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RESUMO

Fungos do géner@olletotrichumséo cosmopolitas, sendo responsaveis
por doencas em diversas plantas de importanciaa@groa. Na cultura do Café,
trés espécies foram descrit@zlletotrichum acutatupColletotrichum kahawae
e Colletotrichum gloeosporioidedNo Brasil ocorrem somente as espédies
acutatum e C. gloeosporioides,as quais sdo atribuidos sintomas como:
antracnoses, seca de ponteiro, mancha manteigusa,ogeitros. Devido a vasta
gama de sintomas observados e ao grande nimeswnlddds encontrados nas
plantas, acredita-se na existéncia de possive#s @aiogénicas do patégeno, ou
até mesmo uma espécie especifica ao cafeeiro. Dest® 0 presente trabalho
foi realizado com o objetivo de avaliar a variatdlle dos isolados de
Colletotrichum sppatravés de carcateristicas morfo-fisioldgicas, genas,
enzimaticas e genéticas. Foram coletados 33 isoldelGolletotrichumspp. em
diversas lavouras cafeeiras do estado de Minasisgefados os isolados
apresentaram caracteristicas morfo-fisiol6gicase#fzantes, sendo identificados
como da espéci€. gloeosporioidesOs isolados quando inoculados em frutos
apresentaram-se todos patogénicos, com niveis dessagdade variaveis,
pérem quando inoculados em hipocatilos verificougse apenas 57% destes
foram patogénicos. Os 33 isolados foram capaze@rdéuzir as enzimas
hidroliticas: amilase, lacase, lipase, proteinasegeetinase, assim como
pectinases especificas (polimetilgalacturonaseggalcturonase e pectinaliase),
0s quais obtiveram correlagcdo positiva quando adas em conjunto com o0s
indices de agressividade. Por meio da andlise d& Adbservou-se a formacgéo
de trés grupos distintos: isolados provenientespldatas com sintomas de
mancha manteigosa, provenientes de sintomas delsgumteiro e antracnose.

Palavras-chavec. gloeosporioidesAgressividade. Enzimas. AFLP.



ABSTRACT

Fungi of the genu€olletotrichumare cosmopolitan, are responsible for
several diseases in plants of agronomic importahtehe culture of coffee,
three species have been describ&dlletotrichum acutatumColletotrichum
gloeosporioidesand Colletotrichum kahawaeln Brazil there are only the
specie<C. acutatumandC. gloeosporioidewhich are attributed symptoms such
as: antracnoses, die back, blister spot, amongstbeie to the wide range of
observed symptoms and the large number of isoletesd in plants, it is
believed the existence of possible pathogenicrstraf the pathogen, or even a
coffee species-specific. Thus, the present studdluated the variability of
isolates Colletotrichum spp. through morpho-physiological, pathogenic,
enzymatic and genetic characteristics. Was colfec83 isolates of
Colletotrichumspp in several coffee plantations in the state of ddirGerais.
All isolates had similar morpho-physiological chateaistics, and identified as
the specie€. gloeosporioidesWhen inoculated in fruits, all isolates presented
variable pathogenic levels of aggressiveness, hanvinoculated in hypocotyls,
only 57% were pathogenic. The 33 isolates were #blproduce hydrolytic
enzymes. amylase, laccase, lipase, protease antingse¢ and specific
pectinases (polymetilgalacturonase, polygalactwserend pectinaliase), which
had a positive correlation when evaluated in cortjon with results of
aggression. AFLP analysis provided the formatiothode major groups, where,
was possible the distinction between isolates figemts with symptoms of
blister spot and from symptoms of dry pointer antheacnose,

Keywords:C. gloeosporioidesAggressivity. EnzymeAFLP.
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1 INTRODUCAO

A cafeicultura é uma das atividades mais importame pais e de
grande representatividade na economia mundial. €r®lvimento de uma
cafeicultura sustentavel no Brasil passa pelo atonela rentabilidade do
produtor, como forma de garantir sua permanéncetin@ade. Isso depende de
sistemas de cultivo estaveis, que proporcionem miaiogevidade para as
lavouras e rentabilidade frequente. Cultivares yigds, adaptadas a cada con-
dicdo edafoclimatica e sistema de cultivo e resisgea pragas e doengas estéo
entre os principais componentes da sustentabilidadafeicultura.

A incidéncia de microorganismos entre as fasesrdeeppés-colheita
tem se apresentado como um fator limitante a uim@dugéo de qualidade, sendo
os fungos filamentosos os maior fator responsaedbspdanos causados a
cultura cafeeira.

Dentre as doencas de etiologia flngica que acometerultura
destacam-se: ferrugemHémileia vastatri, cercosporiose Qercospora
coffeicold, mancha-de-phom&fioma spp antrachose e mancha-manteigosa,
sendo estas duas Ultimas atribuidas ao comileXetotrichum

Espécies do géner@olletotrichumocorrem em cafeeiros em todas as
regiBes produtoras do mundo. No Brasil existem disgpecies relacionadas a
cultura do caféC. gloeosporioidese C. acutatum Segundo Abreu et al (2008),
a ocorréncia deColletotrichum é grave em regibes cafeeiras no Brasil,
determinando perdas significativas nas produc¢des.

Segundo Orozco (2003), este patossitema é composimpulacdes de
espécies d€olletotrichumque causam diversos sintomas, havendo indicios da
existéncia de ragas patogénicas. Este fato pode &stociado a existéncia de

alta variabilidade genética dentro do género, sesti® um dos fatores que tém
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dificultado o estabelecimento de estratégias efpesipara 0 manejo da
doenca.

A falta de dados em relacdo aos isoladosCdketotrichumspp. que
incidem sobre o cafeeiro no Brasil e dos danogadirgque este fungo pode
causar, geram duvidas a respeito de sua patogaméciARESQUI, 2003), e
consequentemente sobre as estratégias de conthalm este fim, a
caracterizacdo e a determinagdo taxon6mica do g@é&belletotrichum tém
dependido de critérios morfogenéticos e sua afil@dgor hospedeiros
(MARQUES-MARCAL et al., 2009).

Neste contexto, se faz necessario elucidar a eldgafungo com a
cultura do café no Brasil, determinando a espécge Gblletotrichum
normalmente associada ao cafeeiro, e despertandoage€m, a necessidade da
realizacdo de pesquisas em relacdo ao estudo iddildade destes, os quais
apontam para a existéncia de grupos de especidizagogénica.

Deste modo o presente trabalho teve como objetier onformacdes
sobre a identidade e caracteristicasd#tetotrichumspp., por meio de estudos
de caracterizacdo genético-fisiolégica dos isoladms quais, possam estar
associados a patogenicidade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do Cafeeiro no Brasil

A cultura do café chegou ao norte do Brasil, maicisamente em
Belém, em 1727, trazido da Guiana Francesa pelgeBar-Mor Francisco de
Mello Palheta a pedido do governador do Maranh&rao Para. Ja naquela
época a cultura do café possuia grande valor camhef@evido as nossas
condi¢Bes climéaticas, favordveis para seu deseimehto, a cultura se
propagou-se rapidamente, com a producdo voltada ganercado doméstico.
Em sua trajetéria pelo Brasil a cultura do cafésspagpelo Maranhdo, Bahia, Rio
de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Minas Gerais. Ngpace de tempo
relativamente curto, a producdo do café passounte posicdo relativamente
secundaria para a de produto-base da economitebeéhBIC, 2010).

Desde sua chegada ao pais, a cultura cafeeira fmior gerador de
riguezas e seu produto o mais importante da hast@cional (CAMPOS, 2005).
As primeiras exportacdes expressivas ocorrerama. Entre 1925 e 1929, o
café chegou a contribuir isoladamente com 70% dorwvdas exportacGes
brasileiras. A partir da década de 70, a produgithgu um grande impulso
com a conquista das regides do cerrado (MAPA, 2013)

O Brasil € o maior produtor mundial de café, e sdgu maior
consumidor do produto e apresenta atualmente, nqu@aafeeiro estimado em
2,3 milhdes de hectares. Sdo cerca de 287mil poEkjtque distribuem-se em
15 estados: Acre, Bahia, Ceara, Espirito Santoas;distrito Federal, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Par@n@aPernambuco, Rio de
Janeiro, Rond6nia e Sao Paulo (MAPA, 2013).

A producéo brasileira de café esta a frente dondig¢20 milhdes de

sacas), da Indonésia (8,25 milhdes de sacas), Ga@dm8 milhdes de sacas) e
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Etiépia (6,5 milhdes de sacas) (OIC, 2012). Em 6&12a safra do grao

alcancou 50,8 milhdes de sacas, sendo respongave|4%o da participacao nas
exportacbes do agronegoécio, gerando US$ 6,5 bilpdea a economia do

Brasil. Os principais paises importadores do cedsileiro sdo Estados Unidos,
Alemanha, Italia, Japao — café verde; e RussiadastUnidos, Ucrania e Japéao
— Café torrado e moido (MAPA, 2013).

O agronegdcio do café emprega direta e indiretaanentindialmente,
cerca de meio bilhdo de pessoas, ou seja, 8% daagdp mundial, desde a sua
producdo até o seu consumo final. No Brasil, estier €0 agronegdécio é o que
mais emprega, gerando mais de 8 milhdes de empriges e indiretos no
pais (CAMPOS, 2005). No periodo compreendido eiowembro/2011 e
Outubro/2012, a ABIC registrou o consumo de 20,3thdas de sacas,
representando um acréscimo e 3,09% em relacdo ai@dpe anterior
correspondente (Novembro/2010 a Outubro/2011), lyaéa sido de 19,72
milhdes de sacas (ABIC, 2013). Neste ano, a segestifaativa de producédo de
café (arabica e robusta) para a safra 2013 indieaogpais devera colher 48,59
milhdes de sacas de 60 quilos do produto benefid@®NAB, 2013).

Minas Gerais € o maior produtor brasileiro e coleeu2012, cerca de
22,2 mil de sacas de café, o que representou 51%tdbda safra nacional
(CONAB, 2013). A regido Sul e Centro-Oeste de Mi@asais respondeu por
50% da producéo do Estado em 2012 (CONAB, 2013).

2.2 O génercColletotrichum

Fungos filamentosos do génef@olletotrichum sdo conhecidos por
serem patdgenos agressivos que ocasionam doengearretam perdas em
diversas culturas por todo o mundo (HYDE et al, B00Bao de grande

importancia principalmente em &reas tropicais ¢repizais, tendo sido também
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reportado espécies que ocorrem em culturas de timperado (CANNON et
al., 2012).

Espécies deColletotrichum estdo principalmente relacionadas a
sintomas de antracnose, as quais sdo caracteripaddssdes necréticas de
centro depressivo em folhas, caules, flores e .fritgroducdo de frutas é
especialmente afetada, pérem o patégeno também dmmsado perdas
devastadoras na cultura do café e afeta seriamenteoducdo de cereais
(CANNON et al., 2012). O género foi recentemenéit@lcomo o oitavo maior
grupo fungico de patégenos de plantas no mundagadasem perspectivas
cientificas e econdmicas (DEAN et al., 2012).

Além de ocasionar doengas com sintomas muito bémidles, espécies
de Colletotrichumpodem ser encontradas tanto em plantas de mata,r@mo
em plantas cultivadas sem a manifestacdo de sistofRFENNING;
SALGADO; LIMA, 2007).

Desde a primeira tentativa de classificacdo do rgéffieita por Arx em
1957, na qual foram estimadas 11 espécies, o gérarsido re-classificado ao
longo dos anos, evoluindo juntamente com as téendea identificacdo de
fitopatdgenos, passando a 40 espécies por Sut®d2)1a 60 pel®ictionary of
the Fungi(KIRK et al., 2008), sendo sugeridas 66CHletotrichumno ano de
2009 por Hyde et al.

O génerdColletotrichumé pertencente a classe Coelomycetes, da ordem
Melanconiales, sendo caracterizado por frutificac®etosas, denominadas
acérvulos, nas quais conidios hialinos sdo prodazain massa alaranjada ou
creme (MENEZES, 2002).

O patégeno é favorecido por temperaturas entre 23 eC, além de
necessitar de alta umidade. As temperaturas ofar@sgerminacéo de conidios
e formacdo de apressorios estdo entre 22 e 23 SQGo@idios somente sdo

liberados dos acérvulos quando estes encontrandabcia de umidade.
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O génercColletotrichumapresenta col6nia de tonalidade muito variada,
de coloragdo branco-gelo a cinza escuro, com gigatdi varidvel de micélio
aéreo, esclerodios presentes em algumas espécgéndm (SUTTON, 1992).
As células conidiogénicas do género geralmentagéggadas em conidiomatas
(acérvulos), mas também podem ser formadas em icagits laterais do
micélio (MENEZES, 2002). Os acérvulos variam emmfare tamanho dentro de
uma mesma especie e sobre uma mesma planta selscgtralmente sédo rasos
com formato de crosta, lentilha ou pustula e alaangm didmetro de 4im a 1
mm, instalam-se na epiderme do tecido do hospedeimenos freglientemente,
sob a epiderme (SUTTON, 1992).

No material vegetal, observa-se com freqiénciaeagnica de setas. O
micélio é apocitico (septado) e denso, cresce ghdas epidermais ou em
células mais profundas. As hifas se orientam naidserperpendicular a
superficie do substrato. Dessa forma, fazem pressiwe as camadas
superficiais, forcando-as a se romperem e liberarempropagulos reprodutivos
do fungo (SUTTON, 1992). De acordo com MenezefZP0as setas e células
conidiogénicas parecem ser homoélogas e, em detdasn condicbes do
ambiente, as setas podem produzir conidios naneixiaele.

Espécies do géneraColletotrichum podem apresentar diversas
estratégias de colonizagéo dos tecidos, que vademébiotrofia intracelular na
gual, as células séo colonizadas por um periodo coantendo-as para a sua
nutricdo, e entdo se convertem, para a fase néficatrmatando a célula; a
colonizacao intramural subcuticular, na qual o ftusgesce sob a cuticula e na
parede das células epidérmicas e subjacentes (CHZGURIBEONDO et al.,
2005).
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2.3 Calletotrichum spp. e o Cafeeiro

O géneraoColletotrichumencontra-se amplamente distribuido por todas
as regifes produtoras cafeeiras pelo mundo, orareo@@mo saprofita, ora
causando doencas (PARESQUI et al, 2003). Atualmamteultura do café, sédo
conhecidas trés espécies deolletotrichum C. kahawae - espécie
geograficamente restrita ao continente africafo, gloeosporioidese C.
acutatum

Nas lavouras cafeeiras do Brasil predomina a espgmihecida como
Colletotrichum gloeosporioideso qual estd associado a um complexo de
sintomas: antracnose de folhas e frutos, seca oterde ponteirosdie-back),
gueima-castanhabfown bligh) e a mancha manteigosa (OROZCO et al.,
2002). Apesar de ser considerado um patégeno s&condevido as vérias
formas endofiticas e ndo patogénicas do mesmo, raa gde sintomas
relacionados anteriormente associadas a provavehbilalade genética,
justificam a relevancia do mesmo na classificacde doencas do cafeeiro
quanto a importancia.

A antracnose do cafeeiro apresenta-se como manicteggilares,
grandes, de coloragdo castanha a castanho-acidaewzorrendo comumente
nas margens das folhas (OROZCO, 2003; PARADELA [LEt al., 2001).
Segundo Paradela Filho et 1001), as lesdes mais criticas e prejudiciaia par
cafeeiro sdo aquelas em que o fungo incide sobrageflores e chumbinho,
provocando sua morte e queda; e enegrecimento te iemramos. Os autores
relatam, ainda, que os sintomas ndo estao relatbsraom plantas injuriadas ou
culturas mal manejadas; pelo contrario, eles sde mgensos e evidentes em
culturas novas e muito bem desenvolvidas.

