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RESUMO: Microrganismos endofiticos sdo principalmente fungos e bactérias que vivem no interior das
plantas sem causar aparentemente nenhum dano a seus hospedeiros. No entanto, um endofitico, de acordo
com as condi¢cbes do ambiente e 0 proprio estado fisiolégico do hospedeiro, pode ser considerado um
patogeno latente. A contaminacdo interna dos gréos de café por Aspergillus spp. € variavel, havendo
alternancia de predominancia de espécies ou grupos. Desse modo, o0 presente trabalho teve como objetivo
recuperar e identificar fungos endofiticos de gréos verdes de café e verificar a infeccdo precoce de
Aspergillus ochraceus e outros fungos deletérios aqualidade do grdo, ainda na lavoura de café. Os graos
foram lavados superficidmente com agua destilada, desinfestados em & cool 70% e hipoclorito de sodio
3%, lavados novamente em &gua destilada e descascados. A casca e a pelicula foram retiradas
completamente. Depois foram plagueados em meio de cultura MEA e DGI18. Verificou-se a presenca de
fungos mitosporicos, pertencentes a classe Hyphomycetes. O meio de cultura SNA tem se mostrado mais
eficiente para recuperacéo de fungos endofiticos do que o meio DG18, possivelmente devido a oxidagdo
gue ocorreu entre 0 meio DG18 e os gréos de café. Em lavouras cultivadas a pleno sol e sombreada, a
incidéncia de fungos endofiticos foi diferenciada. Ja para o fungo Cladosporium cladosporioides ndo foi
verificada diferenca quanto ao tipo de tratamento. Em ambos os tratamentos realizados n&o foi detectada a
presenca de A. ochraceus, e os trabalhos para verificar sua presenca nos graos verdes de café ainda estdo

em andamento.
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CHARACTERIZATION AND IDENTIFICATION OF ENDOPHYTIC FUNGI IN GREEN
COFFEE BEANS (Coffea arabica L.)

ABSTRACT: The fungi that invade the seeds before the crop, while the plants grow in the field, differ
with to its predominance in agreement with the culture, the area or geographical location and the climate.

Fungi of the gender Aspergillus, Penicillium and Fusarium are the most common components of the

1057




I Simpdsio de Pesguisa dos Cafés do Brasil

microbiote fungi associated to the coffee, which Aspergillus ochraceus may cause opportunist infection in
some point of the system of production of the coffee, under favorable environmental conditions for
penetration, development and ochratoxin production. In this work, it was evaluated the infection of A.
ochraceus and other deleterious fungi in the quality of the grain before the crop. Green grains of coffee
were disinfected superficialy with acohol 70% and in order to alow the identification of the inner fungi
contaminants. Of the disinfected grains, 25 were plated on media SNA and 15 on media DG18 and
incubated at the laboratory temperature. Samples also served as controls, being treated only with sterilized
water, and alcohol 70%. The presence of mitosporic fungi was verified, belonging to the class
Hyphomycetes. Among the used culture means, SNA were more efficient for the growth of endophytics
fungi that the DG18 in both treatments (Shaded and Full Sun) and for the controls, the result was similar.
It was dso verified a large diversity of fungi in the conduction systems. The fungi Cladosporium
cladosporioides didn't come in a different way in both treatments, what shows that for this fungi, the way
of conduction of the farming is not a decisive factor for its growth and development. Although the
presence of A. ochraceus has not been detected in the isolated samples, it cannot end about the
impossibility of its precocious infection in the grains, have seen that the methodology maid in this work
cannot have been valid for this case, or this fungi can be present in the samples of grains, but under latent

form. The works to verify its presence in the green grains of coffee are till in progress.

Key words: coffee, endophytics fungi, Aspergillus ochraceus.

