produto rentavel da
cultura.

O género Colletotrichum pode atacar toda a parte aérea da planta,
incluindo a parte reprodutiva como flores e frutos. Através dos frutos

infectados pode ocorrer contaminagfo das sementes, que sdo consideradas
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veiculo de disseminagdo do patdgeno em algumas espécies, como por
exemplo, em feijoeiro (Bianchini et al., 1997; Vechiato et al., 1997).

Bedendo (1995) afirma que quando a doenga ataca as folhas da
hospedeira, ha uma interferéncia direta no processo fotossintético e com isto
ocotre queda na produtividade da planta. Os danos econdmicos provocados
sio resultantes desta reducdio fotossintética, o que implica em menor
desenvolvimento vegetativo, redugfo no rendimento e diminui¢dio na
qualidade dos produtos.

O estado nutricional da planta pode interferir no desenvolvimento
de viérias doengas, pois diversos elementos tém importdncia nos processos
fisioldgicos. De acordo com Muniz et al. (1991), dentre estes elementos, o
calcio tem destaque por apresentar influéncia na estabilidade das
biomembranas e efeito sobre a absor¢io de outros ions pelas células
vegetais. Entretanto, a concentragdo de calcio no substrato nfo apresenta
relagfo direta com a resisténcia e a susceptibilidade a antracnose.

O controle da antracnose pode ser feito pela utilizagfo de cultivares
resistentes, porém este mecanismo ¢ dificultado pela ampla variedade do
patdgeno (Somavilla e Prestes, 1999). Esta dificuldade de incorporar em um
unico gendtipo resisténcia a diversos patdtipos justifica a necessidade da
utiliza¢dio do controle integrado, com destaque para o tratamento quimico
(Rava et al., 1998).

Variedades de feijoeiro foram testadas em relagio a sua
susceptibilidade ou resisténcia a antracnose, com o objetivo de observar as
variagOes de reagles entre esta cultura e o C. lindemuthianum (Barrus,
1911); entretanto, ndo foi enfatizado os tipos de resisténcia apresentados no
patossistema. Recentemente, estes trabalhos sfio realizados em nivel de
patdtipos, como por exemplo, a identificagdo de dois novos patétipos no
Rio Grande do Sul (Somavila e Prestes, 1999). As reagOes entre os patétipos

¢ a planta hospedeira podem também apresentar variagdes quanto 4 patte da
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planta inoculada, testando-se diferentes ragas fisiologicas de patotipos de
Colletotrichum em plantulas, vagens e sementes de diversos cultivares de

feijoeiro (Araujo et al., 1994).

Caracteristicas anatomicas

As resisténcias as doengas vegetais sdo propiciadas por varios
eventos bioquimicos e estruturais que ocorrem simultaneamente no
processo de defesa. Para melhor entendimento dos mecanismos de
resisténeia ¢ fundamental o estudo dos eventos biologicos que ocorrem no
desenvolvimento de uma doenga. Para isto sdo necessarias informagdes
anatomicas e histopatolégicas de interages compativeis ¢ incompativeis.

De acordo com Agrios (1997), a resisténcia pode ter natureza
estrutural ou bioquimica e, ainda, estar presente antes ou ap6s o contato
com o patégeno, as quais sdo designadas passivas e induzidas,
respectivamente. As resisténcias passivas ndo sdo especificas, sendo
utilizadas pela planta contra doengas, pragas e, até mesmo, contra fatores
abioticos.

Dentre os mecanismos de resisténcia passiva estrutural, os
tricomas, a composigdo da cuticula, a estrutura dos estomatos € a topografia
da superficie vegetal tém importante papel no desenvolvimento do patdgeno
(Jiménez-diaz, 1996). Os tricomas evitam a formagdo do filme de dgua
sobre a superficie da planta hospedeira, necessario & germinagdo de esporos
fangicos, assim como evita o contato direto entre os insetos € a epiderme da
planta.

Para a antracnose do feijoeiro, Jerba et al. (2002b) observaram
maior pilosidade em cultivares resistentes a doenga, assim como
desenvolvimento do fungo mais lento na superficie destes cultivares,

permanecendo as hifas na superficie da folha enovelada nos tricomas
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presentes, indicando haver uma relagdio entre a densidade de tricomas e a
resisténcia & antracnose. Em doengas cujos patégenos penetram
passivamente pelos estdmatos, nfio ha relagdo entre a densidade de tricomas
e a resisténcia, como foi constatado para Uromyces appendiculatus e
feijoeiro (Fiume, 1994).

Além dos tricomas, a cuticula e os tecidos lignificados funcionam
como uma barreira mecéanica a invasfo do fungo (Pascholati e Leite, 1995),
A interrupgdo do crescimento fiingico por camadas de células lignificadas
foi verificada por Griffey e Leach (1965), em hipocétilos de feijoeiro de
diferentes idades contaminados com antracnose; nos hipocétilos mais
velhos, que apresentam tecidos lignificados, o fungo se desenvolveu apenas
no cértex sem atingir a medula, enquanto que resultado contrario foi
observado no hipocotilo jovem.

