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RESUMO

A mancha aureolada do cafeeiro, causada por Pseudomonas syringae pv. garcae (Psg),
pode provocar perdas de até 70% em viveiros e campos estabelecidos em regifes sujeitas a
ventos fortes, temperaturas amenas, chuvas frequentes e bem distribuidas. Essa bacteriose
possui rapida disseminacdo e alta capacidade de destruicdo e conhecer o seu processo de
disseminacéo pode auxiliar na compreensdo do seu ciclo patégeno/hospedeiro. Sendo assim, o
objetivo desse trabalho é caracterizar os processos infecciosos em folhas de mudas de Coffea
arabica a partir de 24 horas apés a inoculacao da P. syringae pv. garcae. Foram usadas mudas
de C. arabica da variedade Catuai Vermelho IAC 99, sendo estas com cinco pares de folhas, as
quais foram inoculadas com isolado de referéncia presente na colecéo de culturas bacterianas
do Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), o P.
syringae pv. garcae souche patothype. A coleta do material bioldgico foi realizada nos pontos
marcados na inoculacdo da Psg decorridos 24, 48, 72 e 96 horas apds a inoculagdo. Concluiu-
se, portanto, que o periodo de 24 horas ap6s a inoculacéo indicou maior agrupamento de células
bacterianas, demonstrando maior gradiente de distribuicdo e penetracdo para diferentes locais
do tecido celular da planta. Nos periodos de 72 e 96 horas, 0 agrupamento de células bacterianas
foi menor, indicando sua penetracdo direcionada para os parénquimas pali¢adicos.

Palavras-chave: Bactéria. Coffea arabica. Doencas. Patdgeno. Severidade.



ABSTRACT

The golden spot on the coffee tree, caused by Pseudomonas syringae pv. garcae (Psg),
can cause losses of up to 70% in nurseries and fields established in regions subject to strong
winds, mild temperatures, frequent and well distributed rains. This bacteriosis has fast spread
and high destruction capacity and knowing its spread process can help to understand its
pathogen/host cycle. Therefore, the objective of this work is to characterize the infectious
processes in leaves of Coffea arabica seedlings from 24 hours after inoculation of P. syringae
pv. garcae (Psg). Seedlings of Coffea arabica variety Catuai Vermelho IAC 99 were used, with
five pairs of leaves, which were inoculated with a reference isolate present in the collection of
bacterial cultures of the Department of Phytopathology (DFP) of the Federal University of
Lavras (UFLA), the P. syringae pv. garcae souche pathothype. The collection of biological
material was carried out at the marked points where Psg inoculation occurred 24, 48, 72 and 96
hours after inoculation. It was concluded, therefore, that the period of 24 hours after inoculation
indicated a greater grouping of bacterial cells, demonstrating a greater distribution and
penetration gradient for different locations in the plant cell tissue. In the periods of 72 and 96
hours, the grouping of bacterial cells was smaller, indicating their penetration towards the
palisade parenchyma.

Keywords: Bacteria. Coffea arabica. Diseases. Pathogen. Severity.
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1 INTRODUCAO

A cafeicultura é importante para a economia brasileira. A producéo estimada para 2022
é de aproximadamente 55,7 milhdes de sacas beneficiadas em 2,24 milh6es de hectares de area
plantada, sendo o Brasil o0 maior produtor mundial (CONAB, 2021). O estado de Minas Gerais
€ 0 maior produtor brasileiro, sequido do Espirito Santo, Sdo Paulo, Bahia, Rondo6nia, Parana,
Rio de Janeiro, Goias e Mato Grosso (CONAB, 2021). Além disso, conforme dados da Food
and Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2020), o Brasil representa o maior
exportador mundial de café, visto que, em 2020, o valor exportado foi de US$ 4,172 bilhdes, o
que representou 1,95% das exportacbes deste pais, e 30% das exportacdes mundiais. Em
comparacao com ano 2000, o crescimento das exportacdes brasileiras de café foi de 179%, que
neste ano eram de US$ 1,56 bilhdes.

