Original Article

AGRESSIVIDADE E DIVERGENCIA GENETICA POR RAPD DE ISOLADOSDE
Colletotrichum gloeosporioides COLETADOS EM LAVOURAS CAFEEIRAS DE
MINAS GERAIS.
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RESUM O: A antracnose do cafeeiro tem-se tornado umaimportante doencano Brasil nos diversos cafés das
diversas regifes. O objetivo deste trabalho foi analisar caracteristicas sintomatoldgicas, patogénicas e genético-
mol ecul ares deisolados do fungo Colletotrichum gloeosporioides. A diversidade genética de 22 isolados do fungo C.
gloeosporioides foi analisada com base em marcadores RAPD. O DNA gendmico de cada isolado, coletado em
frutos, hastes e folhas de cafeeiros cultivados em diferentes regides de Minas Gerais foi extraido e amplificado
utilizando-se sete oligonucleotideos. Os produtos de amplificacéo obtidos com cada primer foram resolvidos em gel
de agarose a 1%, fotodocumentados e utilizados para andlises de diversidade genética. Foi realizada umainoculagdo
em plantulas de cafeeiro com um par de folhas e frutos verdes, utilizando-se uma suspenséo de cada isolado na
concentracdo de 4 x 10° conidios/mL. O padr&o molecular dosisoladosfoi relacionado com os dados de agressividade
em pléantulas e frutos verdes das variedades Mundo Novo e Catuai. Com base em 33 marcadores RAPD polimérficos,
gerados por cinco oligonucleotideos, verificou-se que a maior disténcia genética entre os isolados foi de 23,6%. Os
isolados foram separados em grupos distintos de similaridade genética. Resultados diferenciais da agressividade de
oito isolados em plantulas, associados a andlise molecular sugerem diferentes espécies e/ou patotipos (ragas) de
Colletotrichum gloeosporioides patogénicos e apatogénicos em cafeeiros de Minas Gerais.

PALAVRAS-CHAVE: Coffea arabica. Doencas. Podrid&o de frutos. Patogenicidade. RAPD.

INTRODUCAO

O cafeeiro (Coffea arabica L.) assume umaforte
e expressivaimportancianaeconomiabrasileira. O Brasil
€omaior produtor mundial, com produc&o anual estimada
em cerca de 35 milhdes de sacas. No aspecto regional
observa-se que Minas Gerais apresentou uma maior
producdo (16 milhdes de sacas), seguido por Espirito
Santo (8 milhdes de sacas) e S&o Paulo (3 milhdes de
sacas). Na safra 2005/2006 existe a possibilidade de
aumento da area no Estado de Minas Gerais,
proporcional a 7,6% em relagdo a safra 2004/2005
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(COMPANHIA NACIONAL DEABASTECIMENTO —
CONAB, 2005).

A lavouracafeeiraé prejudicadaeconomicamente
por umasérie de doencas que limitam aproducéo. Dentre
estasdoencas, aantracnose (Colletotrichumsp.) constitui,
em alguns paises, um grave problema trazendo sérios
prejuizos a cultura. Em algumas regides ocorre uma
enorme variacao de intensidade dos danos por ela
provocados (DORIZZOTO, 1993; JULIATTI; SILVA,
2001; TALAMINI et al. 2002).As caracteristicas do
género Colletotrichum e sua divisdo em espécies sao
discutidas por Arx., citado por Carvajal (1987).
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Deacordo com Feitosaet al. (1977), foi no Brasil
gue pela primeira vez, se constatou em cafeeiros, por
Noack (1901), a ocorréncia do fungo descrito na época
como Colletotrichum coffeanum. A doencarecebeu varios
nomes. Antracnose do cafeeiro, Queima — castanha
(‘Brown blight’), ‘Die — back’, ‘Elon die — back’ e
‘doenca da quedado café'.

No continente Africano nenhuma outra doenca
apresentou gravidade comparével ade CBD “ coffee berry
disease”, onde causou perdas alarmantes, levando os
cafeicultores a erradicar ou abandonar suas lavouras
(FEITOSA, 1977). O agente causal de CBD, éumaforma
patogénica do fungo Colletotrichum coffeanum Noack
(MCDONALD,1926).