Jerba et al. (2002a) quantificaram os tecidos presentes nas nervuras
foliares de cultivares de feijoeiro, e concluiram que no cultivar susceptivel &
antracnose a nervura apresentou maior quantidade de tecidos, revelando
assim maior calibre em relacfio aos cultivares resistentes, tornando-se desta
maneira as nervuras mais evidentes no cultivar com menor nivel de
resisténcia, o que facilita a penetrag@io do patogeno da antracnose.

Os mecanismos bioquimicos utilizados pela planta para inibir o
desenvolvimento do patégeno envolvem principalmente a produgio de
compostos fendlicos, melaninas e antibidticos, além da secregéo de enzimas
liticas e proteinas inibidora de enzimas fungicas (Bell, 1981). De acordo
com Pascholati e Leite (1995), as fitoalexinas atuam nos 4pices das hifas,
inibindo a atividade envolvida na sintese de parede celular, resultando na
ruptura das hifas e conseqiiente morte do fungo.

Mauseth (1995) afirma que os compostos fenélicos podem inibir
enzimas digestivas e degradadoras, impedindo desta forma a colonizagio

dos tecidos. Em cultivares de feijoeiro resistentes & antracnose, Jerba et al.



Revista de Agricultura 2005 65

o
(2002¢) verificaram que a degradagdo celular na nervura foliar ¢ mais lenta
nestes cultivares, em relagéo ao cultivar susceptivel; este comportamento foi
associado a ocorréncia da reagdo de hipersensibilidade e liberagdo de
compostos fendlicos nas horas iniciais de desenvolvimento do fungo nos
cultivares resistentes, reagindo precocemente ao patogeno.

De acordo com Aist (1983), as respostas estruturais desenvolvidas
pelo tecido hospedeiro em relagdo ao ataque patogénico sao caracterizadas
principalmente por deposigdo de carboidratos, compostos fenolicos e
suberina nas paredes celulares; quando esta modificagdo na composigio das
paredes ocorre em varias células, forma-se uma barreira tecidual ao
progresso do patogeno na planta hospedeira. Estes tecidos produzidos
apresentam, em sua grande maioria, paredes lignificadas ou suberificadas, e
desempenham fungdo de isolamento do patogeno nas areas infectadas,
assim como de protegfo das areas sadias.

A avaliagfio das modificagdes estruturais, em resposta ao ataque de
C. lindemuthianum em feijoeiro, foi realizada por Skipp e Deveral (1972),
os quais mostraram que os tecidos resistentes ao fungo sofrem necroses ¢
apresentavam “material reacional” no local de penetragfio das hifas. Esta
deposigdo de material foi também referida por Allard (1974), em outros
cultivares de feijoeiro infectados com antracnose; a esta estrutura formada
pela deposigdo de material o autor denominou de calosidades.

A histopatologia de meldo infectado com C. orbiculare, em
variedades susceptiveis e resistentes, foi estudada por Anderson e Walker
(1962). Estes autores constataram queé no cultivar susceptivel os tecidos
clorofilados foram mais sensiveis que os ndo fotossintéticos, e o fungo
demonstrou afinidade pelo tecido vascular, crescendo pelo floema e

parénquima do feixe. Nos tecidos dos cultivares resistentes houve morte das
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células epidérmicas infectadas, resultando, consequentemente, na morte da
hifa.

Daykin ¢ Milholand (1984) observaram, em cultivares resistentes
de Vitis rotundifolia, a ocorréncia de morte das células infectadas, assim
como o escurecimento do protoplasto das células adjacentes & infecgdo. Em
estudos histopatolégicos de Aeschynomene virginica (angiquinho,
paquinha) concluiu-se que o aparecimento de sintomas ¢ decorrente de

mortes celulares e coalizdo dos tecidos infectados (Tebeest et al., 1978).

Caracteristicas ultra-estruturais

Os estudos ultra-estruturais auxiliam no conhecimento do
mecanismo de ataque do patogeno e de defesa da planta, detalhando as
estruturas de infecgfio do fungo, assim como as respostas de defesa. De
acordo com Bailey et al. (1992) o apressorio das espécies de Colletotrichum
apresenta parede celular composta por trés camadas, ocorrendo
impregnagio de melanina na parede mais interna, sendo a formagéo destes
apressorios sempre acompanhada de secre¢do mucilaginosa.

A presenga de melanina na parede celular de conidios e apressérios
esta relacionada com a protegdo aos raios solares. No desenvolvimento de
C. gloeosporioides em Stylosanthes spp. os apressorios sem melanina
penetram suas hifas mais rapidamente nos tecidos da planta hospedeira, em
relagdo aos apressérios melanizados, indicando que estes apressorios podem
retardar a penetragdo das hifas devido a esta protegdo (Irwin et al., 1984).