Mansk e Matiello (1977) descreveram como sintonasaateristicos da

mancha manteigosa, manchas verde-claras de asgeosn menos brilhante
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gue a superficie da folha, medindo de 2 a 10 mmeBt&gios mais avancados
essas manchas adquirem a coloracdo verde-palidanarela e bordos
irregulares, as quais coalecem e ocasionam a quedasatura das folhas. Em
ramos e frutos, as lesdes apresentam-se menonesli@metros entre 2 a 3 mm,
deprimidas, necroticas de cor marrom-clara e boild&gulares. Ataques
intensos geralmente sdo observados em folhas esnaovos de plantas adultas,
ocorrendo necrose e seca dos ramos na parte gmdaindo levar a morte das
plantas de forma descendente (FERREIRA, 2006)

No Estado do Parana, Silva et al. (2005) relataearpresenca de
Colletotrichumspp. em cafeeiros, e destacaram trés morfotipos estisolados
investigados, apontando para variabilidade culteralorfolégica. Julliati et al.
(2006) utilizando o método de RAPD relataram amdigade entre 22 isolados
de C. gloeosporioidesom distancia genética maxima de 23,6% sugerind®d um
associacdo da andlise molecular com resultadostdggnicidade de oito dos
isolados, também indicando indicios da presencasgécies e/ou racas @e
gloeosporioidegm cafeeiros no Estado de Minas Gerais.

Pereira (2005), estudando a variabilidade do caxopl@lomerella
Colletotrichumassociado ao cafeeiro por meio da técnica quieautihutantes
nit, caracterizou grupos de compatibilidade vegetafvCG) para isolados de
C. gloeosporoidesEste autor relata que a variabilidade encontexttee os
isolados deve-se ao alto nimero de grupos de V@@¢luindo sobre a
complexidade dos estudos envolvendo espéci€otetotrichum ja que a alta
variabilidade pode interferir nos resultados.

2.4 Fatores de patogenicidade em fungos

No reino Fungi, a capacidade de causar doencadaetap parece ter se

originado multiplas vezes durante a evolucdo. Gesfgécie tem evoluido de
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maneira especifica para invadir plantas e causamg@o(KOGEL; FRANKEN;
HUCKELHOVEN, 2006).

Um aspecto importante é que, a evolucdo da patidade pode estar
relacionada a expansao de certas familias de germasyvelmente associadas a
processos patogénicos tais como: degradacdo daleparelular vegetal;
biossintese de toxinas e metabdlitos secundaosia;do e detoxificacdo de
espécies reativas de oxigénio (SOANES et al., 2008)

Desde o contato inicial entre o patdégeno e o sapdueiro, até a
expressao de sintomas, existem diversos passd&atfio do patdgeno; 2)
germinacdo e formacdo de estruturas sobre a stipedd hospedeiro; 3)
penetracdo no hospedeiro; 4) e por fim a colonzagatecido (Schafer, 1994).
Em cada uma dessas etapas o patdgeno regula as@e genes essenciais
de patogenicidade ou viruléncia, que os possitalikuperacdo dos obstaculos
apresentados pela planta.

Segundo Idnurm e Howlett (2001) genes de patogiadei sdo aqueles
necessarios para o desenvolvimento da doenca, @asessenciais para
completar o ciclo de vida do patdgeno. Basead@rwsiervacdo, Wassenaar e
Gaastra (2001) propuseram uma definicAo para osnadh@s “fatores de
viruléncia”, com base em sua funcdo durante o psmednfeccioso. Estes
dividiram os fatores de viruléncia em trés classes:

Classe |- sdo os verdadeiros fatores de viruléncia, estésociados a
patogenicidade e ndo estdo presentes em cepasat@ggmcas, sendo alvos
frequentes de desenvolvimento de resisténcia. Qarefa de viruléncia
codificados pelos genes da classe | incluem asdexile baixa e de elevado
peso molecular, enzimas que atacam a integridadeitieal do tecido

hospedeiro, e algumas proteinas.
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Classe II- codificam fatores que regulam a expressdo desgde viruléncia
verdadeiros, por meio de modificacdes na tradug@messamento ou secrecao
das proteinas codificadas por genes da classe I.

Classe lll - codificam fatores necessarios ao patégeno pantaergar
efetivamente o ambiente hostil encontrado no haspmedcomo por exemplo
sensores osmoticos, degradadores ou transportackmebioticos, reguladores
de pH, entre outros.

Tais fatores relacionados a patogenicidade irdertgr exclusivamente
da estratégia de invaséo e colonizagdo utilizattagadgeno. Dentre os fungos
fitopatogénicos as toxinas, horménios e enzimaestplamente distribuidos
pela classe, e seus danos podem ser facilmente/atiss.

As toxinas sdo produtos fungicos de baixo peso eutde e moléculas
ativas em concentracdes fisiolégicas (BERESTETSKI¥08). Estas podem
agir em diferentes sitios em nivel celular, altdeara permeabilidade ou
equilibrio ibnico, perda de eletrdlitos, inibicAa @stimulacdo de enzimas
especificas, aumento na respiracdo e na biossit¢estleno, podendo também
atuar como antimetabdlito, induzindo deficiénciagrinionais nas plantas
(PASCHOLATI, 2011).

As toxinas ainda podem ser classificadas comoisateta qual somente
é produzida em espécies de plantas que irdo ssowio hospedeiro para o
fungo. A toxina seletiva € denominada como fatim@rio de patogenicidade,
visto que sdo essenciais para o estabelecimenpatdgeno. Ja as toxinas nao
seletivas, aquelas que mostram-se toxicas a qeaiptanta independente desta
ser ou nao hospedeiras, sdo considerados detetesnaecundarios de
patogenicidade (PASCHOLATI, 2011), devido a suapeeificidade.

Como exemplos de toxinas produzidas por fungossena toxina HC
em milho Heminthosporium carborunraca 1), a toxina AL em tomate

(Alternaria alternata f. sp. Lycopersjcio acido fusarico (varias espécies de
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Fusarium) e acido fumaricoRhyzopus spp no qual os dois Ultimos possuem
uma diversa gama de hospedeiros (STANGARLIN; LEIZE)8).

Alguns fungos, como por exempl&ibberella fujikuori (Fusarium
moniliformd, Verticillium dahliae, Phytophthora infestans, Uatb maydis
Taphrina deformansentre outros séo capazes de sintetizar, uma &€emj
hospedeiro, compostos que ocorrem naturalmentplaats, os horménios ou
substancias de crescimento. Embora essas substanéi@ se mostrem
geralmente téxicas ao hospedeiro, quando produpidiasi s6, o desequilibrio
hormonal criado devido a sintese de um fitohorm@naxluzido por um fungo
invasor, mostra-se como a verdadeira expressao irdééncia, levando a
alteracdes no crescimento e aceleracédo da senes(f@ASCOLATI, 2011).

A maior parte dos fungos também pode produzir uandg nimero de
enzimas capazes de degradar os polimeros estsutlamiparedes e membranas
celulares (FARIA et al.,, 2003). Deste modo as reazi degradadoras estéo
provavelmente envolvidas na maioria das doencasatéas conhecidas.

A degradacdo dos tecidos por estas enzimas estgiorddoa a
extensiva destruicdo dos tecidos vegetais por patiy necrotréficos, bem
como a alteracBes especificas e localizadas nedgsacelulares por patégenos
biotréficos  (PASCHOLATI, 2011), Colletotrichum  gloeosporioides,
Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium oxysporuin sp lycopersicj
Puccinia graminis f. sp. Tritici, Rhizoctonia solanie Verticillium albo-atrum

sdo exemplos de fungos produtores de enzimasaréas a patogénese.

2.5 Enzimas relacionadas a patogénese

Enzimas sdo proteinas de alto peso molecular, inddss de longas

cadeias de aminodcidos, responsaveis pela catidisereacbes anabdlicas e
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catabdlicas nas células dos seres vivos. Deste,padm cada reagéo existe uma
enzima especifica catalisando o substrato envalvido

Acredita-se que a capacidade de degradacdo deamgarosmos seja
consequéncia da evolucdo dos sistemas enzimateagldlas procariotas e
eucariotas, que coexistiram com uma grande vareedadubstancias de origens
diversas (VASCONCELOS et al., 2003). Esta divedddade substratos,
potenciais para o crescimento microbiano resultaparecimento de diversas
enzimas capazes de transformar moléculas orgaeitaslistintas estruturas.
Esta resposta do metabolismo de certos microomasisonfere vantagens para
as células microbianas, tais como a exploracaoodesnnichos ecoldgicos e
fontes de energia (ONOFRE et al., 2011).

Hancock e Millar (1996) afirmam que os fungos a@ostrar um
substrato insollvel, sintetizam e secretam enziapaspriadas que produzirdo
metabdlitos sollveis, 0s quais serdo absorvidosimatizamente. A
caracterizacdo enzimatica também pode possibdi@iferenciacdo de isolados
por meio da determinacdo da producdo de enzima3ERSON; BRIDGE,
1994), uma vez que os fungos apresentam diferengasto a quantidade de
enzimas produzidas (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

Durante a penetracdo e colonizacdo, os fitopat@yemzontram e
atravessam as paredes do hospedeiro. Fungos dig@matas sdo capazes de
secretar uma variedade de enzimas, as quais aartarapazes de penetrar e
infectar o tecido do hospedeiro, estas enzimasck@amadas de:Enzimas
Degradadoras da Parede CeluldEDPCs)”, estas irdo atuar na degradacéo de
ceras, cuticula e das paredes celulares, auxilimndovasédo tecidual e a
disseminacdo do patégeno (KIKOT; HOURS; ALCONADAQ02). A
capacidade de um agente patogénico em produzimaszira determinar o grau
de degradacéo da parede celular durante patoggmedo sua inibicdo afetar
o desenvolvimento da doenca (ANAND et al., 2008).
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Dentre as enzimas degradadoras de parede, asasestiou enzimas
pectoliticas, sdo as mais estudadas em relacatwgépase. De modo geral, o
patdgeno possui uma ou mais pectinases pré-formgdasjuando em contato
com polimeros de acido galacturdnico na lamela anédiparede primaria,
liberam mondmeros ou oligbmeros desses polimemsjuais irdo funcionar
como sinais para a formagdo de novas pectinasesio G pectina € o
componente mais abundante da parede celular daegsas sdo consideradas o
mais importante grupo de enzimas degradadoras cetlgs produzido por
fungos (LEBEDA et al., 2001)

As pectinases podem ser classificadas em hidrgliasss e esterases
de acordo com o substrato e mecanismo de acaodiNasprincipais classes,
hidrolases e liases, encontram-se enzimas especifiomo as pectinaliases,
poligalacturonases, polimetilgalacturonases, pasctatilesterases e pectatliases
(BENEN et al., 2000).

Nos ultimos anos tem se constatado um grande nimeesvidencias de
gue diferentes espécies dolletotrichum utilizam enzimas pécticas como
fatores de patogenicidade, demonstrados em espéges. acutatum
(FERNANDO; JAYASINGHE; WIJESUNDERA, 2001)C. gloeosporioides
f.sp. malvae (LI, GOODWIN, 2002) eC. lindemuthianun{HERBERT et al.,
2004). Em estudos nos quais se trabalharam comgalagéio de genes
relacionados a producéo destas enzimas, verifieaqque a patogenicidade dos
isolados foi alterada, como ef@olletotrichum gloeosporioidemo qual a
inativacdo do gengelB reduzia a patogenicidade dos isolados em frutos de
abacate (Yakoby,et al. 2001). Torres (2010) detecto atividade de
poligalacturonases (PG) em isolados @eacutatume observou que quanto
maior os niveis desta enzima, maior eram as |lesiesmdas por este em plantas

de tamarilho.



22

Outra enzima que atua na parede celular séo asckcme atuam na
degradacdo da lignina, e geralmente estdo assecidiongos causadores de
podriddes brancas (LI, 2003), mas ndo estdo m@estaitestes. As lacases estédo
envolvidas em diferentes processos biol6gicos camo esporulacdo, na
producéo de pigmentos durante o desenvolvimentodmw de frutificacdo e na
patogénese, entre outros (MARTINEZ et al., 2009;LCGet al.,, 1993).
Anderson e Nicholson (1996) demonstraram pela [ramez, a atividade de
lacase na mucilagem extracelular@egraminicola Recentemente, Levin et al.
(2007) selecionaram @. truncatumcomo o melhor produtor de lacases entre 10
cepas de&olletotrichumestudadas.

Dentre os outros grupos de enzimas que podem seuzidas por
fitopatbgenos, tém-se aquelas que atuam na memiptsnatica e no
protoplasto das células, nos quais fazem parte uda censtituicio amido,
proteinas e lipidios.

Diferentes tipos de lipidios sdo encontrados nkdastvegetais, 6leos e
gorduras principalmente em sementes, ceras, ctictdsfolipidios e
glicolipidios estes nas membranas, os quais podgndegradados através de
enzimas lipoliticas, secretadas por fungos, litdwadicidos graxos que podem
ser diretamente utilizados por estes fitopatdégenos.

A maioria dos fitopatégenos possui a capacidadprdéuzir amilases,
as quais atuam nas moléculas de amido, polissacardde constituem a
principal fonte de reserva nas células vegetaigrad@ndo este polimero em
moléculas de glicose diretamente utilizaveis naiwidades metabdlicas
(PASCHOLATI, 2011).

Os fungos séo, de maneira geral, capazes de pradomior variedade
de proteases entre 0s microrganismos. Entre omértismos fitopatogénicos,
muitos produzem proteases extracelulares ativaseameconjunto com outras

enzimas como poligalacturonases, pectoliases enagés, exercem um
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importante papel na patogénese (VALUEVA; MOSOLOW02), resultando
em profundas alteracdes na organizagéo e funcélacdb hospedeiro.

Couto, Menezes e Coelho (2002), estudando as edsitias de
isolados dé&C. musag verificaram que todos isolados produziram enzimas
extracelulares com atividades amilolitica, celtilcdi lipolitica e proteoclitica em
meio sélido, permitindo dessa forma comparar aabdiilade entre isolados.
Assis et al. (2010) observaram q@Oelletotrichumspp. isolados de manga,
produziram enzimas extracelulares com atividadedlohiica, lipolitica e
proteolitica, mas nao celulolitica, podendo destelan diferenciar os isolados

com base na atividade amilolitica e proteolitica.

2.6 A variabilidade genética e os marcadores moleculase

O componente genético da biodiversidade é fundehpara estudos
de diversidade, pois é a variacdo genética queedern material basico para a
selecdo natural e, portanto, para a evolucao des tasl espécies (ALLCOCK et
al., 1995). A atuacdo das forcas evolutivas no gese de coevolucdo gera
variabilidade tanto nas populacdes de plantas cdendungos. Por meio de
mutacfes surgem novos alelos nas populacdes, @s spfeem selecdo e sao
rearranjados, gracas a recombinac@o genética, daadigpersdo destes alelos
guando ocorrem migra¢@es de individuos de um lpaed outro (BARBIERI,
CARVALHO, 2001).

Segundo Burdon e Silk (1997), a combinacdo de niwT@s como
selecdo, deriva genética, migracdo e mutacdo defmestrutura genética e a
diversidade de todas as populacdes patogénicedp sgre o papel relativo de
cada um destes fatores pode variar intensamente @ifitrentes associagfes

planta-patdégeno, entre os estadios do ciclo epmégico.
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Durante muito tempo, caracteristicas morfologicdisielégicas foram
as Unicas ferramentas utilizadas para a definig&dibgenias. Estas, associadas
aos sinais e sintomas observados, por muito tem@onf 0s primeiros passos
para constituir estudos de identificacéo e diagooste fitopatdgenos (BENALI
et al., 2011). Segundo Cannon, Bridge e Monte ((R66nceito morfoldgico no
géneroColletotrichumé dificil de definir, e as espécies sao delimgadsando
poucos caracteres, como tamanho e forma de confifios de apressoérios,
coloracdo de colbnias, entre outros.

Com o desenvolvimento de técnicas de genotipagearcauores
moleculares, os estudos de variagdo genética fdaaititados, no entanto,
critérios morfolégicos, culturais e fisiolégicosondodem ser abandonados, uma
vez que, estes dados sdo complementares e impgsrtggara a melhor
compreensao de uma populagédo (ARRIEL et al., 2006).