Entretanto, diversos fatores podem limitar a produtividade da cultura, e para combater
é necessario conhecé-los. Plantas daninhas, pragas, condi¢cdes climaticas e doencas, como a
ferrugem do café (Hemileia vastatrix Berkeley & Broome), pode causar perdas de até 50% na
producdo (POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010) e a mancha aureolada (Pseudomonas
syringae pv. garcae Young, Dye & Wilkie) sua importancia vem aumentando ao longo dos
anos.

A mancha areolada, acomete tecidos novos, mudas de viveiros e lavouras recém-
implantadas, causando sintomas nas folhas e frutos, seca de ramos, diminuindo a produtividade
da cultura (POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010; RODRIGUES et al., 2015). Com a
mecanizacdo do sistema de colheita a incidéncia da doenca aumentou em lavouras ja
estabelecidas. Mesmo em tecidos lignificados ocorre a infeccdo, em razdo de ferimentos
causados por esse maquinario, abrindo portas de entradas e introduzindo a doenca nos tecidos
do cafeeiro (BELAN; POZZA; SOUZA, 2014).

Além disso, essa bacteriose possui rapida disseminacdo e alta capacidade de destruicdo
(BELAN, 2014). Devido a falta de conhecimento e estudos sobre a doenca as principais
variedades empregadas sdo suscetiveis a P. syringae pv. garcae (SERA, 2001). O manejo desta,
é feito principalmente utilizando fungicidas cupricos, cuja principal caracteristica é de proteger
a planta (BELAN; POZZA; SOUZA, 2014).

Conhecer como a bactéria penetra pode contribuir para compreender o ciclo de relacfes
patogeno/hospedeiro, propor estratégias mais eficazes de manejo a doenca, além de identificar
vias de penetracdo preferidas (estbmatos, feridas e/ou bordas do limbo foliar) e propor

estratégias eficientes de inoculagdo em ensaios experimentais.



10

Dessa forma, o objetivo desse trabalho é caracterizar os processos infecciosos em folhas
de mudas de Coffea arabica a partir de 24 horas apds a inoculagdo da Pseudomonas syringae

pv. garcae.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia econémica do cafeeiro

O Brasil € o maior produtor e exportador de café e o segundo maior consumidor da
bebida no mundo. O café é o quinto produto na pauta de exportacao e a producdo ocupa uma
area de aproximadamente 2,24 milhdes de hectares com cerca de 300 mil produtores, em 15
estados e o distrito federal (MAPA, 2022).

Atualmente, o café € relevante fonte de receita para centenas de municipios, além de ser
um importante setor na criacdo de postos de trabalho na agricultura brasileira. O expressivo
desempenho da exportacdo e do consumo interno confere sustentabilidade econdmica ao
produtor e sua atividade (MAPA, 2022).

2.2 Mancha aureolada no cafeeiro

A mancha aureolada do cafeeiro cujo agente etiol6gico é Pseudomonas syringae pv.
garcae (Psg), pertence a seguinte classificacdo taxondmica: Filo Proteobactéria, classe Gamma
Proteobactéria, ordem Pseudomonadales e familia Pseudomonadaceae (MOORE et al., 2006;
LELLIOTT et al.,, 1966) vem preocupando diversos cafeicultores das principais regides
produtoras, como Parand, Sdo Paulo e Minas Gerais. A Psg é uma bactéria Gram negativa,
flagelada, com formato de bastonetes retos ou ligeiramente curvados e com tamanho variando
entre de 0,5-1,0 x 1,5-4,0um (RAIMUNDI, 2017).

Inicialmente era considerada uma doenca de menor importancia econdmica, todavia
vem causando prejuizos como perda da area fotossintética e queda prematura de folhas,
requeima de ramos e necrose de frutos quando infectados na fase de chumbinho. Os sintomas
em folhas, principalmente as mais novas, inicialmente surgem manchas de cor marrom a negra
com 1 a5 mm, encharcadas. As manchas crescem, de forma irregular, sem bordos definidos
(POZZA, 2021). Deve-se atentar ao fato de também ter sido relatada a ocorréncia em sementes
(BELAN et al., 2016).