INTRODUCAO

Microrganismos endofiticos sdo principamente fungos e bactérias que vivem no interior das
plantas, sem causar aparentemente nenhum dano a seus hospedeiros. Entretanto um endofitico, de acordo
com as condi¢cbes do ambiente e o proprio estado fisiolégico do hospedeiro, pode ser considerado um
patdgeno latente (Azevedo, 1998). Em geral, microrganismos endofiticos adentram as plantas por
aberturas naturais e ferimentos. Isto acontece também no gréo de café, onde ha a presenca de fungos
endofiticos, j& que a casca, 0 pergaminho e as peliculas do gréo funcionam como protecdo e,
provavelmente, a transposicdo da barreira ocorre durante a germinacéo e o desenvolvimento da radicula
A fase inicid de desenvolvimento dos frutos, chamada de chumbinho, tem duragdo em torno de seis
semanas, e o fruto ndo apresenta crescimento visivel. Logo apds, ocorre a fase de expansdo réapida do

fruto, com o endurecimento do endocarpo, que ira delimitar o tamanho do grdo. Nesta fase, o fungo pode
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se encontrar em estado de laténcia no interior do fruto. A floracdo constitui vérios eventos fisiologicos e
morfol 6gicos que véo desde a indugdo floral até a antese, quando ocorre a abertura da flor. No algoddo, o
fungo Aspergillus flavus tem sido encontrado infectando a cultura, em certas areas dos EUA, na fase de
campo, formando altos niveis de aflatoxina nas sementes. O fungo penetra nas plantas através dos
nectarios no momento ou até alguns dias depois da antese. Os esporos germinam no estigma durante o
florescimento, crescendo através do estilete, e infectam o ovério (Klich et a., 1984). A contaminacdo
interna dos graos de café por Aspergillus é variavel, havendo aternancia de predominancia de espécies ou
grupos, porém ndo € possivel detectar correlagdo com alguma caracteristica da colheita ou do manejo pos-
colheita do café (Freitas et a., 2000). Aspergillus ochraceus apresenta infecgdo saprofitica e oportunista,
e, em algum ponto do sistema de producdo do café, ocorre uma combinacdo ambiental favoravel para
penetracdo, desenvolvimento e producdo de ocratoxina (Frank, 1999). Fatores ambientais, como estresse
hidrico, sGo importantes na entrada de fungos em plantas, bem como a aplicagdo de pesticidas e
fertilizantes, que podem influenciar a receptividade fisiol6gica da planta ou 0 desenvolvimento da semente
(Klich et a., 1984). Como mencionado anteriormente, é dificil estabelecer um limite definido entre
microrganismos endofiticos e patogénicos. Muitos endofiticos sdo relacionados com patdgenos; pode ser,
inclusive, levantada a hip6tese de que todos os patégenos tenham sido derivados de endofiticos e vice-
versa, e certos endofiticos, que ndo causam sintomas em determinado hospedeiro, podem ser patdgenos
para outros. Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo recuperar e identificar fungos endofiticos
de gréos verdes de café e verificar se hd a infecgdo precoce de A. ochraceus e outros fungos deletérios a

gualidade do gréo, ainda nalavoura de café.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de Sistemética e Ecologia de Fungos do Departamento
de Fitopatologia da Universidade Federa de Lavras, MG. Amostras de gréos verdes de café foram
coletadas de uma lavoura a pleno sol e uma sombreada, ambas localizadas em uma propriedade do
municipio de Lavras, MG. Os graos foram lavados em agua corrente, para eliminar 0 excesso de sujeira, e
imersos em agua esterilizada por alguns segundos, para uma limpeza superficia. Depois, foram
desinfestados superficiamente por imersdo em acool 70%, por dois minutos, seguido de hipoclorito de
sodio a 3%, por 10 minutos, sendo lavados apOs esses tratamentos com agua esterilizada, por alguns
segundos, para retirada do excesso de hipoclorito de sédio, e colocados em papel-filtro esterilizado, para

secagem dos gréos. Os gréos foram descascados, tendo a casca e a pelicula retiradas completamente,
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sendo 25 gréos plagueados em meio de cultura SNA e 15 em meio de cultura DG18, e incubados em
temperatura ambiente no laboratério. Foi realizado, também, plagueamento de amostras testemunhas que
SO sofreram lavagem com agua esterilizada, para limpeza superficial, seguida de imersdo em alcool 70% e
novamente lavagem em &gua esterilizada, para retirada do excesso de dcool. Ao primeiro sinad de
crescimento endofitico, o micélio fangico foi transferido para meio MEA, para esporulacdo e
identificacdo. A identificagdo dos fungos foi feita com base em suas caracteristicas micromorfol ogicas,
como massa conidial, formato, tamanho e pigmentacdo dos conidios, presenca e tipo de conidiéforos e
célula conidiogénica

