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RESUMO

A mancha manteigosa do cafeeiro é uma doenca que vem se destacando
nos ultimos anos, sendo causada pelo complexo Colletotrichum spp. A doenca
compromete todas as partes da planta, podendo levar a perdas totais na
producdo. O controle quimico tem se mostrado ineficiente, por isso a
importancia da identificacdo de gendtipos resistentes. Entretanto, estudos sobre
o agente etioldgico da doencga e a sua caracterizagdo acerca da variabilidade sdo
poucos na literatura. Objetivou-se neste trabalho realizar o teste de
patogenicidade de quatro isolados de Colletotrichum spp., oriundos de lesdes da
mancha manteigosa do cafeeiro, por meio de duas metodologias diferentes, uma
utilizando esporos e a outra micélio, como indculo. Também foi realizada a
caracterizacdo fisioldgica de 87 isolados de Colletotrichum spp. em que foi
estimado o indice de velocidade de crescimento micelial IVCM) e diametro da
colonia. Caracterizagdo citolégica de 34 isolados de Colletotrichum sp.
avaliados para dimensdo dos conidios, porcentagem de conidios germinados,
septo em conidios germinados, porcentagem de tubos de anastomose entre
conidios  (CAT's) e porcentagem de  apressorios em  tubos
germinativos.Caracterizagdomorfologica de 86 isolados de Colletotrichum sp.
que foram classificados como conidias ou periteciais, além da avaliagdo da
compatibilidade micelial de 45 isolados de Colletotrichum spp. Caracterizagdo
molecular de 32 isolados de Colletotrichum spp., por meio do marcador IRAP.
No teste de patogenicidade, ndo foi observado nenhum isolado patogénico para
as cultivares utilizadas. Os isolados apresentaram ampla variabilidade para todas
as caracteristicas avaliadas. A formacdo de CAT's, a preseng¢a de isolados
sexuais e a alta compatibilidade micelial entre os isolados avaliados evidenciam
a grande capacidade da(s) espécie(s) em ampliar a variabilidade genética. O
marcador IRAP nfo foi eficiente em diferenciar os isolados de Colletotrichum
spp., oriundos da mancha manteigosa do cafeeiro.

Palavras-chave: Colletotrichum gloeosporioides. Coffea arabica. Resisténcia
genética. Melhoramento genético. Caracterizagdo morfoldgica. Fisiologica.
Citolégica. Marcador IRAP.



ABSTRACT

Coffee blister spot, caused by the Colletotrichum spp. complex, is a
disease that has been gaining notice in recent years. This disease compromises
all parts of the plant, leading to total loss in production. The chemical control
has been shown to be inefficient, thus the importance of identifying resistant
genotypes. However, studies on the etiologic agent and its characterization
regarding variability are scarce in literature. In this work, we aimed at
conducting the pathogenicity test of four Colletottrichum spp. isolates originated
from coffee blister spot lesions, by means of two distinct methodologies, one
using spores and the other mycelia as inoculate. We also performed the
physiological characterization of 87 Colletotrichum spp. isolates, in which we
estimated the mycelial growth index (MGI) and the diameter of the colony.
Cytological characterization of 34 Colletotrichum spp. isolates was performed to
evaluate conidia dimensioning, percentage of germinated conidia, septa in
germinated conidia, percentage of conidial anastomosis tubes (CATs) and the
percentage of appressoria in germination tube. We also performed
morphological characterization of 86 Colletotrichum spp. isolates, which were
classified as conidia or peritecial, in addition to the evaluation of mycelia
compatibility of 45 Colletotrichum spp. isolates; molecular characterization of
32 Colletotrichum spp. isolates, by means of the IRAP marker. In the
pathogenicity test, we observed no isolate pathogenic to the used cultivars. The
isolates presented wide variability for all traits evaluated. The formation of
CATs, the presence of sexual isolates and the high mycelial compatibility
between the evaluated isolates show a high capacity of the species in widening
its genetic variability. The IRAP marker was not efficient in distinguishing the
Colletotrichum spp. isolates originated from the coffee blister spot.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides. Coffea arabica. Genetic resistance.
Genetic ~ improvement. ~ Morphologic  characterization. ~ Physiologic
characterization. Cytological characterization. IRAP marker.
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1 INTRODUCAO

A cultura do café¢ ¢ uma das principais atividades do agronegocio
brasileiro, porém ha varios fatores que podem reduzir a produgdo e,
consequentemente, os ganhos com a cultura. Entre os fatores responsaveis por
perdas significativas, destacam-se as doengas que acometem o cafeeiro.

Dentre as doengas, a mancha manteigosa, que vem sendo atribuida ao
fungo Colletotrichum gloeosporioides (ARMESTO et al., 2012), vem ganhando
importancia nos ultimos anos (DIAS, 2002). Presente em seis estados produtores
de café, esta doenca ¢ responsavel por queima das ponteiras ¢ mumificagdo dos
frutos, podendo ocasionar perdas que chegam a 100% em casos mais graves
(FERREIRA, 2006).

O controle da doenga, por meio de fungicidas, tem se mostrado
ineficiente, dessa forma a utilizagdo de cultivares resistentes ¢ uma alternativa
que deve ser explorada. Porém, para que esta estratégia se torne viavel e um
programa de melhoramento se estabeleca, ¢ necessario ajustar um teste de
patogenicidade confidvel, pois os testes jarealizados ndo reproduzem os
sintomas tipicos da doenca. Além disso, ¢ importante que se conheca a
variabilidade presente no patdgeno, visto que sdo escassas as informagdes na
literatura sobre a variabilidade de isolados de Colletotrichum spp. oriundos de
lesdes da mancha manteigosa do cafeeiro. Portanto, o objetivou-se no presente
trabalho ajustar o teste de patogenicidade, utilizando isolados de Colletotrichum
spp., além de avaliar a variabilidade presente em uma populag@o de isolados de
Colletotrichum spp., por meio de marcadores morfoldgicos, fisioldgicos,

citolégicos e moleculares.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do café

O café ardbica tem suas origens nas florestas tropicais do Quénia,
Etidpia e Suddo, em altitudes que variam de 1.500 a 2.800 metros do nivel do
mar, ¢ a temperatura ideal para o cultivo da espécie fica entre 18°C e 23°C
(CAMARGO et al., 2010). O cultivo do café (Coffea arabica ¢ Coffea
canephora) é uma das principais atividades econOmicas e sociais do pais. A
producdo da safra de 2014 foi de 45,141 milhoes de sacas de café beneficiado,
em uma area total de 2.221.816,2 hectares €71,2% s@o cultivados com Coffea
arabica (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2014).

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador mundial de café, sendo a
espécie Coffea arabica a mais comum, cultivada em 14 estados brasileiros, com
destaque para Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Bahia, Parand e
Rondénia. Em 2014, 1.338.132 toneladas de café foram exportadas, gerando
cerca de oito bilhdes de ddlares de divisas (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2014).

Inumeros fatores podem prejudicar a produgdo e a qualidade do café e
as doengas que acometem o cafeeiro tém grande impacto na cultura. Entre
asdoengas que causam prejuizos a cultura do café, nos ultimos anos, vem se

destacando a mancha manteigosa.
2.2 A mancha manteigosa do cafeeiro
A mancha manteigosa foi descrita pela primeira vez em Coffea arabica

na Costa Rica, acreditando que era uma doenca de natureza virdtica

(WELLMAN, 1957).Estudos feitos por Vargas e Gonsalez (1972) elucidaram a
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etiologia da doenga como sendo de origem fungica e tendo como agente causal o
fungo filamentoso Colletotrichum gloeosporioides.

Os sintomas iniciais da mancha manteigosa ocorrem em folhas novas,
com o aparecimento de mancha de cor verde-clara, de aspecto oleoso, menos
brilhante que a superficie da folha, medindo de 2 a 10 mm de didmetro. Em
estagios avancados, as manchas apresentam coloracdo verde-palida a amarela e
bordas irregulares. Por fim, as manchas coalescem, determinando queda
prematura das folhas (WELLMAN, 1957). Ataques intensos sd3o observados em
folhas e ramos novos em plantas adultas, ocorrendo necrose e seca de ramos na
parte apical, podendo levar a morte das plantas de forma descendente. Ferreira et
al. (2009) verificou que a maior incidéncia dopatégenoé durante a estacio
quente e chuvosa, quando ha intensas brotacdes nas plantas.

