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Resumo:

A interacdo Colletotrichum-cafeeiro tem atraido a atengdo de diferentes grupos de pesquisa no Brasil. A
susceptibilidade entre cultivares e testes de patogenicidade cruzada em diferentes hospedeiros sdo empregados para
caracterizacdo patogéncia dos isolados. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a patogenicidade de isolados de
Colletotrichum spp. de cafeeiros e outras plantas cultivadas pela inoculagdo de frutos verdes de diferentes cultivares de
Coffea arabica L. Dez dias ap6s a inoculacéo, lesdes tipicas de antracnose foram observadas nos frutos de todos os
cultivares de cafeeiro usados, principalmente quando inoculados com o isolado 1-12 de C. gloeosporioides. O cultivar
Semperflorens mostrou-se 0 mais susceptivel, apresentando até 100% de frutos com lesdes. Com o cultivar Catuai
Arrepiado foi possivel verificar a ocorréncia de uma provavel especializagdo patogénica, pois somente os isolados obtidos
de cafeeiro foram capazes de induzir lesbes nos frutos deste cultivar. A incidéncia de frutos com lesdes sob inoculacdo
artificial obtida neste estudo foi até mais elevada que as anteriormente descritas na literatura. Entretanto, testes com outros
cultivares de cafeeiro e isolados de Colletotrichum spp. de diferentes culturas devem ser realizados para a melhor
compreensdo da especializagdo patogénica entre estes. e seus diferentes hospedeiros.
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PATHOGENIC CHARACTERIZATION OF Colletotrichum spp. ISOLATES OBTAINED FROM COFFEE AND
OTHER CROPS IN PARANA STATE

Abstract:

The Colletotrichum-coffee interaction has attracted attention of different research groups in Brazil. The
susceptibility of cultivars and cross-pathogenicity tests in different hosts are used for pathogenic characterization of the
pathogens. The main objective of this study was to characterize the pathogenicity of Colletotrichum spp. isolates obtained
from coffee and other cultivated plants by inoculation in green fruits of different Coffea arabica L. cultivars. Ten days after
inoculation, typical anthracnose lesions were observed on fruits of all coffee cultivars included in the study, mainly when
inoculated with 1-12 isolate of C. gloeosporioides. The Semperflorens cultivar was the most susceptible coffee cultivar,
showing up to 100% of fruits with anthracnose lesions. With Catuai Arrepiado cultivar a possible pathogenic specialization
was observed, because only isolates obtained from coffee were able to cause lesions in coffee berries of this cultivar. The
incidence of fruit with lesions under artificial inoculation obtained in this study was higher than reported in previous works.
However, studies with other coffee cultivars and Colletotrichum spp. isolates from different cultivated plants should be
carried out in order to better understand the pathogenicity specialization among these and their different hosts.
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Introducao

Colletotrichum spp. causam doengas em diversas plantas cultivadas ao redor do mundo. Perdas significativas sdo
causadas em culturas como abacate, café, mamao, manga e citros (Freeman et al., 1998; Sanders et al., 2000). Além disso,
plantas que ndo sdo consideradas hospedeiras de Colletotrichum spp. podem também servir como fontes de indculo e
permitir a sobrevivéncia do patégeno ao longo das esta¢des do ano (Freeman et al., 2001; Strand, 1994).

Nos patossistemas de Colletotrichum spp. sdo comumente encontradas associacdes do tipo “mdltiplas espécies do
patégeno X Unico hospedeiro” ou “Unica espécie do patdgeno X mdaltiplos hospedeiros” (Freeman et al., 1998). Um
exemplo dessa associacdo ocorre na cultura dos citros, onde Colletotrichum acutatum causa a queda de flores e
Colletotrichum gloeosporioides é predominantemente um patdgeno pds-colheita que pode sobreviver no campo como
sapréfita e causar apodrecimento de frutos (Zulfigar et al.,, 1996). Testes de patogenicidade cruzada envolvendo
Colletotrichum spp. de diversas culturas e diferentes hospedeiros sdo empregados na caracterizacdo dos isolados de
interesse em relacdo aos hospedeiros (Denoyes & Baudry, 1995; Muniz et al., 1998; Furtado et al., 1999; Perez et al.,
2002). Por meio destes testes foi reportado, por exemplo, a patogenicidade cruzada de C. gloeosporioides e C. acutatum em
abacate, manga e macé (Freeman & Shabi, 1996; Freeman et al., 1998).

Especificamente com relacéo ao café, fungos do género Colletotrichum causadores de sintomas de antracnose tém
sido associados nos Gltimos anos a esta cultura no Brasil e no mundo. Isto se torna preocupante, pois o Brasil se destaca
como o maior produtor e exportador mundial de café, com area cultivada de mais de dois milhdes de hectares, sendo
responsavel por aproximadamente 30% do mercado internacional (ABIC, 2007). Em paises da Africa, a doenca conhecida



como “Coffee Berry Disease” (CBD), que tem Colletotrichum kahawae como agente causal, leva a perdas de até 80% da
producdo (Griffths et al., 1971; Chen, 2002). No entanto, o agente causal da CBD néo foi observado entre as populacfes de
Colletotrichum spp. investigadas nas Américas do Sul e Central até o momento (Hindorf, 1975; Waller et al., 1993;
Chalfoun, 1997; Varzea et al., 2002; Miranda, 2003). No Brasil, as principais espécies encontradas em levantamentos
recentes sdo C. gloeosporioides e C. acutatum (Silva et al., 2005; Miranda, 2003).

