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A Mancha Preta dos Citros (MPC) é uma doenca quarentendria causada por Guignardia
citricarpa Kiely [Phyllosticta citricarpa (Mc Alp.) van der Aa.], a qual afeta praticamente todas as
variedades de laranjas doces (Citrus sinensis), sobretudo as de maturacao tardia. Além dessas, mostra-
se igualmente importante em limdes verdadeiros (C. limon), pomelos (C. paradisi) e tangerinas (C.
reticulata), além do tangor ‘Murcott’ (C. reticulata x C. sinensis).

No Brasil, a doenca foi descrita em 1980 (ROBBS et al., 1980), porém, foi encontrada na
Australia, por volta de 1895, e na Africa do Sul, sua primeira constatagio deu-se em 1929 (KOTZE,
1981). A doenca caracteriza-se pela presenca de lesbes em frutos, depreciando-os para
comercializacdo no mercado interno e, devido as restricdes impostas pelos paises importadores,
praticamente inviabiliza sua exportacdo. Além da depreciagdo comercial, provoca a queda prematura
dos frutos e eleva substancialmente o custo de producdo, dada a necessidade do uso de fungicidas
visando o controle desta doenca, causando prejuizos em diversas regides produtoras (GOES, 2002;
REIS et al., 2003). Além dos frutos, sintomas da doenca podem ser observados em folhas, peciolo,
pedinculo e em ramos (AGUILAR-VILDOSO, 2002).

Atualmente a MPC encontra-se registrada em sete Estados brasileiros, sendo que em S&o
Paulo sua presenca ocorre em praticamente todos 0s municipios produtores. O controle baseia-se no
uso de fungicidas, sendo gastos milhGes de dolares anualmente. A MPC caracteriza-se pela producéo
de diferentes tipos de sintomas, sendo designados mancha dura ou mancha preta, mancha sardenta,
falsa melanose, mancha virulenta, mancha trincada e mancha rendilhada (GOES et al., 2000;
AGUILAR-VILDOSO, 2002).

A doenca pode resultar da presenca de duas fontes de indculo: os ascOsporos e 0s
picnidiosporos. Os ascosporos sdo formados em pseudotécios produzidos exclusivamente em folhas
citricas em decomposicdo no solo. Tal producdo resulta da alternancia do molhamento e secamento
das folhas. Os picnidiosporos sdo produzidos nas lesdes contidas nos frutos, em folhas aderidas na
planta ou caidas no solo, em ramos e em outros diferentes tecidos (KOTZE, 1981).

Os picnididsporos sdo dispersos pela agua até a superficie de 6rgdos suscetiveis préximos,
onde normalmente sdo formadas infeccbes (KOTZE, 1981; 1988, SPOSITO, 2003). Segundo
BALDASSARI et al. (2001), os frutos citricos mostram-se suscetiveis por pelo menos 24 semanas,
desde a fase de queda das pétalas.

O presente trabalho teve como objetivo visualizar o processo de germinacao de conidios de P.
citricarpa ap6s 40 horas de inocula¢do mediante o uso de MEV.

Para o preparo do inoculo, foi utilizada uma coldnia de P. citricarpa, de um isolado
sabidamente patogénico, determinado mediante testes prévios. Um disco contendo meio de cultura e
coldnia do fungo foi transferido para uma placa de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar
(BDA), sob luz constante e temperatura ambiente de + 25° C, durante 25 dias.

A suspensdo de conidios foi lavada inicialmente com solucdo de Tween 20 (0,02%), através de
uma boa agita¢do. Logo apés a primeira centrifugacdo, adicionou-se a suspensao conidial uma solugédo
de sacarose (30g/L). Ao final de trés centrifugacGes, foi adicionado acido citrico 0,3% a suspensao,
seguindo a metodologia proposta por KIELY (1948), que, em testes prévios mostrou aumentar
significativamente a taxa de germinacao.