Além disso, em viveiros, a bacteriose causa desfolha, morte de ponteiros e pode causar
a morte de mudas (POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010; RODRIGUES et al., 2015;
ZAMBOLIM, 2016).

A Dbactéria tem como sintoma caracteristico manchas necroticas escuras com halo

amarelado no centro da lesdo, que causam a perda da area fotossintética, dai 0 nome da doenca,
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mancha aureolada (POZZA, 2021). Além disso, os sintomas que se manifestam nos ramos,
tanto ortotrépicos como plagiotropicos causam requeima, de forma descendente. Com o
aumento da progressdo da doenca, as folhas sintomaticas e as assintomaticas presas nos ramos
infectados podem vir a cair, consequentemente diminuindo a producdo por diminuicdo dos
metabdlitos que seriam transloucados aos frutos (BELAN; POZZA; SOUZA, 2014).

2.3 Mecanismos de infec¢cdo

A bactéria causadora da mancha aureolada possui duas fases, sobrevivéncia e
disseminacdo. A sobrevivéncia ocorre na época de seca, ficando na parte exterior da planta,
principalmente na face abaxial da folha (ROBBS, 1977; ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI,
2011). Neste periodo, ocorre a colheita do café, preferencialmente de forma mecanizada,
ocorrendo o espalhamento dela entre os cafeeiros e ocasionando portas de entrada ao patégeno
nas plantas (POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010).

A disseminacdo da bacteriose ocorre no inicio das chuvas (ROBBS, 1977) e
temperaturas amenas, ventos frios e altitudes elevadas (JANSEN, 2005; ZOCCOLI et al., 2011;
ZAMBOLIM, 2016). Dessa forma, ela penetra nas folhas através de ferimentos e aberturas
naturais (KIMURA et al., 1976) como estdmatos, hidatédios, lenticelas e botdes florais,
enguanto os ferimentos podem ser causados por ventos, maquinario e chuvas (FREITAS, 2017).

Os espacos intercelulares e intracelulares sdo utilizados para sua colonizacéo, e 0s
exsudados celulares como substrato. Sua infecgdo tem como diregéo tecidos ndo colonizados,
abandonando os colonizados com sintomas tipicos de necrose e halo amarelado causados pela
liberacdo de toxinas (RODRIGUES et al., 2015).

2.4 Epidemiologia

As condicdes de alta precipitacdo pluviométrica, temperaturas amenas, injuria mecanica
ou lavouras situadas em maiores altitudes, desprotegidas da agdo do vento, favorecem a
ocorréncia da doenca (POZZA, 2021; POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010).

A bactéria ao colonizar os espacos intra e intercelulares, utiliza os exsudatos celulares
como substrato e migra das areas colonizadas para areas nao colonizadas abandonando o tecido
necrosado, ficando circundado por halo amarelado, devido a bactéria ter liberado toxinas. As
células bacterianas presentes nas lesdes sdo disseminadas de folhas para folha ou para plantas

vizinhas através da dgua ou carregadas por vento. Em periodos de menor indice pluviométrico
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ocorre diminui¢do da incidéncia da bactéria, devido a auséncia da &gua para a disseminacgao
(RODRIGUES et al., 2013).

O patdgeno sobrevive principalmente na face abaxial das folhas do cafeeiro sem causar
doencga, assim como em restos culturais presentes no solo, até o proximo periodo chuvoso
proporcione condigdes ideais para novas infec¢des (ZOCCOLI et al., 2011).

A disseminacdo da bactéria ocorre na planta e de planta para planta devido a a¢bes de
respingos de chuvas, chuvas finas e de granizo, causando ferimentos que funcionam como
portas de entrada para a bactéria. Do mesmo modo, as faces das plantas ndo expostas ao sol
permanecem durante periodos mais longos com as folhas molhadas, favorecendo o processo de
infeccdo. A doenca pode incidir nas plantas de outubro a janeiro e de abril a julho, variando
com a regido e as condic@es climaticas (RODRIGUES et al., 2013).