Nas Ultimas décadas, as tecnologias relacionadasmancadores de
DNA tem revolucionado o estudo entre a relacdogmmido-hospedeiro, e tem
sido extensivamente empregada no campo da fitmuadol tornando a
identificacdo dos fitopatdbgenos mais rapida eafitei (BRIDGE et al., 2003).

As técnicas baseadas em genotipagem permitem acébtede um
namero virtualmente ilimitado de marcadores colrinddo o genoma do
organismo. Marcadores moleculares sdo locos géugjgesapresentam alguma
variabilidade e que podem ser associadas com depnaba ser estudado. Essa
variabilidade permite comparar individuos, popués;6u espécies diferentes.

Os marcadores de DNA podem ser classificados e catagorias de
acordo com a metodologia a ser aplicada: do tipoujos marcadores estédo
associados a genes ou sequéncias de DNA conhe@dagjuais serdo
vizualizadas por hibridizacdo. O RFLPs s&o os ekeiagp marcadores do tipo |

mais conhecidos. J& os marcadores do tipo Il gerdgbrestdo associados a uma
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sequéncia desconhecida. Como exemplo tem-se os KRARIFLPs,
microsatellites (SSRs), ITSs e SNPs (BENALI et2011).

Nos ultimos anos diferentes técnicas foram utiksadara caracterizar
diferentes espécies deolletotrichum andlises moleculares incluindo RAPD
(Random Amplified Polimorphic DNARFLP Restriction Fragment Length
Polymorphisth do DNA ribossomal (rDNA) e mitocontrial (mDNA),
seqlenciamento de regides conservadas como as idedasy ITS Ipternal
Transcribed Spacgre IGS (nternal Spacer Regigndo rDNA, AFLP
(Amplified fragment Lenght Polymorphisme) microssatélites (MARQUES-
MARCAL et al., 2010). Estas informac¢fes tém poéisioio acessar a
diversidade existente entre populacdes, além dénglisr espécies muito
préximas comcC. gloeosporioide eC. acutatum caracterizar a especificidade
por hospedeiro, caracterizar isolados patogénices ndo patogénicos,
caracterizar a producdo de metabdlitos e em algas®s possibilitam a
construcao direta de primers especificos para eatasteristicas (MARQUES,
20009).

Dentre as inUmeras técnicas existentes, a técridd-tP tem ganhado
popularidade na analise da diversidade genéticanémeros fitopatégenos,
devido ao elevado polimorfismo gerado, ou sejagrande nimero de loci que
podem ser considerados simultaneamente.

Esta técnica desenvolvida por Vos et al. (19955 dsiseada na
amplificacdo do DNA via PCR, para detectar difeemnem um conjunto de
fragmentos selecionados e digeridos com enzimasaigcdo, na qual apos a
digestdo do DNA pelas enzimas de restricdo, osrfeatps gerados séo ligados
a adaptadores com sequencias conhecidas nas dtramidades de cada
fragmento, estes fragmentos entdo, sdo submetidomamplificacéo seletiva,

utilizando primers com sequéncia complementar a&erja dos adaptadores,
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seguida da sequéncia especifica do sitio de i&stda enzima e uma extensao
de nucleotideos seletivos na extremidade 3' (CAIXKET al., 2009).

Ao longo dos anos, a técnica de AFLP tem se detagar conseguir
revelar diferencas entre espécies proximas, e g de racas ou cepas de
fitopatdgenos.

2.7 As proteinas fluorescentes e o estudo da colwaido por fitopatdégenos

As proteinas fluorescentes sdo ferramentas imgesgamgue tém
revolucionado a biologia celular na dltima décaatacipalmente no estudo de
células vivas (FREITAG et al., 2004). Os genes cpiificam essas proteinas
sdo excelentes marcadores moleculares, pois alizégtio dos seus produtos
nao requer substratos ou cofatores e podem seregagas em qualquer
organismo que possa ser geneticamente modificad¥NIMEK; BOURETT;
HOWARD, 2005). Atualmente, na literatura, sdo déservarios plasmideos
contendo genes que codificam diferentes protelnasekcentes, que fluorescem
em diferentes comprimentos de onda, podendo senamas em diferentes
coloracdes, como: verdgp, azulcfp, amareloyfp e vermelhap.

A green flourescent protein ou GFP é uma proteinaen 238
aminoacidos, que é intrinsecamente fluorescentaite &ima luz verde quando
exposta a irradiacdo com ultravioleta (CHALFIE &t 4994). Este gene é
originario do cnidaricAequorea victoriee tem sido utilizado como reporter em
varios sistemas heterélogos, tornando-se uma ferm@mmuito utilizada em
biologia molecular.

A principal caracteristica da GFP é a fluorescépec@porcionada por
sua estrutura terciaria, chamadabd¢a-can a qual possui, em seu interior, a
regido cromofdrica responsavel pela fluorescéfi@hpropriedade permite que

essa proteina, de detec¢do nao invasiva, sejzaddlicomo um eficiente gene
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marcador in vivo. Desse modo, o gegip pode ser facilmente clonado em
diferentes vetores (plasmidios, cosmidios e battgyos) e expresso nos mais
variados tipos celulares, como procariotos, eut@idnferiores e superiores
(TSIEN, 1998).

A GFP néo interfere nas atividades celulares. Seaie é simples e sua
atividade pode ser detectada por varios métodokjsine usando microscopia
de fluorescéncia, microscopia confocal ou medimtenisidade de fluorescéncia
em células individualmente (WELSH & KAY, 1997).

Sua expressdo pode ser visualizada em observat®eg de células
individuais, populagbes de células ou em organisrmisragindo com
simbiontes ou com o ambiente em tempo real. Pdsaixa toxicidade, é
extremamente estavel, além de manter a atividadedp associada a muitas
proteinas celulares e extracelulares (LAGOPODI.£2@02).

Outro importante fato relacionado a utilizacdo dedgenos marcados
com GFP, e que esta permite diferenciar o fungoulaglo de outros possiveis
fungos parasitas presentes na planta, visto quevisualizacdo é feita por
microscopia de fluorescéncia em um comprimento wigaodeterminado, de
forma que apenas os isolados marcados possamssevadios.

O genggfp tem sido amplamente utilizado no estudo da inferaptre a
planta hospedeira e fungos, fitopatogénicos ou m&ando estudar a sua
penetracéo, colonizacdo e disseminacéo, cémsarium virguliformeem soja
(MANSOURI et al., 2009)Phomopsis viticolam videira (ANCO et al., 2009),
Rosellinia necatribxem abacate (PLIEGO et al., 2009), fungos ectomizioos
(Pisolithus tinctorius e endomicorrizicos {idiodendron maigs em
angiospermas (RODRIGUEZ-TOVAR et al., 2005; MARTIN®Dal., 2007) e
em isolados d€olletotrichumacutatumos quais permaneceram infectivos apés
a insercdo do gene, e puderam ser detectados mosteinfectados,

observando-se o rapido desenvolvimento do fungengteendo o mesofilo com
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denso micélio que invadiu as células, causandaosec(HOROWITZ;
FREEMAN; SHARON, 2002).

3 HIPOTESE

Acredita-se que existam diferentes niveis de aiyidade entre os
isolados deColletotrichumspp. que colonizam o cafeeiro, 0s quais possaan est
relacionados: a maior ou menor atividade fisiolagiao aparato enzimatico
relacionado a patogénese e a regulacdo de genesifegs, a variabilidade
genética, bem como a diferentes sintomas observadoplantas relacionados a

germoplasmas particulares.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Departamemféitdpatologia e
Departamento de Biologia da Universidade Federabdeas (UFLA).

Coleta e preservacao dos isolados @lletotrichum spp.

Foram coletados folhas, ramos e frutos de pladeasafeeiro com
sintomas de mancha manteigosa, antracnose e squantiros, em diversas
cidades do estado de Minas Gerais. As amostras)facandicionadas em sacos
de papel e entdo levadas ao Laboratério de Diagdes&nfermidades em
Plantas, do Departamento de Fitopatologia da UREgxam feitas secc¢bes do
tecido infectado, em locais de lesdes jovens, fioigdmente desinfetadas com
alcool 50% (1 minuto) e hipoclorito de sodio 1% {Aunto) e lavadas em agua
destilada por duas vezes; em seguida, transfep@lasplaca de Petri contendo
meio de cultura MEA (Extrato de malte - Agar) eubadas por sete dias em
camara de crescimento a temperatura d€ 25otoperiodo de 12 horas. Apés a
constatacdo de crescimento fungico, foram retirddiggmentos de meio com
micélio e levados ao microscépio de luz para atifiesmcéo do patégeno pela
descri¢do de Sutton (1992).

Ap0s a identificacdo, fragmentos das colbniasnfioteansferidas para
novas placas, para purificacdo dos isolados, olitede culturas monospéricas e
preservacao do inéculo em microtubos sob refrigerac
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Tabela 1 Identificagdo dos isoladosQigletotrichum sppem Minas Gerais

Orgéo
Isolado Sintoma Origem

Planta
I-1 Folha  Mancha Manteigosa Lavras
-2 Folha  Mancha Manteigosa Piumbi
-3 Haste Seca Ponteiro Santo Antonio do Amparo
I-4 Fruto Antracnose Santo Antonio do Amparo
I-5 Haste Seca Ponteiro Ouro Fino
-6 Haste Seca Ponteiro Lavras
I-7 Haste Seca Ponteiro Boa Esperanga
-9 Folha  Mancha Manteigosa Poco Fundo
I-10 Fruto Antracnose Poco Fundo
I-11 Fruto  Mancha Manteigosa Poco Fundo
[-12 Folha  Mancha Manteigosa Turvolandia
[-13 Haste Seca Ponteiro Patrocinio
I-14 Fruto  Mancha Manteigosa Araguari
I-15 Fruto Antracnose Araguari
[-16 Fruto Antracnose Araguari
[-17 Fruto Antracnose Teixeira
I-18 Haste Seca Ponteiro Capelinha
I-19 Haste Seca Ponteiro Cristais
I-20 Haste Seca Ponteiro Campo Belo
-21 Fruto Antracnose Paracatu
[-22 Haste Seca Ponteiro Paracatu
[-23 Haste Seca Ponteiro Paracatu
[-24 Haste Seca Ponteiro Lavras
[-25 Haste = Mancha Manteigosa Lavras
I-26 Fruto  Mancha Manteigosa Paraguacu
[-27 Haste = Mancha Manteigosa Paraguacu
[-28 Haste = Mancha Manteigosa Paraguacu
I-29 Folha  Mancha Manteigosa Paraguacu
I-30 Haste Seca Ponteiro Ribeirdo Vermelho
[-31 Folha  Mancha Manteigosa Riberidao Vermelho
[-32 Fruto  Mancha Manteigosa Ribeirdo Vermelho
[-33 Haste = Mancha Manteigosa Ribeirao Vermelho
[-34 Haste Seca Ponteiro Lavras
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Obtencao de culturas monosporicas

Para obtencdo das culturas monospéricas dos miiésrésolados, os
esporos foram suspensos em 5 mL de agua esteailegadiluidos por 5 vezes.
Em seguida, aliquotas de 1l da suspensado foram colocadas em placas de
Petri com meio agar-4gua e incubadas a 25°C. Apldsr&s os conidios que
apresentavam tubos germinativos foram marcadostedos pequenos blocos
de meio, e transferidos para meio MEA para crestimalas culturas e

preservacao.

Producao de hipocaétilos e mudas

As sementes foram obtidas a partir de frutos diivau Catuai
Vermelho com sintomas de mancha manteigosa e ssonsis de mancha
manteigosa. Os frutos foram despolpados, e as sesndmvadas em agua
corrente. Apds foram imersas em alcool 70% por iutos e transferidas para
recipiente contendo hipoclorito de sédio 2,5%, ope€lenaneceram em agitacao
por 5 minutos e em seguida lavadas por duas vemesagua destilada-
esterelizada e entdo secas em capela de fluxaGa 25°

Para a producdo dos hipocétilos e mudas, as sesefaram
acondicionadas em bandejas com areia como substratoubadas em camara
de crescimento a 30°C sob fotoperiodo de 12 hatéasa emissao da radicula,
quando entdo estes foram transferidas para bandejaslipropileno com 48
células de 11x5x5cm, contendo substrato esterdizadmantido em casa de

vegetacao até a emergéncia dos hipocotilos, sqgteratura ambiente.
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4.1 Caracterizacdo morfo-fisiolégica, molecular e patognica dos
Isolados deCalletotrichum spp. associados ao cafeeiro

a) Coloracdo das colbnias, dimensfGes dos conidios renafgdo de

acérvulos

A coloracdo das colbnias foi avaliada por meio ed@ressdo da
tonalidade observada durante dez dias, assim cdiowonacao de acérvulo nos
seguintes meios de cultura: MEA (20g extrato deenabDg agar; 1000 mL agua
destilada); BDA (250g batata; dextrose; 20g agnolmL agua destilada);
GYA (10g glicose; 5g extrato de levedura; 20g ad@n0 mL agua destilada);
OA (30g Aveia; 20g agar; 1000 mL agua destiladanosbados a 25°C sob
fotoperiodo de 12 horas. O delineamento experirheatdizado foi o
inteiramente casualisado em esquema fatorial, rad gs fatores avaliados
foram: isolados e meio de cultivo, com trés redetc

O formato e a dimenséo dos conidios para cadalioofui obtida pela
medicdo do comprimento e largura de 50 conidioglleisios ao acaso. Os
conidios foram obtidos de colbénias de dez diasmadicGes foram realizadas
em microscopio Zeiss acoplado a uma camera, e magltsypor meio do
programa AxionVision 4.8.

b) Crescimento micelial em diferentes meios de caltur
Foram utilizados os seguintes meios de culturaAMBDA, GYA e
OA. Das culturas puras dos diferentes isolados, seta dias de idade, foram
removidos discos de micélio com 6 mm de diamefepositados no centro de
cada placa de Petri contendo os diferentes meios.séguida, estas foram

incubadas a 25°C com fotoperiodo de 12 horas, thusate dias.
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O crescimento micelial foi avaliado por meio ddiée de velocidade de
crescimento médio (IVCM), segundo destrito por @& (1991) das colbnias,
conforme equacao 1.

2(D— Da)
N

IVCM =
(1)

No qual:
D= Diametro atual
Da= Diametro anterior
N= Numero de dias ap0s inoculagéo

O delineamento experimental utilizado foi o irdelente casualisado
em esquema fatorial, no qual os fatores avaliadoaf: isolados e meio de
cultivo, com trés repeticdes.

c) Esporulacdo de isolados de Colletotrichum em diftee meios de

cultura

Os discos de micélio com sete dias de idade falepositados no centro
de placas de Petri, contendo os diferentes meimssé&gjuida, as placas foram
incubadas a 25°C nas condi¢cdes de escuro contthaim continuo, e luz
alternada (12 horas de claro e 12 horas de escwws)oito dias de incubacéo
avaliou-se a producédo de conidios. Para o prepasuspensdo de esporos, foi
adicionado 20 mL de agua destilada esterilizadecada placa de Petri, para
facilitar a remocdo do micélio, entdo este foirdilto em gaze estéril, e a
concentracdo ajustada para® n camara de Neubauer, com microscopio
Optico, obtendo-se uma média de cinco leituras pa@a repeticdo dos
tratamentos.

O delineamento experimental utilizado, foi o irdaiente casualisado
em esquema fatorial, no qual os fatores avaliadoamf: isolados e meio de
cultivo, com trés repeticdes.
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d) Crescimento e esporulacdo de Colletotrichum enralites niveis de

pH

O meios de culturas utilizados para os ensaioanfoaqueles que
promoveram o melhor IVCM e producéo de esporosdhisras. A partir deste,
foram testados trés niveis de pH: 4,5, 5,5, 6,50e Mestas placas, foram
depositados discos de micélio das culturas, e gmtdtas foram incubadas a
25°C com fotoperiodo de 12 horas, durante sete Qi@sescimento micelial foi
avaliado por meio do indice de velocidade de cresoto médio (IVCM) das
coldnias, por dez dias, conforme descrito no iterh.b3 assim como a
esporulagéo.

