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PATOGENICIDADE DE Colletotrichum gloeosporioides PENZ, AGENTE ETIOLOGICO DA
MANCHA-MANTEIGOSA, EM HIPOCOTILOS DE CULTIVARES DE CAFEEIROS
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RESUMO

Os fungos do género Colletotrichum associados ao cafeeiro apresentam grande variabilidade
morfoldgica e patogénica, encontrando-se amplamente distribuidos em todas as lavouras cafeeiras em
todo o mundo. Dentre as espécies de Colletotrichum que ocorrem no cafeeiro, C. gloeosporioides é
relatado como agente etiolégico da mancha-manteigosa. Alguns autores sugerem, ainda, que existem
racas patogénicas para os isolados que ocasionam mancha-manteigosa. Objetivou-se, com a realiza¢do
deste trabalho, avaliar a patogenicidade de 5 isolados monospéricos de Colletorichum
gloeosporioides, denominados I}, I,,I5 14 . Is, obtidos de plantas com sintomas de mancha-manteigosa,
nas cultivares de cafeeiro, Catuai Vermelho IAC 99 e Mundo Novo TAC 379-19.0 delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualisado, em esquema fatorial (2x5), com 3 repetigdes.
Foram utilizadas 5 plantulas por repeticdo. As inocula¢des foram realizadas em plantulas de cafeeiro
no estadio de palito de fésforo, utilizando-se suspensio na concentragio de 2 x 10° conidios por mL,
para cada isolado. As plantulas foram inoculadas pela deposicdo de 10 pL da suspensdo sobre os
hipocétilos, apds ferimento com alfinete entomolégico. Depois de inoculadas, as plantulas foram
mantidas em camara de crescimento, a 25+2°C. Avaliaram-se a incidéncia e a severidade dos sintomas
nas plantulas 15 dias apds inoculag@o. Houve diferenca significativa quanto a patogenicidade entre os
isolados. A severidade (ID) dos isolados I, I5 e I, foi maior que a dos isolados I; e Is. A incidéncia foi
maior para os isolados I, e I3, Tanto a incidéncia como a severidade foram maiores em hipocétilos da
cultivar Catuai Vermelho IAC 99.
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INTRODUCAO

Os fungos do género Colletotrichum associados ao cafeeiro apresentam grande variabilidade
morfoldgica e patogénica, encontrando-se amplamente distribuidos em todas as lavouras cafeeiras em
todo o mundo (PARADELLA FILHO & PARADELA, 2001). Esse patégeno causa enfermidades,
como antracnose em folhas e frutos, seca de ponteiros, mancha-manteigosa e antracnose dos frutos
verdes do cafeeiro. Periodos continuos de alta umidade e temperaturas amenas, em torno de 22°C,
favorecem o seu desenvolvimento.

No Brasil, vérios isolados de Colletotrichum ja foram identificados no cafeeiro, atuando como
saprofitas ou como patdégenos (PARESQUI et al., 2003). Esses isolados foram relatados, em sua
grande maioria, como Colletotrichum gloeosporioides.

Desde 1993, diversos trabalhos t€m sido realizados no Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras, sobre a caracterizacdo morfoldgica, genética, bioquimica e a
patogenicidade de isolados de Colletotrichum spp. associados ao cafeeiro (DIAS, 2002;
DORIZZOTO, 1993; DORIZZOTO & ABREU, 1993a, 1993b; FERREIRA, 2006; FERREIRA et al.,
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2004; LINS, 2006; NECHET & ABREU, 2002; OROZCO, 2003; PEREIRA, 2005). Os estudos tém
demonstrado que existe grande variabilidade morfolégica entre os isolados e que a interagdo entre
Colletotrichum spp. e plantulas de café é muito varidvel, dependendo da cultivar de cafeeiro utilizada,
da variabilidade genética dos isolados e do tempo, apds inoculagdo, para expressar sintomas.

Neste contexto, objetivou-se avaliar a patogenicidade de diferentes isolados monospoéricos de
Colletorichum gloeosporioides, obtidos de plantas com sintomas de mancha-manteigosa, nas
cultivares de cafeeiro Catuai Vermelho IAC 99 e Mundo Novo IAC 379-19.

MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido no Laboratério de Epidemiologia da Universidade Federal de Lavras,
em Lavras/MG e no Laboratério de Fitopatologia do Centro Superior de Ensino e Pesquisa de
Machado, em Machado/ MG. Foram utilizados hipocétilos das cultivares Catuai Vermelho IAC 99 e
Mundo Novo IAC 379-19, fornecidos pela Fazenda Experimental da Empresa de Pesquisa
Agropecudria de Minas Gerais (Epamig) de Machado, os quais foram inoculados com isolados de
Colletotrichum gloeosporioides obtidos de plantas com sintomas de mancha-manteigosa.