Segundo Landes e Hoffman (1979b), durante o processo de
penetragdo de C. lindemuthianum, C. gloeosoporioides, C. langenarum e C.
trifolli, formam-se poros germinativos nos apressorios, os quais agem por
pressdo hidrostatica no local de penetragdo. Na parede celular da espécie

vegetal ocorre a formagdo da prega de infecgdo, que se apresenta como uma
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perfurat;'?lo na parede, por onde ocorre a penetragdo do protoplasto fangico
para 0 interior da célula vegetal.

O estudo das caracteristicas ultra-estruturais responde a muitas
questdes levantadas por analises anatomicas e histopatoldgicas. De acordo
com Brett ¢ Waldron (1996), o mecanismo mais comum de defesa na
parede celular ¢ a formagio de barreiras & penetragdo do Colletotrichum em
células vegetais; dentre estas barreiras destaca-se a deposigfo de calose, a
qual forma uma estrutura denominada de papila. Esta estrutura tem
caracteristicas que correspondem as calosidades observadas em microscopio
optico por Allard (1974).

O mecanismo mais comum de resisténcia as doengas vegetais € a
reago de hipersensibilidade (Goodman e Novacky, 1994), na qual ocorre
morte da célula infectada como resposta & invasao das hifas. Esta reaco
pode ser acompanhada pela liberagéo de fitoalexinas nos tecidos resistentes,
impedindo o avango do patdgeno nos tecidos vegetais (Bailey et al., 1981).
De acordo com Mercer et al. (1975), em células de feijoeiro resistentes d
antracnose, esta reagdo ocorre no inicio do desenvolvimento do patogeno e
sempre em pequenas areas. As células que no sofrem necrose podem isolar
a hifa através da deposiciio de material na parede celular, mantendo a hifa
adjacente a parede e o protoplasto vivo.

A maioria das reagdes de resisténcia esta relacionada com o inicio
do parasitismo, porém Landes e Hoffmann (1979a), ao estudarem o
desenvolvimento pré-infeccional de C. lindemuthianum em feijoeiro,
observaram que nos cultivares analisados ndo houve diferenga no processo
inicial da doenga. A degradagdio enzimatica da parede celular vegetal pela
hifa de penetragfio mostrou-se com a mesma intensidade nos cultivares de
diferentes graus de resisténcia, enquanto que a idade dessas células

apresentou relagio com a resisténcia a penetragio das hifas.
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A parede celular da planta pode responder diretamente ao ataque
patogénico, como também sinalizar processos de infecgio. Esta sinalizagdo
ocorre por liberagdo de fragmentos pécticos da parede celular primaria e da
lamela média, os quais sdo considerados elicitores endogenos (Esquerré-
Tugayé et al., 1992).

Os elicitores s@o especificos para cada espécie de Colletotrichum, e
a especificidade no reconhecimento e na reagdo da defesa foi estudada por
Cervone et al. (1981), em plantas de feijoeiro. Este estudo revelou que a
especificidade da interagdo ndo sé ocorre em nivel de parede celular como
também no protoplasto, uma vez que protoplastos de batata ndo
apresentaram efeito sobre as poligalacturonases e pectinas liases de C.
lindemuthianum, ocorrendo efeito contrario em protoplastos de feijoeiro. As
poligalacturonases podem ser inibidas por agdo de proteinas inibidoras e
estas, de acordo com Cervone et al. (1990), apresentam certo grau de
especificidade, pois foi verificado que as PGIP (proteina inibidora de
poligalacturonase) de Phaseolus podem inibir enzimas pécticas de varios
microorganismos, e nfio apenas de C. lindemuthianum.

A atividade destas enzimas foi estudada por Benhamou et al.
(1991), em células de feijoeiro, ¢ observaram intensa degradagfo na parede
celular primdria e na lamela média, assim como acumulo dos fragmentos
nos espagos intercelulares e nos locais de agregagdo citoplasmadtica,
indicando haver relagfio entre os fragmentos pécticos e o sistema de defesa
da planta.

Desta maneira podem-se observar a evolugdo e as tendéncias dos
estudos anatdmicos e ultra-estruturais aplicados ao entendimento do
processo de resisténcia a antracnose. Os estudos mais recentes objetivam
analisar a bioquimica e a ultra-estrutura do patossistema, visando melhor
compreensdo da interagdo tr6fica que ocorre no estabelecimento da

infec¢do. Contudo, é possivel concluir que estudos anatémicos e ultra-
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estruturais contribuem para o conhecimento dos mecanismos de resisténcias
envolvidos no patossistema, fato que colabora com pesquisas aplicadas ao

controle desta doenga.
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