Nos ultimos anos, a mancha manteigosa vem ganhando destaque no
Brasil, pois observagdes em campo tém mostrado o seu agravamento,
principalmente quando o fungo ataca as flores e frutos em expansdo. As plantas
doentes ndo conseguem produzir frutos, mesmo com boa brotagido e, na medida
em que comegam a desenvolver os frutos “chumbinhos”, esses mumificam e
caem no solo, podendo chegar a perdas totais deproducdo (FERREIRA, 2006).
Atualmente, a doenga ocorre de forma efetiva nos estados de Minas Gerais, S2o
Paulo, Parand, Espirito Santo, Rondénia e Amazonas, tanto em Coffea arabica
quanto em Coffea caneforae em grande parte das cultivares comerciais
disponiveis no mercado (FERREIRA, 2004).

A transmissdo da doenga ndo esta totalmente elucidada, porém trabalhos
feitos por Vargas e Gonzalez (1972) e Miranda(2003) mostraram que a
transmissdo ¢ feita via sementes oriundas de plantas enfermas e sé é expressa
mediante a um estresse fisioldgico sofrido pela planta.

De acordo com estudos feitos por Ferreira et al. (2009), a doenca se

dispde na lavoura em focos unitarios e aleatorios, o que vem corroborar com 0s
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estudos que apontam as sementes, oriundas de plantas enfermas, como a
principal via de transmissibilidade da doenca. Ferreira (2004) observou sintomas
tipicos da doenga em plantulas, oriundas de sementes de plantas enfermas no
campo, evidenciando que a doenca s6 ocorre em condigdes especiais de
suscetibilidade, sendo essas genéticas e/ou ambientais.

Desde a primeira descri¢do da doenca, feita por Wellman em 1957, tem
sido recomendada como medida de controle a erradicagdo de todas as plantas
doentes. Porém, relatos da doenca surgiram (VARGAS; GONSALEZ, 1972) e
atualmente existem casos nos principais estados produtores de café do Brasil.
Diante desse fato, novos métodos estdo sendo testados para o combate da
doenga.

Dorizzotto e Abreu (1993) realizaram teste de patogenicidade com
isolados de Colletotrichum spp., inoculados em plantulas de café dos gendtipos
Sarchimor e Catimor. Os resultados mostraram que ambos os gendtipos tiveram
reacdo de susceptibilidade e os isolados patogénicos foram associados ao agente
causal da mancha manteigosa.

Com o intuito de avaliar a patogenicidade em plantulas e em frutos
verdes de café, Nechet e Abreu (2002) inocularam oito isolados de
Colletotrichum spp. em plantulas e em frutos. Ossintomas de infec¢do nas
plantulas e nos frutos verdes de café foram observados a partir dos 10 dias apds
inoculacdo, obtendo-se infecgdo maxima de 51,27% aos 30 dias. Embora esses
isolados tenham sido patogénicos as plantas de café, eles ndo acarretaram a
morte das mesmas.

No teste de patogenicidade, realizado por Miranda(2003), foram
utilizados 10 isolados de C. gloeosporioides. Observou-se a patogenicidade
desses isolados nas duas cultivares inoculadas, Catuai Vermelho e Catuai

Amarelo. Ainda, segundo o autor, isolados que ocasionam sintomas da mancha



15

manteigosa em cafeeiros causam lesdes necrdticas similares aquelas que
ocasionam aCoffea Berry Disease (CBD).

Santos Neto (2012) realizou teste de patogenicidade em oito cultivares
de Coffea arabica, Paraiso MG H419-1, Catignd MG-2, Oeiras MG-
6851,Sacramento MG-1, Pau Brasil MG-1, Araponga MGI, Catuai Vermelho
IAC 144, Mundo Novo IAC 376\4, inoculadas com suspensdes de esporos a
uma concentragio de 2x10°, de um unico isolado de Colletotrichum spp., no
segundo par de folhas verdadeiras. Todas as cultivares avaliadas foram
classificadas como suscetiveis, apresentando manchas irregulares de coloragio
castanho a castanho acinzentado.

Recentemente, em estudos realizados pela University of Hawaii, foram
identificadas plantas de café com lesdes muito semelhantes aquelas encontradas
em plantas atacadas pela mancha manteigosa. Tais estudos detectaram também
um FEnamovirus, raro em lesdes semelhantes aquelas tipicas da mancha
manteigosa, sendo necessarios mais estudos para que se estabelega o real papel

de cada organismo (UNIVERSITY OF HAWALII, 2014).

2.3 Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum ¢ um dos principais géneros de fungos fitopatogénicos
em todo o mundo, especialmente em regides tropicais e subtropicais (BAILEY
et al., 1992). O primeiro relato de ocorréncia de Colletotrichum em cafeeiro no
Brasil foi feito por Noak (1902) que denominou o isolado de Colletotrichum
coffeanum. O patogeno foi descrito com base em manchas existentes nas folhas
em associacdo ou ndo com cercospora, em ramos de cafeeiros nos estados de
Sdo Paulo e Rio de Janeiro. Acérvulos foram encontrados em manchas salientes

nas pontas dos ramos secos e em ramos vegetativos.
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Comumente encontrado em sua forma anamodrfica, também, pode ser
encontrado em sua forma telomorfica, denominada de Glomerella cingulata. O
Colletotrichum spp. se reproduz de forma assexual, produzindo conidios
unicelulares, formando massas de cor salmao (SUTTON et al., 1992). O micélio
¢ geralmente aéreo, com aspecto cotonoso e coloracdo bastante variada, de
branco a cinza-escuro (ANDRADE et al., 2007). Em decorréncia da germinacao,
um conidio pode emitir um ou mais tubos germinativos, que, por sua vez, podem
formar apressorios em suas extremidades, estrutura importante no processo de
infec¢do da planta.

No trabalho desenvolvido por Miranda (2003), foi confirmado, por meio
de caracterizagdo morfoldgica e por marcadores molecularesRAPD e SSR, que o
agente etioldgico da mancha manteigosa é o fungo filamentoso Colletotrichum
gloeosporioides. Porém, ndo ha um consenso sobre a taxonomia da espécie;
muitos autores acreditam que o que hoje ¢ denominado de C. gloeosporioides ¢,
na verdade, um complexo de espécies aparentadas (WEIR; JOHNSTON;
DAMM, 2012).

Antes do advento dos estudos que possibilitaram dados de
sequenciamento do DNA, os conceitos taxondmicos de Colletotrichumeram
baseados em caracteristicas tais como espécie hospedeira, substrato, tamanho e
forma do conidio, forma dos apressorios, taxa de crescimento, cor da coldnia,
entre outras. Entretanto, essas caracteristicas sofrem altera¢des, quando se
modificam, por exemplo, as condi¢des de crescimento do fungo ndo conferindo
confiabilidade e repetibilidade aos dados (WEIR; JOHNSTON; DAMM,2012).
Porém, dados moleculares também tém apresentado inconsisténcia, isto €, mais
de 86% das sequéncias ITS designadas como C. gloeosporioides no
GenBankndo pertencem a mesma espécie que o ecdtipo (CAL; HYDE;

TAYLOR, 2009; HYDE et al., 2009).
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Em um levantamento feito porWeir, Johnston ¢ Damm (2012) acerca do
complexo C. gloeosporioides, foram analisados 156 isolados, oriundos de varios
paises e de diversos hospedeiros, considerando-os representativos para o
complexo em questdo. Apods andlises morfologicas em associagdo a dados
moleculares, obtidos a partir de regides ITS e de mais oito genes nucleares, entre
eles os genes da calmodulina, quitina-sintase, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, glutamina sintetase, P-tubulina, entre outros, a populagéo
analisada foi classificada em 22 espécies e uma subespécie, demonstrando,
assim, a grande variabilidade presente no complexo C. gloeosporioides.

Desta forma, somente dados de sequéncias de varios genes combinados
com a identificacdo morfologica tradicional podera fornecer informagdes
confidveis quanto a identificacio de espécies dentro do complexo C.

gloeosporioides (PHOULIVONG et al., 2010).

2.4 Caracterizac¢ao do fungo filamentoso Colletotrichum gloeosporioides

A fim de identificar de forma correta ¢ obter informacdes acerca da
variabilidade presente dentro da espécie C. gloeosporioides, véarios autores se
dispuseram a caracterizar, em varios aspectos, o fungo em questdo. Dias (2002)
realizou estudos, utilizando isolados de Colletotrichum spp., oriundos de lesdes
da mancha manteigosa do cafeeiro, referentes a temperatura Otima para a
produ¢do de conidios e mostrou que, apesar da alta variabilidade, as
temperaturas ficaram entre 23°C e 25°C. Resultado semelhante foi encontrado
por Pandey, Yadava e Manoharan (2012), em isolados de C. gloeosporioides,
oriundos de lesdes em manga (Mangifera indica L.).