Associa-se 0 aparecimento de CDB no Quénia,
com as pulveri zagOes sucessivas com fungicidas clpricos
aplicados para o controle de Hemileia vastatrix Berk &
Cook, que teriam causado altera¢cdes no equilibrio
biolégico das populacbes de Colletotrichum
(FEITOSA,1977). Waller et al. (1993) classificaram
isolados deste fungo como C. kahawae Waller e Bridge
por serem distintos em patogenicidade, morfologia de
coldnia e caracteristicas bioguimicas, de isolados de C.
gloeosporioides

No Brasil relatou-se apresencade Colletotrichum
sp. em frutos de cafeeiros, provocando podriddes
(BITANCOURT, 1958), porém a espécie C. coffeanum
€ considerada como inexistente no pais,mas ha a
possi bilidade do desenvolvimento dadoenga, semelhante
ao ocorrido no Quénia, devido as pulverizagdes de
fungicidas clpricos nas lavouras cafeeiras.

Os marcadores moleculares surgiram como uma
metodol ogiaalternativaparaidentificagdo e manipulacdo
de genes de interesse em biologia e genética de
fitopatégenos. Com o desenvolvimento da técnica de
reacéo de polimerase em cadeia (Polymerase Chain
Reaction —-PCR) (MULLIS; FALOONA, 1987), a
biologia molecular experimentou um revolucionério
avanco em funcdo da producéo de um grande nimero de
copias de umasequénciaespecificade DNA, o quelevou
adescricao de outras classes de marcadores molecul ares
como polimorfismo de DNA amplificado ao acaso
(RAPD). Esta técnica tem sido utilizada eficientemente
no estudo da diversidade de fungos fitopatogénicos.

Atualmente, varios sintomas semelhantes aos
provocados pela CBD, vem sendo constatados nos
cafezais de Minas Gerais, em folhas, frutos e ramos. A
fim de verificar possivel quadro sintomatoldgico e de
patogeni cidade do fungo, foram conduzidos estudos sobre
as caracteristicas genéticas (RAPD) e patogénicas de
isolados de Colletotrichum sp.

JULIATTI, F.C. etal.

MATERIAL E METODOS
L ocal e Epoca de Estudo

Este trabalho foi conduzido no Laboratério de
Fitopatologia do Instituto de Ciéncias Agrarias, no
Laboratério de Biologia Molecular do Instituto de
Genética e Bioquimica e em Casa de Vegetagcdo do
Instituto de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU) durante os anos de 1997 e 1998.

| solados Utilizados e Técnicas de | solamento

Nos experimentos foram utilizados 22 isolados
de Colletotrichum provenientes de diversas regites de
Minas Gerais paraandlise molecular e nove paraostestes
de patogenicidade (Tabela 1).

Culturas puras de cadaisolado forma obtidas em
meio de culturaBDA, pelatécnicausual deisolamento a
partir de fragmentos do material vegetal coletado.
Pequenos pedagos com 2-3 mm dos bordos das lesdes,
foram mergulhadas em solucéo de acool 50%, por 1
minuto. Posteriormente foram lavados duas vezes em
agua destilada esterilizada, secos em papel germotest e,
ent&o, osfragmentosforam colocadas em placas de Petri
de 9 cm de didmetro com meio de cultura BDA (20% de
extrato de batata, 2% de agar e 2% de dextrose em &gua).
Previamente neste meio de cultura foi adicionado
quimicetina (200 ppm).

As placas foram colocadas em Cémara de
Incubagdo a temperatura de 22+ 2°C, com fotoperiodo
de 12 horas. Ap0s 7 dias, as coldnias foram repicadas
paranovas placas contendo meio de aveia (1,8% de &gar
e 3% deavelaem &gua), quimicetina (200 ppm) esuplevit,
0,5% (v/v) em meio de aveia. As culturas puras foram
utilizadas para obtenc&o de i solados monosporicos, pela
diluicdo de uma suspensdo de 10.000 conidios por mL.
Plaqueou-se as concentragdes 103, 10% e 10° até aobtengdo
de culturas individualizadas em meio de cultura BDA.
As coldnias individualizadas para cada isolado foram
repicadas parao meio deaveia, eem seguida, preservadas
pelo método de dessecacdo em silica gel, atemperatura
de-5°C.

Para a extragdo de DNA foi preparado meio de
BD liquido (20% de extrato de batata, 2% de dextrose
em é&gua), onde foi colocado um disco de 5 mm de
didmetro, retirado da margem da col6nia monosporica.
Incubou-se o material sob agitacdo constante, a
temperatura ambiente, durante cinco dias.
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Tabela 1. Isoladosde Colletotrichumsp., utilizados no presente trabal ho, obtidos de plantas de cafeeiro em diferentes

regioes de Minas Gerais.