2.5 Microscopia de varredura

Ao avaliar microrganismos e suas acles, se faz necessario a observacdo das
microestruturas presentes. Para observar a acdo da P. syringae pv. garcae e sua entrada no
estdmato com maior clareza de imagem é recomendado a utilizacdo do Microscépio Eletronico
de Varredura (MEV).

A microscopia eletrénica de varredura se apresenta como a técnica mais adequada para
a avaliacdo deste trabalho, pois permite alcancar aumento muito superior ao da microscopia
Otica. Dependendo do material pode atingir até 900 000 vezes. Na microscopia eletrdnica a area
ou 0 micro volume a ser analisado € irradiado por um fino feixe de elétrons (MALISKA, 2021).

Segundo Bleicher e Sasaki (2000) na técnica de microscopia eletrénica de varredura
(MEV) uma imagem ampliada e tridimensional da amostra é obtida a partir da interacdo de
feixe de elétrons com o material, desde que seja ndo transparente aos elétrons.

Ainda, segundo (MALISKA, 2021) na microscopia eletrdnica de varredura os sinais de
maior interesse para a formagao da imagem s&o os elétrons secundarios e os retroespalhados. A
medida que o feixe de elétrons primarios vai varrendo a amostra estes sinais vao sofrendo
modifica¢bes de acordo com as variagGes da superficie. Os elétrons secundarios fornecem
imagem de topografia da superficie da amostra e sdo o0s responsaveis pela obtencdo das imagens
de alta resolugdo, ja& os retroespalhados fornecem imagem caracteristica de variacdo de

Composigéo.
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Na fitopatologia o uso do MEV auxilia na observacdo da morfologia “externa” dos
microrganismos, na localizacdo destes em diversos materiais e na andlise tridimensional das

alteracdes induzidas por microrganismos nos materiais analisados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Inoculacéo da Pseudomonas syringae pv. garcae

Foram usadas mudas de Coffea arabica da variedade Catuai Vermelho IAC 99,
cultivadas em camara de crescimento com temperatura entre 21°C e 25°C, fotoperiodo de 12
horas (luz e escuro), umidade relativa do ar media de 70%. As mudas com cinco pares de folhas
foram inoculadas com isolado de referéncia presente na colecdo de culturas bacterianas do
Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), o P.
syringae pv. garcae souche patothype (CIRM - Plant Associated Bacteria / CIRM -
CFBP1634). Estas foram posicionadas horizontalmente sobre a bancada 24 horas antes da
inoculacdo, as quais permaneceram durante todo o decorrer do experimento.

Para preparacao do inéculo, foi usado meio de cultura 523 de Kado; Heskett (1970) e
incubado em estufa incubadora BOD com temperatura entre 26°C e 30°C e fotoperido de 12
horas. Apos 24 horas, as bactérias foram suspensas em solucéo salina esterilizada de 0,85% de
NaCl e a concentracdo bacteriana determinada em espectofotdmetro a 600nm (OD600)
(OLIVEIRA; ROMEIRO, 1990). A solucdo de células bacterianas foi diluida em solucao salina
esterilizada para a concentracio de 1,1x10° UFC/ml, calibrada em espectrofotometria (0,2 de
absorbéancia), conforme metodologia descrita por Oliveira e Romeiro (1990).

A inoculacdo foi realizada em pontos marcados com desenhos de circulos no limbo
foliar do primeiro e segundo par de folhas completamente abertas a partir do apice. Os
estdmatos, bordas do limbo foliar e ferimentos artificiais sdo 0s principais meios de penetracdo
que foram estudados. Foram marcados de forma aleatdria, diversos pontos na superficie abaxial
da folha para estudar a penetracdo via estbmato e nas margens do limbo foliar para estudar sua
penetracao, e depositados 50 ul da suspensdo de indculo em 21 pontos. Para estudar a
penetracdo via ferimentos artificiais, foi usado um conjunto de multiagulhas (10 agulhas)
imersos em suspensdo de indculo e utilizado para perfurar as folhas. As testemunhas foram
preparadas de mesma forma, todavia utilizando como indculo solucdo salina esterilizada de
0,85%.
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3.2 Coleta do material biologico para anélise