Desde o primeiro relato de Colletotrichum sp. no Brasil (Noack, 1901) em folhas de cafeeiro nos Estados de S&o
Paulo e Rio de Janeiro, o fungo tem sido apontado como agente etiolégico de importantes doencas do cafeeiro, como
antracnose em frutos e ramos e mancha manteigosa em folhas (Nechet, 1999; Paradela Filho et al., 2001; Miranda, 2003;
Ferreira et al., 2005). Apesar de ser possivel observar o fungo em sua forma epifitica na superficie de frutos de cafeeiro, ele
é capaz de causar sintomas de antracnose em ramos e frutos quando favorecido por elevada umidade e ferimentos nos
tecidos da planta (Paradela Filho et al., 2001). Ainda assim, os sintomas podem ndo estar relacionados a plantas injuriadas
ou culturas mal manejadas, uma vez que 0s sintomas sao evidentes e ainda mais intensos quando se trata de culturas novas
e bem desenvolvidas (Paradela Filho et al., 2001; Miranda, 2003).

Duvidas quanto a taxonomia do patégeno e sua verdadeira relagdo com o hospedeiro sdo objetos de estudo de
diferentes grupos de pesquisa no Brasil. Uma das maiores dificuldades dos estudos realizados esta em reproduzir os
sintomas em plantulas, ramos e frutos em ambiente controlado, o que enfatiza a hipétese de que os isolados obtidos
correspondem a fungos endofiticos ou epifiticos, ou ainda que os sintomas estejam associados a uma possivel deficiéncia
nutricional das plantas em campo (Zambolim, 2003).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a patogenicidade de isolados de Colletotrichum spp. de cafeeiro e outras
culturas em frutos verdes de diferentes cultivares de Coffea arabica L.

Material e Métodos

Obtencao dos isolados: Isolados de Colletotrichum spp., obtidos de folhas, frutos e ramos de cafeeiros e de outras
culturas como caqui, mexerica, limdo e macd, foram selecionados da colecdo de isolados de Colletotrichum spp. do
Laboratério de Bacteriologia e Virologia do Instituto Agronémico do Parana (Tabela 1).

Patogenicidade de Colletotrichum spp. em frutos verdes destacados: Frutos sadios em estadio verde cana dos
cultivares de cafeeiro MG Rubi, Catuai Arrepiado e Semperflorens foram superficialmente desinfestados com solucéo de
detergente Extran neutro 1% (5 minutos), alcool 70% (1 minuto), hipoclorito de sédio 1% (1 minuto) e lavagem em agua
destilada (1 minuto). A seguir, os frutos foram expostos por 90 minutos em camara de fluxo laminar sobre papel toalha
autoclavada para secagem completa. O experimento foi conduzido em camara climatizada a 25 + 2 °C, seguindo o
delineamento experimental de blocos casualizados com 10 repeti¢Bes, sendo a unidade experimental constituida de 30
frutos dispostos em caixa Gerbox contendo areia autoclavada e Umida. Os frutos foram inoculados com palitos de dente
esterilizados previamente contaminados com massa de conidios dos isolados testados (Tabela 1). Os frutos testemunha
foram inoculados da mesma forma com palitos de dente esterilizados imersos em agua destilada autoclavada. Foram feitas
duas avaliagdes da incidéncia de frutos com sintomas de antracnose com intervalos de cinco dias ap6s a inoculagéo.

Tabela 1 — Procedéncia e relacéo dos isolados de Colletotrichum spp. utilizados nos estudos de caracterizacdo patogénica.

N° do isolado Espécie/Cultivar Orgdo de isolamento Municipio de origem
I-12* Café/nd** Folha Poco Fundo - MG
17C Café/Icatu Fruto Londrina - PR
53B Café/Catuai Ramo Londrina—- PR
61D Café/lapar 59 Ramo Londrina - PR
100A Café/Acaia Flor Londrina- PR
121F Café/Catuai Fruto Londrina - PR
216A Café/Catuai Ramo Londrina- PR
440 Macé/Gala Fruto Londrina—- PR
467 Caqui/nd** Fruto Londrina - PR
469 Limao/nd** Flor Londrina - PR
470 Mexerica/nd** Flor Londrina — PR

* |solado cedido pelo Prof. Dr. Mério Sobral de Abreu (UFLA, Lavras, MG).
** N&o determinada.