Procedéncia dos | solados

Parte da Planta Atacada ou | nfectada

UFU 1(C1)-Carmo do Paranaibat
UFU 2(C2)-Araguari-a-?
UFU 3(C3)-Araguari-b*
UFU 4(C4)-Araguari-c
UFU 59C5)-Araguari-d
UFU 69C6)-Araguari-e
UFU 7(C7)-Uberlandia-a'?
UFU 8(C8)-Uberlandia-b
UFU 9(C9)-Cajuri-a‘2
UFU 10(C10)-Cajuri-b
UFU 11(C11)-Canéa-a
UFU 12(C12)-Canéda-b
UFU 13(C13)-Canaa-c
UFU 14(C14)-Teixeiras
UFU 15(C15)-Patrocinio-a-?
UFU 16(C16)-1bi&'2

UFU 17(C17)-Patrocinio-b
UFU 18(C18)-Lavras

UFU 19(C16)-1bi&'2

UFU 20(C20)-Patrocinio-d*
UFU 21(C21)-Lavras®
UFU 22(C22)-Patrocinio®

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Folhas e Haste
Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Haste e Fruto
Fruto

Folhas e Haste
Frutos

Folhas e Haste

! |solados utilizados nos testes de patogenicidade em plantulas.
2 |solados utilizados no teste de patogenicidade em frutos verdes.

% |Isolados UFU 21 e 22 obtidos em Solanum jilo (Colletotrichum gloeosporioides) e Cinnamomum zeylanicum (Colletotrichum sp.),

respectivamente.

Extracdo do DNA Genbmico.

A massa miceliana de cada isolado foi coletada
por filtracdo do meio BD em filtro avécuo, utilizando-se
uma membrana de éster de celulose da Millipore com
0.45 um de porosidade. O micélio filtrado
(aproximadamente 2g) foi congelado em nitrogénio
liquido e, imediatamente, macerados em grau de
porcelana. Ao macerado adicionou-se 5 mL de solucéo
tamp&o (NaCl 5M, Tris-HCI pH 8.0 1M, EDTA pH 8.0
0.5 M, SDS 10% e BME 1%). Em seguida, adicionou 5
mL de cloroférmio-octanol 24:1. A misturafoi colocada
em tubo para a centrifugagéo a 8.000 g por 10 min, apds
a qual o sobrenadante foi transferido para novos tubos.
Posteriormente, adicionou-se ao sobrenadante igual

volume de etanol e incubou-se os tubos a —20 °C por 2
horas. Em seguida centrifugou-se a 1.500 g a4°C por 15
min, descartando o sobrenadante. O “ pellet” (precipitado)
formado no fundo do tubo foi seco invertendo-se o tubo
sobre papel toalha e, em seguida, ressuspenso em 200uL
de agua deionizada. Para eliminacdo do RNA, foi
adicionado acadaamostradulL de RNAse (concentracdo
de RNAse, incubando-as em banho mariaa 37°C durante
umahora). Em seguida, 200uL defenol-cloroférmio 1:1
foram acrescentados aos tubos, agitados a 300 g por 5
min. O sobrenadante foi transferido para novos tubos,
onde adicionou-se igual volume de etanol gelado e
inverteu-se os tubos lentamente, para em seguida
centrifuga-los a 1.400 rpm durante 15 min a 4°C.
Descartou-se 0 sobrenadante e inverteu-se ostubos sobre
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papel germotest para secar. O “pellet” seco foi
ressuspenso em agua ultrapura e aliquotados foram
transferidos para microtubos eppendorfs de 200 L.

Quantificacdo do DNA Genbmico

As amostras de DNA de cada isolado foram
guantificadas com base na absorvancia a 260 nm em
espectrofotdmetro. Em seguida, as amostras de DNA
foram diluidas para 10 ng/ .

Obtencao e analise dos marcadores RAPD

As reacOes de amplificacdo ao acaso do DNA
gendmico foram preparadas em 25uL de volume total,

JULIATTI, F.C. etal.

contendo 30 ng de DNA, 2U de Tag DNA polimerase,
TrissHCI 10mM (pH 8,3), KCI 50mM, 10 pmoles de
primer, MgCl, 2,4 mM e 150 uM de cada dNTP. Foram
utilizados sete oligonucleotideos iniciadores (Tabela 2).
O programa utilizado no termociclador PTC-100 nas
reacOes de PCR foi o seguinte: 3 ciclos de 94°C por 2
min, 35°C por 1 min e 72°C por 1 min. Em seguida
realizou-se 10 ciclos de 94°C por 40 seg, 35°C por 40
seg, 72°C por 40 seg. e 25 ciclos 94°C por 40 seg; 40°C
por 40 seg; 72°C por 40 seg. Os produtos de amplificacdo
obtidos com cada primer foram resolvidos em gel de
agarose a 1%, corado com brometo de etideo e visuaizado
em luz ultravioleta. Asimagensforam fotodocumentadas
no Video Docummentation System Image Master
(Pharmacia).