A coleta do material biologico foi feita nos pontos marcados na inoculagdo da Psg
decorridos 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap0s a inoculacdo (HAI), utilizando furadeira de discos
de 5 mm de diametro para obter amostras de tecido foliar nos trés sitios de penetragéo estudado.
Outro aspecto relevante so as testemunhas, sendo amostradas apos 12 horas apds a inoculagéo.

Os discos coletados foram imersos em solucdo fixadora Karnovsky modificada
(Glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampao cacodilato de sodio 0,05M, pH 7,2 CaCl>
0.001M), por 24 horas e acondicionado em eppendofs de 1,5mL. Apds fixacdo, as amostras
foram imersas por 10 minutos em solucdo tampéo cacodilato de soédio (0,05M) e lavadas trés
vezes consecutivas. A pos-fixacao foi feita em solucdo de tetroxido de 6smio 1% em tampao
cacodilato de sodio (0,05M e pH 7,2) por 1 hora e posteriormente imersas em agua destilada
por 10 minutos trés vezes consecutivas.

O prdéximo passo foi desidratar as amostras em solu¢des de acetona (25%, 50%, 75%,
90% e 100%) e levadas para secar ao ponto critico com CO> liquido em aparelho Balzers CPD
030. Apds a desidratacdo e secagem, quatro discos foliares por tratamento formam arranjados
em suportes de aluminio (stubs) utilizando-se fita de carbono, e cobertos com ouro (Blazers
SCD 050) para analise em microscopio eletronico de varredura LEO EVO 40 (Figura 1) da
superficie dos quatro discos.

Figura 1 — Microscopio Eletrbnico de Varredura, situando no Laboratério de Microscopia no
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras - UFLA.

Fonte: Do Autor (2021).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de 24 horas apo6s inoculacdo (HAI) nas folhas das plantas, houve
multiplicacdo de Psg e foi possivel observar agregados de células bacterianas ao redor de
estdmatos (Figura 2A), ferimentos e aberturas naturais, com formacéo de biofilme, importante
no estadio de pré-infeccdo do patogeno. O indculo inicial de Psg acumulou-se em depresses
epidérmicas (Figura 2B) e fissuras de camadas de cera, formando um biofilme que favorece o
deslocamento para o local de penetracdo, multiplicacdo e colonizacdo na superficie durante os
estagios iniciais do processo infeccioso em folhas de café (ROMANTSCHUK, 1992;
ROMEIRO, 2005; MARCUZZO; DENARDIM 2008; AMORIM; PASCHOLATI 2018).

Figura 2 — Imagens de microscopia eletrdnica de varredura do processo infeccioso de Pseudomonas
syringae pv. garcae; A - Imagem em 5000x em torno dos estdmatos em folhas de cafeeiro
(Coffea arabica) 24 horas ap6s a inoculagdo (HAI); B - Imagem em 3000x depressdes
epidérmicas em folhas de cafeeiro (Coffea arabica) 24 horas apds a inoculacéo (HAI).

EHT = 20,02 kV Signal A= SET Date :21 Aug 2018 EHT =20.02 kv Signal A= SE1 Date :21 Aug 2018
WD = 8.0 mm Phoio No. = 25670 Time 16:55:12 | E— WD= 8.0 mm FPhoto M. = 25675 Time 7:05:43
— . — — - -

Fonte: Do Autor (2021).

De acordo com Lichston e Godoy (2006), esse acimulo das bactérias observado 24 HAI
nas depressdes epidérmicas poderé estar relacionado a morfologia da cuticula foliar das folhas
do cafeeiro, camada de cera e assim favorecendo a retencdo do patdgeno. Essas depressdes
epidérmicas também contribuem para acumular nutrientes e dgua de forma a proporcionar
ambiente favoravel para a reproducdo bacteriana e aumento da sua populacdo ao longo do
tempo (MARCELL; BEATTIE, 2002; MONIER; LINDOW, 2004; NETO et al., 2006). Em
relacdo a camada de cera, essa ndo é degradada para fornecer nutrientes as bactérias
(MARCELL; BEATTIE, 2002).

