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RESUMO

ALMEIDA, Anderson Resende. Fungos endéfitos e espécies de Phoma
associadas ao cafeeiro (Coffea arabica L.). 2007. 83 p- Tese (Doutorado em
- Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais Brasil.!

Com o objetivo de contribuir para o conhecimento da diversidade de fungos
associados ao cafeeiro no Brasil foram realizados estudos sobre fungos endéfitos
de cafeeiros em sistema orgénico e convencional de cultivo e sobre as espécies
de Phoma associadas a este hospedeiro. Para o estudo de fungos endéfitos foram
realizadas coletas de material vegetal em duas fazendas no municipio de Santo
Antdnio do Amparo, Sul de Minas Gerais, nos meses de janeiro e setembro de
2005 e abril de 2006. Ap6s a desinfestacdo superficial, fragmentos de folhas e
hastes foram transferidos para meio de cultura. 1726 unidades formadoras de
colonias (UFCs) foram obtidas a partir deste material. As espécies mais
freqiientes foram Colletotrichum gloeosporioides, C. crassipes, Staninwardia
sp., Phomopsis spp. e Xylaria spp. O sistema orginico apresentou taxa de
colonizagdo de 53,9%, 993 UFCs e 38 espécies enquanto o sistema convencional
apresentou taxa de colonizagéo de 44,6%, 733 UFCs e 33 espécies. O niimero de
isolados observados foi significativamente superior nas hastes em ambos os
sistemas. Pseudohalonectria lutea e Staninwardia sp. sio relatados pela primeira’
vez em café. Foi realizado ainda um levantamento de Phoma em 23 municipios
do Estado de Minas Gerais e no sudoeste da Bahia com o objetivo de
caracterizar as espécies por meio de caracteres morfolégicos, moleculares e
patogenicidade. Dentre os aproximadamente 60 isolados avaliados foram
identificadas P. tarda, P. exigua var. exigua, P. Jolyana var. jolyana, P. leveillei
€ P. herbarum. P. tarda apresentou-se ocorréncia generalizada nas lavouras
estudadas e como tinica espécie patogénica, considerada, portanto, o principal
agente etiol6gico da mancha de phoma do cafeeiro. Na anilise filogenética
Ascochyta coffeae e Phoma tarda corresponderam a mesma espécie. Andlises de
seqiéncias de S-tubulina e regido dos espagadores internos transcritos (ITS) do
tDNA foram utilizadas para avaliar as relacdes filogenéticas entre P. tarda e
outras espécies. Na andlise de méxima parciménia, P. tarda é agrupado junto a
P. exigua no mesmo clado. Este agrupamento evidencia a relacdo estreita entre
P. tarda e P. exigua, que nio puderam ser diferenciadas com as regides
analizadas. Assim, regides mais varidveis devem ser utilizadas para a separagio
dessas espécies. Outra hipétese é de que P. tarda e P. exigua correspondam a
mesma espécie filogenética.

! Comité Orientador: Ludwig H. Pfenning (Orientador), Eduardo Alves — UFLA (Co-
orientador)



ABSTRACT

ALMEIDA, Anderson Resende. Fungal endophytes and Phoma species
associated with coffee trees (Coffea arabica L.). 2007. 83 p. Thesis (Doctorate
in Plant Pathology) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais.
Brazil 2