Resultados e Discussao

Os testes de patogenicidade mostraram o desenvolvimento de lesdes nos frutos ja a partir de trés a cinco dias apds
a inoculagdo. As lesbes surgiram no interior da area inoculada e se estenderam para a superficie do fruto. As lesdes
caracterizaram-se por serem circulares, necroticas, de bordas ligeiramente elevadas e com o centro deprimido. Lesdes deste
tipo foram observadas nos frutos de cafeeiro de todos os cultivares testados, principalmente quando inoculados com o
isolado I-12.

As avaliagfes mostraram que os frutos do cultivar Semperflorens foram os mais susceptiveis entre os cafeeiros
avaliados. Com relacdo a incidéncia de frutos com lesdes, foram observadas variagdes entre 10% para isolados de maca e
70% para isolados de mexerica (Figura 1). Para os isolados obtidos de cafeeiro, foram verificadas variagdes entre 60% e
100% de frutos infectados (Figura 1).

O cultivar Rubi mostrou-se medianamente susceptivel para os isolados de cafeeiro e quando inoculado com
isolado de caqui ndo demonstrou nenhum sintoma caracteristico (Figura 1).

No cultivar Catuai Arrepiado, apenas o isolado 1-12 foi capaz de reproduzir sintomas caracteristicos de antracnose
em 100% dos frutos inoculados (Figura 1). Este cultivar se destaca, visto que os isolados de outros frutos ndo foram
capazes de causar lesdes (Figura 1). Outros trabalhos também relatam que isolados de Colletotrichum spp. sdo mais
agressivos a seus hospedeiros de origem, como exemplificado com isolados de C. gloeosporioides de cajueiro que ndo
causaram lesGes em maracujazeiro (Peres et al., 2002). Esta caracteristica sugere a existéncia de certa especializagdo
patogénica (Muniz et al., 1998). Embora os isolados de outras culturas ndo tenham causado sintomas em frutos verdes deste
cultivar, isolados obtidos deste prdprio cultivar foram capazes de induzir sintomas de antracnose em macéd e manga (dados
ndo apresentados), o que evidencia uma gama variada de hospedeiros para os isolados de Colletotrichum sp.
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Figura 1 — Incidéncia de frutos de Coffea arabica L. dos cultivares Catuai Arrepiado, MG Rubi e Semperflorens com lesao
caracteristica de antracnose apés 10 dias da inoculagdo com isolados de Colletotrichum spp.

Né&o foram verificadas lesdes a partir do ponto de injaria nos frutos testemunhas de todos os cultivares avaliados
até o décimo dia de avaliagdo. Entretanto, para os cultivares Catuai Arrepiado e MG Rubi foram observadas necroses a
partir do peddnculo dos frutos durante este periodo, com incidéncia de 30% em ambos os cultivares. Essas infeccGes
provavelmente se estabeleceram devido a presenca de fungos endofiticos naturalmente presentes nos frutos e que
sobreviveram ao tratamento de desinfestagdo superficial empregado. Ainda assim, isolamentos realizados a partir destes
peddnculos afetados nédo revelaram a presenca de Colletotrichum sp.

A incidéncia de frutos com lesBes para os cultivares Semperflorens e Catuai Arrepiado inoculados com os isolados
I-12 e 100A foram mais elevadas quando comparadas a estudos semelhantes realizados anteriormente com isolados de



Colletotrichum spp. obtidos de cafeeiro (Feitosa et al., 1977; Nechet & Abreu, 2002; Miranda, 2003). Nestes estudos, a
incidéncia maxima verificada de frutos com lesdo foi de 71% no trigésimo quinto dia de avaliagdo apds a inoculacdo
(Dorizzotto, 1993).

Conclusoes

Nas condicdes empregadas neste estudo, foi possivel demonstrar a susceptibilidade do cafeeiro a isolados de
Colletotrichum spp. obtidos de diferentes culturas. Esta observacdo é reforcada quando se ressalta a metodologia
empregada, ou seja, a inoculagdo de massa conidial diretamente em injdrias produzidas nos frutos de cafeeiro. A
susceptibilidade dos cultivares de cafeeiro utilizados em relagdo aos isolados de Colletotrichum spp. mostrou-se seletiva,
uma vez que os isolados de outras plantas cultivadas ndo foram capazes de induzir les6es nos frutos de pelo menos um
cultivar de cafeeiro testado (Catuai Arrepiado). Com isso, percebe-se a ocorréncia de especializacdo patogénica por parte
destes isolados de diferentes culturas, uma vez que 0s mesmos sdo patogénicos a seus hospedeiros de origem. Infere-se
também que as elevadas incidéncias de frutos de cafeeiro com lesdes caracteristicas de antracnose relatadas neste trabalho
esta relacionada com a susceptibilidade seletiva dos cultivares de cafeeiro aos isolados de Colletotrichum spp. desta propria
cultura. A continuidade deste estudo é importante para a compreensao da patogenicidade de Colletotrichum spp. em relagdo
ao cafeeiro e diferentes culturas. Além disso, analises com técnicas moleculares estdo sendo conduzidas de modo a
conhecer o perfil genético dos isolados e, com isso, tentar estabelecer subgrupos patogénicos especificos de Colletotrichum

spp.
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