Dias (2002) constatou que a temperatura entre 22°C a 35°C
proporcionou a maxima germinacdo. A grande variabilidade na temperatura

otima para o crescimento micelial, a capacidade de esporulacdo e germinagio
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conidial pode estar relacionada com a alta capacidade de adaptacéo climatica de
diferentes genotipos, sugerindo a existéncia de ecotipos de C. gloeosporioides
(ESTRADA; DOOD; JEFFRIES, 2000).

Quanto a germinacdo conidial, Nechet e Ferreira (1999) avaliou
diferentes meios de cultura com diferentes isolados de Colletotrichum spp.,
oriundos da mancha manteigosa do cafeeiro e concluiu que o meio batata-
dextrose-agar 2% (BDA 2%) conferiu maior crescimento micelial ao fungo
seguido pelo meio malte-agar2% (MEA2%), mesmo resultado encontrado por
Lopez e Lucas (2010) em isolados oriundos do cajueiro. Porém, Pandey, Yadava
¢ Manoharan(2012) avaliou isolados de C. gloeosporioides, a partir de lesdes de
manga e observou maior taxa de crescimento micelial em meio MEA 2%.

A coloragdo apresentada pela colonia é um fator importante para a
correta identificagdo da espécie. Dias (2002) caracterizou nove isolados de C.
gloeosporioides, oriundos da mancha manteigosa do cafeeiro, quanto a
coloracdo da colonia, observando colonias brancas, cinza clara, cinza escuro e
verde olivaceo. Mafacioli et al. (2006), também, avaliou a coloragdo da coldnia
de isolados de C. gloeosporioides, oriundos da pupunheira e observou col6nias
brancas, brancas acinzentadas, cinza e cinza escuro.

Feitosa (1977) caracterizou a dimensdo dos conidios, produzidos por
isolados de Colletotrichum spp., provenientes do cafeeiro e observou grande
variagdo no comprimento, com extremos de 10,53 a 20,20 pm e largura
oscilando de 4,08 a 7,41 pm. Dias (2002) observou conidios variando em
comprimento de 7,3 a 17,15 pum, e em largura de 2,4 a 4,9 um. Esses resultados
sdo semelhantes aos relatados na literatura, em isolados oriundos do mamociro,
cajueiro, pupunheira, Stylosanthes spp. e citros (ANDRADE et al., 2007;
LOPEZ; LUCAS, 2010; MAFACIOLI et al., 2006; MUNAUT; HAMAIDE;
MARAITE, 2001; PHOULIVONG et al., 2010).
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A formacdo de apressdrios em conidios de C. gloeosporioides tem
grande importdncia na entrada do patéogeno no hospedeiro, visto que ele ¢
responsavel pela adesdo, penetragdo e sobrevivéncia do conidio (FERREIRA et
al., 2009). Desse modo, o tamanho e forma dos apressérios se tornam
importantes para a caracteriza¢do de isolados da espécie. Andrade et al. (2007)
observou em estudos com C. gloeosporioides isolado a partir de lesdes de
mamoeiro, apressorios variando de 8,09 a 14,38 um de comprimento ¢ 5,78 a
8,68 um de largura e formato lobado e circular. Lopez e Lucas (2010) observou
resultados semelhantes, assim como Mafacioli et al. (2006) e Phoulivong et al.
(2010).

Outra caracteristica importante, para a caracterizagdo de isolados, é o
seu crescimento em meio de cultura. Dias (2002), caracterizando isolados
oriundos de lesdes no cafeeiro, verificou valores de IVCM de 17,6 a 22,4
mm/dia, também, classificando-os como de crescimento rapido. Andrade et al.
(2007) avaliou o Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) em meio
Batata-dextroxe-agar (BDA) para 33 isolados de Colletotrichum spp.
patogénicos ao mamoeiro, caracterizando-os como de crescimento rapido com
valores de IVCM oscilando de 5,84 a 13,16 mm/dia. Rocha, Oliveira e Menezes
(1998), utilizando isolados de Colletotrichum spp. patogénicos ao
maracujazeiro, Lopez e Lucas (2010) e Mafacioli et al. (2006) encontraram
resultados semelhantes.

A porcentagem de conidios germinados para nove isolados de C.
gloeosporioides variou de 70,90 a 99,14% de conidios germinados e foi
observado também que a porcentagem de esporulagdo variou de 0,13 a 13,44%,
segundo Dias (2002). A presenca da fase teleomorfica, Glomerela cingulata, foi
observada em pelo menos um dos isolados avaliados nos trabalhos de Andrade

et al. (2007), Dias (2002), Lopez e Lucas (2010) e Mafacioli (2006).
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A ampliagdo da variabilidade genética, dentro de uma espécie
patogénica a determinada cultura, é um fator importante a ser estudado, visto
que quanto maior a variabilidade encontrada na espécie do patdgeno, mais dificil
sera o controle da doenga por meio de gendtipos resistentes ¢ mais rapido novos
alelos de genes de resisténcia podem ser quebrados. Dessa forma, o estudo
acerca desse fenomeno se faz necessario, bem como informagdes sobre os
mecanismos que geram variabilidade no patégeno. Neste contexto, aformagio de
um tipo de hifa especializada denominada de tubos de anastomose entre conidios
(Conidial Anastomosis Tubes - CAT's) tem sido descrita com um mecanismo
potencial de recombinagio assexual e transferéncia de genes (ISHIKAWA et al.,
2010;ISHIKAWA et al., 2012; MEHRABI et al., 2011;ROCA et al., 2004)

Em trabalho realizado por Roca et al. (2004), por meio de microscopia
eletronica de varredura e transmissdo, foi observada a transferéncia de
mitocondrias e vactolos entre conidios de C. lindemuthianum. Ishikawa et al.
(2010), trabalhando com C. lindemuthianum,oriundo de lesdes da antracnose do
feijoeiro, observou por meio de microscopia de fluorescéncia, utilizando
isolados transformados com GFP (Green fluorescent protein), a transferéncia de
material genético entre conidios, por meio dos CAT’s, evidenciando, assim, o
potencial de tal estrutura para a transferéncia horizontal de genes. No mesmo
trabalho, Ishikawa et al. (2010) constatou que 26% dos conidios formaram
CAT's.Ja Pinto et al.(2012), avaliando populagdes de linhagens de C.
lindemuthianum e Barcelos et al. (2014) de Glomerella spp., ambas isoladas de
lesdes de antracnose do feijoeiro, encontraram linhagens com até 60 ¢ 78,5% de
CAT’s, respectivamente. Araujo e Stadnik (2013), utilizando isolados de C.
gloeosporioides, oriundos da mancha foliar de glomerela da macieira, observou
a formagdo de CAT's de 1,5 a 8,2%, concluindo que tal variacdo ¢ afetada pelo

genotipo do fungo.
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Outro mecanismo de recombinagdo assexual em fungos é o ciclo
parassexual, descrito pela primeira vez por Pontecorvo e Roper (1953). Para a
ocorréncia deste processo entre linhagens diferentes do fungo, € necessario que
as mesmas apresentem compatibilidade micelial (LESLIE et al., 1993).

Ishikawa, Souza e Davide (2008), avaliando rea¢des de compatibilidade
micelial entre isolados de C. lindemuthianum, oriundos de lesdes da antracnose
do feijoeiro, observou alta compatibilidade entre os isolados, com valores
variando de 38,5% a 100%, indicando que o ciclo parassexual pode ocorrer
nessa espécie. Mota (2013),avaliando compatibilidade micelial de isolados de C.

lindemuthianum,oriundos do feijoeiro, observou valores variando de 0 a 31,82%.