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as observacfes micromorfol dgicas, verificou-se a presenca de fungos mitosporicos.
Dentre os Hyphomycetes, foram identificados os fungos do grupo Moniliales, como Aspergillus flavus,
Penicillium sp. e Trichoderma sp.; grupo Dematiales, como Alternaria sp., Cladosporium sp. e
Cladosporium cladosporioides; e complexo Helminthosporium (tipo Helminthosporium sp.) (Tabela 1).

Tabela 1 - Incidéncia de fungos mitospoéricos em gréos verdes de café provenientes de dois sistemas de
conducéo de lavoura e plagueados em dois meios de cultura

Fungo Sombreado Pleno Sol
SNA DG18 SNA DG18
Aspergillus flavus 3? 1
Cladosporium sp. 2
Cladosporium cladosporioides 2 3
Penicillium sp. 1
Trichoderma sp.
Scedosporium sp.
Alternaria sp.

Tipo Helminthosporium sp.
Nigrospora sp. 2

#NUmero de amostras com crescimento fungico.

NI

Entre os meios de cultura usados, o SNA foi mals eficiente para o crescimento de fungos
endofiticos que o0 DG18 em ambos os tratamentos (sombreado e pleno sol). Observou-se, 24 horas apés 0
plaqueamento dos gréos em meio DG18, uma oxidacgo do meio proximo aos gréos, provavelmente devido
ao fato de que algum componente do meio reagiu com substéncias do gréo de café, o que pode ter
provocado reducdo no crescimento de fungos neste meio de cultura. A diferenca em relagdo ao SNA foi o
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crescimento do fungo Nigrospora, que tem sido raramente descrito em literatura como um fungo
endofitico (Domsch et a., 1980; Redlin & Carris, 1997).

Para o tratamento testemunha, o resultado foi semelhante ao anterior, sendo verificada a presenca
de Aspergillus flavus, Cladosporium sp. e Penicillium sp.

Foi verificada também uma incidéncia diferente nos sistemas de conducdo, onde a diversidade de
fungos foi grande, tendo no tratamentos Sombreado a presenca de Aspergillus flavus, Cladosporium sp.,
Cladosporium cladosporioides e Penicillium, enquanto no tratamento a pleno sol a presenca foi de
Cladosporium cladosporioides, Trichoderma sp., Scedosporium sp., Alternaria sp. e Tipo
Helminthosporium sp.

O fungo Cladosporium cladosporioides ndo se apresentou de forma diferente em ambos os
tratamentos, 0 que mostra que, para este fungo, o modo de conducéo da lavoura ndo € fator determinante
para seu crescimento e desenvol vimento.

Embora ndo tenha sido detectada a presenca de Aspergillus ochraceus nas amostras plagueadas,
ndo se pode concluir sobre a impossibilidade de sua infecgcdo precoce nos gréaos, visto que a metodologia
empregada neste trabalho pode ndo ter sido valida para este caso, ou este fungo pode estar presente nas
amostras de frutos, mas sob forma latente. Os trabalhos para verificar sua presenca nos gréos verdes de
café ainda est& em andamento.

CONCLUSOES

O meio de cultura SNA tem se mostrado mais eficiente para recuperagcdo de fungos endofiticos que
0 meio DG18, possivelmente devido & oxidagdo que ocorreu entre 0 DG18 e os gréos de café. Em
lavouras cultivadas a pleno sol e sombreada, a incidéncia de fungos endofiticos é diferenciada. Ja para o
fungo Cladosporium cladosporioides néo foi verificada diferenca quanto ao tipo de cultivo. Em ambos os
tratamentos realizados ndo foi detectada a presenca de Aspergillus ochraceus, e os trabalhos para sua
verificacdo ainda estdo em andamento
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