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RESUMO: O café (Coffea arabica L.) é o segundo produto natural de maior valor no mercado internacional, sendo o
Brasil o principal produtor mundial. No entanto, a cultura tem apresentado uma queda na producdo em funcéo de ataque
de doencas causado por fungos do género Colletotrichum. Os sintomas relacionados ao fungo séo antracnose e mancha
manteigosa na maioria das regifes produtoras do Brasil.. Com a finalidade de constatar diferengas taxondmicas dentro
do género Colletotrichum spp. capazes de infectar o cafeeiro, este trabalho teve como objetivo caracterizar
morfologicamente isolados do fungo provenientes de tecidos lesionados de diferentes cultivares de café cultivados nas
principais regides produtoras do estado do Parani. Foram avaliados 44 isolados de Colletotrichum spp. As
caracteristicas avaliadas foram a coloragdo e o aspecto da coldnia; o indice de velocidade de crescimento micelial; a
morfologia e a germinacéo de conidios e a formacdo de apressorios. Os isolados de Colletorichum spp. apresentaram
heterogeneidade em todas as caracteristicas avaliadas. Na analise de agrupamento pela distancia euclidiana houve a
formacéo de cinco grupos partilhando no minimo 50% de similaridade, contudo ndo foi possivel detectar padrdes
quando foi relacionada a origem e as carateristicas dos isolados fungicos estudados. Assim, baseado nas caracteristicas
morfoldgicas, os isolados fungicos pertencem ao Complexo Colletotrichum gloeosporioides e ndo é possivel diferenciar
categorias taxondmicas dentro deste complexo baseado apenas na morfologia do fungo.

PALAVRAS-CHAVE: Coffea arabica, Complexo Colletotrichum gloeosporioides, Analise de agrupamento,
Morfologia.

MORPHOLOGICAL ANALYSIS OF Colletotrichum spp. ISOLATED FROM INJURED TISSUES OF
ANTHRACNOSE ON COFFEE

ABSTRACT: Coffee (Coffea arabica L.) is the second natural commaodity in value in the international markets and
Brazil is the main world producer. In Brazil, fungi of the genus Colletotrichum can infect coffee which cause
anthracnose and blister spot diseases in most producing regions, leading a decline in production. In order to investigate
taxonomic differences within the genus Colletotrichum spp. associated with coffee, this study aimed to characterize
morphologically the fungus isolated from diseased tissues of different cultivars of coffee in the main producing regions
of Parana state. A total of 44 strains of Colletorichum spp. were evaluated. The accessed characteristics were: color and
appearance of the colony; mycelial growth; morphology and germination of conidia and appressoria formation. The
Colletotrichum spp. strains were heterogeneous in all morphological characteristics. In cluster analysis using Euclidean
distance, five groups were formed sharing 50% of similarity; however there was no pattern of behavior on morphology
to cluster them. Therefore, based on morphological characteristics, the strains belong to Colletotrichum gloeosporioides
specie complex and that is not possible to differentiate taxonomic categories within that complex based only on the
morphology of the fungi.

KEYWORDS: Coffea arabica, Colletotrichum gloeosporioides complex, Cluster analise, Morphology.
INTRODUGAO