O delineamento experimental utilizado, foi o irdaiente casualisado
em esquema fatorial, no qual os fatores avalianl@s . isolados e pH, com trés

repeti¢cdes.

e) Extracdo do DNA
A extracdo do DNA foi realizada a partir de cofncom dez dias de
crescimento, conforme protocolo fornecido pelo dét extracdo Promefa
Wizard Genomic DNA Purification Kit (#A1120). Ap@s extragédo foi feita a
guantificacédo deste DNA e entdo as amostras forlidas para a concentracao
de 10nguL™.

f) Identificagcdo molecular
Para a identificacdo molecular pela técnica de ,P@rneiramente
utilizou-se oligonucleotideos especificos para aegé Colletotrichum, para
confirmar se todos os isolados pertenciam a esser@géEm seguida, foram
utilizados os oligonucleotideos especificos paf acutatum, C.

gloeosporioides
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A identificacdo do géner@olletotrichumfoi realizada utilizando-se os
pares de oligonucleotideos CclF1 (5-ACCTAACTGTTACTGGCG-3) e
Cc2R1 (5-AAATTTGGGGGTTTTACGGC-3") conforme Cullest al. (2002).
A reacdo foi realizada segundo protocolo fornegielo kit Gotaq Green Master
Mix - Promeg8 (#M7122). O programa utilizado junto ao termoaiclafoi de
um ciclo de 1 minuto a 94 °C, 2 minutos a 65 °Qmwrfitos a 72 °C, seguido de
um ciclo de 1 minuto a 94 °C, 2 minutos a 63°Cmirfutos a 72 °C, finalizando
com 33 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 2 minutos a®& 2 minutos a 72 °C.

Para a deteccdo d& gloeosporioidegoi utilizado o oligonucleotideo
CgInt (5-GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3") em conjunto cdifS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') descritos por Mills, Sregasaprasad e
Brown (1993). A reacéo foi realizada segundo pmltodornecido pelo kit
Gotaq Green Master Mix - Promé&g&M7122). O programa utilizado foi: um
ciclo de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 62 9C s=gundos a 72 °C,
seguido de um ciclo de 30 segundos a 94 °C, 4:degwa 60 °C e 90 segundos
a 72 °C, finalizando com 33 ciclos de 30 segund@$ &, 45 segundos a 58 °C
e 90 segundos a 72 °C.

A identificacdo deC. acutatumfoi realizada com os oligonucleotideos
Calnt2 (5'-GGGGAAGCCTCTCGCGG-3) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC--3") conforme descrito por 8révasaprasad et
al. (1996). A reacao foi realizada segundo promdoinecido pelo kit Gotaq
Green Master Mix - Prome§4#M7122). O programa utilizado foi: um ciclo de
30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 62 °C e 90dsegar’2 °C, seguido de um
ciclo de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 60 9C s=gundos a 72 °C,
finalizando com 33 ciclos de 30 segundos a 94 %Csetundos a 58 °C e 90
segundos a 72 °C.

Apés a amplificacdo, 1L dos produtos das reacdes de PCRs foram

aplicados em gel de agarose 1%. A corrida elegtfxr foi realizada em
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corrente constante de 80 volts por 1 h. As bandaBNA foram visualizadas
em transiluminador de ultravioleta e fotografad&@amo controle para as

reacOes foi utilizado um isoladiercospora sppe a agua estéril.

g) Teste de patogenicidade em frutos verdes

Apds a coleta, os frutos verdes café da cultiv@atuai vermelho,
oriundos de plantas com mancha manteigosa (plasitdematicas) e sem
mancha manteigosa (plantas assintomaticas), foaaadbs em agua corrente
com sabdo neutro por trés vezes e enxaguados eandégtilada. Apés estes
foram imersos em &lcool 70% por 5 minutos, tramddsr para recipiente
contendo hipoclorito de sédio 2,5%, onde permameceem agitacdo por 5
minutos, e em seguida lavados por duas vezes emdigtilada-esterelizada e
entdo secos em capela de fluxo a 25°c.

Os frutos secos foram acondicionados em caixakogercom areia
estéril para sustentacdo. O delineamento experaneuntilizado foi o
inteiramente casualisado em esquema fatorial, rad ga fatores avaliados
foram: isolados e frutos (sintomaticos e assint@mogt O ensaio foi composto
de trés repeticdes, o qual uma caixa gerbox fosiderada uma repeticdo com e
20 frutos por repeticédo.

Para inoculacéo, os frutos foram perfurados counihagesterilizada e
inoculados com 10 de suspensdo de “l@onidios.m*. Como controle,
utilizou-se agua destilada autoclavada. As placaanf mantidas em camara
climatizada com temperatura de 25 °C e fotoperideldl2 horas. Os frutos
foram avaliados durante 15 dias, sendo as avalidettas a cada cinco dias. Os
frutos foram caracterizados de acordo com a ausé@ucpresenca de sintomas.
Auséncia de sintomas: frutos sem lesdo necréticgpordo de inoculacao;
Presenca de sintomas: frutos com lesdes iniciagsse necréticas, com aspecto

circular e o centro deprimido.
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h) Teste de patogenicidade e agressividade em hipoo6ti

Para o teste de patogenicidade e agressividade istdados de
Colletotrichum sppforam utilizados hipocotilos, na fase palito dsféro, de
café da cultivar Catuai vermelho, oriundos detpicom mancha manteigosa
(plantas sintomaticas) e sem mancha manteigosadplassintomaticas).

As suspensdes de conidios foram preparadas @glagem de conidios
de colbnias de 7 dias, com auxilio de uma alca dgaBky e 4gua destilada
esterilizada, seguida pela filtragem em gaze éigta. A inoculacdo foi
efetuada por meio da aspersdo de suspensdes nantapdo de f0
conidios.ml*. Como testemunha utilizou-se hipocoétilos inocutadom agua
destilada esterilizada. Os hipocétilos acondiciosasin bandejas com substrato
permaneceram em camara Umida por 48 horas. Ap&iodp, estas foram
retiradas, e os hipocdétilos transferidos para camde crescimento com
fotoperiodo de 12 horas a 25°C por 20 dias.

Os sintomas foram avaliados conforme escala daspor Varzea
(1995) (Tabela 1), a cada cinco dias apds a ino@alae a interpretacdo dos
resultados efetuada conforme sugerido por Oroz@03(2 p6 meio do calculo
do indice de Intensidade da Doenca, demonstradoepeiacio 2.

_ Z(np = vn)
npe # 4

11D

)
np: nimero de plantas em cada classe
vn: valor numérico equivalente a cada classe

npc: nimero total de plantas
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Tabela 2 Grau de sintoma observado em plantulas

Classe Sintoma / Severidade
1 Auséncia de reacdo visivel
2 Lesdes superficiais castanhas
3 Lesdes profundas e escuras
4 Lesdes escuras com inicio de estrangulamento
5 Estrangulamento pronunciado

6 Plantula morta
Fonte: Varzea (1995)

O delineamento experimental utilizado foi o irdelente casualisado
em esquema fatorial, no qual os fatores avaliad@f. isolados e hipocotilos
(sintomaticos e assintomaticos), com 10 repeticdes.

4.2 Colonizacdo de Colletotrichum spp. transformado com g¢fp em

plantulas de cafeeiro

Ap6s analise comparativa em relacdo a patogeniejdam isolado
obtido a partir de sintomas de mancha manteigdsatifizado para o ensaio a

sequir.

a) Insercéo do gene gfp
O plasmidio utilizado no processo de transformag¢éo pCT74
(pSCO001), contendo o fragmersmfp,com o0 gene promotor PtOXgpergillus
nidulang e o gene de resisténcia (HPR) ao antibiéticoonmgina-B.
Como procedimento padrdo utilizou-se o método rdasformacao
quimica mediada por polietilenoglicol (PEG), no lgpemeiramente deve-se
obter os protoplastos do fungo (ARMESTO et al. 20Rbds a obtencgéo, os

protoplastos foram ressuspendidos em tampdo dezemamento, contendo
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quatro partes de STC (0,8 M sorbitol, 50 mM Trisl g8 8,0 e 50 mM CacCl2)

e uma parte de SPTC (0,8 M sorbitol, 40% PEG 4800nM Tris HCI pH 8,0

e 50 mM CaCl2). Apés a adicdo de 10ul de DNA pldshi(pSC001) na
concentracdo de 0,35-1,66.uL ™, essa suspensio foi incubada em gelo, por 30
minutos. Como controle foi utilizado agua destiladdoclavada em lugar de
DNA. Em seguida adicionou-se a suspensdo 1mL deCSPi€ubando-se, por
20 minutos, a temperatura ambiente. Depois foiderem 100 mL de meio de
regeneracdo (0,1% extrato de levedura, 0,1% caseith®lisada, 34,2%
sacarose, 1% &gar granulado), previamente autaldava adicionado de
100pg.mL* de higromicina-B.

Apos trés dias de crescimento as placas conteadaosformantes
foram observados em microscopio estereoscopicocdLEIFC 310FX). As
colénias que apresentavam fluorescéncia foramféaddas para novas placas
contendo meio MEA (4gar-extrato de malte) acrescide 100ug.mt de

higromicina-B, e incubadas a 25°C no escuro.

b) Inoculacdo e observacédo de Colletotrichum transmtmcom gfp

Foram inoculados por aspersdo 10 plantulas dedwaféultivar Catuiai
Vermelho, com dois pares de folhas, por tratamenton suspensdes de
conidios na concentragdo de’ bonidios.mL. Os tratamentos consistiram em:
a) inoculacdo com isolado mutante; b) inoculacédm @ isolado selvagem
patogénico; c) inoculacdo com isolado ndo patogémirinoculacdo com agua
destilada estéril (ADE). As plantulas permaneceeamcamara de crescimento
com fotoperiodo de 12 horas a 25°C, por 15 diassiiemas foram avaliados
conforme o descrito no item 3.1.h.

Apéds a manifestacéo dos sintomas, coletou-se eri@iatetirando finas

seccdes do tecido infectado para a elaboracaanded§, as quais foram levadas
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para observacdo em microscopia de epifluoresc€deias Axio Observer Z.1)

com filtro 470 a 490 nm e pico de transmisséo ethab360 nm.

4.3  Atividade enzimatica dos isolados d€oalletotrichum spp. associados

ao cafeeiro

A determinagdo das atividades das enzimas hideditextracelulares
em meios de cultura especificos, foram preparagéoscdrdo com Hankin e
Anagnostakis (1975) e Paterson e Bridge (1994).

a) Atividade amilolitica in vitro

Os isolados foram cultivados em meio minimo, (6gN&NQ; 1,5g de
KH,PQ,; 0,5g de KCI; 0,5g de MgSQ'H,0; 0,01g de FeS{D,01 g de ZnS;
10g de amido; 15g de agar; 1000 mL de agua destilpd 6,8), os quais
permaneceram a 25° C sob fotoperiodo de 12 honaminté sete dias.
Decorridos o periodo de cultivo dos isolados noomairevelacdo do halo de
degradacdo do amido ocorreu por meio da adicdonde @e solucéo lugol (59
de KI; 1g de iodo; 100 mL de agua destilada) s@mperficie do meio de
cultura. Apés 10 minutos, o excesso da solucad fegdescartada e a atividade
amilolitica detectada pela formacdo de halo claroundado por uma zona
azulada.

A avaliacdo dos resultados foi realizada por nmi@omensuracdo de
didmetros perpendiculares da colénia e da colérds m halo decorrente da
atividade enzimatica, obtendo-se as respectivaasar& area do halo de
degradacdo oriundo da atividade da enzima foi absidbtraindo a area da

colonia.
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O delineamento experimental utilizado foi o irdelente casualisado
em esquema fatorial, no qual os fatores avaliadoanf: isolados e enzimas,

com trés repeticbes. O experimento foi efetuadaepticata.

b) Atividade lipolitica in vitro

Para a avaliacdo da atividade lipolitica, os thodaforam cultivados em
meio de cultura acrescido de Tween-20 como subs(d&t ml de Tween-20,
10g de peptona, 5g de NaCl, 0,01 g de €a@Dg de agar, 1000 mL de agua
destilada; pH 6,0), os quais permaneceram a 2%bCGatoperiodo de 12 horas
durante sete dias. ApGs a incubagédo, as placas fresfriadas a 4°C por 48
horas. A atividade das enzimas lipoliticas dasrcakfoi observada por meio
da formacdo um precipitado, visivel devido a forwagle cristais de sais de
célcio, como um halo claro deste precipitado aoréds col6nias. A avaliacéo
da 4rea de degradacéo de lipidio e o delineamemqerimento foi realizado

conforme o item 3.3.a.

c) Atividade proteolitica in vitro

Para detectar a atividade proteolitica, os isaddoam cultivados em
meio nutriente agar, contendo gelatina como subs{&y de peptona; 3g de
extrato de carne; 15g de agar; 40g de gelatina) bhil0 de agua destilada; pH
6,0), os quais permaneceram 25 °C sob fotoperiedb2dhoras, durante sete
dias. Decorridos o periodo de cultivo dos isolagimsneio, a revelacdo do halo
de degradacdo ocorreu por meio da adicdo de 2 méollgdo saturada de
sulfato de amodnio (77g de (MHESO,; 100 mL de agua destilada). A avaliagdo

da 4rea de degradacao da proteina foi realizada noritem 3.3.a.
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d) Atividade de lacases in vitro
Para detectar a atividade de lacases, os isofadas cultivados em
meio MEA acrescido de acido galico (20g de agarddgcido galico; 15g de
extrato de malte; 1g de peptona; 1000 mL de agetlatéa; pH 7,0), os quais
permaneceram 25 °C sob escuro continuo, durante dias. A atividade das
lacases foi detectada por meio da formag&o de udarharrom ao redor das
colbnias. A avaliagdo da area de degradacgdo daipaotoi realizada como no

item 3.3.a.

e) Atividade celulolitica in vitro
Os isolados foram cultivados em agar carboximedtilose (1g de

KH,PQ,; 0,59 de (NH).SO; 0,59 de asparagina; 0,59 de KCI; 0,2g de
MgSQO,.7H,0O; 0,1g de CaG] 0,59 de extrato de leveduras; 10g de
carboximetilcelulose; 20g de agar; 1000 mL de adestilada; pH=7,0), os
quais permaneceram a 25°C sob escuro continuo ipoo dias, e logo em
seguida submetidas a choque térmico por 16 hoE¥@ Apds esse periodo,
foram adicionados 10 mL de solug&o corante vermetimgo (2,5 g; 1000 mL)
tampao Tris HCI 0,1M; pH 8,0). Ap6s 30 minutos &uséo foi descartada e as
culturas lavadas com 5 mL de solu¢cdo de NaCl (0)5 M atividade das
celulases foi detecdada através da revelacdo dom ¢tlalo e estreito de
degradacao da celulose ao redor da colbnia. Aagadi da area de degradacao
da proteina foi realizada como no item 3.3.a.

f) Atividade pectinolitica in vitro
A atividade pectinolitica foi avaliada em meio nmaleiamponado - MMT (29
de KH,PO,;, 7g de KHPO, 1g de (NH),SO,; 3g de pectina; 1g de
MgSQ,.7H,0; 0,6g de extrato de levedura; 13g de agar; 1000de agua
destilada; pH 7,2), nos quais os isolados forantivalos a 25°C sob
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fotoperiodo de 12 horas, durante quatro dias. Egnida, para cada isolado
cultivado em MMT, foi transferido um disco, paravae placa de Petri com
meio Macllvaine (7,74g de &cido citrico; 17,93gNeHPQ;; 2,59 de pectina
citrica; 13g de agar; 1000 mL de agua destiladafihi mantidos a 40°C por
48 horas. Decorrido o periodo de incubacéo, paexelacao do halo dedifusdo
das pectinases foi adicionado 2 mL de solucéo I(Eplke KI; 1g de iodo; 100
mL de agua destilada) sobre a superficie do memullera. Apés 10 minutos o
excesso da solugdo foi descartado. As zonas ddratobslegradado foram
visualizadas, por meio de um halo claro ao redocalé@nia desenvolvido no
meio de cultura. A avaliagdo da area de degraddadproteina foi realizada

como no item 3.3.a.

g) Ensaios para determinacdo da atividade de enzineggatladoras da

parede celular (EDPC) - Pectinases

Os ensaios para a determinacdo das polissacariteam determinados
pelo método do acido dinitrossalicilico (DNS), aumiie descrito por Miller
(1959).

i. Obtencado do sobrenadante das culturas

Os isolados foram cultivados durante sete dia3’&@,3em meio mineral
tamponado - MMT (6,98g KIPO, 5,449 KHPO; 1g (NH).SO; 1,1g
MgSO,.7H,0; 3g pectina; 0,6g extrato de levedura; 1000 miadtestilada; pH
6,3), € meio mineral ndo tamponado - MMNT (24HRQy; 0,649 KHPO,; 19
(NH,)2SOy; 1,1g MgSQ.7H,O; 3g pectina; 0,6g extrato de levedura; 1000 mL
agua destilada; pH 6,8). Apoés decorrido o periddancubacado, as culturas
foram centrifugadas e conservadas a — 4°C. Pamisalhdo foram realizados
trés repeti¢des.

ii.  Atividade Poligalacturonase (PG)
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Como substrato para a reagéo foi utilizado umacgol de 300 pL de
acido poligalacturonico (30mM) a 100 pL das cubuceescidas em MMNT, o
gual foi incubado por 20 minutos a 40°C. Apds,rigirada uma aliquota de 25
uL da reacéo e adicionado 75 pL de agua destild88 @ L da solucdo de DNS
(10g DNS; 300 mL NaOH 2N; 300g de tartarato dumd\&/K; 1000 mL agua
destilada; acrescido de 1,4 mL solucdo de metdfiissde sédio 35% e 4 mL
solucdo de Fenol 50%). As culturas foram fervidas 4 minutos e entdo o
volume foi completo para 1 mL. Como controle fdlizdado o meio de cultura
puro. A atividade da PG foi detectada pela lei@aabsorbéncia a 540 nm.
Cada amostra foi realizada em trés replicatas.