Tabela 2. Sequéncias dos primers utilizados na andlise genémica pelo método RAPD-PCR, dos isolados de
Colletotrichum sp. coletados em lavouras cafeeiras de Minas Gerais.

PRIMER SEQUENCIA -5 -3

GOU 04-1 5 - CTTTAATTCCATATGCCTAAGCGGG-3
OPG 05 5 -CTGAGACGGA-3

OPG 16 5-AGCGTCCTCC-3

OPG 18 5-GGCTCATGTG-3

OPO 02 5-ACGTAGCGTC-3

OPO 06 5-CCACGGGAAG-3

OPO 16 5 -TCGCCGGTTC-3

Primer GOU 04-1 Desenvolvido no Laboratério de Genética Molecular da UFU

Osmarcadores RAPD obtidosforam codificados
em uma matriz de dados binarios de acordo com a
presenca (1) e auséncia (0) de bandas reproduziveis e
mais intensas. Esta matriz foi usada para calcular a
distancia genética por porcentagem de desacordo (PD).

PD =N’ /N (PUTERKA et al., 1993); onde:

N’ .= numero total de bandas polimorficasentre
os dois gendtipos comparados e N, = nimero total de
bandas.

O programa STATISTICA (versdo 4,5) foi
utilizado paracalcular aporcentagem de desacordo entre
todos os isolados. Com base na matriz de porcentagens
de desacordo, foi realizada a andlise de agrupamento,
utilizando-se 0 método UPGMA (unweighted pair-group
method using arithmethic averages) como critério.

Agressividade em Plantulas

As pléantulas, no estédio “orelha de onca’ das

progénies Catuai Vermelho MG-99 e Mundo Novo 379/
19, foram obtidas sob condi¢des ideais de
desenvolvimento.

Oindceulo foi preparado através da suspensdo de
esporos provenientes de oito isolados do Estado de Minas
Gerais, em meio de aveiade 14 dias. Para a obtencdo da
suspensao de esporos, foi adicionado em torno de 10mL
de &guadestilada esterilizadaem placas contendo o meio
deculturade aveia (18% de agar e 3% de aveiaem agua)
com col6nias esporuladas, apos 15 dias de incubacéo a
20-22°C, com fotoperiodo de 12 horas. As coldniasforam
raspadas e apds a obtencéo da suspensao foram filtradas
através de uma camada dupla de gaze para eliminar os
residuos. A concentracao de esporos da suspensao de cada
isolado foi determinada com o auxilio de cAmara de
Newbauer diluida para 4x108 conidios/ml. Com a
finalidade de evitar que os esporosficassem aglomerados,
0 espalhante Tween 20 foi adicionado a suspensdo, na
proporcéo de 0,1mL para 100ml de suspensao.
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As mudas mantidas em camara Umida (sacos
plasticos umedecidos) por 24 horas a 20-22° C foram
inocul adas utilizando-se um atomizador De VilbissnP 15,
atomizando-as até o ponto de escorrimento. As
testemunhas foram atomizadas com agua destilada
esterilizada. Apés a inoculagdo, as plantul as inoculadas
e as testemunhas permaneceram por mais 24 horas na
camara Umida e auséncia de luz. Apoés este periodo as
mudas foram acondicionadas na camara de incubacéo,

JULIATTI,F.C.etal.

na temperatura de 22+2°C, em um fotoperiodo de 12
horas, onde foram avaliadas por trés vezes em um
intervalo de dez dias.

Ap6s 20 e 30 dias dadatadainoculagdo, as mudas
foram individualmente avaliadas pela observacé@o dos
sintomas no hipocétilo, segundo a escala de Van Den
Vossen et a (1976 citado por DORIZOTTO, 1993), com
modificagbes (Tabela 3).

Tabela 3. Critério de avaliacdo da severidade de sintomas areacdo a Colletotrichum sp apresentado por pléantulas de

cafe.