Com a formacdo morfoldgica proximo dos sitios de penetracdo, a presenca de exsudatos

de substancias por ferimentos e aberturas naturais favorece o processo infeccioso de bactérias
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patogénicas de plantas (MADIGAN, 2005; ROMEIRO, 2005). Extravasamento de fluidos
celulares devido a ferimentos, além dos estdbmatos exsudarem compostos organicos
fotossintetizados, por exemplo, a glicose, favorecem o processo infeccioso.

Tais substancias mencionadas acima, sdo nutritivas e assim atraem as fitobactérias,
induzindo a movimentagédo direcionada em dire¢do aos locais de penetracdo nos tecidos da
planta (ROMEIRO, 2005; AGRIOS, 2005).

Apds, 48 HAI os agregados observados eram menores quando comparados a 24 HAI
(Figura 3). Um gradiente de distribuicdo a partir de estdbmatos, feridas e camadas de cera nas
margens das folhas e de apéndices epidérmicos e camadas de cera na ponta da folha para o
interior do tecido foliar, indica fluxo de deslocamento dos pontos de penetracdo até o interior

do tecido foliar.

Figura 3 — Imagem de microscopia eletrénica de varredura 2500x de Pseudomonas syringae pv. garcae
em torno dos estdbmatos em folhas de cafeeiro (Coffea arabica) 48 horas apds a inoculagéo
(HAI).

10 um EHT=20.00kV Signal A=SET1 Date :31 Aug 2020
Wpo= 7.0mm Photo No. = 44354 Time :11:27.26

Fonte: Do Autor (2021).

A presenca de apéndices epidérmicos com concentracao de Psg no apice das folhas do
cafeeiro com 48 HAI foram observados e sdo semelhantes a hidatddios. A presenca de Psg
nessas estruturas justifica o fato de sintomas de mancha aureolada ocorrer com frequéncia nessa
porcéo das folhas de cafeeiro em viveiro de mudas e em lavouras (POZZA; CARVALHO;
CHALFOUN, 2010; RODRIGUES et al., 2013; BELAN et al., 2014; ZAMBOLIM, 2016).
Nesse periodo observado de inoculagdo ainda é possivel ser caracterizado a capacidade de
infecgdo da fitobactéria.



19

No entanto, apds 72 horas ap06s a inoculagdo (Figura 4), o nimero de bactérias agrupadas
nesses locais diminuiu ao longo do tempo, indicando a penetragdo nos espacos intercelulares e

intracelulares da folha utilizando os exsudados celulares como substrato.

Figura 4 — Imagem de microscopia eletronica de varredura 5000x de Pseudomonas syringae pv. garcae
em torno dos estdmatos em folhas de cafeeiro (Coffea arabica) 72 horas ap6s a inoculagédo
(HAI).

EHT = 2002 kV Signai A= SE1 Date :27 Aug 2018
WD= 6.0mm Photo No. = 25614 Time :9:53:29

Fonte: Do Autor (2021).

Em 96 a 120 HAI (Figura 5A e 5B, respectivamente), ocorre aumento do nimero de
células bacterianas préximo aos estdbmatos, indicando o egresso da Psg para a superficie foliar,
iniciando um novo ciclo infeccioso, deixando o tecido necrosado, circundado por halo

amarelado, resultado da liberacao de toxinas pelo patégeno (RODRIGUES et al., 2013).

Figura 5 — Imagens de microscopia eletrnica de varredura 5000x de Pseudomonas syringae pv. garcae.
A - indicando egresso da bactéria & superficie foliar (Coffea arabica) 96 horas apos a
inoculacdo (HAI); B - 120 horas apds a inocula¢do (HAI) indicando egresso da bactéria a
superficie foliar em folhas de cafeeiro (Coffea arabica).