A curva padrdo para PG consistiu na substituici® amostras das
culturas por &cido poligalacturonico, seguindo-seesmo procedimento.

iii.  Atividade da Polimetilgalacturonase (PMG)

Como substrato para a reagéo foi utilizada umacéol de 40 puL de
pectina citrica a 20 pL das culturas crescidas éiNW, o qual foi incubado
por trés horas a temperatura ambiente. Apds, foiamhda a solucdo 60 pL da
da solucédo de DNS puro (10g DNS; 300 mL NaOH 2Nyg3@e tartarato duplo
de Na/K; 1000 mL agua destilada), entdo as amoftras fervidas durante 10
minutos. Apoés decorrido o tempo foi adicionada g 140 puL de agua
destilada e homogeneizada. Como controle foi atliizo meio de cultura puro.
A atividade da PMG foi detectada pela leitura dsodténcia a 575 nm. Cada
amostra foi realizada em trés replicatas.

A curva padrdo para PMG consistiu na substituiddi® amostras das
culturas por maltose, seguindo-se o0 mesmo procedime

iv.  Atividade da Pectinaliase (PNL)

Como substrato para a reagdo foi utilizado umacdol de 200 pL de

pectina citrica 2,5% a 300 pL das culturas crescela MMT, estas foram

agitadas em vortex e entédo incubadas por 30 mirutisC. Apds, foi retirada
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uma aliquota de 100 pL da reacd@o e adicionado 90@eqiHCI (0,01M),
homogeneizando as amostras. Como controle fozadii o0 meio de cultura
puro. A atividade da PL foi detectada pela leitimaabsorbancia a 235 nm. Cada

amostra foi realizada em trés replicatas.

4.4  Variabilidade genética dos isolados de Colletotrichum spp.
associados ao cafeeiro por Amplified Fragment LenftPolymorphism
(AFLP)

A analise por AFLP foi realizada conforme metod@odescrita por
Vos et al. (1995), utilizando o kit de reagentesdaido pela Invitrogen — AFLP
Core Reagent Kit (#10482-016), seguindo o protodelscrito pelo Fabricante.
A extracdo do DNA fungico foi efetuada conformeatiés no item 3.1.d.

Os primers utilizados na reacgdo foram fornecidel pnvitrogen na
concentragdo 10ng. As combinacbes de primers,zaditis no EcaRl
GACTGCGTACCAATTC + x (onde x = AG, AT, AC), eMsd
GATGAGTCCTGAGTAA + y (onde y = AT, AA, AC), foramtilizadas na
geracdo dos padrBes das bandas. Os fragmentoogdmdm ligados com
adaptadores de AFLP em um Unico passo, por 2 oP&SC, e entdo diluidos
em tampdo TE. As amostras foram pré-amplificadgéigartdo o seguinte ciclo
de PCR: 20 ciclos a 94°C por 30 segundos, 56°GP@wegundos, e 72°C por
60 segundos; seguido por 72°C por 60 segundosie estes foram mantidos a
4°C. As reacdes pré-amplificadas foram diluidastaampédo TE (1:50) antes da
amplificacao final especifica de AFLP.

Para reacéo final foram utilizados 15uL da read@@ré-amplificagédo
diluida. O programa da PCR para amplificacdo deABera: 10 ciclo a 94°
por 60 segundos, 65° por 60 segundos; 72°C poreganslos, no qual a

temperatura de anelamento sera reduzida a cadeeaicl°C, de 65°C até 56°C;
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seguido de 23 ciclos de 94°C por 30 segundos, p6tG30 segundos, e 72°C
por 60 segundos; seguido por um passo final, eoemantido a 4°C.
Posteriormente, os fragmentos de AFLP foram separach gel desnaturante de
poliacrilamida a 6%, com tampao TBE 1x (100 mM dis base, 100 mM de
acido borico e 2 mM de EDTA pH 8,0) no gel e tamp&ocorrida, conforme
Lima (2006).

Os fragmentos foram analisados visualmente, sgadida uma matriz
binaria, em que 1 corresponde a presenc¢a de babdaauséncia de banda. O
método de agrupamento utilizado foi Neighbor Jgjnioom o auxilio do
programa Structure 2.3.4 (PRITCHARD; STEPHENS; D@NNY, 2000).

4.5 Sistematizacéo e andlise dos resultados

Os dados foram inicialmente avaliados pela anéésgariancia e teste
F, com auxilio do programa estatistico Sisvar (FERR, 2000). A
comparacédo entre as médias, quando o valor dedigfuficativo, foi feita pelo
teste de Scott e Knott (1974), a 5%. A construggrdficos e a estimativa da
correlacdo de Pearson (patogenicidade/agressivigladatividade enzimatica)
foram realizadas por meio da versdo demonstrativapdicativo Sigma Plot
11.0 (Systat Software Inc).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo fisiomorfolégica, molecular e patogéca dos

isolados deColletotrichum spp. associado ao cafeeiro

Trinta e trés isolados foram obtidos a partir ddés tipicas de mancha
manteigosa, seca de ponteiros e antracnose enirogfegiginarios de diversas
cidades do sul do estado de Minas Gerais.

Destes isolados verificou-se que todos mostrararascinento
homogéneo a 25°C, no qual a coloracdo micelialqgnéginte das col6nias foi
0 branco-cinza, com excecao do isolado I-14 o guiliu a coloracdo salmao,
quando cultivados em MEA, BDA e GYA (Tabela 3). @da crescidos em
meio OA, todos os isolados apresentaram crescimasio € na cor branca.
Apenas os isolados I-5, I-14 e 1-25 apresentaragscanento micelial
superficial, quando cultivados em MEA, BDA e GYA&nslo os demais isolados
classificados como crescimento cotonoso. Aindaedat#io aos isolados I-5 e I-
25 nao foram observadas durante os dez dias déagh@la formacdo de

acérvulos, distinguindo-se dos demais isoladosaalas.

Tabela 3 Médias apresentada pelos isolad@3otletotrichumspp. referente as

caracterisiticas culturais e morfolégicas

Dimensoes dos Presenca de

Isolado  Coloracéo ) Formato
conidios ftm) Acérvulo
-1 Cinza 12,92 x 4,77 + Cilindrico
-2 Branco Cinza 12,60 x 4,80 + Cilindrico
-3 Branco Cinza 13,65 x 4,80 + Cilindrico
-4 Branco Cinza 11,19 x 4,80 + Cilindrico
I-5 Branco 12,63 x 4,58 - Cilindrico
I-6 Branco Cinza 12,93 x 5,05 + Cilindrico
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I-7 Cinza 12,81 x 5,00 + Cilindrico
-9 Branco Cinza 742 x 3,10 + Cilindrico
[-10 Branco Cinza 15,73 x 5,00 + Cilindrico
-11 Branco Cinza 17,13 x 5,01 + Cilindrico
-12 Branco 16,32 x 4,46 + Cilindrico
1-13 Cinza 10,82 x 4,00 + Cilindrico
I-14 Salméo 3,03 x 1,17 + Cilindrico
I-15 Branco 13,57 x 5,00 + Cilindrico
1-16 Branco 11,55 x 4,82 + Cilindrico
1-17 Branco Cinza 15,02 x 5,00 + Cilindrico
-18  Branco Cinza 16,68 x 4,99 + Cilindrico
1-19 Branco Cinza 11,93 x 4,84 + Cilindrico
[-20 Branco 14,45 x 4,94 + Cilindrico
-21 Branco Cinza 7,42 x 3,10 + Cilindrico
-22  Branco Cinza 10,73 x 4,64 + Cilindrico
[-23 Branco 7,42 x 3,10 + Cilindrico
-24 Branco Cinza 4,06 x 1,54 + Cilindrico
I-25 Branco 554 x 2,66 - Cilindrico
I-26 Branco Cinza 16,36 x 4,31 + Cilindrico
I-27  Branco Cinza 12,96 x 5,28 + Cilindrico
1-28 Branco Cinza 10,32 x 3,57 + Cilindrico
1-29 Branco Cinza 12,99 x 3,58 + Cilindrico
1-30 Branco Cinza 12,45 x 4,08 + Cilindrico
I-31  Branco Cinza 13,38 x 3,17 + Cilindrico
-32 Branco Cinza 12,08 x 4,07 + Cilindrico
1-33 Branco Cinza 3,36 x 1,71 + Cilindrico
1-34 Branco Cinza 11,49 x 2,59 + Cilindrico

Os conidios dos isolados analisados exibiram odtometo, cilindrico e
de apices arredondados, com média, de comprimdnb@Ilum e largura 4,05
um (Tabela 3). Estes dados estdo de acordo comtmo®ipor Feitosa et al.
(1977) para isolados deolletotrichum sppassociados ao cafeeiro. Entre os 33
isolados avaliados neste estudo, 68% apresentasafdias entre 12,0 a 17,0

pm de comprimento e 3,5 a 6,0 um de largura. Estleses sdo propostos para
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C. gloeosporioidessegundo Sutton (1992). Neste trabalho, observoa-se
diferenciacdo de dois tipos de conidios, aqueleguad ha predominancia de
isolados com conidios de comprimento superiore® am, € no qual ha a

predominancia de isolados com conidios de comptioiaferior a 7um.

Em relacdo ao indice de velocidade de crescimeitelial, pode ser
observado que os meios que apresentavam maior flentearbono a serem
metabolizados pelos fungos foram os que promovemior crescimento
destes, sendo que o melhor desempenho observadarfeio de cultura MEA
com média de crescimento 2,85 mm, seguido pelo BB 2,15 mm (Tabela
4). No geral muitos fungos utilizam glicose, poréntros aglicares podem servir
como fonte de carbono com finalidades biossintgtica

Conforme analise de variancia, a interacao foiiggtiva para isolado
X meio de cultura, apresentado um coeficiente deag@& de 7,7. Na
comparacdo das médias sobre o IVCM, de acordo coeste de Scott Knott
(0,05), dentre o desenvolvimento dos isolados, {3edabservar a formacéo de 4
agrupamentos para os meios BDA e GYA, e de 5 agreptos para 0s meios
MEA e OA. De acordo com a composi¢cdo do meio, aados se diferenciaram
guanto a taxa de crescimento micelial e de espg#o)jasendo que 0 meio que
favoreceu a melhor taxa de crescimento miceliah pen determinado isolado

nao necessariamente foi o melhor meio para a péodde conidios.

Tabela 4 Indice de velocidade de crescimento raiqehm.dia’) dos diferentes
isolados deColletotrichum spp. relacionados ao cafeeiro em quatro
meios de cultura

IVCM (mm.dia ™)
Meios de Cultivo

Isolados MEA BDA OA GYA
1 2.72 Ad 229Ba _ 163Cb 1,65 Cc
1-2 3,02 Ac 212Bc 1,80 Ca 1.85 Cc
1-3 2 65 Ad 205Bc 1,71 Cb 1,71 Cc

-4 3,08 Ac 2,36 Ba 2,05 Ca 2,02 Ca




50

-5 2,59 Ad 1,72 Bd 1,76 Bb 1,61 Bc
I-6 3,02 Ac 2,20 Bb 1,94 Ba 2,07 Bb
-7 3,04 Ac 2,24 Bb 1,91 Ca 2,04 Cb
-9 2,34 Ae 2,16 Ab 1,81 Ba 1,86 Bc
[-10 2,50 Ae 2,26 Bb 1,72 Cb 1,81 Cc
-11 2,75 Ad 2,38 Ba 1,81 Ca 1,87 Cc
[-12 2,66 Ad 1,84 Bd 1,62 Bb 1,75Bc
[-13 2,66 Ad 1,99 Bc 1,77Cb 1,71 Cc
I-14 2,44 Ae 1,84 Bd 1,87 Ba 1,89 Bb
[-15 3,15 Ac 2,19 Bb 2,15 Ba 2,02 Ba
I-16 2,82 Ad 2,36 Ba 1,70 Ca 1,91 Cc
I-17 2,71 Ad 2,06 Bc 1,78 Ca 1,84 Cc
[-18 2,80 Ad 2,13 Bb 0,92 Dd 0,17 Ce
[-19 2,84 Ad 2,29 Ba 1,71 Ca 1,94 Dc
1-20 2,94 Ac 2,12 Bb 1,70 Cc 1,48 Cc
-21 2,65 Ad 2,03 Bc 1,86 Cb 1,73 Cb
[-22 3,09 Ac 2,43 Ba 0,98 Ca 1,86 Dd
[-23 2,95 Ac 2,45 Ba 1,87 Ca 2,08 Cb
1-24 2,74 Ad 1,66 Bd 1,70 Bb 1,69 Bc
[-25 2,34 Ac 1,82 Bb 0,32 Ca 0,16 Ca
[-26 2,49 Ae 2,25 Bd 1,66 Bb 1,60 Bc
[-27 3,02 Ac 2,16 Bb 1,81 Ca 1,94 Cc
[-28 3,06 Ac 2,23 Bb 1,76 Ba 1,92 Cc
[-29 3,23 Ab 2,35 Ba 1,63 Cb 1,63 Cc
1-30 2,82 Ad 2,26 Bb 1,73 Ca 1,99 Dc
-31 3,07 Ac 2,25 Bb 1,77 Ca 1,89 Cc
[-32 2,28 Ae 1,76 Bd 1,53 Cc 1,35 Cc
[-33 3,50 Aa 2,34 Ba 1,93 Ca 2,00 Cb
1-34 2,72 Ad 2,22 Bb 1,89 Cb 1,79 Cb

Letras minlsculas comparam isolados dentro de oaeia de cultura e letras
mailsculas comparam meios de cultura dentro de isatido, ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Verificou-se que a producdo de conidios foi faviol@cquando os
isolados foram cultivados em meio OA, observand@msdém que cada isolado
apresenta um padrdo de esporulacdo distinto (T&)elaDs meios de cultura
ricos em carbono e nitrogénio podem proporcionar maior crescimento
vegetativo de fungos, enquanto que, aqueles datigsseem nitrogénio podem

aumentar a conidiogénese (LOUREIRO et al., 200&jusdo Couto e Menezes
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(2004) a nutricdo de C/N exerce efeito nos procefisivlégicos de fungos,
principalmente aqueles relacionados ao crescimgmoducdo de conidios,
germinacdo e peso seco, permitindo também, estaieliiferencas entre os
isolados deColleotrichumsegundo sua habilidade em usar determinada fente d
carbono e nitrogénio.