NOTAS

SEVERIDADE/SINTOMAS

o O WN B

Auséncia de reacdo visivel

L esbes superficiais castanhas

L esbes mais profundas e escuras

L esdes escuras com inicio de estrangulamento
Estrangulamento mais pronunciado

Plantula morta

Para o teste de patogenicidade em plantulas foi
utilizado o delineamento experimental em blocos
casualizados, em esquemafatorial 9 x 2, correspondente
a isolados e cultivares, respectivamente, com cinco
repeticoes. Foi avaliado o indice de doenca (ID) conforme
formula proposta por Cirulli & Alexander, segundo
Dorizotto (1993).

ID= (FxV)/ (NxX) x 100

ID= indice de doenca, F= Numero de plantulas com
determinado grau de infeccéo, V= Grau de Infeccéo, N=
NuUmero total de plantulasinoculadas, X= Grau maximo
de infeccéo

Paraaobtencdo dahomogeneidade devariangias,
os dados ID foram transformados em arc senvx/j00.
Foram realizadas andlisesde varianciae asmédiasfgram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilicgde,
com auxilio do programa Sanest (GOMES, 1990).

Agressividade em frutos verdes

Este ensaio foi conduzido em camard de
crescimento vegetal atemperaturade 20-22°C, utilizgndo
frutos verdes das variedades Catuai Vermelho MG P9 e
Icattl Vermelho MG 2942 . Osfrutos foram desinfet@dos

em acool a50 % por 1 minuto, hipoclorito de sodio 1 %
por 1 minuto e lavados em &gua destilada esterilizada.
Em seguida, foram col ocados 25 frutos em caixas gerbox,
previamente desinfetadas em acool e hipoclorito de
sodio. Os frutos foram inoculados com auxilio de um
atomizador De Vilbs, sendo que o inéculo foi preparado
conforme aguele utilizado na inoculagéo das plantulas.
Apdbs a inoculagdo, incubou-se os frutos em camara
climatizada atemperaturade 22 a 24°C. O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos casualizados, em
esquemafatorial isolados x variedade (7 x 2) com quatro
repetices. Foram realizadas avaliacOes aos 8 e 13 dias
apos ainoculacdo. Calculou-se aporcentagem de frutos
infectados para osisolados avaliados, utilizando aseguinte
expressao:

%FI =FIl —FIT/FTPX100, onde:

FI = Porcentagem de frutos infectados, FII = NUmero de
frutos inoculados e infectados, FIT = NUmero de frutos
infectados natestemunha, FTP = NUmero total de frutos

Paraaobtencdo dahomogeneidade de variancias,
os dados ID foram transformados em arc senmx/100.
Foram realizadas andlises de varianciae asmédiasforam
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,
com auxilio do programa Sanest (GOMES, 1990).
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RESULTADOSE DISCUSSAO
Andlise Genética
Dentre os 7 primers testados, OPG-18, OPO-16,

OPG-05, GOU-04-1 e OPO-16 foram maiseficientespara
discriminar o polimorfismo existente entre os isolados de

JULIATTI, F.C. etal.

Colletotrichum sp. As reagoes de amplificacdo de DNA,
utilizando-se0s5* primers’, resultaram em 33 marcadores
moleculares. A Figuralilustraosprodutosdeamplificacdo
das amostras de DNA dos 22 isolados de Colletotrichum
sp com a utilizago do primer GOU-04-1. Com base nos
33 marcadores molecul ares, observou-se porcentagensde
desacordo de 6 a 24% entre isolados analisados.

C 1-2345678910111213141516171819202122

C 1-234567891011213141516171819202122

A OPG -16

--llu.;u-.ﬁﬂm 5 e

E OPG-05

B OPG-18

D GOU 04-1

Figura 1. Produtos de amplificacgo de amostras de DNA de 22 isolados de Colletotrichum sp. com utilizagdo de
primers OPG 16,18, OPO 16, GOU-04-01 e OPO 05.
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A andlise de agrupamento permitiu a formagéo
de grupos distintos, onde, claramente, observa-se a
existénciade umagamade patétipos diferentesinfectando
lavouras cafeeiras no Estado de Minas Gerais. Dois
gruposde similaridade ficaram bem evidentes, o primeiro
formado pelos isolados 1, 15, 4, 5, 6 e 8 e 0 segundo

JULIATTI,F.C.etal.

pelosisolados 9, 14, 18, 13, 16, 19 e 10. Osisolados 3
(Araguari —b) e 12 (Canda) apresentaram uma maior
distancia genética em relacdo aos outros isolados,
evidenciando a grande diversidade entre os isolados
coletados em Minas Gerais (Figura 2).