With the objective to contribute to the knowledge about the diversity of fungi
associated with the coffee tree in Brazil, studies of the endophytic fungi of coffee
trees in organic and conventional management systems, and the Phoma species
associated were carried out. The endophytic fungi were surveyed in January and
September of 2005, and April of 2006, in two farms of Santo Anténio do Amparo
municipality, South of Minas Gerais State. After superficial disinfestations,
fragments of leaves and shoots were transferred to culture medium. A total of 1726
colony forming units (CFUs) were obtained from the material. Colletotrichum
gloeosporioides, C. crassipes, Staninwardia sp., Phomopsis spp. and Xylaria spp.
were the most frequent species found. The organic system presented colonization
rate of 53.9%, 993 CFUs, and 38 species, while in the conventional system the
colonization rate was 44.6%, 733 CFUs and 33 species. The number of isolates
observed was significantly superior in the shoots in both systems (P=0,0000).
Pseudohalonectria lutea and Staninwardia sp. are reported for the first time in
association with coffee trees. A survey of the occurrence of Phoma in 23
municipalities in both Minas Gerais State and in the Southwest of Bahia State also
was done with the objective to characterize the species through morphological and
molecular characters, and pathogenicity. Among the approximately 60 strains
evaluated P. rarda, P. exigua var. exigua, P. jolyana var. Jolyana, P. leveillei and P.
herbarum were identified. P. tarda, the main causal agent of the Phoma leaf blight
of coffee trees, presented generalized occurrence in the plantations studied, and was
the sole pathogenic species found. In the phylogenetic analyses Ascochyta coffeae
and Phoma tarda were conspecific. Portions of B-tubulin gene and the internal
transcribed spacer (ITS) region of the rRNA were used to evaluate the phylogenetic
relationships between P. tarda and the other Phoma spp. In the maximum
parsimony analysis P. tarda was in a clade together with P. exigua. This grouping
evidenced the narrow relationship between P. tarda and P. exigua, not differentiated
with both genomic regions. Thus, more variable regions of the genome should be
analyzed in future studies to test if P. rarda and P. exigua are from the same
phylogenetic species.

A Advising Committee: Ludwig H. Pfenning (Advisor), Eduardo Alves — UFLA (Co-
advisor)




1 INTRODUCAO GERAL

z

Minas Gerais é o Estado com a maior producdo de café do pais
(CONAB, 2006). Entretanto, o acompanhamento de fatores que podem afetar a
produtividade € indispensdvel para a manutengio da alta qualidade e do
rendimento do produto. Os fungos sdo os principais causadores de doengas na
cultura do café, acarretando perdas significativas (Zambolim & Vale, 2000).

Existem, ainda, muitos fungos que vivem no interior das plantas sem
causar sintomas visiveis de doenca. Nem sempre a fungdo biolégica e o tipo de
simbiose podem ser claramente definidos (Redman et al., 2001).

Muitas informagdes sobre fungos endéfitos foram acumuladas nas
ultimas trés décadas. Virios estudos confirmam a presen¢a generalizada de
fungos endéfitos em vdérias familias de plantas, tanto de regides tropicais quanto
temperadas, demonstrando ser a interagdo planta-endéfito tdo comum quanto as
associagdes micorrizicas. A obtengdo de informagdes detalhadas sobre fungos
endéfitos associados ao cafeeiro (Coffea arabica L.) abrird as portas para
estudos futuros envolvendo as fungdes ecofisiolégicas dos fungos enddfitos e
seu potencial para producio de substdncias bioativas ainda desconhecidas, e
também a utilizagdo destes endéfitos para controle de patégenos. Fungos
endéfitos representam importante fonte de novos compostos bioativos com
potencial uso para controle alternativo de fitodoengas ou para o desenvolvimento
de novos farmacos.

Doencas como a ferrugem do cafeeiro, causado por Hemileia vastatrix
Berk. & Br., ou a cercosporiose, que tem como agente etiolégico o fungo
Cercospora coffeicola Berk. & Cooke, sio reconhecidas como de grande
importéncia e sdo muito estudadas. Entretanto, a mancha de phoma e a seca de

ponteiros, causadas por espécies do género Phoma e Colletotrichum, receberam
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rendimento do produto. Os fungos sdo os principais causadores de doengas na
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Existem, ainda, muitos fungos que vivem no interior das plantas sem
causar sintomas visiveis de doenca. Nem sempre a funcio biolégica e o tipo de
simbiose podem ser claramente definidos (Redman et al., 2001).