2.5 Interacdes C. gloeosporioides e o cafeeiro

Segundo Lins, Abreu e Alves (2007), conidios de Colletotrichum
gloeosporioides se aderem a depressdes das células da epiderme e das células-
guardas dos estdmatos da folha do cafeeiro. Ferreira et al. (2009) constatou que
trés horas apods a inoculagdo de conidios na superficie da folha do cafeeiro,
ocorreu o intumescimento dos conidios e a formacdo de septo. Também foi
observado aciimulo de material extracelular ede mucilagem, que tem papel
importante na adesdo dos conidios sobre a folha, no controle da germinagéo, na
aderéncia de tubos germinativos ¢ formac¢do de apressorios (BERGSTROM;
NICHOLSON, 1981). No mesmo trabalho foi demonstrada que a penetragdo das
hifas ocorre, geralmente, de forma direta sendo observada a degradacdo da
cuticula no ponto de aderéncia do apressério. Porém, também, foi constatada a
penetragdo de hifas sem apressorios pelos estomatos da folha do cafeeiro,
demonstrando que a formacdo de apressdrio nem sempre é determinante para o

processo de infec¢@o no patossistema em questio.
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Pereira et al. (2009), também, observou a infec¢do de isolados de C.
gloeosporioides pelo hipocétilo de plantulas de Coffea arabica. Neste estudo,
foi comparada a infeccdo em hipocotilos com ferimento e sem ferimento, sendo
constatada maior atividade no que se refere a germinagdo e produgdo de
apressorios, em hipocotilos com ferimentos, o que pode ser explicado pela
presenca de substancias exsudadas pela planta em torno dos ferimentos que,
segundo Skipp (1995), juntamente com nutrientes, aumentam o indice de
germinacao.

A colonizagdo do patdgeno no hospedeiro se da de forma sistémica e em
todas as diregdes, ocorrendo hifas nos tecidos do floema, xilema, cortex e em
células do endosperma,ocasionando a morte de ramos, mumificagdo dos frutos e
queda das folhas. Também foram observadas hifas colonizando os tecidos dos

frutos, como o exocarpo, epiderme ¢ mesocarpo (PEREIRA et al., 2009).

2.6 Marcadores IRAP E REMAP

Os marcadores IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism)
e REMAP (Retrotransposon- Microssatelite Amplified Polymorphism) surgiram
em 1999 com Kalendar. Estes marcadores apresentam ampla aplicabilidade, pois
sdo abundantes no genoma, possuem alta repetibilidade, especificidade dos locos
e usam baixa quantidade de DNA, porém apresentam nivel médio de
polimorfismo (KALENDAR; SHULMAN, 2006).

Baseados em retrotransposons, esses marcadores tém como principio a
amplificacdo de sequéncias de DNA, localizadas em regides do genoma entre
dois retrotransposons, no caso do IRAP e entre um retrotransposon e um
microssatélite no caso do REMAP.

Os marcadores IRAP ¢ REMAP podem ser empregados em estudos

acerca de diversidade e variabilidade intra e interespécies, além de possuir varias
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vantagens tais como a alta repetibilidade, pois sdo envolvidos primers
especificos, baixo custo quando se compara com outras técnicas € geram um
grande nimero de marcas polimoérficas (SANTANA et al.,2013).

Santos et al. (2012) foram os primeiros a aplicar os marcadores IRAP e
REMAP no género Colletotrichum, utilizando 54 isolados da espécie C.
lindemuthianum pertencentes a 24 racas patogénicas distintas. Combinando os
locos amplificados pelo IRAP ¢ REMAP, foram amplificados 45 locos sendo
62% polimérficos, diferenciando até mesmo isolados que apresentavam perfis
idénticos de viruléncia.Mota (2013), utilizando o marcador IRAP, em uma
populagdo de 22 linhagens de fungos do género Colletotrichum, obteve 49
bandas polimorficas diferenciando-os em 14 grupos distintos, mostrando, assim,

a grande aplicabilidade da técnica para o género em questdo.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Resisténcia a Doengas de
Plantas, no Laboratorio de Genética Molecular, em casa de vegetacdo e em
camara de nebulizacio, situados no Departamento de Biologia e no Laboratorio
de Microscopia Eletronica no Departamento de Fitopatologia, todos na

Universidade Federal de Lavras.

3.1 Obtencio dos isolados de Colletotrichum spp.

Os isolados foram obtidos a partir de lesdes nas folhas de cafeeiro das
cultivares Catuai e Topazio, coletadas no municipio de Lavras, MG. As lesdes
foram cortadas e desinfestadas em alcool 70% por dois minutos, em hipoclorito
1% por dois minutos e, posteriormente, lavadas em agua estéril durante dois
minutos. Os cortes foram depositados em placas de Petri com meio de cultivo
MEA 2% e acondicionados em BOD a 22 °C no escuro. Apos 10 dias, as

culturas monosporicas foram obtidasa partir das colonias com esporulagio.

3.2 Teste de Patogenicidade

Para o teste de patogenicidade, foramrealizados dois experimentosque

diferiram quanto a metodologia de inoculagao, descritas a seguir.

3.2.1 Inoculacdo com suspensio de esporos de Colletotrichum spp.

O teste de patogenicidade foi realizado no delineamento inteiramente

casualizado (DIC), em esquema fatorial 4x2, com duas repeti¢des, onde quatro

isolados (UFLA 1, UFLA 36, UFLA 86 ¢ UFLA 5) foram inoculados em duas
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cultivares, Topazio e Mundo Novo. Suspensdes de esporos foramobtidas, apds
raspagem das placas e a concentragio da solugio foi ajustada a 2x10° com
auxilio da camara de Newbauer. As inoculagdes foram feitas borrifando-se a
suspensdo de esporos na face abaxial da folha, em mudas que apresentavam trés
pares folhas verdadeiras onde, anteriormente, foram feitos ferimentos utilizando-
se agulhas entomologicas. As avaliagdes foram realizadas 20 e 30 dias apos as

inoculagdes.

3.2.2 Inoculacdo com micélio de Colletotrichum spp.

No teste de patogenicidade utilizando-se micélio como inoculo, palitos
autoclavados foram colocados sobre o meio de cultura Malte-agar 2%, contendo
colonias dos isolados: UFLA 1, UFLA 36, UFLA 86 e UFLA 5 de
Colletotrichum spp.. Apos os palitos estarem totalmente tomados pelo micélio,
estes foram introduzidos no hipocétilo de mudas que apresentavam trés pares de
folhas verdadeiras. As avaliagdes foram realizadas 20 e 30 dias apos a
inoculac@o. O experimento foi conduzido em DIC no esquema fatorial 4x2 com
duas repeti¢des, onde foram inoculados os quatro isolados em mudas de café das

cultivares Topazio e Mundo Novo de Coffea arabica.

3.3 Caracterizacao de isolados de Colletotrichum spp.

A caracterizagdo fisiologica foi realizada, por meio do indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM) e didmetro colonial. J& a
caracterizagdo citoldgica foi feita avaliando-se a dimensdo dos conidios,
forma¢do de septo em conidios germinados, porcentagem de conidios

germinados, formagdo de tubos de anastomose entre conidios e formagdo de
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apressorios. A caracterizagdo morfoldgica foi feita por meio da avaliagdo do tipo

de colonia formada pelos isolados.

3.3.1 Caracterizacio fisiologica

Para a avaliagdo do IVCM e do diametro colonial, foi conduzido um
experimento em DIC com duas repeticdes, utilizando 87 isoladosde
Colletottrichum spp. oriundo de lesdes da mancha manteigosa do cafeeiro. Cada
tratamento foi representado por um isolado e a parcela constituida por uma placa
de Petri de 90 mm de didmetro.

O IVCM foi avaliado, por meio da leitura das medidas, em milimetros,
entre os didmetros ortogonais das colOnias, em intervalos de 24 horas, durante
oito dias. As médias foram estimadas de acordo com a expressdo adaptada de

Oliveira (1991):

IVCM=Y(D-Da)
N

em que:
IVCM = Indice de velocidade de crescimento micelial.
D = Diametro médio atual da colonia.

Da = Diametro médio da colonia na avalia¢@o anterior.

N = Numero de dias apds o inicio do experimento

O didmetro colonial foi determinado medindo-se o didmetro das

coldnias, em milimetros, apos oito dias de incubagio.
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3.3.2 Caracterizacio citologica dos esporos

Para as avaliagdes citoldgicas, foram utilizados 34 isolados de
Colletottrichum spp oriundos de lesdes da mancha manteigosa do cafeeiro. As
avaliagdes foram feitas para as seguintes caracteristicas: comprimento e largura
dos conidios, porcentagem de conidios germinados, formagio de septo em
conidios germinados, porcentagem de apressorios formados e porcentagem de
tubos de anastomose entre conidios (CAT’s).