O café (Coffea arabica L.) é o segundo produto natural de maior valor no mercado internacional, atrads apenas do
petréleo (DECHAMP et al, 2015). O Brasil é o principal produtor mundial, sendo responsavel por um terco de todo o
café produzido (DECHAMP et al, 2015). No Brasil, espécies de Colletotrichum tem sido associadas a doencas no
cafeeiro, como a antracnose e a mancha manteigosa (CHEN et al., 2003; PRIHAUSTUTI et al., 2009; SILVA et al.,
2012). Dependendo da severidade, estas doencas podem levar a planta a morte (FERREIRA et al., 2009). Atualmente,
este fungo tem sido reportado em cafeeiro nos estados de Espirito Santo, Minas Gerais, Parana, Ronddnia e S&o Paulo,
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levando a um declinio na producdo (ARMESTO et al., 2012). Os fungos do género Colletotrichum sdo cosmopolitas e
praticamente todas as plantas cultivadas no mundo sdo suscetiveis a uma ou mais de suas espécies (GAUTAM, 2014).
Além da complexidade de sua relagcdo com as plantas, que pode ser endofitico, epifitico, saprofitico ou fitopatogénico
(HYDE et al., 2009), existem ainda muitas ddvidas com relacdo a sistematica de patdgenos pertencentes a este género.
Dependendo do critério de classificagdo utilizado, o nimero de espécies de Colletotrichum pode variar de 29 a mais de
700 (VON ARX, 1957; SUTTON, 1992). Uma das espécies mais confusas taxonomicamente é Colletotrichum
gloeosporioides (DEAN et al., 2012). Aproximadamente 594 espécies de Colletotrichum foram reclassificadas por von
Arx (1957) como sinénimos de C. gloeosporioides. Esta espécie se tornou um complexo fitopatogénico de grande
importancia mundial, visto que é capaz de infectar mais de 470 géneros de hospedeiros amplamente distribuidos
(ALKAN et al., 2015; HYDE et al., 2009). Este complexo é considerado o mais desafiador para ser elucidado, pois
além de compreender a mais ampla quantidade de hospedeiros entre todas as espécies de Colletotrichum, ainda abrange
individuos com numerosas variagdes morfoldgicas e patogénicas (SILVA et al., 2012). Essas variagdes sdo decorrentes
dos critérios abrangentes estabelecidos para classificacdo desta espécie (VON ARX 1957), que resultou na identificacdo
de tdxons potencialmente distintos como pertencentes & mesma espécie. Estudos de identificacdo e delimitacdo de
espécies deste género tem sido tradicionalmente realizados por caracteristicas morfoldgicas, incluindo tamanho e forma
dos conidios e apressorios, presenca ou auséncia de cerdas, esclerddios, acérvulos e estado teleomorfico. Os aspectos da
colénia em meio de cultura, tais como coloracdo da col6nia, taxa de crescimento e textura também tem sido estudados
(PHOTITA et al., 2005; THAN et al.,, 2008; HYDE et al., 2009). As técnicas tradicionais de caracterizacdo
morfoldgicas combinadas com ferramentas de biologia molecular sdo, atualmente, abordagens adequadas para estudar o
complexo de espécies do género Colletotrichum. Assim, visando contribuir para um melhor entendimento deste
complexo e realizacdo de inferéncias sobre distingdes de taxons, faz-se necessaria a caracteriza¢do de grande nimero de
isolados de Colletotrichum spp., inclusive dos provenientes de cafeeiro(PRIHASTUTI et al., 2009). Este estudo teve
como objetivo caracterizar morfologicamente isolados de Colletotrichum spp. provenientes de tecidos lesionados de
diferentes cultivares de cafeeiro cultivados nas principais regides produtoras do estado do Parana.