O0OO000O

Q0000

ROORNFNNRORRREREER0)
NWRNIORNR~~OOOWONO

0O

0.06 0.08 0.1 0.12

Distancia genética

0.14

0.16 0.18 0.2 0.22 0.24

Figura 2. Andlise de agrupamento de 22 isolados de Colletotrichum spp. procedentes de diferentes municipios de
Minas Gerais, com base na porcentagem de desacordo de 33 marcadores moleculares RAPD.

O diagnostico molecular representado pelo
dendograma (Figura 1), agrupou os isolados obtidos em
Canela (UFU 21) e Jil6 (UFU 22), que pertencem a
espécie Colletotrichum gloeosporioides, em um mesmo
grupo de vériosisolados de café, 0 que pode nosindicar
gue todos pertencem a mesma espécie. Pode-se citar
como exemplo os isolados de Patrocinio-b (UFU 17) e
Uberlandia-a(UFU 7), que apresentaram umahomologia
de 100% aosisolados de Colletotrichum gloeosporioides.
O isolado UFU 18 proveniente de Lavras — MG,
apresentou a mesma homologia genética que o isolado
UFU 14 (Teixeiras, MG), podendo inferir que ambos
pertencem a mesma espéecie.

Agressividade em Plantulas

Foi constatado pela andlise de variancia, efeito
significativo dosisolados, das variedades e dainteracéo
entre osmesmos sobre o indice de doenga (D), observado
20 e 30 dias ap6s a inoculagéo.

A Tabela 4 mostra as comparagdes das médias
do ID causado por 8 isolados em duas variedades de café
e duas épocas de avaliagdo. Foi observado aos 20 e 30

dias apds a inoculagdo que os isolados de Araguari-b
(UFU 3), Uberlandia-a (UFU 7), Patrocinio-d (UFU 20)
e Ibia (UFU16) apresentaram um indice de doenca
superior aos demais. Osisolados de Carmo do Paranaiba
(UFU 1) e testemunha (sem inoculo) n&o apresentaram
sintomatol ogia tipica da doenca (auséncia de sintomas).

AsvariedadesMundo Novo MG 379/19 e Catuai
Vermelho MG 99 mostraram-se susceptiveis a varios
isolados, sendo que asegundaapresentou um maior indice
de doenca. Dorizzotto (1993), em experimento
semelhante usando plantulas, afirmou que a cultivar
Mundo Novo apresenta um indice de doengainferior ao
observado nas linhagens UFV — 1075, UFV — 973, UFV
— 1603, UFV — 3869 e UFV — 3894 (derivadas de
‘Catimor’ com genes de Caturra, ancestral comum ao
Catuai). Dorizzoto e Abreu (1993) também evidenciaram
asuscetibilidade de progénies de cafeeiro, originériasdo
hibrido Timor, ao fungo Colletotrichum em condi¢des
de laboratorio.

Apobs vinte dias da inoculagdo, os isolados de
Araguari-b (UFU 3), Uberlandia-a (UFU 7), Patrocinio-
a (UFU 15) e Ibia (UFU 16), apresentaram um maior
indice médio de doenca em relacéo aos demais isolados
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nas duas variedades inoculadas. N&o foi verificado na
avaliacdo aos 20 dias dainocul acéo, sintomas da doenca
no isolado de Carmo do Paranaiba (UFU-1), que
apresentou valores de indice médio de doenca igua a
testemunha (Tabela 4).

A variedade Catuai Vermelho MG 99 continuou

JULIATTI, F.C. etal.

apresentando maior susceptibilidade em relagéo aos
i solados patogéni cos quando comparada com avariedade
Mundo Novo 379/19

Avaliando 30 dias apos a inoculacgéo foi
observado os mesmos resultados obtidos aos 20 dias apos
ainculacéo (Tabela 4).