Muitas informagGes sobre fungos endéfitos foram acumuladas nas
ultimas trés décadas. Virios estudos confirmam a presenca generalizada de
fungos endéfitos em virias familias de plantas, tanto de regides tropicais quanto
temperadas, demonstrando ser a interagdo planta-endéfito tio comum quanto as
associagdes micorrizicas. A obtengdo de informagdes detalhadas sobre fungos
endéfitos associados ao cafeeiro (Coffea arabica L.) abrird as portas para
estudos futuros envolvendo as funcdes ecofisiolégicas dos fungos endéfitos e
seu potencial para producio de substincias bioativas ainda desconhecidas, e
também a utilizacdo destes endéfitos para controle de patégenos. Fungos
endéfitos representam importante fonte de novos compostos bioativos com
potencial uso para controle alternativo de fitodoengas ou para o desenvolvimento
de novos farmacos.

Doengas como a ferrugem do cafeeiro, causado por Hemileia vastatrix
Berk. & Br., ou a cercosporiose, que tem como agente etiolégico o fungo
Cercospora coffeicola Berk. & Cooke, s@o reconhecidas como de grande
importancia e s30 muito estudadas. Entretanto, a mancha de phoma e a seca de

ponteiros, causadas por espécies do género Phoma e Colletotrichum, receberam



menos atencdo. Ao mesmo tempo em que se observa o aumento de sua
incidéncia nas lavouras de café, a identidade precisa e o status patolégico destes
fungos permanecem ainda obscuros.

Na primeira parte dessa Tese serdo apresentados os resultados de
pesquisas sobre fungos endéfitos associados ao cafeeiro (Coffea arabica L.). Na
segunda parte serdo relatados os dados obtidos de estudos sobre fungos do
complexo Phoma - Ascochyta associados ao cafeeiro.

Foram objetivos dos estudos:

i. isolar, caracterizar e identificar espécies de fungos endéfitos de
cafeeiro a partir de folhas e hastes;

ii. comparar a composicdo de espécies ¢ os padrdes de colonizagdo pelos
fungos enddfitos entre cafeeiros cultivados sob sistema orgénico e convencional;

iii. isolar e caracterizar espécies de Phoma por meio de marcadores
morfolégicos, moleculares e determinago da patogenicidade.



2 REFERENCIAL TEOGRICO

2.1 Fungos endéfitos

De modo geral, para se estabelecerem em seu habitat, as plantas
interagem direta ou indiretamente com diferentes espécies de seres vivos. Entre
estas interagdes ou associagGes destacam-se as mutualisticas, estabelecidas com
fungos micorrizicos e bactérias fixadoras de nitrogé€nio. Estas associacdes se
caracterizam pela existéncia de parte dos organismos associada dentro dos
tecidos da planta e outra parte, fora dos tecidos.

Por outro lado, o interior dos tecidos de plantas sadias abriga uma
diversidade de microorganismos capazes de colonizar 6rgaos aéreos e
subterrineos de suas plantas hospedeiras sem causar sintomas visuais externos
de sua presenca. Estes microorganismos endéfitos vivem em uma estreita
relacio de simbiose com seus hospedeiros, variando desde um parasitismo
latente a0 mutualismo (Carrol, 1988, 1995).

A existéncia de fungos no interior de tecidos vegetais sadios ji é
conhecida hd muito tempo; porém, os fungos eram vistos como patégenos
latentes ou sapréfitos oportunistas. Somente a partir da década de 70, com os
estudos de Bérstein & Carroll (1977) e Carroll & Carroll (1978), nos quais
vérias espécies de fungos endéfitos foram recuperadas de aciculas sadias de
vérias coniferas, ocorreu o despertar para estudos com enddéfitos. Varios estudos
confirmam a presenga generalizada de endéfitos em vérias familias de plantas,
tanto de regiGes tropicais quanto temperadas, demonstrando ser a interagdo
planta-endéfito tdo comum quanto as associagSes micorrizicas.

Interagdes mutualisticas bem definidas podem ser observadas entre
algumas espécies de enddfitos e algumas espécies de gramineas e ciperdceas.