- 'y . 3
2um* EHT = 2062 kY Signal A = SET Date :27 Aug 2018 w 2pm* EHT= 20.02 k¥ Signal A= SE1 Date :27 Aug 2015 w

WD= 7.5mm Photo No. = 25841 Time :10.:45:24 WD= 80mm Phofo No. = 25878 Time :11:48:51

Fonte: Do Autor (2021).
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Durante as etapas observadas do processo infeccioso ndo houve sintomas da doenga nas
folhas utilizadas para a inoculagéo, assim como ndo foram encontradas bactérias em amostras

de folhas de plantas usadas como testemunhas (Figura 6).

Figura 6 — Imagem de microscopia eletronica de varredura 5000x de Pseudomonas syringae pv. garcae
em torno dos estdbmatos em folhas de cafeeiro (Coffea arabica) de plantas utilizadas como
testemunhas.

EHT = 20.02 kV Signal A=SE1 Date :21 Aug 2018
WD= 85mm Photo No. = 25642 Time :15:26:28

Fonte: Do Autor (2021).

Diante dessa observagdo em relacdo a presenga de sintomas da doenca, Rodrigues et al.
(2015) relataram alteragcdes morfoldgicas em tecidos foliares de cafeeiro infectados por Psg, no
entanto, quando as avaliacBes ocorreram aos 10 dias ap6s a inoculacdo, quando as folhas
apresentavam sintomas necroticos. Autores, relatam em seus estudos ndo haver, ao longo do
tempo, padrdo para a ocorrer o surgimento dos sintomas na planta, o qual pode aparecer até aos
21 dias ap6s a inoculagdo (MONIER; LINDOW, 2004; NETO et al., 2006). Nesse estudo as
avaliacOGes realizadas entre 24 e 120 horas ap6s a inoculacdo proporcionaram melhor
entendimento do processo infeccioso de Psg em folhas de cafeeiro.

Em estudo prévio, De Souza et al., (2019) descreveu o processo infeccioso da Psg em
30 minutos, 1, 3, 6, 12 horas ap0s a inoculagdo. Podemos ponderar a partir deste estudo que nos
estadios iniciais, a bactéria multiplica-se e tem fluxo de deslocamento para portas de entrada,
utilizando biofilme e a morfologia cuticular e topografia das folhas. Lichston e Godoy (2006)
descreveram uma camada descontinua em forma de filme de cera com rupturas ao longo da
cuticula em folhas de café (C. arabica) no cultivar Catuai Vermelho, camada a qual podera

favorecer a retencdo de células bacterianas.
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Para isso ocorrer, segundo Romeiro (2005), as condi¢es ambientais e microcliméticas
sdo um dos principais fatores para condicionar o fracasso ou 0 sucesso do processo infeccioso
bacteriano. Tal fato pode ser justificado porque as células bacterianas penetram na planta por
aberturas naturais e/ou por ferimentos e necessitam de agua livre na superficie da planta para
se multiplicar e locomover até o sitio de penetracdo (ZAMBOLIM, 2016; SOUZA et al. 2016).
Diante disso, 0 molhamento foliar nesse contexto é essencial para o processo de infec¢cdo

bacteriana em plantas.
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5 CONCLUSAO

O periodo de 24 horas apds a inoculacdo indicou maior agrupamento de células
bacterianas, demonstrando maior gradiente de distribuicdo e penetracdo para diferentes locais
do tecido celular da planta de café.

Um grande gradiente populacional de bactérias foi encontrado proximo aos estdmatos,
e camadas de cera nas margens das folhas e apéndices epidérmicos, originando um fluxo de
deslocamento de penetracao para esses locais.

Nos periodos de 48 e 72 horas o agrupamento de células bacterianas foi 13 e 150 vezes
menor respectivamente, indicando sua penetracdo direcionada para os parénquimas pali¢adicos.

Apo6s 96 HAI, foi observado o regresso de celulas bacterianas a superficie foliar,

indicando uma reinfeccao.
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