Tabela 4. indice médio de doenca dos isolados em plantul as de cafeeiros das variedades Catuai Vermelho e Mundo

Novo aos 20 e 30 dias ap6s a inocul agéo.

iNDICE DE DOENCA

I solados 20DIAS 30DIAS
Catuai Mundo Catuai Mundo
Vermelho Novo Vermelho Novo
UFUO3(Araguari-b) 376a 152a 378a 174 a
UFUQ7(Uberlandia-a) 83,8a 11,3a 378a 154 a
UFU20(Patrocinio-d) 33,7a 5,6 ab 36,7 a 57ab
UFU16(1bid) 16,3a 5,6 ab 24,7 ab 56ab
UFUQ9(Cajuri-a) 5,6 bc 5,6 ab 13,7 bc 56ab
UFU15(Patrocinio-a) 4,4 bc 44Db 13,7 bc 52b
UFUO01(Carmo do Paranaiba) 0,0c 0,0b 0,0c 00b
UFUO2(Araguari —a) 4,8 bc 0,0b 9,9bc 0,0b
Testemunha 00c 0,0b 0,0c 0,0b
Média 10,6 A 34B 11,0A 39B

M édias seguidas pelas mesmas letras mintscul as (isolados) nas colunas e maiUscul as(variedades) nédo apresentam diferencas significativas

pelo Teste de Tukey a 5%.
Patogenicidade em frutos verdes

As porcentagens médias de frutos verdes
infectados das variedades Catuai Vermelho e Icatu
Vermelho aos 08 e 13 dias ap0s a inoculagdo com seis
isolados encontram-se na Tabela 5. O isolado de Cajuri-
a (UFU 9), Uberlandia-a (UFU 7), Ibia (UFU 16) e
Araguari-a(UFU 2) causaram uma maior porcentagem
defrutosinfectados. A cultivar |cati Vermelho MG 2942

foi amais suscetivel aos isolados avaliados. E possivel
gue o patégeno tenha maior afinidade em backgrounds
genéticos que possuam genes de Coffea canephora L.
Estes resultados demonstram que Colletotrichum
gloeosporioides esta especializando a diferentes
cultivaresde cafeeiro em Minas Gerais, infectando mudas
emviveiro, ramosjovensefrutos durante afase produtiva
do cafeeiro.
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Tabela 5. Porcentagem de frutos verdes infectados das variedades Catuai Vermelho MG 99 e Icatd Vermelho MG
2942 por seis isolados de Colletotrichum sp., 8 e 13 dias apds a inocul ag&o.

iINDICE DE DOENCA

I solados 20 DIAS 30DIAS

Catuai Icatu Catuai Icatu

Vermelho Vermelho Vermelho Vermelho

UFUQ09- Cgjuri-a 16,4 a 61,7a 275a 718a
UFUOQ7- Uberlandiaa 16,4 a 54,8 a 275a 66,4 a
UFU16-1bia 121a 489 a 26,5a 63,4 a
UFUQ02- Araguari a 85a 42,4 a 20,1a 53,1a
UFU20- Patrociniod 11,8a 0,6b 120a 3,8b
UFU15- Patrocinio a 105a 00b 175a 95b
Testemunhat 54a 0,0b 139a 58b
Média 11,3B 19,2A 25,78 31,6A

1 Testemunha sem in6culo, apds desinfestacdo superficial

Médias seguidas pela mesmas letras minusculas (isolados) e mailsculas (variedades) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de

probabilidade.

Analise conjunta do polimorfismo genético (RAPD)
e agressividade em plantulas de cafeeiro.

Osisolados de Uberlandia (UFU 7) e Patrocinio-
b (UFU 17), de acordo com a andlise genética de
agrupamento, estdo no mesmo grupo dos isolados de
canela(UFU 21) ejil6o (UFU 22), ambos pertencentes a
espécie Colletotrichum gloeosporioides, provavel mente
podendo ser a mesma espécie. Esses mesmos isolados
foram patogénicos as plantulas de cafeeiro.

O isolados de Araguari-b (UFU 3), nas duas
variedadestestadas, apresentaram um maior indice médio
de doenca, posicionando-se, de acordo com andlise de
agrupamento, em grupos distantes dos demais. O
agrupamento genético colocou os isolados 1 e 15 que
apresentaram menor agressividade em um mesmo grupo
e separou o isolado 2 (ndo patogénico), ao nivel de 21%
de dissimilaridade.

Osisolados de Ibid (UFU 16) e Cajuri (UFU 9)
gue causaram niveis intermediarios de 1D ficaram
dispostos no mesmo grupo. Tais resultados indicam uma
certa associagdo dos dados genéticos obtidos com
marcadores moleculares e os dados de agressividade
analisados com base no ID.

Os resultados da analise genética e da
agressividade dos isolados sugerem novos variantes de
Colletotrichum gloeosporioides. Estudos recentes
realizados por (NECHET; ABREU, 2002; NECHET,

1999) demonstram esta especializacdo do fungo em
cafeeiro, inclusive com a patogeni cidade obtidaem frutos
verdes e plantulas.