Tabela 5 Producdo de esporos dos diferentes isoladoColletotrichum
gloeosporioidegm quatro meios de cultivo

Esporulacéo
Meios de Cultivo

Isolados MEA BDA AO GYA
1 12.00Cf  1630Bb 34,50 AC 7.90 Cd
-2 4,90 Bg 780Bd 13,11 Af 4,50 Be
1-3 11,10 Bf  12,40Bc 17,30 Ae 4.40 Ce
-4 11,60 Af 12,70 Ac 9.10 Ag 8.10 Ad
15 10,80 Af 830Bd 13,60 Af 6,00 Bd
-6 41,0 Ab 20,60Bb  23.50 Bd 3,60 Ce
-7 3,89 Bg 870Bd 18,30 Ae 4.80 Be
1-9 3630 Ac  1530Bc 40,60 Bb 8.40 Bd
-10 11,10 Af 830Bd 13,30 Af 4,50 Be
-11 1.61 Ae 780Bd 2080 Ad 8.30 Bd
1-12 7.30 Ag 570 Bd 7.10 Ag 4,30 Ae
1-13 6,19 Ag 6,00Ad 7,50 Ag 250 Ae
1-14 50,00 Aa  5000Aa 50,00 Aa 50,00 Aa
-15 1.78 Ae 700Bd 13,91 Af 6.90 Bd
-16 4500Ab  17,60Cb  24.00 Bd 13,20 Cc
1-17 9,50 Bf 4.30 Ce 9,80 Bg 15,30 Ab
-18 1990 Ae  1500Ac 16,50 Ae 13,80 Ac
-19 24.80 Ad 730Cd 24,60 Ad 15.10 Bb
1-20 1,00 Ag 1,00 Ae 1,00 Ah 1,00 Ae
1-21 4,00 Ag 260Ae 450 Ah 230 Ae
1-22 3.90 Ag 700Bd 11,40 Af 12,80 Ac
1-23 14,00 Bg 900Ad 11,00 Af 10,60 Ac
1-24 14.60 Ae 960Bd 22,90 Ad 12,30 B¢
1-25 1,00 Bg 1.00 Ae 1,00 Af 1,00 Ae
1-26 13.80 Af 8.00 Bd 510 Bh 12.60 Ac
1-27 15,90 Ae 500Be 12,70 Af 500 Be

[-28 5,79 Ag 5,90 Ad 4,90 Ah 4,00 Ae




52

[-29
[-30
-31
[-32
[-33
1-34

3,69 Cg
10,60 Bf
8,49 Ag
12,90 Bf
5,50 Ag
32,00 Ac

8,70 Bd
18,00 Ab
12,40 Ac
12,50 Bc

3,40 Ae
11,60 Cc

3,70 Ah
19,13Ce
14,51 Af
18,83 Ae

8,50 Ag
24,10 Cd

20,30 Ab
9,00 Bd
9,80 Ac

11,50 Bc
3,10 Ae
16,30 Ch

Letras minlUsculas comparam isolados dentro de caeia de cultura e letras
mailsculas comparam meios de cultura dentro de isatiedo, ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

O pH seja do tecido ou do meio de cultivo € um patéo importante

no desenvolvimento de fungos fitopatogénicos, uamque este pode afetar as

atividades fisiologicas, como por exemplo a produgé enzimas, e esta, por

sua vez, pode determinar a eficiéncia da viruléogiagressividade.

Neste trabalho, foi possivel observar que todosisotados deC.

gloeosporiodesapresentaram melhor desempenho em relacdo adnoeest

micelial quando cultivados em pH 5,5, enquanto gaea a esporulacdo, o

melhor resultado foi observado em pH 6,5, sendazae desenvolver-se nas

outras faixas de pH, porém apresentaram menoregfgestes (Figura 1).

A
3,0

2,5
2,0

15

mm.dia -1

1,0

0,5

0,0

B

16
14
12

conidios.mL-1

o N B~ OO ©

45 55

pH

6,5

45 55

6,5 7
pH

Figura 1 Médias do crescimento micelial (A) e esfagdo (B) dos 33 isolados
de Colletotrichum gloeosporioidemm diferentes niveis de pH
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Deshmukh et al. (2012) observou que esporulacdh déoeosporioides
ocorreu em maior nimero quando estes foram cutis/&in pH 5,0, pH 5,5 e
pH 6,0, e que para crescimento micelial o mellwwa foH 5,5 e 6,0. Este
também verificou que os piores indices de espdialag crescimento foram
obtidos quando cultivados em pH 7,0 e 8,0. KumaRawal (2010) em seu
estudos sobre isolados d& gloeosporioidesobtidos de frutos de mamao
também verificaram que a faixa de pH favoravel paraesporulagédo e

crescimento foi ente 5,0 e 6,0.

Muitos patégenos podem prosperar em uma ampla genmd, e sdo
conhecidos por possuirem um sistema regulatériogguanta que enzimas e
outros produtos sejam gerados apenas com niveikl @en que as suas funcdes
sejam eficientes, sendo capazes de modificar sbieata, tornando-o favoravel

a seu desenvolvimento.

Prusky et al. (2001) relataram que durante o @&nesto de
C.gloeosporioidesC. acutatume C. coccodeem meio de extrato de levedura
acidificado, estes fungos foram capazes de seasténia, aumentando o pH
do meio. Yakoby et al. (2000) verificou que a egpé® do geneelB de C.
gloeosporioidesacontece em valores de pH superiores 5,1 e qeeracéo da

enzimas transcritas por este ocorre apenas emyicua 5,8.

Tradicionalmente, a identificacdo de fungos filatosns esta baseada
principalmente em caracteristicas morfoldgicas rosimopicas e macroscoépicas.
Métodos de rapida identificacdo de fungos, baseadosiologia molecular,
vém sendo cada vez mais utilizados, como os méfauowldogicos, tecnologia
de sonda de DNA/RNA e a tecnologia da PCR (ATKINERARK, 2004),

sendo que a PCR tem se demonstrado uma importaméenenta na deteccéo,
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identificac@o e na taxonomia molecular de muitosronganismos patogénicos
(BEZUIDENHOUT; PRINSLOO; VAN DER WALT, 2006)

A confirmacéo do génerGolletotrichumfoi efetuada por meio do par
de oligonucleotideo CcF1/Cc2R1, especificos pagérero, amplificando um
fragmento de 447 pb para todos os isolados (F@urdara os oligonucleotideos
Canlt2/ITS4, o qual identifica a espécfe acutatum ndo foi observada
nenhuma amplificacdo. Todos isolados foram pogtivgpara o0s
oligonucleotideos CglInt/ITS4, os quais amplificarénagmentos de 450 pb,
sugerindo, deste modo, que os isolados avaliaddagnEiam a espéci€.
gloeosporioides (Tabela 6) Freitas et al. (2011) também realizaram a
identificacdo molecular de isolados @elletotrichum gloeospaorioidesbtidos

do cafeeiro, utilizando os mesmos primers.

—> Cercospora

1 1.2 I3 14 I5 -6 I-7 19 1110 I-I1 I-12 I-13 T-14 T-15 I-16 I-17

o=

s R e D WD e DS A e
1-18 1-19 1-20 [I-21 I-22 I-23 1-24 I-25 I-26 1-27 I-28 I-29 I-30 I-31 I-32 I-33 I-34

Figura 2 Confirmacdo do géne@mlletotrichumvia PCR. Auséncia de bandas
corresponde a Agua estéril e fungo de gé@anmospora Presenca de
bandas corresponde aos isolados obtidos de cafkeG. Marcador
molecular 1kKb
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Tabela 6 Identificacdo da espécie dos isolado€alketotrichumobtidos de
cafeeiros por meio de PCR

Oligonucleotideos Oligonucleotideos

C. C. C. C.
Isolado  gjoeosporioides  acutatum Isolado  gjoeosporioides  acutatum

Calnt Calnt2 Cqglnt Calnt2
ITS4 ITS4 ITS4 ITS4

- 1-18
- I-19
- [-20
- -21
- [-22
- [-23
- [-24
- [-25
- I-26
- [-27
- [-28
- 1-29
- 1-30
- [-31
- [-32
- 1-33
- 1-34

+
+
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Mesmo pertencendo ao mesma espécie, foi possivedtatar nos
ensaios a alta variabilidade da amostra por meienag de caracteres
fisiolégicos e morfologicos, percebendo-se a corigéale do patossistema em
questdo. Dias et al (2004) tambem observou gramd@bilidade entre os
isolados e as variaveis: IVCM, capacidade de efmpgia e germinagdo
conidial, observando que os isolados ndo se coarpantda mesma maneira em

relacéo as trés variaveis estudadas, existindoatysas 6timas diferentes para



56

crescimento, germinacdo e producdo de conidios gsar&solados, sendo a
temperatura uma das principais variaveis climatieaponsaveis pela infeccéo e
posterior colonizacdo do patdgeno. Essa variabididabservada pode estar
relacionada com a alta capacidade de adaptacaaticintesses isolados.

Os isolados d€. gloeosporioidesbtidos de cafeeiro foram capazes de
induzir sintomas em frutos assim como nos hipaz®tivaliados (Tabela 7). Em
ambos foi possivel observar a variabilidade nagédulos sintomas, tanto em
funcdo do material utilizado (fruto / hipocétilgjyanto dos isolados testados.

Quando inoculados em material sintomatico, verifise que os indices
da doenca foram superiores aos dos materiais @asgiticos. Este fato, talvez
possa ser devido a presenca do patdgeno no tecislp, que estes sao
originarios de plantas que apresentavam sintomamdacha manteigosa.
Ferreira et al. (2009) relataram a presencaCdeloeosporioideem folhas,
peciolos, nervuras, ramos, hipocétilos e frutos cddeeiro com mancha
manteigosa, observando que o mesmo ocorre sisteeita em todos o0s
tecidos avaliados. Estes também verificaram a méoréncia do patdgeno em

frutos e hipocétilos considerados “sadios”.

Tabela 7 Patogenicidade dos isoladosCadletotrichum gloeosporioidesm
frutos e hipocétilos de café durante 20 dias, amsnde plantas com
mancha manteigosa (sintomatico) e sem mancha mastei

(assintomatico).

indice de Intensidade da Doenca (%)

Frutos Hipocétilos

Isolado
Assintomatico Sintomatico Assintomatico  Sintomatico

1 23,33 Bc 98,00 Ab 0,00 Ab 0,00 Ad
-2 28,33 Bb 95,00 Ab 0,00 Ab 0,00 Ad
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-3 18,33 Bc 93,00 Ab 0,00 Bb 22,00 Ac
I-4 21,66 Bc 91,66 Ab 0,00 Ab 0,00 Ad
I-5 28,33 Bb 76,66 Ac 0,00 Ab 0,00 Ad
-6 28,33 Bb 91,66 Ab 2,33 Ab 8,33 Ac
-7 30,00 Bb 88,33 Ab 0,00 Ab 0,00 Ad
-9 53,33 Ba 100,00 Aa 24,00 Ba 100,00 Aa
[-10 38,33 Bb 96,00 Ab 0,00 Bb 72,67 Ab
I-11 35,00 Ba 95,00 Ab 0,00 Bb 16,33 Ac
[-12 25,00 Bc 95,00 Ab 0,00 Ab 10,33 Ac
[-13 20,00 Bc 96,00 Ab 0,00 Bb 14,00 Ac
[-14 18,33Bc 100,00 Aa 0,00 Ab 0,00 Ad
[-15 35,00 Ba 96,00 Ab 0,00 Ab 0,00 Ad
I-16 35,00 Bb 93,33 Ab 0,00 Ab 3,33 Ad
[-17 21,66 Bc 90,00 Ab 0,00 Ab 0,00 Ad
[-18 20,00 Bc 83,33 Ac 0,00 Ab 0,00 Ad
[-19 35,00 Bb 85,00 Ac 0,00 Bb 20,33 Ac
[-20 25,00 Bc 70,00 Ac 0,00 Ab 0,00 Ad
[-21 33,33 Bb 95,00 Ab 0,00 Ab 5,67 Ad
[-22 23,33 Bc 88,33 Ab 0,00 Ab 0,00 Ad
[-23 31,66 Bb 93,33 Ab 0,00 Ab 10,66 Ac
[-24 61,66 Ba 100,00 Aa 23,33 Ba 100,00 Aa
[-25 25,00 Bc 83,33 Ac 0,00 Bb 14,66 Ac
I-26 53,33 Ba 100,00 Aa 3,67 Bb 100,00 Aa
[-27 20,00 Bc 91,66 Ab 0,00 Ab 11,67 Ac
[-28 18,33 Bc 91,66 Ab 0,00 Ab 0,00 Ad
[-29 28,33 Bb 98,00 Ab 0,00 Ab 10,66 Ac
[-30 23,33 Bc 96,00 Ab 0,00 Ab 5,00 Ad
[-31 23,33 Bc 100,00 Aa 0,00 Ab 11,00 Ac
[-32 30,00 Bb 96,00 Ab 0,00 Ab 0,00 Ad
[-33 16,66 Bc 93,33 Ab 0,00 Ab 0,00 Ad
[-34 38,33 Bb 93,33 Ab 0,00 Bb 13,33 Ac
Test 0,00 Ad 0,00 Ad 0,00 Ab 0,00 Ac

Letras minUsculas comparam isolados dentro de cada de material avaliado e letras
mailsculas comparam patogenicidade dentro de csmlado, ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Ferreira et al (2010) observaram, a partir do deseimento das
plantulas, que quando estas foram oriundas de $esnéa plantas com mancha
manteigosa, altos indices de morte de plantulasiaog tendo apenas 5,2% de
sobrevivéncia, verificando ainda com a abertura glameiros foliolos nestas
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plantulas, sintomas tipicos da doenga, com postariorte das mesmas,
enquanto que, a partir de sementes sadias, aslpi@apresentam-se vigorosas
e em pleno crescimento, tendo evidéncias da trasémido patdgeno via
sementes.

Um dos mecanismos de infeccdo utlizado por espédie
Colletotrichumé a estratégia hemibiotréfica, na qual, o fungansatém no
hospedeiro em estado latente, aguardando fatoresnes favoraveis para
ativacdo de sua patogenicidade, como por exengitirels que modulam o nivel
intracelular e geralmente sdo afetados por nivaicianal ou pH do espago
intracelular (PRUSKY; LICHTER, 2007).

Acredita-se que a presenca de um "novo isoladdeaimo previamente
infectado possa ter acelerado ou potencializado sibsdomas a serem
exteriorizados, o qual justificaria o fato destesemn apresentados indices de
doencas superiores. Chen, Liang e Rodrigues (20@8Jicaram que isolados
de C. gloeosporioideprovenientes de cafeeiro em paises como Quéniana Ch
ndo foram capazes de induzir sintomas quando iadoal isoladamente em
frutos de café, no entanto, quando inoculados debraentos ou em associacéo
com C. kahawaegstes isolados induziram sintomas e/ou promoveraneato
das lesbes provocadas fwlletotrichum kahawae.

Os primeiros sintomas de necrose em frutos verdesafé ocasionado
pelos isolados deC. gloeosporioides puderam ser observados a partir da
primeira avaliacdo, ou seja, cinco dias ap6s auviagéo em frutos sintomaticos
assim como em frutos assintoméaticos, ocasionansfiesenecroticas umidas
deprimidas, que progrediram com o tempo. Em algmts foi possivel
observar a formacao de massa de esporos sobibas.|©s frutos provenientes
de plantas com mancha manteigosa apresentaramvais mniais elevados de

patogenicidade, chegando a 100% de frutos necrssddmlos os isolados
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inoculados em frutos diferiram estatisticamentaniael de significancia de 5%
da testemunha.