Obtenciao dos isolados de Colletotrichum gloeosporioides

Foram utilizados cinco isolados obtidos de hastes de cafeeiro e seca de ponteiros de plantas da
cultivar Catuai Vermelho com sintomas de mancha-manteigosa do campo experimental da UFLA. Os
isolados foram denominados de I, e I, provenientes de seca de ponteiros em plantas com sintomas de
mancha-manteigosa e I3, Iy e Is, provenientes de seca de haste de plantas com sintomas de mancha-
manteigosa. Para a obtencdo dos isolados, pequenos fragmentos do tecido infectado foram
desinfestados com alcool 50%, por 30 segundos, hipoclorito de sédio a 1% por 1 minuto, lavados por
duas vezes em 4agua destilada esterilizada e colocados para secar em papel de filtro esterilizado. Ap6s
a secagem, os fragmentos foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura extrato de
malte dgar (MEA) a 2%. As placas de Petri foram mantidas em cdmara de incubacdo BOD, por sete
dias, a 25°C e fotoperiodo de 12 horas. Apds este periodo, as col6nias caracterizadas como sendo de
Colletotrichum gloeosporioides (SUTTON, 1980) foram transferidas para placas contendo MEA a
2%, incubadas por 5 dias em BOD, a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas. As col6nias obtidas de cada
isolado foram utilizadas para a obteng@o de culturas monosporicas.

Obtencio das culturas monospdricas

Para a obtencdo das culturas monospéricas, foram preparadas suspensdes, de cada isolado
separadamente, contendo 2 x 10° conidios por mL™". Essas suspensdes foram diluidas por 4 vezes,
colocando-se 1 mL da suspensdo em tubos de ensaio contendo 9 mL de 4dgua destilada esterilizada.
Aliquotas de 1 mL das dilui¢des foram transferidas para placas de Petri contendo dgar-dgua a 2% e
espalhadas com alga de Drigalsky. As placas, assim preparadas foram incubadas por 6 horas, em
BOD, a 25°C. Apds a emissdo do tubo germinativo, em camara de fluxo laminar, com auxilio de um
microscopio 6ptico, os esporos germinados foram transferidos individualmente para placas de Petri
contendo MEA a 2%. As placas foram incubadas em BOD, por 7 dias, para a obtenc¢do das culturas
puras. As culturas puras de C. gloeosporioides foram transferidas para tubos de ensaio contendo MEA
a 2%, inclinados, para preservagao.

Preparo e inoculacio dos hipocétilos

Hipocétilos das cultivares de cafeeiro Catuai Vermelho IAC 99 e Mundo Novo IAC 379/19
foram lavados e submetidos a processo de desinfestagdo em camara asséptica com dlcool 50%, por 30
segundos, hipoclorito de sédio 1% por 2 minutos e lavados, por duas vezes, em dgua destilada
esterilizada. Apds a desinfestac@o, os hipocétilos foram transferidos para placas de Petri contendo trés
folhas de papel de filtro esterilizadas e umedecidas com 4gua destilada esterilizada. Os hipocétilos
foram inoculados com suspensdo de conidios, numa concentracdo de 2 x 10° conidios por mL™" para
cada isolado. Em cada um dos hipocétilos colocaram-se 10 pL da suspensdo de conidios. As
testemunhas foram inoculadas com dgua destilada esterilizada. Antes da inoculacio, foram realizados
ferimentos nos hipocétilos, com auxilio de agulha entomoldgica. Apds a inoculagdo as placas de Petri
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contendo os hipocétilos inoculados foram colocadas em cdmara de crescimento a temperatura de 25+
2°C com fotoperiodo de 12 horas durante o periodo de avaliacao.

Avaliacao dos hipocétilos

Ap6s quinze dias da data da inoculacdo, as plantulas foram individualmente avaliadas pela
observagdo dos sintomas nos hipocétilos, segundo escala de notas adaptada por Varzea (1995), citado
por Orozco, 2003.

Determinaram-se o indice de doenga (ID) conforme férmula proposta por McKiney (1923) e a
incidéncia da doenca (I), considerando-se o percentual de plantas que apresentavam algum tipo de
sintoma em relacdo as plantas sadias.

Em adi¢do a essas avaliagdes, as partes das plantas que apresentaram sintomas foram
desinfestadas com alcool 70%, por 30 segundos, hipoclorito de sddio 1%, por um minuto, lavadas em
dgua destilada esterilizada por duas vezes e plaqueadas em MEA 2%, para verificacdo do crescimento
fiingico.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado, com 3 repeticdes em
esquema fatorial 6 x 2, sendo 5 isolados mais a testemunha, com duas cultivares de cafeeiro, Catuai
Vermelho IAC 99 e Mundo Novo IAC 379-19. Foram inoculados 15 hipocétilos por tratamento, ou
seja, 5 por repeti¢do.