Para isso, suspensdes de conidios na concentragdo 1,2 x 10° esporos/ml
foram obtidas a partir de placas contendo meio MEA 2%, apds 15 dias de
incubagdo. Foram adicionados 200uL das suspensdes de esporos em células de
laminas de cultivo e incubadas a 22°C, no escuro, por 24 horas. As amostras
foram avaliadas, apos a adi¢do do corante calcofluor, na concentracdo de
0,12 M. As imagens foram obtidas por meio do microscopio de epifluorescéncia
invertido (Zeis Axio Observer Z1). A fluorescéncia foi detectada a 420/70 nm,
utilizando a objetiva de 40x. As imagens obtidas foram capturadas por meio do
software Axiovision Zeiss.

Para as medi¢des citoldgicas, foi conduzido um experimento em DIC,
com 30 repeti¢des por isolado, de modo que cada repeti¢do foi um esporo. A
largura ¢ o comprimento dos esporos, em micrometros, foram mensurados
utilizando o software Image Tool 3.0.

A presenca de septo em conidios germinados, porcentagem de
apressorios formados e de anastomose entre conidios foram quantificadas, 48
horas apos a incubagdo, observando-se 200 esporos por repeticdo, sendo
utilizadas duas repeticdes.

Para a avaliacio da porcentagem de conidios germinados, um

experimento em DIC foi conduzido em esquema de parcela subdividida no
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tempo, com duas repetigdes. As avaliacdes foram feitas em 24 e 48 horas, sendo

analisados 200 esporos em duas repetigdes.

3.3.3 Compatibilidade micelial de isolados de Colletotrichum spp

O teste de compatibilidade foi realizado confrontando-se os isolados
dois a dois, sendoutilizados 45 isolados de Colletottrichum spp oriundos de
lesdes da mancha manteigosa do cafeeiro. Discos miceliais de 5 mm de
diametro, de cada isolado, foram pareados em placas de Petri, contendo meio
BDA e incubados, no escuro, a 22 °C. As avaliagdes foram realizadas apos 15
dias de incubagdo. A compatibilidade micelial foi determinada quando houve

mistura uniforme dos micélios dos dois isolados.

3.3.4 Caracterizaciio morfologica das colonias

Para a caracterizagdo morfoldgica das colonias, 86 isolados de
Colletotrichum spp, oriundo de lesdes da manchamanteigosa do cafeeiro, com
15 dias, foram analisados em meio BDA, avaliando-se a produgdo de esporos
(ascosporos e/ou conidios). Os isolados foram classificados como conidiais
quando apresentarem produgdo de conidios, e periteciais quando apresentarem

producdo de peritécio e ascosporos.

3.4 Caracterizacao molecular

Para caracterizacdo molecular, 32 isolados de Colletottrichum spp,
oriundo de lesdes da mancha manteigosa do cafeeiro, foram cultivados em meio
liquido glicose-levedura-agar (GLA) e incubados em agitador a 110 rpm com

temperatura de 22 °C, durante sete dias. A partir do micélio obtido, foi feita a
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extragdo do DNA, utilizando o kitPromega® Wizard Genomic DNA
Purification.

A caracterizagdo molecular foi realizada, por meio do marcador IRAP,
que ¢ baseado em iniciadores concebidos a partir de regides conservadas TDR
(Sequéncias repetidas terminais diretas) do RetroCl (Retroelemento
Colletotrichum lindemuthianum 1). As reagdes do marcador IRAP foram feitas
baseados nos primers CIIRAP1, CIRAP2 e CIIRAP4 nas combinagdes
CIIRAP1 e CIIRAP4 ¢ CIIRAP2 e CIIRAP4 (Tabela 1)

Tabela 1 Sequéncias dos primers dos marcadores IRAP

Técnica Identificacdo Sequéncia

IRAP CIIRAP2 5’AATAACGTCTCGGCCTTCAG 3’
CIIRAP4 5’CTTTTGACGAGGCCATGC 3’
CIIRAP1 5’CGTACGGAACACGCTACAGA 3’

Fonte: (SANTANA et al., 2013).

Para as analises do IRAP, as bandas amplificadas pelos primers foram
identificadas visualmente e identificadas como 1 (presenca de banda) e 0
(auséncia de banda) para cada isolado. As estimativas de similaridade genética
(sgij) entre os isolados foram efetuadas pelo coeficiente de Dice (1945) usando o
programa NTSYS — pc 2.1 (ROHLF, 2000). A matriz de similaridade foi
empregada para construir o dendograma e a andlise de agrupamento foi realizada
pelo método da média das similaridades (UPGMA). Os isolados pertencentes a
diferentes grupos foram identificados no dendograma a partir da estimativa do
valor maximo significativo de similaridade (sgm). O sgm (linha de corte) foi
estimado, por meio do teste de t, utilizando-se a expressdo sgm = 1- (¢ x sgs), em

que ¢t ¢ o valor tabelado da distribuigcdo de ¢ de Student, a 1% de probabilidade,
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com n-2 graus de liberdade e o sgs € o erro médio das comparacdes consideradas

(SCHNEIDER; ROESSLI; EXCOFFIER, 2000).

3.5 Analises estatisticas

Os dados das caracteristicas fisioldgicas, citologicas ¢ morfologicas
foram submetidos & andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo
teste Scott-knott, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o software

Rstudio (RSTUDIO, 2012).
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4 RESULTADOS

4.1 Teste de Patogenicidade

Nos dois experimentos todos os isolados utilizados ndo foram

patogénicos para ambas as cultivares.

4.2 Caracterizacao fisiolégica

Na analise de variancia para o IVCM e para o didmetro colonial, houve
diferenga significativa entre os isolados avaliados e as médias formaram quatro
grupos distintos para ambos os caracteres (Tabela 2). As estimativas variaram de
5,28 (UFLA 41) a 10,78 mm/dia (UFLA 78) ¢ de 46 (UFLA 41) a 80 mm
(UFLA 78) para o IVCM e o diametro colonial, respectivamente.

Tabela 2 Estimativas de médias para o IVCM (mm/dia) e didmetro colonial
(mm), 8 dias apds a incubagdo dos isolados de Colletotrichum spp.
avaliados

Isolado IVCM Diametro Isolado IVCM Diametro
UFLA 78 10,78 A 80,00 A UFLA 58 9,99 A 77,00 A
UFLA 38 1042 A 80,00 A UFLA 79 999 A 77,00 A
UFLA39 1042 A 80,00 A UFLA 13 9,92 A 76,50 A
UFLA 43 10,42 A 80,00 A UFLA26 992 A 76,50 A
UFLA 44 1042 A 80,00 A UFLA 45 992A 76,50 A
UFLA 48 1042 A 80,00 A UFLA36 9,92 A 76,50 A
UFLA 51 10,42 A 80,00 A UFLA 6 9,92 A 76,50 A
UFLA 52 1042 A 80,00 A UFLA 55 9,85A 76,00 A
UFLA 53 1042 A 80,00 A UFLA 76 9,85 A 76,00 A
UFLA 60 1042 A 80,00 A UFLA 49 9,85A 75,00 B
UFLA 68 10,42 A 80,00 A UFLA 61 9,85A 76,00 A
UFLA73 1042 A 80,00 A UFLA 5 9,78 B 75,50 B
UFLA74 1042 A 80,00 A UFLA72 9,78B 75,50 B
UFLA 75 10,42 A 79,00 A UFLA S50 9,71B 75,00 B
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Isolado IVCM Diametro Isolado IVCM Diametro
UFLA 77 10,42 A 80,00 A UFLA 1 9,71 B 75,00 B
UFLA 81 10,42 A 80,00 A UFLA9 9,71 B 75,00 B
UFLA 82 10,42 A 80,00 A UFLA 19 9,68B 77,50 A
UFLA 8 10,42 A 80,00 A UFLA 71 9,64B 74,50 B
UFLA9 1042 A 80,00 A UFLA33 9,57B 74,00 B
UFLA 25 10,42 A 80,00 A UFLA46 9,57B 74,00 B
UFLA 14 10,42 A 80,00 A UFLA24 9,56B 79,00 A
UFLA 7 10,42 A 80,00 A UFLA23 9,50B 79,00 A
UFLA 2 10,42 A 80,00 A UFLA 15 9,50B 77,50 A
UFLA 86 10,42 A 80,00 A UFLA20 9,43B 79,50 A
UFLA 17 10,42 A 80,00 A UFLA 80 9,42B 73,00 B
UFLA 28 10,42 A 80,00 A UFLA 4 9,31 B 73,50 B
UFLA 27 10,42 A 80,00 A UFLA 54 928B 72,00 B
UFLA 11 10,42 A 80,00 A UFLA 63 9,28B 72,00 B
UFLA 3 10,42 A 80,00 A UFLA 65 9,21B 71,50 B
UFLA 62 10,35 A 79,50 A UFLA 34 9,18B 76,50 A
UFLA 57 10,35 A 80,00 A UFLA 64 9,14B 71,00 B
UFLA 37 10,35 A 79,50 A UFLA 85 9,12B 78,00 A
UFLA 59 10,28 A 79,50 A UFLA66 899B 70,00 B
UFLA 32 10,28 A 79,00 A UFLA 30 8,93B 76,50 A
UFLA16 10,28 A 79,00 A UFLA35 8,87B 76,00 A
UFLA70 10,21 A 78,50 A UFLA 67 8,71 B 68,00 B
UFLA 31 10,21 A 78,50 A UFLA 83 8,57B 67,00 B
UFLA 47 10,14 A 78,00 A UFLA 84 8,37B 71,00 B
UFLA 69 10,07 A 77,50 A UFLA42 7,21C 57,50 C
UFLA 29 10,07 A 77,50 A UFLAS6 6,85C 55,00 C
UFLA 97 10,07 A 77,50 A UFLA40 6,28D 51,00 D
UFLA 12 10,07 A 77,50 A UFLA41 528D 46,00 D
UFLA 22 10,07 A 77,50 A

*Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, estdo agrupadas na mesma classe,
de acordo com o teste de Scott-Knott (P<0,05).

4.3 Caracterizacao citologica dos esporos

Na andlise citologica dos esporos houve diferenca significativa entre os

isolados avaliados para todas as caracteristicas (Tabela 3). Para o comprimento

dos conidios, os isolados formaram nove grupos eas estimativas das médias
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variaramde 14,00 (UFLA 87) a 19,46um (UFLA 24). Para a largura dos
conidios, os isolados foram agrupados em sete classes e as estimativas variaram

de 3,75 um (UFLA 87) a 5,28 pm (UFLA 52).



Tabela 3 Estimativas das médias do comprimento e largura (um) dos conidios, porcentagem de conidios germinados
nos tempos de 24 e 48 horas, porcentagem de tubos de anastomose entre conidios (CAT's) e porcentagem de
conidios germinados com apressdrios formados dos isolados de Colletotrichum spp. avaliados

Dimenséao dos conidios % Germinacdo
Isolado Comprimento Largura 24 horas 48 horas %CAT's %Apressorios
UFLA 24 19,46 A 4,67 E 10,00 C 06,00 D - 09,50 B
UFLA 49 18,50 B 4,54 E 13,50 C 17,00 C 01,00 B 16,00 A
UFLA 54 17,52 C 4,98 C 22,00 A 36,00 A 01,50 B 02,50 D
UFLA S 16,72 D 5,18 A 06,50 D 07,50 D 02,50 B 07,50 C
UFLA 92 16,11 E 4,83 C 01,50 D 02,00 D - 01,50 D
UFLA 72 16,09 E 4,16 E 16,00 B 16,00 C 08,00 A 15,00 A
UFLA 50 15,86 E 501 B 12,00 C 14,50 C 01,00 B 16,00 A
UFLA 52 15,77 E 5,28 A 10,50 C 09,50 D 06,00 B 07,00 C
UFLA 27 15,64 E 4,89 C 03,00 D 03,50 D 01,00 B 02,00 D
UFLA 73 15,14 F 5,00 B 11,50 C 13,50 C 03,00 B 01,50 D
UFLA 51 15,19 F 4,82 C 27,50 A 30,50 B 01,50 B 10,00 B
UFLA 17 15,00 F 4,86 C 08,00 C 14,50 C 10,00 A 01,50 D
UFLA 39 14,94 F 521 A 11,00 C 11,50 C 16,00 A 07,50 C
UFLA 80 14,85 F 4,73 D 18,00 B 23,00 B 06,50 B 15,50 A
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"Tabela 3, conclusdo"

Dimensao dos conidios

% Germinacdo

Isolado Comprimento Largura 24 horas 48 horas %CAT's %Apressorios
UFLA 62 14,50 G 5,07B 02,50 D 12,50 C 08,50 A 02,50 D
UFLA 68 14,45 G 4,48 C 05,50 D 06,00 D 01,50 B 04,00 D
UFLA 74 14,40 G 4,80 C 21,00 B 17,50 C 11,50 A 06,00 C

UFLA9 14,36 G 5,03B 04,00 D 06,00 D 03,50 B 03,50 D
UFLA 38 14,34 G 4,88 C 11,00 C 07,00 D 02,00 B 03,00 D
UFLA 57 14,29 G 4,90 C 10,00 C 33,00 A 12,50 A 07,50 C
UFLA 59 14,29 G 4,96 C 10,50 C 16,50 C 03,00 B 15,50 A
UFLA 70 14,25 G 4,95C 14,50 B 20,50 C 04,00 B 09,50 B
UFLA 43 14,11 G 4,95C 03,50 D 06,00 D 07,00 A 01,50 D
UFLA 48 14,05 H 4,86 C 12,00 C 18,50 C 00,50 B 05,00 C
UFLA 69 14,04 H 4,71 D 18,50 B 18,00 C 02,00 B 02,50 D
UFLA 53 14,04 H 491C 01,50 D 13,50 C 14,00 A 01,00 D
UFLA 40 14,03 H 3,96 F 01,50 D 02,50 D 04,50 B 01,00 D
UFLA 44 14,03 H 4,89 C 23,50 A 33,50 A 04,00 B 17,00 A
UFLA 65 14,03 H 4,45 E 28,00 A 29,50 B 09,00 A 02,50 D
UFLA 42 14,03 H 4,99 C 01,50 D 02,00 D - 01,00 D
UFLA 78 14,03 H 4,80 C 18,50 B 17,50 C 16,00 A 20,50 A
UFLA 87 14,00 I 3,74 G 02,50 D 02,00 D 01,50 B 02,50 D

*Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, pertencem ao mesmo grupo, de acordo com o teste de Scott-Knott (P> 0,05).
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Na avaliacdo da porcentagem de conidios germinados (Figura 3), a
interagdo tempo x isolado foi significativa (P<0,05), indicando que a germinagdo
dos conidios dos isolados ndo foi coincidente nas avaliagdes de 24 e 48 horas.
Dessa forma, as médias dos isolados foram comparadas separadamente nos dois
tempos. No tempo de 24 horas, os isolados formaram quatro grupos (Tabela 3),
com as estimativas das médias variando de 1,5% (UFLA 40, UFLA 42, UFLA
53 e UFLA 92) a 28% (UFLA 65). Para o tempo de 48 horas, os isolados
também formaram quatro grupos (Tabela 3), variando as estimativas de 2%
(UFLA 42, UFLA 87 e UFLA 92) a 38,5% (UFLA 66) de conidios germinados.
Em todos os isolados, foi observada a presenca de um, dois ou trés septos em

conidios germinados.

Figura 1 Conidios de isolados de Colletotrichum spp germinados. Microscopia
de epifluorescéncia, corado com calcofluor. A: Conidios germinados
com septos (isolado UFLA 65). B: Conidios germinados com septo
formando apressorios (isolado UFLA 66)

Para a formagdo de CAT's (Figura 2), houve diferenca significativa entre
os isolados, que formaram dois grupos (Tabela 3). O isolado UFLA 48
apresentou apenas 0,5% de CAT’s. Ja isolados UFLA 39 e UFLA 78

apresentaram os maiores valores (16%) para a formacdo de CAT's. Trés isolados
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(UFLA 24, UFLA 92 e UFLA 42) ndo formaram CAT's, dessa forma niao foram

incluidos na analise estatistica.