Pequenas lesfes acastanhadas no caule dos hipopatieram ser vista
a partir do quinto dia apods a inoculagdo, as geafduiram rapidamente por
todo o caule, promovendo o estrangulamento da yégntom 12 dias de
avaliacdo. Somente os isolados I-6, I-9, 1-24 & lkpresentaram necroses em
plantas sintométicas e assintomaticas. Em plamtmticas, além dos citados
anteriormente, os isolados -3, 1-10, I-11, -1:43| I-16, I-19, 1-21, I-23, I-25,
[-27, 1-29, 1-30, I-31 e |-34 apresentaram sintordasecrose em hipocétilos. Ja
em plantas assintomaticas. Os demais isolados eéciomados comportaram-
se igual a testemunha, ndo havendo diferencasstistat entre estes.

Os isolados avaliados neste trabalho apresentaamags agressivos
quando inoculados em frutos verdes. Nestes, f@ipelsobservar que todos os
isolados manifestaram sintomas de necrose. Jammdiilos observou-se que
namero de isolados a apresentar sintomas foi mBeste modo, frutos podem
ser considerados mais suscetivei€.agloeosporiodesio que plantulas. Tal
diferenca em relacdo ao tipo de material, talvedesa a prépria composicéo do
material. Frutos possuem altos teores de amido (DAY et al., 2007) que
pode consistir em uma fonte nutricional para patége

Os isolados I-9, I-24 e 1-26 apresentaram indicesintensidade de
doenca de 100% quando inoculados em plantas sititamatanto para frutos
como em hipocétilos. Quando em material assintmmatiestes também
apresentaram os maiores indices de doenca. Ens fapi@sentaram 53, 61 e
53%, respectivamente, destacando-se dos demaaslasolEm hipocotilos estes
apresentaram 24, 23 e 3%, respectivamente, sendmioss a apresentarem
sintomas.

Nenhum dos isolados apresentou indice zero patasfrporém em

hipocotilos foi possivel observar o fato para \grisolados (tabela 7). Os
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isolados que apresentaram os menores indices deadfigam 1-28 e 1-33 com
18 e 16% de IID em frutos e 0 em hipocétilos.

A variabilidade na patogenicidade de isolado£dgloeosporioide$oi
observada por outros autores anteriormente, eviashe a existéncia de grande
diversidade na indugcdo ou incidéncia de sintomas oelacdo aos isolados
testados (NECHET; ABREU, 2002; OROZCO, 2003; JULTAEt al., 2006).
Esta variabilidade sugere que, tanto os aspectostiges dos isolados de
Colletotrichum,assim como, os gendtipos @e arabicautilizados nos testes de
reproducgdo dos sintomas, podem ser responsaveisrgggosta obtida. Neto
(2012) avaliou a resposta de diferentes cultivadesC. arabica a C.
gloeosporioides e verificou que todas as cultivares utilizadasesgntaram
algum nivel de susceptibilidade.

Neste trabalho, ndo foi possivel verificar sintortigicos de mancha
manteigosa, devido a rapida evolugdo da necrosesepado nos materiais
inoculados, que quando muito severos levaram famtos como hipocaétilos a
necrose geral e morte do tecido. Sintomas de manelmieigosa sao de dificil
reproducdo em condi¢cdes controladas, porém maaniiese com grande
intensidade em campo. A manifestacdo destes sista@mlaez ndo esteja
somente restrita ao patdgeno, mas também condiiamdatores nutricionais e
idade da planta. Segundo Nechet e Abreu (2002)ebéssidade de estudos que
relatem a associacdo de algum fator que predispanpknta ao patdgeno,
ligado as condicdes de cultivo ou a resisténciasosceptibilidade dessas
plantas, ja que dentro de um mesmo cafezal sdowalolses plantas com ataque
generalizado da doenca e outras que ndo apresimidéncia da doenca.

5.2 Colonizacdo deColletotrichum gloeosporiodes transformado com

ofp em plantulas de cafeeiro
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A transformacéo do isolado d& gloeosporioidegl-9) foi verificada
por meio da resisténcia ao antibidtico higromidi)apela fluorescéncia verde
no isolado transformado (Figura 03.l.a/b), uma gee os isolados selvagens,
guando submetidos a microscopia de epifluorescénci@ emitiram
fluorescéncia, e por meio da utilizacdo de primespecificos propostos por
Botelho, Barrocas e Machado (2010), com base mpgreias de nucleotideos
dosGFP,

Foi possivel observar a partir do quinto dia apoésaculacdo, a
manifestacdo dos primeiros sintomas nas plantidaguais foram inoculadas
com o isolado selvagem (1-9), ja o isolado tramefmto (I-%fp) apresentou
sintomas somente no sétimo dia apés a inoculagéia.dbos isolados, 15 dias
apés a inoculacdo 100% das plantulas apresentaegnose total do caule
(Figura 3.A e 3.B). A testemunha inoculada com agsi&ril (ADE), assim
como o isolado ndo patogenico (I-33), ndo exibiremhum tipo de sintoma ao
longo dos 15 dias de avaliacao (Figura 3.C e 3.D).

Neste trabalho, foi possivel evidenciar por meioviaializacdo da
fluorescéncia, que os sintomas exteriorizados mastylas de café estavam
relacionados a colonizagdo interna do isolado foamado de C.
gloeosoporiodeg ndo por algum outro microorganismo ja existewote tecidos
das mudas.

Mesmo apresentando um atraso no aparecimento dosein@s
sintomas, o isolado transformado mostrou indicdaknca elevado (Tabela 8),
porem notou-se que a agressividade do isoladofdramsdo foi diferente ao do
tipo selvagem. Deste modo, verificou-se que mespis @ insercdo de um
fragmento exégeno ao DNA do isolado -9, este amdateve sua capacidade
de infectar e causar doenca, porém a virulénciaalado foi alterada.

Segundo Welsh e Kay (1997) a GFP nao provoca ar@é€ia nas

atividades celulares, deste modo pode-se infer¢ gsta ndo interfere na
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patogenicidade do patégeno. Horowitz, Freeman @o8h@002), verificaram
que isolados transformados cgfip de Colletotrichumacutatumpermaneceram
infectivos, assim como os isolados selvagens, erpud ser detectados nos
tecidos infectados, trés dias ap6s a inoculacéulospossivel observar o rapido
desenvolvimento do fungo, preenchendo o mesdfilm denso micélio que
invadiu as células e causou necrose do tecidoadesl deColletotrichum
graminicola modificados com gengfp, também foram capazes de infectar
sistemicamente plantulas de milho, sendo que &s tdtes foram encontradas
nas raizes, colonizando a superficie, invadindalezpie, cortex e tecidos
vasculares (SUKNO et al., 2008).

A evolucdo dos sintomas nas mudas inoculadas consolado
transformado foi semelhante ao produzido pelo dmlselvagem, iniciando-se
com o aparecimento de pequenos pontos necréticdscab da inoculacao,
evoluindo para uma necrose em torno do local eapdssa tomar todo o caule,
atingindo as gemas apicais, e por fim ocasionandssttangulamento do caule,

consequentemente levando ao tombamento da plantula.

Tabela 8 Média da agressividade apresentada pmilaslos inoculados em

plantulas café

Isolado indice de intensidade da doenca
-9 1,00

I-9gfp 0,76
1-33 0,00

ADE 0,00

Em relacdo ao processo de infecgdo pode-se obsemaamostras
coletadas sete dias apo6s a inoculacéo, atravéesienga de hifas, a colonizagéo
interna do tecido iniciado pelo parénquima cortieahparentemente atingindo

os tecidos vasculares, visto que os sintomas faragredindo em direcdo ao
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apice das plantulas. Resultados semelhantes nssfiatnaC. gloeosporioides
Cafeeiro, foram observados por Pereira et al. (R0ft@avez de microscopia
eletrénica de varredura, sendo por meio destaymssgsualizar a colonizacao
de vasos e parénquima do xilema de ramos de aafeeminda diferencia-los
dos tecidos nao afetados. Ferreira et al. (206@)bém verificaram a presenca
do micélio de C. gloeosporioidegm todos os 6rgaos do cafeeiro, colonizando
sistemicamente os tecidos do xilema, do floemacdibex e as células de
endosperma, consequentemente provocando mortendes, ranumificacdes de
frutos e queda de folhas. Neste trabalho ndo felsipel a observagédo da
colonizacdo do cértex, devido a forte emissédo de-fwprescéncia do tecido,
ndo sendo possivel diferenciar a fluorescénciaidélim fingico.

Aos dez dias apos a inoculacdo foram vistos selgidd inoculado com
0 isolado mutante a formacgdo de acérvulos e coasggjproducdo de conidios
(Figura 3.1l.a/b e 3.1ll.a/b). Os acérvulos encardm-se situados na epiderme, e
romperam a superficie do tecido, sendo possivaredso desenvolvimento de
conidi6foros e setas. A formacdo de acérvulos gmchtilos foi relatada
anteriormente por Lins, Abreu e Alves (2007) nolaqanidiéforos formados
sobre uma base estromatica subcuticular romper@artiaila ap6s a inoculagao.
Ferreira (2009) em estudos sobre inoculagdo deedifes isolados de€.
gloeosporioidesem folhas de café, verificou a formacéo de acés/@6 horas
apoés a inoculacdo, assim como o surgimento de iébmids através dos
estbmatos.

Espécies do géneraColletotrichum podem apresentar diversas
estratégias de colonizacao dos tecidos, que vaeméiotrofia intracelular em
C. lindemuthianumC. gloeosporioidesC. graminicola C. orbiculare e C.
truncatum a intramural subcuticular, relatada p&racapsicj C. circinans C.
gloeosporioidese C. phomoides;podendo ainda existir espécies que exibem

ambas, come&. gloeosporioide$LOPEZ, 2001). Os patdgenos com estratégia
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hemibiotréfica intracelular invadem as células por periodo curto mantendo-
as, aparentemente, para a sua nutricdo, e entaeertam, para a fase
necrotréfica matando a célula. Na estratégia sidudat-intramural o fungo
cresce sob a cuticula e na parede das célulasrmpidé e subjacentes
(DIEGUEZ-URIBEONDO et al. 2005). No presente trdial foi possivel
avistar tais relacdes, na qual durante as prim@sdsoras o patdgeno invade os
tecidos aparentemente buscando recursos nutrisjiomantdo 240 horas apés,
estruturas reprodutivas sdo exteriorizadas na f#cigerdos hipocotilos
inoculados.

Apés 13 dias da inoculagdo foi possivel reisolar ieslados
transformado e selvagem, em meio de cultura exttatmalte-agar, mantidos

por dez dias em camara de crescimento a 25°C.
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Figura 03 Fotomicrografia do isolado transformade€£. gloeosporioidegm
meio de cultura (l.a e 1.b) e colonizando tecidaa(k Il.b, lll.a e
lll.b). Lado esquerdo da figura: microscopia comuadgo direito:

microscopia de epifluorescéncia. Sintomas em plaside café apds



66

inoculagdo com isolado transformado (A), isoladtvagem (B),

isolado néo patogénico (C) e agua destilada (D)

5.3  Atividade enzimatica dos isolados d€olletotrichum spp. associados

ao cafeeiro

Todos os 33 isolados estudados, foram capazeodezir as diferentes
enzimas extracelulares, em menor ou maior quargjdadnstatando-se a
variabilidade na producdo destas pelos isoladogjuass foram agrupados de
acordo com a &rea do halo de degradacao dos fabstias respectivos meios

especificos.
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Verificou-se que entre as enzimas analisadas, dasamiFigura 4)
destacou-se em relacdo as demais, promovendo oseshalos de degradacéo.
Como visto no ensaio anterior de IVCM, os isoladealiados neste trabalho,
apresentaram maior desenvolvimento micelial quadtovados em meios ricos
em fontes de carbono. O amido € um polissacaritéetizado pelos vegetais
para ser utilizado como reserva energética, sueoliid d4 origem a um
dissacarideo, a maltose, a qual constitui uma faoéeem carbono. Segundo
Bolton e Thomma (2006) estas enzimas facilitam reepacdo, colonizacédo e
maceracao, mas também geram uma importante fomtatdentes. As amilases
promovem a degradacdo do amido, o qual provaveémmodera utilizado como
fonte de energia durante o crescimento e/ou esi@o) o qual justifica a
observacéo de uma elevada produgdo desta nesithtrab

A enzima lacase (Figura 7), apresentou o segundor niiadice de
difuséo e formacdo de halo em meio sélido especiéim relacdo as enzimas
avaliadas. Assim como a amilase, observou-se aaffimmde cinco grupos, 0s
quais em sua maioria englobam os mesmos isoladaéveios na producéo de
amilase.

As lacases sao glicoproteinas polifenol-oxidaseegti&o envolvidas na
degradacao da Lignina (LEONOWICZ et al., 2001).udelp Coll et al. (1993),
as lacases, além de atuarem na degradacédo daaitgminbém estdo envolvidas
em diferentes processos biol6gicos fungicos comesparulacdo, na producéo
de pigmentos durante o desenvolvimento do corpofrdtficacdo e na
patogénese. Guestsky et al. (2007) demonstraraatuacdo de lacases
relacionadas a patogenicidade @Ge gloeosporioidesem abacate, no qual
isolados que produziam menos lacases apresentagant agressividade.

Lin et al. (2012), trabalhando com isolados @e orbiculare

demonstraram a relacdo entre a producdo de laeasgsmelaniza¢do de
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apressorios, visto que melanizagéo destes é esknagirocesso de penetracao,
consequentemente na patogenicidade de diversossu@g autores relataram a
identificacdo do gene LAC2, o qual codifica umatehoa de alta homologia
com as lacases flingicas, e verificaram que mutdefeguosos em LAC2 eram
nado patogénicos, exibindo conidios de coloracamthsdos isolados selvagens,
apresentando apressorios ndo funcionais e semingelan

A maior expressdo das atividades da amilase e admda pode estar
relacionada a alta necessidade destas nos prockssotonizacdo dos tecidos,
visto que amilase esta relacionada diretamente@@erimento de energia e a
lacase ligada ao processo de penetracdo, eviddnc#alta necessidade destas
para o metabolismo flngico e sua relacdo com aeaicidade.

As proteases a as lipases (Figuras 5 e 6)apremensar em menor
guantidade em relacdo as enzimas anteriormentgasijtapresentando trés e
guatros grupos conforme a &rea do halo de degmadd§abela 8)
respectivamente.

Mesmo com menor atividade, a expressao de lipapest@inases é de
extrema importancia, para estes isolados, ja qlipas®es atacam fosfolipideos,
e representam um complexo enzimatico com potengigbortante na
patogenicidade, pois degradam um componente calalgrande valor que é a
membrana plasmatica do hospedeiro (ASSIS et dlQ)20

Entre os microrganismos fitopatogénicos, muitosdprem proteases
extracelulares ativas que, em conjunto com outragin@s como
poligalacturonases, pectoliases e xilanases, erxergm importante papel na
patogénese (VALUEVA; MOSOLOV, 2004).

Deste modo, acredita-se que a menor expressas dksis enzimas, as
guais foram constatadas em todos os isolados dwaliapossam estar
relacionada a sua atuagdo em conjunto, formandoamplexo o qual culmina

no sucesso do processo de infeccao.
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Nenhum isolado promoveu halo de degradagéo noratb&specifico
para a deteccdo da atividade de celulases. Ertyataste trabalho observou que
0s isolados cresceram neste substrato, desta fmmadita-se que a producéo de
celulases pode ter ocorrido porém, em quantidasldfigiente para a formacéo
do halo, ou o tempo de avaliacdo nao foi o sufieipara a constatacdo deste.