Estes end6fitos sdo conhecidos como Balansiaceous e incluem ascomicetos da



familia Balansiaceae, pertencentes aos géneros Epichloé e Balansia, e seus
anamorfos Neotyphodium e Ephelis. Os endéfitos recebem nutricdo e protecdo
da planta hospedeira, enquanto a planta hospedeira pode ser beneficiada pelo
aumento das habilidades competitivas ¢ pelo aumento da resisténcia a
herbivoros, pat6genos e a estresse abiético (Schardl & Clay, 1997). Estes fungos
colonizam seus hospedeiros de maneira sistémica e muitas vezes sio capazes de
colonizar o interior de sementes, sendo transmitidos verticalmente de geracio a
geragdo, juntamente com suas plantas hospedeiras (Schardl & Clay, 1997;
Schardl et al., 2004).

A disseminagio de' fungos end6fitos associados a arbustos, drvores e
plantas herbiceas ocorre horizontalmente via esporos, que penetram os tecidos
da planta através de aberturas naturais, ou diretamente, com auxilio de um
aparato enzimético. A colonizagdo das plantas lenhosas por fungos enddfitos é
usualmente localizada, especifica para um tipo de 6rgéo ou tecido e pode ocupar
uma pequena drea do tecido infectado (Fischer e Petrini, 1992; Petrini, 1992).

O interesse em estudar fungos endéfitos vem aumentando nos wltimos
anos, com destaque para trés principais vertentes como objeto de estudo, a saber:
1. determinag@o de sua importancia como segmento da diversidade biolégica de
fungos, considerando sua elevada especializagdo ao ambiente em que vivem
(Armold et al., 2000; Cannon & Simmons, 2002; Rodrigues & Petrini, 1996); 2.
esclarecimento de sua fungdo para a saide das plantas e seu envolvimento em
processos de resisténcia a patGgenos, pragas e estresses climaticos (Amold et al.,
2003; Azevedo et al., 2000; Redman et al., 2001; Rubini et al., 2005); e 3.
avaliagdo de seu potencial como produtores de metabélitos com atividade
biol6gica com potencial para aproveitamento na agricultura e medicina (Schulz
et al., 2002; Strobel, 2002).

Ha relatos sobre a utilizagéio de fungos nio patogénicos controlando
fungos patogénicos, como, por exemplo, Fusarium oxysporum Schlecht., que na



sua forma n3o patogénica controla Fusarium oxysporum f.sp. lycopercisi raga 2
do tomateiro, e F. oxyspororum Fo47, capaz de induzir resisténcia a plantas de
pepino contra Pythium ultimum Trow (Alabouvette et al., 2006; Benhamou et
al., 2002; Silva & Bettiol, 2005). Fungos endéfitos também possuem um grande
potencial para o controle bioldgico de patégenos (Amold et al., 2003; Rubini et
al., 2005; Tondje et al., 2006).

2.1.1 Conceitos

O termo endofitico foi proposto pela primeira vez por De Bary, em 1866,
para descrever os microorganismos que colonizavam os tecidos internos da
planta (citado por Frohlich et al., 2000). Durante mais de um século esses
organismos foram ignorados, principalmente pelo fato de nio produzirem
estruturas externas visiveis em tecidos vivos de seus hospedeiros. Estes foram
considerados como patégenos em laténcia ou sapréfitos, uma vez que a
colonizagdo dos tecidos ndo causava danos a plantas hospedeiras (Rayner,
1948).

Fungos endéfitos vivem internamente nos tecidos de plantas hospedeiras
sem causar sintomas aparentes de doenga (Chanway, 1996); porém, isto nio
impede que eles se tornem patogénicos quando o hospedeiro sofrer algum
estresse (Carroll, 1988). Além disso, fungos endéfitos podem ser patégenos
latentes, mutualistas e/ou sapréfitas (Fisher & Petrini, 1992). Entretanto, a
distingdo entre fungo patogénico e mutualista nem sempre é possivel.