A andlise estatistica do experimento foi realizada pelo programa SISVAR, versao 4.8, do qual
foi obtida andlise de variancia (FERREIRA, 2008). Para comparacdo de médias, quando necessario,
utilizou-se o teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se efeito significativo dos isolados e das cultivares, tanto para o indice de doenca
(severidade) como para incidéncia. A interag¢@o entre os fatores nao foi significativa para nenhuma das
varidveis estudadas.

Verifica-se, pelos dados da Tabela 1, que o indice de doenga (ID) e a incidéncia foram maiores
na cultivar Catuai Vermelho IAC 99 em relacdo a cultivar Mundo Novo IAC 379-19, demonstrando
que ambas sdo suscetiveis aos isolados testados, embora a cultivar Catuai Vermelho IAC 99 tenha
mostrado maior suscetibilidade.

Tabela 1. Indice de doenca (ID) e incidéncia de Colletotrichum gloeosporioides em
hipocétilos de cafeeiro das cultivares Catuai Vermelho IAC 99 e Mundo

Novo IAC 379-19.

Cultivares ID (%) Incidéncia (%)
Catuai Vermelho IAC 99 13,06a 40,00a
Mundo Novo 379-19 8,33b 22,22b

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste F, a 5% de
probabilidade. Dados transformados Vy + 1,0.

Aos 15 dias apés inoculacio, observou-se morte de hipocétilos das cultivares Mundo Novo
TAC 379-19 e Catuai Vermelho IAC 99 inoculadas com os isolados I, e I3, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Morte de hipocétilos de cafeeiro inoculados com Colletotrichum gloeosporioides: (A)
hipocétilos de Mundo Novo IAC 379-19 - I; (B) hipocétilos de Catuai Vermelho IAC
99 - L.

Resultados semelhantes aos deste trabalho foram encontrados por Juliatti et al. (2006), os
quais, avaliando a agressividade de diferentes isolados de Colletotrichum sp., verificaram que as
variedades Catuai Vermelho 99 e Mundo Novo 379-19 foram suscetiveis aos varios isolados testados,
tendo o indice de doenca na variedade Catuai Vermelho MG 99 sido maior do que na variedade
Mundo Novo MG 379/19.

A interacdo entre Colletotrichum spp. e plantulas de café é muito varidvel, dependendo da
suscetibilidade do material genético, da variabilidade genética dos isolados e do tempo apds
inoculagdo para expressar sintomas. Na maioria dos relatos, tem se verificado que a expressdo dos
sintomas pode ocorrer de 15 a 30 dias apds a inoculagdo (DIAS, 2002; DORIZOTTO, 1993;
JULIATTTI et al., 2006; NECHET & ABREU, 2002; OROZCO, 2003).

Todos os isolados testados foram patog€nicos a hipocdtilos de cafeeiro, independente da
cultivar inoculada, diferindo significativamente da testemunha (Tabela 2). Nos isolados I, I; e 14, o
indice médio de doenca foi maior que nos isolados I; e Is. A incidéncia foi maior nos isolados I, e I3,
seguidos dos isolados I, Iy e Is, que ndo diferiram significativamente entre si.

Tabela 2. Indice de doenca (ID) e incidéncia de isolados de Colletotrichum gloeosporioides
em hipocotilos de cafeeiro das cultivares Catuai Vermelho IAC 99 e Mundo Novo

IAC 379-19.
Isolados ID (%) Incidéncia (%)
Testemunha 0,00a 0,00a
I 5,83b 23,33b
I, 12,50c¢ 43,33¢
I; 24,17¢ 60,00c
I, 15,00¢ 36,67b
Is 6,67b 23,33b

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste Scott-
Knott, a 5% de probabilidade. Dados transformados \/y +1,0.

Os isolados I, I, e I5 ndo ocasionaram morte de hipocétilos até 15 dias ap6s a inoculagdo. Os
sintomas que ocorreram com maior freqiiéncia foram lesdes superficiais acastanhadas e lesdes
acastanhadas coalescentes (Figura 2). Foi possivel reisolar C. gloeosporioides das plantulas inoculadas
que apresentaram sintomas.
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Figura 2. Sintomas de Colletotrichum gloeosporioides em plantulas das cultivares Mundo Novo IAC
379-19 (A) e Catuai Vermelho IAC 99 (B). Reisolamento em extrato de malte dgar 2% (C).

CONCLUSAO

Todos os isolados testados sdo patogénicos a hipocétilos de cafeeiro com diferengas quanto a
sua agressividade.

A cultivar Catuai Vermelho IAC 99 apresenta maior suscetibilidade que a cultivar Mundo
Novo IAC 379-19, independente do isolado utilizado.
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