Em sete dos 33 isolados estudados (I-11, 1-19, I-28, I-30, I-32 e I-
33), ndo foi possivel detectar a atividade da pasé (Figura 8), todos os outros
isolados demonstraram serem capazes de produmizima gerando 5 grupos
conforme a expressdo com o halo de difusdo enzanfdrmado no meio de
cultura. A pectinase apresentou uma baixa atividewhe relacdo as outras
enzimas. Apesar desta constatacdo, existem evadegoinsideraveis sobre a
importancia das enzimas pécticas no estabeleciméataloencas. Segundo
Thomma (2003) ao hidrolisar o0s polissacarideos iqué;t os quais
correspondem a 1/3 dos componentes totais da peedar em dicotileddneas,
as pectinases podem atuar como fatores de patapdec viruléncia ou
agressividade. A inativacdo de genes codificadgrasa pectinases em
Alternaria citri (ISSHIKI et al., 2001)Nectria hematococcéROGERS et al.,
2000) eColletotrichum gloeosporioider AKOBY et al, 2001), tém resultado
em mutantes com viruléncia reduzida em diversatiras, evidenciando o
envolvimento dessas enzimas na patogénese.

A contribuicdo das enzimas pécticas na patogénede pnvolver a
extensiva destruicdo dos tecidos vegetais, bem aivoacbes especificas e
localizadas nas paredes celulares. Deste modgpel dasta enzima nao esteja
relacionado a sua quantidade, mas sim ao fato #nseu ndo capazes de
produzi-las.

Mesmo observando-se uma baixa producdo de pedtirerse meio
sélido, isto em relagdo as outras enzimas, nosigsnspara enzimas

degradadoras da parede celular (EDPCs), foi pdssévidicar a atividade de
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pectinases especificas nestes isolados. Para aiandéstes, foi verificada a
presenca, em diferentes niveis, de poligalactueonas(PG),
polimetilgalacturonase (PMG) e pectinaliase (PNRiversos autores relatam a
atividade destas enzimas em varias espécies féngioano: Fusarium spp
(KIKOT; HOURS; ALCONADA, 2009),Colletotrichum acutatuniGREGORI
et al., 2008)Colletotrichum. gloeosporioideGIAL; SHARMA; GOUR, 2013),
Colletotrichum coccodes (BEN-DANIEL, BAR-zZVI; TSROR, 2012),
Sclerotinia sclerotiorum (LI et al., 2004), Botrytis cinerea (VALETTE-
COLLET et al., 2003)Alternaria alternata(HUBBALLI et al., 2011).

As substancias pécticas sdo encontradas na paledigr primaria e na
lamela média, e estas sdo agrupadas de acordo goan @e polimerizacédo do
acido galacturénico (pectina ou acido péctico). péctina como tal, ndo é
utilizada pelo patégeno, mas sim seus produtosolftidos, os quais séo
liberados pela clivagem das ligacBes glicosidicasl,4) resultando em
mondmeros de acido galacturénico de tamanhos wariaddisponiveis para o
fitopatogeno. As PMGs e PLs trabalham na clivagenpelkctina, convertendo
pectina em acido péctico, que posteriormente darddo pelas PG, liberando
acido galacturdnico.

Dentre as trés EDPCs avaliadas, a PMG foi a qaahgbu os maiores
niveis de atividade apresentando niveis entre 0,8 aM.mL* (Figura 10). A
PG e a PNL apresentaram atividades inferiores & 6).mL" (Figura 9 e 11).
A producdo de EDPCs esta diretamente ligada a igaaet de substrato
disponivel. Acredita-se que a alta atividade olm#av no ensaio esteja
relacionada a grande fonte de pectinase disponévslibstrato, o que incitaria o
fungo a uma maior producdo de enzimas para a csiwelestas.

As pectinases relacionadas as EDPCs, sdo consideratho exemplos

tipicos de fatores béasicos de compatibilidade, e significa que elas séo
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requeridas para a patogenicidade, mas ndo detemmnalquer hospedeiro ou
especificidade cultivar (REIGNAULTE; SANCHOLLE, 200

Fungos fitopatogénicas sdo capazes de secretar vanadade de
enzimas degradadoras da parede celular, os géaisiuar na degradacédo da
pectina, um dos principais polimeros da parede éialec vegetal, levando a
maceracao dos tecidos vegetais. Segundo Ronceto(8000). EDPCs podem
ter diferentes finalidades para o patégeno durantefeccdo, tais como a
penetracéo e ramificacdo dentro o tecido hospedeliberacdo de nutrientes ou
interferéncia com a resposta de defesa da planta.
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Conforme a analise estatistica dos dados, para afoP@ossivel
observar o agrupamento destes em 4 conjuntos,apBMG foram 3 e para a
PNL 4, nos quais os isolados 1-9,I-10 e 1-24 apresam nos trés ensaios 0s
maiores niveis de atividade de EDPCs, e os isoladlp$-3, 1-13, 1-20, 1-25, I-
29, 1-30, 1-31, 1-32 e I-33 apresentaram os nive@s baixos. Estes isolados
também apresentaram os maiores e 0os menores idditeensidade de doenca,
demonstrando deste modo que a expressdo destes gsias relacionada a
patogenicidade dos isolados.

Analisando a correlacdo dos dados de expressdo DRCE e
patogencidade (Tabela 9), verifica-se que estasdiyam principalmente em
hipocotilos, indicando que a relacdo entre a patiogiade dos isolados e sua
capacidade de produzir pectinases sao proximas.e€mm ocorreu para as
enzimas hidroliticas extracelulares amilase, laegsectinase.

Para nenhuma das enzimas avaliadas pode-se werd@aelacédo
positiva para frutos de plantas sintométicas (TeaBgl Acredita-se que isto se
deve ao fato do alto IID alcancado por estes, hdvemouca variabilidade,
sugerindo que a manifestacdo dos sintomas indepngeesenca de enzimas.
O alto IID obtido em frutos sintomaticos como d@scanteriormente, pode
estar relacionado a presenca do patdgeno ja nocamdp assim como,a
suscetibilidade do material (cultivar) uitilizado,qual intensifica os sintomas
observados, elevando o indice.

Anand et al. (2008) verificou a relacdo entre alg@mciaC. capsicie A.
alternata de a producdo de PG nos quais, verificou-se o matomdestas
conforme o periodo de incubacédo dos patégenos dawagmorém nos isolados
avirulentos este aumento foi em menor escala, damtoios da importancia

destas pectinases durante a patogénese.
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Hubballi et al. (2012) também verificaram a retagéntre a alta
atividade de pectinases em isolados virulentosCdeyloeosporioidese ainda
relatam o aumento destas conforme o decorrer doduede incubacao, no qual
apoés atingir seu maximo de atividade esta comegmrc@escer, ja para isolados
avirulentos a atividade das pectinases se mantivesanstantes durante o
periodo de avaliacao.

Ramos et al. (2010) verificou a atividade PMG, &B8NL em isolados
de C. truncatum, e justifica a que a disparidade obskrvaa producdo das
enzimas entre as cepas nao poderia estar relasi@macrescimento fingico ou
com sua origem geografica, mas sim associada eenas de viruléncia entre
as cepas.

Avaliando-se o descrito pelos autores acima, ereasdo os dados do
presente trabalho, pode-se inferir que as ativislaldes EDPCs independem da
patogenicidade dos isolados, sendo todas as capages de produzir este tipo
de enzima. Provavelmente o0s genes relacionadostaa atisidade estejam
presente em todas as cepas do patdgeno, porénulacdm destes genes, e a
expressdo destas enzimas em quantidades que passanconsideradas
prejudiciais ao hospedeiro dependam sim, destews@do patogénico, do seu
“lifestyle”.

O perfil enzimatico dos diferentes isoladosGlegloeosporioideseste
estudo demonstra a capacidade destes produzirengrande numero de
enzimas hidroliticas extracelulares e EDPCs enrdlifes niveis, evidenciado-
se variabilidade intraespecifica entre a amostamportancia das enzimas no
processo de patogénese. Os isolados I-9 e |-2dseqiaram-se nos grupos de
maior atividade em todas as enzimas analisadasa Bssociacdo entre
patogenicidade/viruléncia e atividade enzimaticadepodesempenhar um
importante papel na interac&vlletotrichumx Cafeeiro, visto que grupos de

especializag¢éo patogénica possam a vir ocorrertestao.
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Tabela 9 Correlacdo de Pearson entre atividadmatiza e patogenicidade dos

isolados deC. gloeosporioides

Enzimas Frutos Hipocotilos
Extracelulares Assintomaticos Sintomaticos Assintomaticos  Sintomi&bs
Amilase 0,585** 0,243" 0,546** 0,575**
Lipase 0,345 -0,022% 0,471° 0,262
Proteinase 0,02% 0,011 0,130%° -0,108"
Lacase 0,624** 0,265"° 0,595** 0,607**
Pectinase 0,487** 0,179%° 0,562** 0,514**

EDPC Frutos Hipocotilos
Assintomaticos Sintomaticos Assintomaticos Sintomaticos
PG 0,678* 0,331° 0,816** 0,766**
PMG 0,633** 0,239 0,569** 0,552**
PEL 0,381* 0,094 0,449** 0,442**
* - Significativo a 5% ** _ Significativa 1% NS - N&o Significativo

5.4  Variabilidade genética dos isolados deColletotrichum spp. por
amplified fragment length polymorphism (AFLP)

As trés combinacdes de primers (ECOAG/MseAT; EJODASEAA e
EcoAG/MseCA) utilizadas na reacdo de amplificacétetiva geraram 212
bandas polimérficas entre 200 e 800 pb (Figura Md)analise de diversidade
pelo método Neighbor Joining, baseadas no padrdbadedas geradas pela
analise de AFLP, os isolados @& gloeosporioidedoram dividos em trés
grupos. O Grupo A foi dividido em 16 subgrupos. Qpp B dividiu-se em 14
subgrupos. O grupo C foi formado apenas por uradso{Figura 13).

A analise de agrupamento indica a existéncia dsipeis patétipos de
C. gloeosporioidesnfectando lavouras cafeeiras do Estado de Miresi& O
grupo A foi formado pelos isolados: I-1, I-2, [-1112, 1-13, 1-14, 1-19, 1-25, I-
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26, 1-27, 1-28, 1-29, 1-30, 1-32, 1-33 e 1-34. Osolados: I-3, I-4, I-5, 1-6, -7, |-
15, I-16, I-17, 1-18, 1-20, 1-21, 1-22, 1-23 e |-Zbmporam o grupo B. O grupo C
foi formado apenas pelo isolado I-9.

Por meio da metodologia de AFLP, foi possivelfieat a existéncia de
grande diversidade entre os isolados analisadaste Nimbalho a distingcdo entre
isolados que apresentaram maiores indices de miplede e aqueles que
obtiveram indices baixos, nao foi tdo evidente.ge0 isolado I-9 destacou-se
em relagdo a agressividade formando um grupo isolad

Atraves da andlise dos dados gerados pela AFLBemsiou-se a
tendéncia da formacao dos grupos em relacédo arigiganosintomatica, no qual,
77% dos isolados que compdem o grupo A estdo oslados a sintomas da
mancha manteigosa. No grupo B ndo foram observedtsdos de mancha
manteigosa, e 0 mesmo foi composto apenas pod@olalacionados a seca de
ponteiros e antracnose, 60 e 40%, respectivamaimtga que, o grupo A tenha
em sua formacéo alguns isolados relacionados adgepanteiros, a infomacgéo
gerada pela AFLP, sugere a diferenciacéo de sutiespentro da populacao de
C. gloeosporioideavaliada.

Julliati et al. (2006) com base em 33 marcad®®&BD polimorficos
gerados por cinco oligonucleotideos, evidenciararoreelacdo entre o padrao
molecular de isolados d€. gloeosporiodegprovenientes de cafeeiros das
variedades Mundo Novo e Catuai com os dados desagdade, em plantulas e
frutos verdes, sugerindo a existéncia de diferezgpécies e/ou patétipos (racas)
de Colletotrichum gloeosporioidegatogénicos e apatogénicos em cafeeiros de
Minas Gerais.

Orozco (2003) utilizando marcadores RAPD e SSRsentou altos
indices de diversidade entre isolados de origisai® Minas Gerais. O autor

também propbs existéncia de racas patogénicas adevidlta variabilidade
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encontrada na populaclb gloeosporioideg aos Varios sintomas associados ao
patégeno.

Fungos patogénicos sdo geralmente classificadoso cespécies e
racas com base em sua morfologia, especializachoggeedeiro, especificidade
por cultivares e modo de parasitismo. A aplicac@&ontétodos de andlise
molecular tem ajudado a esclarecer as relacdesiggenéde fungos que néo séo
claramente distinguidos pela sua morfologia (ADURGBA-MODUPE et al.,
2012).

SILVA-MANN et al. (2005) através de marcadores LRE pode
observar a diferenciacéo de subespéci€sotietotrichum gossypno qual, um
conjunto de isolados estavam relacionados a sagai ramulose e em outro
aqueles relacionados a antracnose. EOM et al4]28Qartir de sequéncias
proporcionadas por marcadores AFLP, construi psmespecificos para

espécies deColletotrichumrelacionados a frutos de caqui.
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Figura 12 Resultado da eletroforese em gel dagrilhmida (PAGE) com a as
amostras de AFLP dos isoladosCigletotrichum gloeosporioides
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Figura 13 Dendograma originado pela analise dePAFlilizando o0 método de
agrupamento Neighbor Joining (bootstraps >50%), atstinando a
divisdo de trés grandes grupos, formado em suariagior: A)
isolados obtidos a partir de plantas com sintomas nthncha
manteigosa (MM); B) Seca de ponteiros e antracr{8&5A); C)
Mancha manteigosa (MM)
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CONCLUSOES

No presente trabalho foram obtidos 33 isolado<dketotrichum,os
guais foram identificados como pertencendo a espé@i.
gloeosporioides

Caracteristicas morfoloégicas e culturais ndo saficisotes para
identificar variacdes entre os isoladostayloeosporiodeselacionados
ao cafeeiro.

C. gloeosporioide®btidos de cafeeiros, desenvolve-se eficientemente
na faixa de pH entre 5,5 e 6,5. Os meios de culttrato de malte-agar
(MEA) e aveia-agar (OA) sdo os mais indicados pemescimento
micelial e esporulacdo, respectivamente.

Por meio do teste de patogenicidade, foi possieteathr niveis
diferentes de agressividade dos isolados, em fragsim como em
hipocotilos.

Por meio da utilizac&do difp evidenciou-se a capacidade de colonizacéo
de um isolado oriundo de sintomas de mancha mesgigm tecidos
de hipocotilos de cafeeiro.

Para todos os isolados @e gloeosporioide$oi possivel a deteccdo de
enzimas extracelulares, com excec¢éo de celulases.

Os isolados 1-9 e I-24 apresentaram os maioresdsadie producéo de
enzimas extracelulares, e assim como de EDPCs.eSsas obtiveram
os maiores indices de intensidade de doenca, adgeai relacdo entre
estas e a agressividade dos isolados.

A andlise de AFLP revelou a formacgéo de trés gsuggepos, no qual
evidenciou-se a separacdo entre os isolados pemtende mancha

manteigosa e aqueles oriundos de seca de ponigiemiaose.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Em vista dos resultados obtidos, avancos no patessis
Colletotrichum x Cafeeiro foram alcancados. Neste trabalho, éc@ente a
relacdo entreColletotrichum gleosoporioidese a mancha manteigosa, assim
como a existéncia de variantes do fitopatbgenajuass aparentemente estdo
relacionadas aos diferentes sintomas observadglsuniz.

As caracteristicas genético-fifiolégicas demonstsacconfirmam a
variabilidade do patégeno sob ambos os aspectoSmpsempre evidenciando
danos potenciais para o hospedeiro. Deve-se, por&nbuir ao complexo
ColletotrichumX Cafeeiro o papel de uma doenca de importanamdpia para
a cafeicultura.

Uma anélise mais detalhada dos grupos formadosapélese de AFLP,
em conjunto com averiguacao de genes de virulépo@era contribuir para a

diferenciacao dos pat6tipos @e gloesporioidaelacionado cafeeiro.
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