Apds 40 horas da inoculagdo, foram coletados dez disco de 10 mm de didmetro de folhas
destacadas de lima &cida ‘Tahiti’ e laranjeira “Valéncia’, os quais foram submetidos aos estudos em
microscopio eletrdnico de varredura.

No momento que a folha foi coletada, a partir dos locais onde ocorreram a germinagdo do
fungo, foram retirados fragmentos das folhas submetidos a fixacdo em glutaraldeido a 3% (v/v), em
tampdo fosfato de potassio 0,5M pH 7,4, por aproximadamente 7 dias. Posteriormente, o material foi
lavado em &gua corrente por cerca de 2 minutos. Em seguida, os fragmentos contendo as estruturas do



fungo foram poés-fixados em tetréxido de dsmio a 2% (p/v), no mesmo tampdo, por 24 horas.
Posteriormente, as amostras foram lavadas, como no caso anterior, desidratadas em série gradual de
acetona, 30, 50, 70, 80, 90, 95, 100, 100, 100 secas em secador de ponto critico, utilizando-se CO,,
metalizadas com liga de ouro-paladio, e eletron-micrografadas em microscépio eletrbnico de
varredura, operando em 15 KV.

De acordo com as ilustragdes verificadas nas micrografias no caso das inoculagdes em folhas
de lima &cida ‘Tahiti’, foram observados poucos conidios germinados, porém ndo foi constatado
nenhum conidio exibindo o apressorio (Figura 1A). Por outro lado, observa-se que na superficie
superior das folhas dessa planta denota-se a presenca de uma camada compacta de cera (Figura 1B), a
qual pode ser um dos fatores que restringiram a germinagdo dos conidios. De acordo com a literatura
(PASCHOLATI, 1996), a superficie das folhas das plantas é composta de cuticula, a qual é composta
de cera de cutina. Tais camadas representam a primeira barreira a ser superada pelos patégenos para
uma infeccdo. No caso da lima &cida “Tahiti’, embora isolados de G. citricarpa possam ser isolados de
folhas e frutos assintomaticos, tal hospedeiro é considerado resistente (AGUILAR-VILDOSO, et al.,
2000) ou insensivel (BALDASSARI, 2005). Nesse caso, embora a auséncia de sintomas possa estar
associada a fatores bioquimicos e genéticos, a importancia dos mecanismos estruturais ndo podem ser
subestimados.

Nas inocula¢bes em folhas de laranjeira ‘Valéncia’, ainda que contidamente, foi observada a
presenga de conidios germinados (Figura 1C), dada as caracteristicas morfol6gicas observadas.
Presume-se que tenha ocorrido o inicio de formacdo de apressorio (Figura 1D), estrutura essa de
grande importancia no processo de penetracdo no hospedeiro.

No caso das inocula¢Bes em folhas de laranjeira “Valéncia’, um destaque significativo refere-
se a auséncia de mucilagem na periferia dos conidios germinados, ao contrario daqueles ndo
germinados, cuja presenca de mucilagem mostra-se bastante acentuada (Figura 1E). De acordo com
literatura (NICHOLSON et al., 1991), as mucilagens estdo associadas aos mecanismos de defesa do
patégeno, ja que restringe a sua dessecacdo sob condi¢es adversas, ou constitui-se em mecanismos de
auto-regulador da germinacdo, dada a presenca de inibidores, especialmente as glicoproteinas, entre
outras.
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Figura 1. A - Folha de lima &cida Tahiti com conidio de Phyllosticta citricarpa nédo
germinado, ap6s 40 horas de inoculacdo; B - camada compacta de cera de folha de lima &cida
Tahiti; C - Folha de laranjeira “Valéncia’ com conidio de P. citricarpa germinado, apés 40
horas de inoculagdo; D - conidio de P. citricarpa germinado e com suposta formacdo de
apressorio, em folha de laranjeira “Valéncia’ ap6s 40 horas de inoculagdo; E - conidio de P.
citricarpa envolto em grande quantidade de mucilagem, sob folha de laranjeira ‘Valéncia’
apos 40 horas de inoculagéo.
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