Os marcadoresmol ecul ares analisados mostraram
certa associacdo com o nivel de agressividade
apresentados pelos isolados quando inoculados em
plantulas de café, podendo ser poderosas ferramentas no
estudo da diversidade genética de isolados que estejam
causando prejuizos em cafezais do estado de Minas
Gerais.

Dentro dos 22 i solados analisados por marcadores
moleculares e patogenicidade em plantulas, demonstra-
se existir diferentes patétipos (ragas) associados ao
cafeeiro em Minas Gerais. Dorizotto e Abreu (1993)
constataram, em lavoura cafeeira do municipio de
Cristais-M G, manchas em folhas, |esbes deprimidas em
frutos de aspecto oleoso (mancha manteigosa) e morte
dos cafeeiros. Dorizzoto (1993) concluiu que o isolado
erao agente causal damanchamanteigosa, com algumas
caracteristicasmorfol 6gicasiguaisao CBD (crescimento
micelial lento e micélio verde olivaou cinzaescuro com
setas raramente presentes). Espécies de Colletotrichum
invadem todos os 6rgéos do cafeeiro, incluindo frutos
em todos os estadios, folhas e hastes maduras: o grupo
CBD pode ser encontrado em todos os 6rgdos do
hospedeiro em diferentes proporgdes, sendo maiscomum
em frutos verdes e cergja. As espécies Colletotrichum
gloeosporioides e Colletotrichum acutatum colonizam
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hastes efol has e também frutos mumificadosjainfectados
pelaprimeiraespécie (HINDORF, 1975). Nechet (1999)
estudou os padrdes eletroforéticos de isolados de
Colletotrichum patogénicos a plantulas e frutos verdes
em relacdo aum isolado saprofitico nos padrdes de & cool
desidrogenase (ADH), fosfatase &cida (ACP) e esterase
(EST) e as diferencas entre os isolados patogénicos e
saprofitas confirmaram a viabilidade da técnica na
identificacdo de ragas patogénicas dentro da populacéo
fungica. Waler (1987) fizeram uma ampla revisao
discutindo aspectos morfolégicos, ecoldgicos e da
patogenicidade do género Colletotrichum. ao cafeeiro.
Estudos recentes apontam neste sentido, onde astécnicas
de RAPD e SSR (microsatélites) podem ser (teis no
estudo da diversidade biolégica de isolados de

JULIATTI, F.C. etal.

Colletotrichumdo cafeeiro (JULIATTI et al. 2003 a, 2003
b; OROZCO-MIRANDA et al. 2003 a, 2003 b, 2003 c).

Embora esteja evidente a patogenicidade de
alguns isolados provenientes de frutos do cafeeiro ou
brotacdes jovens, urge investigar as relacdes entre
isolados de Colletotrichum patogénicos e insetos
sugadores, como Pseudophilothrips, e &caros
(Brevipal pus phoenicis) que ocorrem nacultura. Segundo
Picanco et al. (2003) podem ocorrer lesdes fungicas
causadas por Colletotrichumgloeosporioides e Pestalotia
em frutos de goiaba, apds a ocorréncia de insetos
sugadores. Onde, ocorrem aumento do nimero de lesdes
fungicasnosfrutos em fungdo de maiores densidades do
tripes (Pseudophilothrips sp., Thysanoptera :
Phlaeothripidae).

ABSTRACT: Coffee anthracnosis is the important disease in Brazil. This study was based on the molecular
analyses of 22 different Colletotrichum gloeosporioides's isolates by using RAPD_and pathogenicity tests in coffee
seedlings and fruits. Seven oligonucl eotides were tested and amplification was observed through electrophoresisin 1%
agarose gel. Coffee seedlings and fruits were inoculated at concentration of the 4X10° conides /ml. After inoculation,
seedlings were kept in growth chamber under high relative humidity (>95 %) for three days. It was determined the
molecular standard related with pathogenicity in seedlings and cherry fruits of the Mundo Novo and Catuai varieties. It
was detected 33 polymorphic makers through five oligonucleotides. The largest genetic distance was 23.6 %. Results
suggested that there are different kinds of the Colletotrichum gloeosporioides or different pathotypes this pathogen
associated at coffee plantsin Minas Gerais State; however none of the markers were associated to pathogenicity.

KEYWORDS: Coffea Arabica. Diseases. Bags rot. Pathogenicity. RAPD.
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