MATERIAL E METODOS

Os 44 isolados monosporicos de Colletotrichum spp. utilizados neste estudo pertencem a Colecdo de Fungos
Fitopatogénicos do Laboratério de Bacteriologia do Instituto Agronémico do Parana (IAPAR), onde estdo preservados
em agua destilada (CASTELLANI, 1967) a 4 °C. Esses isolados séo provenientes de amostras de flores, frutos e ramos
de cafeeiro com lesdes de antracnose, coletadas nas regides Norte, Norte Pioneiro, Noroeste e Oeste do estado do
Parani. Com a finalidade de comparacéo com os isolados deste estudo, foi utilizado o isolado de C. gloeosporioides I-
12, obtido de folhas de cafeeiro com sintomas de mancha manteigosa no estado de Minas Gerais, cedido pela equipe do
Dr. Mério Sobral da Universidade Federal de Lavras (UFLA). A caracterizagdo morfolégica das coldnias de
Colletotrichum spp. foi realizada em placas de Petri contendo meio de cultura Peptona Glicose Agar, mantidas a 23 °C
+ 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. As caracteristicas avaliadas foram: aspecto e coloragcdo da coldnia; indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM); morfologia e germinag&o de conidios e formagao de apressorio. O aspecto
e a coloracdo da coldnia foram avaliados ap0s oito dias de crescimento do fungo a partir de um disco de micélio de 5
mm de didmetro. O IVCM foi calculado a partir da média das medidas dos diametros ortogonais da col6nia, realizadas
diariamente durante oito dias com o auxilio de régua milimetrada. Para avaliagdo da morfologia e germinacdo dos
conidios bem como a formacdo de apressério, suspensdes de conidios (10° conidios - mL ) foram preparadas e
depositadas em laminas de vidro. A morfologia de conidios foi avaliada com auxilio de microscépio dptico e a
determinagdo do comprimento e largura de 50 conidios foi realizada com o programa Motic Image 2000 (Motic, Hong
Kong). A germinacgdo dos conidios e a formacdo de apressdrio foram avaliadas utilizando microscopio éptico (40X).
Apobs 4, 8, 24 e 48 horas de permanéncia das laminas em cAmara Umida a 23 °C + 2 °C, a germinagdo foi paralisada pela
adicdo de solucdo de lactofenol azul de algoddo. Foram selecionados quatro campos uniformes para observacdo e
contagem dos conidios. A partir das caracteristicas morfolégicas observadas foi realizada analise de agrupamento tendo
a distancia euclidiana como medida de proximidade utilizando o software Action 2.8 (Estatcamp, S&o Carlos).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas morfoldgicas dos isolados foram semelhantes aquelas descritas para a espécie C. gloeosporiodes
(VON ARX, 1957; FREEMAN et al., 1998) e ao isolado controle 1-12 (Tabela 1). Contudo, assim como descrito na
literatura para o complexo desta espécie, os isolados obtidos apresentaram divergéncias morfolGgicas para as
caracteristicas avaliadas.
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Tabela 1. Caracterizacdo morfoldgica de Colletotrichum spp. isolados de amostras de lesdes de antracnose em cafeeiro
provenientes das principais regides produtoras do estado do Parana.

Origem do isolado Coldnia Conidio
ID  Orgdo Cultivar  Regido Coloracdo Aspecto IVCM Comprimento Largura Germinagdo Apressorio
(mm dia™) (nm) (nm) (hora) (hora)