Figura2 Conidios de Colletotrichum spp formando tubos de anastomoses.
Microscopia de epifluorescéncia, corado com calcofluor. A: Isolado
UFLA 51 formando CAT's. B: Isolado UFLA 78 formando uma
cadeia de CAT's

Na analise da porcentagem de apressdrios formados (Figura 3), houve
diferenca significativa entre os isolados, que foram agrupados em quatro classes
(Tabela 3). As estimativas variaram de 1% (UFLA 42, UFLA 40, UFLA 60 e
UFLA 53) a 20,5% (UFLA 78).
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Figura3 Conidios de Colletotrichum spp formando apressdrios. Microscopia
de epifluorescéncia, corado com calcorfluor. A: Isolado UFLA 78
formando apressorios em conidios germinados. B: Isolado UFLA 80,
formando apressorios em conidios germinados com septo

4.4 Compatibilidade micelial de isolados de Colletotrichum spp.

Todos os isolados apresentaram compatibilidade com ao menos outros
13 isolados de Colletotrichum spp.. Um exemplo pode ser observado na figura 4.
As estimativas de compatibilidade micelial variaram de 28,88% (UFLA 65 e
UFLA 44) a 80% (UFLA 46) (Tabela 4).
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Figura 4 Placas do pareamento mostrando a compatibilidade micelial entre os
isolados de Colletotrichum spp.. A: Isolado UFLA 49 (Seta preta)
apresentando compatibilidade com os isolados UFLA 60 (Seta
brancatracejada), UFLA 63 (Seta preta tracejada) e UFLA 70 (Seta
branca). B: Isolado UFLA 46 (Seta branca) compativel com o isolado
UFLA 51 (Seta preta)

Tabela 4 Porcentagem de compatibilidade (% Comp.) micelial entre os
isolados de Colletotrichum spp. avaliados

Isolado % Comp. Isolado % Comp. Isolado % Comp.
UFLA 46 80,00 UFLA 72 55,55 UFLA 82 44,44
UFLA 75 75,55 UFLA 43 55,55 UFLA 40 44,44
UFLA 63 73,33 UFLA 64 55,55 UFLA 47 42,22
UFLA 55 71,11 UFLA 60 55,55 UFLA 66 42,22
UFLA 78 71,11 UFLA 79 53,33 UFLA 59 42,22
UFLA 71 66,66 UFLAS1 53,33 UFLA 16 42,22
UFLA 53 66,66 UFLA 77 53,33 UFLA 48 40,00
UFLA 38 66,66 UFLA 27 53,33 UFLA 91 40,00
UFLA 39 62,22 UFLA 62 51,11 UFLA 61 40,00
UFLA 57 62,22 UFLA 81 48,88 UFLA 50 37,77
UFLA76 62,22 UFLA 67 48,88 UFLA 93 35,55
UFLA 68 60,00 UFLA 70 48,88 UFLA 45 31,11
UFLA 49 57,77 UFLA 80 46,66 UFLA 41 31,11
UFLA 32 57,77 UFLA 74 46,66 UFLA 65 28,88

UFLA 54 55,55 UFLA 95 46,66 UFLA 44 28,88
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4.5 Caracterizacio morfologica das colonias

Na andlise da caracterizagdo morfologica, 58,13 % dos isolados foram
classificados como conidiais e os demais 41,8% foram classificados como
periteciais/conidiais (Tabela 5). Exemplos dos dois tipos de colonia podem ser

observados na Figura 5.

Figura 5 Isolados de Colletotrichum spp formando diferentes tipos de col6nia.
A: Isolado UFLA 41 formando col6nia peritecial/conidial. B: Isolado
UFLA 44 apresentando apenas formacdo de conidios
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Tabela 5 Tipo de morfologia da colénia dosisolados de Colletotrichum spp.

avaliados
Isolado Morfologia Isolado Morfologia

UFLA 1 Conidial/Peritecial UFLA 45 Conidial
UFLA 2 Conidial/Peritecial UFLA 46 Conidial/ Peritecial
UFLA 3 Conidial/Peritecial UFLA 47 Conidial
UFLA 4 Conidial/Peritecial UFLA 48 Conidial
UFLA 5 Conidial UFLA 49 Conidial
UFLA 6 Conidial/Peritecial UFLA 50 Conidial
UFLA 7 Conidial/Peritecial UFLA 51 Conidial
UFLA 8 Conidial/Peritecial UFLA 52 Conidial
UFLA 9 Conidial UFLA 53 Conidial
UFLA 10 Conidial/Peritecial UFLA 54 Conidial
UFLA 11 Conidial/Peritecial UFLA 55 Conidial/ Peritecial
UFLA 12 Conidial/Peritecial UFLA 56 Conidial/ Peritecial
UFLA 13 Conidial UFLA 57 Conidial
UFLA 14 Conidial UFLA 58 Conidial/ Peritecial
UFLA 15 Conidial UFLA 59 Conidial
UFLA 16 Conidial/Peritecial UFLA 60 Conidial
UFLA 17 Conidial UFLA 61 Conidial/ Peritecial
UFLA 18 Conidial UFLA 62 Conidial
UFLA 19 Conidial UFLA 63 Conidial/ Peritecial
UFLA 20 Conidial UFLA 64 Conidial
UFLA 21 Conidial UFLA 65 Conidial
UFLA 22 Conidial UFLA 66 Conidial
UFLA 23 Conidial UFLA 67 Conidial/ Peritecial
UFLA 24 Conidial UFLA 68 Conidial
UFLA 25 Conidial/Peritecial UFLA 69 Conidial
UFLA 26 Conidial/Peritecial UFLA 70 Conidial
UFLA 27 Conidial UFLA 71 Conidial
UFLA 28 Conidial UFLA 72 Conidial
UFLA 29 Conidial/Peritecial UFLA 73 Conidial
UFLA 30 Conidial UFLA 74 Conidial
UFLA 31 Conidial/Peritecial UFLA 75 Conidial/ Peritecial
UFLA 32 Conidial/Peritecial UFLA 76 Conidial
UFLA 33 Conidial/Peritecial UFLA 77 Conidial/ Peritecial
UFLA 34 Conidial UFLA 78 Conidial
UFLA 35 Conidial UFLA 79 Conidial/ Peritecial
UFLA 36 Conidial/ Peritecial UFLA 80 Conidial
UFLA 37 Conidial/ Peritecial UFLA 81 Conidial/ Peritecial
UFLA 38 Conidial UFLA 82 Conidial/ Peritecial
UFLA 39 Conidial UFLA 83 Conidial/ Peritecial
UFLA 40 Conidial UFLA 84 Conidial
UFLA 41 Conidial/ Peritecial UFLA 85 Conidial/ Peritecial
UFLA 42 Conidial UFLA 86 Conidial/ Peritecial
UFLA 43 Conidial

UFLA 44 Conidial




42

4.6 Caracterizacio molecular

Nas andlises dos marcadores IRAP, foi amplificado um total de 17
bandas, 14 para a combinag@o CIIRAP1 e CIIRAP e trés bandas para o par
CIIRAP2 e CIIRAP4. Um exemplo do padrdo de bandas geradas pode ser
observado na Figura 6. Com base nas 17 bandas, foi feita uma matriz de
similaridade genética e, em seguida, foi feito um dendrograma, para melhor
visualizagdo dos resultados. A linha de corte dada pela estimativa do maximo
significativo de similaridade (sgm) foi de 0,44753. Pela andlise do dendograma,

foi possivel observar a formagdo de dois grupos estatisticamente diferentes

(Figura 7).
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Figura 6 Perfil de bandas polimérficas para o par de primers IRAP1/IRAP4
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Figura 7 Dendograma de similaridade genética usando marcadores IRAP para
32 isolados de Colletotrichum spp. avaliados
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho, os isolados de Colletotrichum spp., oriundos de
lesdes de mancha manteigosa, ndo foram patogénicos ao cafeeiro. No entanto, ha
relatos na literatura de isolados denominados de C. gloeosporioides, também
isolados de lesdes de mancha manteigosa, que causaram sintomas quando
inoculados em mudas de cafeeiro (DORIZZOTTO; ABREU, 1993; MIRANDA,
2003; NECHET; ABREU, 2002; SANTOS NETO, 2012). Os sintomas descritos
nestes trabalhos foram de manchas irregulares de coloragdo castanho a castanho
acinzentado. Estes sintomas sdo semelhantes aqueles produzidos por isolados de
Colletotrichumspp que causam a CBD no cafeeiro. E importante mencionar que,
no primeiro relato de mancha manteigosa do cafeeiro, a doenga foi atribuida a
virus (WELLMAN, 1957) e, recentemente, foram identificados sintomas muito
semelhantes em cafeeiros no Havai, cuja doenga ¢ causada por um enamovirus
(UNIVERSITY OF HAWALII, 2014). Portanto, torna-se importante investigar e
obter mais informagdes sobre o agente etioldgico da mancha manteigosa do
cafeeiro. Além disso, se isolados ndo patogénicos de Colletotrichum spp.
habitam lesdes de mancha manteigosa é importante investigar qual o papel
dessa(s) espécie(s) no cafeeiro.