1-12 * * * Esverdeada Cotonosa 45 135 3,6 8 0
2D Ramo IAPAR59 NP Esverdeada Cotonosa 24 115 53 24 24
8B Ramo IAPARS9 NP Branca Cotonosa 24 11,2 39 0 0
13A Ramo IAPAR59 NP Branca Cotonosa 3,6 14 43 0 0
16A Ramo  Catuai Vermelho NP Esverdeada Cotonosa 33 149 52 24 24
17C Ramo  Catuai Vermelho N Esverdeada Cotonosa 38 125 39 24 48
18C Ramo Catuai Vermelho NP Esverdeada Cotonosa 33 124 41 0 0
19C Ramo Mundo Novo NE Cinza Cotonosa 2,2 179 72 8 8
21B Ramo Mundo Novo NE Esverdeada Cotonosa 4,6 138 4,6 0 0
22B Ramo Tupi NE Esverdeada  Cotonosa 40 12,3 4 24 24
30A Ramo Sumatra NE Esverdeada Cotonosa 20 129 5 8 0
35C Ramo IAPAR59 NE Branca Cotonosa 34 126 43 0 0
38A Ramo  Catuai Vermelho NE Branca Cotonosa 35 122 4 24 48
40C Ramo  Catuai Vermelho NE Esverdeada Superficial 4,6 14,7 5,2 4 4
51B Ramo Sachimor NE Esverdeada Cotonosa 45 115 3,6 0 0
53B Ramo  Catuai Vermelho NE Esverdeada  Superficial 2,6 118 4 4 4
60A Ramo Catuai Vermelho N Esverdeada Cotonosa 45 125 3,6 0 0
61D Flor  Catuai Vermelho N Esverdeada Cotonosa 42 136 51 8 8
65B Ramo  Catuai Vermelho N Esverdeada Cotonosa 3,7 117 43 24 24
72C Ramo IAPARS9 N Esverdeada  Superficial 39 124 41 8 8
74B Ramo Mundo Novo N Esverdeada Cotonosa 42 132 5 48 0
74C Ramo Mundo Novo N Branca Cotonosa 25 122 45 0 0
81B Flor  Catuai Vermelho N Laranja Cotonosa 47 15,2 37 24 24
97A Fruto IAPAR59 NE Branca Cotonosa 47 137 42 8 8
100A Flor Acaia NE Esverdeada Cotonosa 4,2 133 4,2 4 4
100B Ramo Acaia NE Branca Cotonosa 40 119 35 24 24
121B Ramo  Catuai Amarelo N Esverdeada Cotonosa 41 13,3 44 4 4
121F Fruto Catuai Amarelo N Esverdeada Cotonosa 23 121 5 4 4
122F Fruto Catuai Amarelo N Cinza Cotonosa 44 141 53 4 4
125A Ramo Sumatra N Esverdeada Cotonosa 42 151 54 48 0
128B Flor Obata NE Esverdeada Cotonosa 2,7 126 33 0 0
129A Flor Tupi NE Esverdeada  Cotonosa 43 12 42 4 4
136B Ramo IAPAR59 (0] Esverdeada Cotonosa 41 131 41 8 48
139C Ramo Tupi O Branca Cotonosa 4,2 114 39 8 8
141A Ramo Tupi O Esverdeada  Cotonosa 40 12 41 24 24
142A Ramo Jacutinga NE Branca Cotonosa 41 114 45 4 8
146C Ramo Icatu NE Branca Cotonosa 42 13,6 41 24 24
150A Ramo IAPAR59 N Branca Cotonosa 24 10,7 33 24 0
162C Ramo Novo Mundo N Cinza Cotonosa 42 14,3 43 4 24
176A Ramo IAPAR59 N Esverdeada Cotonosa 23 11 37 0 0
185C Ramo  Catuai Amarelo NP Branca Superficial 3,6 15 5,6 8 48
186B Ramo  Catuai Amarelo NP Esverdeada Cotonosa 21 12,7 39 8 8
202C Ramo Obata NP Esverdeada  Superficial 40 142 5,2 48 0
205C Ramo  Catuai Amarelo NP Esverdeada  Superficial 41 14 55 4 4
213A Ramo Catuai Vermelho NP Esverdeada Cotonosa 39 15 4,6 8 8

NP= Norte Pioneiro; NE=Nordeste; N=Norte e O=Oeste do Parana.

O aspecto das col6nias variou de cotonoso (86% dos isolados, e o isolado controle 1-12) a superficial (14% dos
isolados). Quanto a coloracdo das col6nias, 27% dos isolados apresentaram coloragcdo branca, 64% esverdeada
(incluindo o isolado controle 1-12), 7 % dos isolados com coloragdo cinza e apenas o isolado 81B apresentou coldnia
alaranjada. O IVCM das colénias flngicas variou entre de 2,14 a 4,73 mm dia™, enquanto o crescimento do isolado
controle 1-12 foi de 4,53 mm dia™. Esta é uma caracteristica importante, pois a diferenca na taxa de crescimento dos
isolados € considerada um critério confiavel para delimitacdo entre as espécies C. gloeosporioides e C. acutatum
(TALHINHAS et al., 2005). Os conidios dos 44 isolados obtidos se assemelharam ao formato obclaveo descrito para a
espécie de C. gloeosporiodes (SUTTON, 1992), porém apresentaram variagdes no comprimento, de 10,7 a 17,9 um e
largura, de 3,3 a 7,2 um, enquanto o isolado controle I1-12 apresentou dimensdes de 13,5 um e 3,6 um. A morfologia de
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conidios foi sempre uma caracteristica mais enfatizada que outros atributos em estudos taxondémicos do género
Colletotrichum (ZAKARIA; BAILEY, 2000), uma vez que pesquisadores como Tiffany e Gilman (1954), Simmonds
(1965), Mordue (1971) e Sutton (1992) utilizavam a forma e tamanho dos conidios como os principais critérios para
distinguir espécies. Na analise de germinacdo de conidios foi verificado que 78% dos isolados apresentaram conidios
viaveis com boa germinacdo. Porém, houve variacdo quanto ao tempo para o inicio da germinacdo dos conidios e
formacdo do apressorio (Figural). Cordeiro et al. (2009) verificaram que de 50 isolados do mesmo fungo, 24%
iniciaram o processo de germinacdo 4 horas ap6s a incubacdo, mas 88% germinaram somente apés 48 horas de
incubagdo. Neste mesmo estudo, a formagdo de apressorios também foi mais tardia, uma vez que e 70% dos isolados
ocorreu apds 48 horas de incubag&o.

30% - EGerminacio 0OFormacio de apressorio

25% -

20% -

15% -

10% -
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0% T T T T
4 8 24 48
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Figura 1. Percentual de germinacéo e formacgdo de apressérios em Colletotrichum sp isolados de amostras de cafeeiros
provenientes das principais regides produtoras do estado do Parana.

Na analise de agrupamento pela distancia euclidiana, com a finalidade de verificar similaridade nas caracteristicas
morfoldgicas dos isolados capazes de infectar o cafeeiro, houve a formagdo de cinco grupos partilhando no minimo
50% de similaridade (Figura 2). O grupo “E” apresentou o maior nimero de isolado e o isolado 1-12 (Figura 2). Além
de apresentar heterogeneidade nas caracteristicas avaliadas, ndo houve separacdo dos isolados por aspecto taxonémico
devido & regido produtora de café do Parand, a cultivar de cafeeiro ou ao 6rgdo da planta de onde foram obtidos os
fungos estudados. A grande variacdo morfoldgica de Colletotrichum spp. encontrada nesse estudo ja foi relatada
também para isolados de espécies florestais (ZAKARIA; BAILEY, 2000), de cacau na Malésia (YEE; SARIAH, 1993)
e também em espécies herbceas na Tailandia (PHOTITA et al., 2005). Ainda, Nugyen e colaboradores (2009)
encontraram também uma grande diversidade morfoldgica e cultural em C. gloeosporioides isolados de cafeeiro no
Vietnd. Em consequéncia de tais divergéncias taxonémicas, fica explicita a necessidade de pesquisas para elucidar
aspectos taxondmicos, bioldgicos e patogénicos de isolados de Colletotrichum spp. capazes de infectar o cafeeiro. De
tal modo, este estudo demonstra a necessidade de investigacdo e elucidacdo para o complexo da espécie C.
gloeosporioides e a necessidade de uma melhor compreensdo da estrutura e diversidade taxondmica dos isolados
capazes de infectar o cafeeiro.
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Figura 2. Agrupamento de isolados de Colletotrichum spp. provenientes de cafeeiros paranaenses com base em suas
caracteristicas morfoldgicas e utilizando a distancia euclidiana.

CONCLUSOES

Com base nas caracteristicas morfoldgicas, os isolados do fungo obtidos de érgdos lesionados de diferentes cultivares
de cafeeiro produzidos no estado do Parané pertencem ao complexo Colletotrichum gloeosporioides e apenas com tais
caracteristicas ndo é possivel diferenciar categorias taxonémicas dentro deste complexo.
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