A amplitude de variagdo para os valores do IVCM (5,57 a 10,78
mm/dia), no presente trabalho, foi semelhante as obtidas por Andrade et al.
(2007) e Mafacioli et al. (2006) que avaliaram isolados de C. gloeosporioides de
pupunheira ¢ mamoeiro, respectivamente. No entanto, Dias (2002) observou
valores acima de 17,6 mm/dia em isolados do cafeeiro. As diferencas observadas
nos valores do IVCM, obtidos nestes trabalhos, indicam a presenca de
variabilidade genética que pode estar presente entre isolados de uma mesma

espécie e/ou de espécies diferentes no género Colletotrichum.
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A presenca de ampla variabilidade foi detectada para todas
ascaracteristicas citoldgicas analisadas. Para o comprimento ¢ largura dos
conidios, as estimativas das médias foram semelhantes as encontradas por Dias
(2002). As informagdes obtidas sobre a dimensdo dos conidios associada as
demais encontradas para os outros caracteres avaliados, poderdo auxiliar em
estudos futuros para identificar as espécies envolvidas no complexo
Colletotrichum spp. do cafeeiro.

A porcentagem de conidios germinados dos isolados de Colletotrichum
spp. foi inferior aos valores relatados na literatura (DIAS, 2002; BARCELOS et
al., 2014; PINTO et al., 2012). No trabalho de Dias (2002), utilizando isolados
de C. gloeosporioides do cafeeiro, verificaram -se 99% de conidios germinados
em alguns isolados. Estes resultados evidenciam que, apesar da baixa
porcentagem de germinagdo dos isolados avaliados, observou-se a presenga de
apressorios. A auséncia de formacdo de estruturas de infeccdo, tais como de
apressorios poderia justificar a falta de patogenicidade dos isolados de
Colletotrichum spp. avaliados. No entanto, para o isolado UFLA 5 foi detectada
a presenca de apressorios (7,5%). Portanto, a auséncia de patogenicidade pode
ser em virtude da formacdo de apressérios defeituosos, o que afetaria o processo
de pré-infeccdo e/ou a formagdo de hifas secundarias. Entretanto, Ferreira et al.
(2009) tem constatado que a penetragdo das hifas ocorre, geralmente, de forma
direta sendo observada a degradagdo da cuticula no ponto de aderéncia do
apressorio, mas também a penetragdo de hifas sem apressorios pelos estdmatos
da folha do cafeeiro. Diante do exposto, a elucidagdo dos fatores responsaveis
pela falta de patogenicidade dos isolados de Colletotrichum spp. no cafeeiro
requer andlises dos processos de pré-infec¢do e colonizac@o por meio de andlises
de microscopia.

A formacgdo de CAT's tem sido sugerida como ummecanismo potencial

de recombina¢do assexual e transferéncia de genes em fungos (BARCELOS et
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al., 2014; ISHIKAWA et al., 2010; ISHIKAWA et al., 2010b; ISHIKAWA et
al., 2012; MEHRABI et al., 2011; ROCA et al., 2004). No presente trabalho,
91,12% dos isolados avaliados formaram CAT’s ¢ os isolados UFLA 39 ¢
UFLA 78 apresentaram 16% de conidios em fusdo de CAT's. Todos os isolados
avaliados para esta caracteristica apresentaram coldnias conidiais. Em linhagens
de C. lindemuthianum e Glomerella spp. isoladas do feijoeiro tém sido
observada uma maior fusdo de CAT’s (BARCELOS et al., 2014; PINTO et al.,
2012;). No entanto, Aratjo e Stadnik (2013) verificaram uma porcentagem
menor de CAT's em isolados de C. gloeosporioides oriundos da macieira. Estes
resultados evidenciam que a presenga de CAT's, em espécies do género
Colletotrichum de diferentes espécies hospedeiras, é um fenomeno comum e é
uma caracteristica que apresenta ampla variabilidade.

A formagdo de apressorios € um eventoimportante no processo de
infeccdo do patdgeno, sendo essa estrutura responsavel pela adesao, penetragéo e
sobrevivéncia do conidio (FERREIRA et al.,, 2009). Neste trabalho, foram
identificados isolados com até 20,5% de conidios formando apressdrios, valores
esses inferiores aos encontrados por Lopez e Lucas (2010), que observou
isoladosde C. gloeosporioides, patogénicos ao cajueiro, com até 80% dos
conidios formando apressdrios. Estes resultados sugerem que essa caracteristica
¢ muito influenciada pelo gendtipo de cada isolado.

Outro mecanismo que pode gerar variabilidade é ciclo parassexual, o
qual promove a recombinagdo assexual, tal processo ¢ dependente da
compatibilidade micelial entre os isolados (LESLIE et al., 1993). No presente
trabalho, foram encontradosvalores de compatibilidade micelial, variando de
28,88 a 80,00 %, estimativas essas que sdo semelhantes as encontradas por
Ishikawa, Souza e Davide (2008), que, avaliando isolados de C.
lindemuthianum, oriundos de lesdes da antracnose do feijoeiro, observou valores

variando de 38,5 a 100% de compatibilidade micelial. Vale ressaltar que, no
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presente trabalho, foi utilizada uma grande populagio de isolados de
Colletotrichum spp.. Dessa forma, a alta porcentagem de compatibilidade
micelial encontrada entre os isolados ¢ uma evidéncia de que o ciclo parassexual
possa ocorrer nesta(s) espécie(s). No entanto, trabalhos visando avaliar grupos
de compatibilidade vegetativa e a obtencdo de recombinantessdo necessarios
para a comprovacao do ciclo parassexual nesta espécie.

Além da possibilidade de ocorréncia de recombinacdo assexual, chama
atencdo que 41,8% dos isolados de Colletotrichum spp. apresentaram colonias
conidiais/periteciais, indicando que nestes isolados ocorre o ciclo de vida
completo, ou seja, sdo formados esporos assexuais e sexuais. Este fato evidencia
o potencial desta populacdo de isolados em gerar e ampliar a variabilidade
genética.

Os marcadores IRAP tém sido utilizados, para diferenciar espécies do
género Colletotrichum, e foram obtidos a partir do RetroCll (retroelemento
Colletotrichum lindemuthianum 1) (SANTANA et al., 2013; SANTOS NETO,
2012;). No presente trabalho o nuimero de marcas polimérficas obtidas,
utilizando esses marcadores, foi baixo. No entanto, Mota (2013), avaliando 22
isolados de C. lindemuthianum e Colletotrichum spp., oriundosde lesdes da
antracnose do feijoeiro, obtiveram 45 bandas polimérficas, agrupando os
isolados em 14 classes de similaridade genética. Da mesma forma, Santana et al.
(2013), utilizando 27 espécies de fungos de 11 ordens diferentes detectaram
variabilidade genética entre seis espécies.

Este € o primeiro relato de um trabalho, envolvendo um grande numero
de isolados de Colletotrichum spp., oriundos de lesdes de mancha manteigosa.
Os resultados obtidos para todas as caracteristicas avaliadas sugerem ampla
variabilidade entre os isolados. Além disso, se isolados ndo patogénicos de
Colletotrichum spp. habitam lesdes de mancha manteigosa ¢ importante

investigar qual o papel dessa(s) espécie(s) nodesencadear da doenca. Também ¢



48

importante a realizagdo de um estudo de filogenia desses isolados para a
identificacdo da(s) espécie(s) a que pertencem. Todas essas informagdes sdo
importantes para o conhecimento da dindmica populacional de Colletotrichum
spp. e, principalmente, para o manejo ¢ controle da mancha manteigosa do

cafeeiro.
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6 CONCLUSOES

a)

b)

¢)

d)

Os isolados de Colletotrichum spp. avaliados ndo sdo patogénicos ao
cafeeiro;

A populacdo de isolados de Colletotrichum spp., oriundos de lesdes
de mancha manteigosa do cafeeiro, apresentou ampla variabilidade
para todas as caracteristicas avaliadas;

A presenga de tubos de anastomose entre conidios, a ocorréncia de
isolados sexuais e a alta porcentagem de compatibilidade micelial
dos isolados de Colletotrichum spp. evidenciam o grande potencial
dessa(s) espécie(s) na geragdo de variabilidade genética;

Os marcadores IRAP avaliados ndo foram eficientes na andlise de
diversidade dos isolados de Colletotrichum spp. oriundos de lesdes

de mancha manteigosa do cafeeiro.
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APENDICE A - Tabela A1: lista de todos os isolados que participaram dos experimentos
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