) Alguns fungos desenvolvem associagbes de natureza diferente
dependendo da planta hospedeira e/ou das condigies do ambiente, podendo
aumentar (mutualismo), diminuir (parasitismo) ou ndo influenciar
(comensalismo) no vigor da planta. Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg €
um tipico exemplo de patgeno latente de milho, o qual pode ser isolado de
plantas aparentemente sadias (Schulz et al., 1999). Exemplos de mutualismo



incluem os endéfitos de gramineas que produzem metabélitos secundirios
desagrad4veis ou téxicos para herbivoros (Clay, 1988).

Petrini et al. (1992) sugeriram uma defini¢io mais abrangente do termo
. endo6fito, a qual incluia todos os organismos que, durante pelo menos uma fase
de seu ciclo de vida, colonizam o interior dos tecidos vivos de seus hospedeiros
sem causar sintomas de doengas. Como podemos observar por esta definic@o, os
endéfitos ndo incluem apenas os fungos filamentosos, mas também leveduras e
especialmente bactérias enddfitas, fato muitas vezes negligenciado na literatura
(Chanway, 1996). Endéfitos ocorrem em tecidos aéreos de plantas e também em
raizes, porém sio distintos das micorrizas por ocuparem exclusivamente o
interior dos tecidos, sem formagdo de hifas externas (Saikkonen et al., 1998).

~ Fungos endéfitos tém atraido a atengiio de pesquisadores nas tltimas
décadas por vérias razdes: i. estes sio encontrados em praticamente todas as
plantas; sdo extremamente abundantes e s3o bastante diversos (Amold et al.,
2000; Stone & Petrini, 1997); ii. podem alterar a fisiologia dos hospedeiros de .
tal maneira que as habilidades competitivas sdo aumentadas, principalmente
quando hd estresses ambientais (Bacon, 1993; Clay, 1988; Faeth, 2002); iii.
constituem uma fonte potencial de novos compostos com atividade biolégica
(Schulz et al., 2002; Strobel, 2002); e iv. podem proteger as plantas contra o
ataque de patégenos e herbivoros (Amold et al., 2003; Dingle & McGee, 2003;
Redman et al. 2001).

Dois tipos de associagdes mutualisticas sio comuns entre end6fitos e
plantas hospedeiras: mutualismo constitutivo e mutualismo induzido.
Mutualismo constitutivo é a associagio de endéfitos principalmente com
gramineas. Nesta associacio os endéfitos infectam o 6vulo da planta hospedeira
€, em conseqiiéncia, sdo propagados via semente. Produzem relativamente muita
massa fiingica, com um custo metabélico alto para planta hospedeira. J4 no
mutualismo induzido, os endé6fitos n3o infectam as sementes e, por



conseqiiéncia, ndo possuem esta via de disseminagdo. Os esporos destes fungos
sdo disseminados pelo vento e pela dgua. Nesta associagdo os endéfitos infectam
as partes vegetativas do hospedeiro e permanecem metabolicamente inativos por
determinado perfodo, com relativamente pouca biomassa fiingica no interior das
plantas hospedeiras (Carroll, 1988; Clay, 1988; Schardl & Clay. 1997).
Pesquisas quantitativas em angiospermas tropicais documentaram notivel
abundancia de endéfitos nas folhas das hospedeiras (Arnold et al., 2000; Frolich
et al., 2000; Gamboa & Bayman, 2001; Lodge et al., 1996).

2.1.2 Detecgiio e isolamento de fungos endéfitos

Fungos endéfitos sio geralmente recuperados indiretamente em cultura
axénica a partir de fragmentos de tecido vegetal desinfestado superficialmente.
A recuperagio direta de endéfitos de tecidos vegetais senescentes € dificil de ser
realizada devido ao crescimento e esporulagio de sapréfitas decompositores.

O material coletado deve ser processado o mais rdpido possivel, evitando
alteragGes na composicio de espécies e na taxa de colonizagdo por enddfitos,
causadas por fatores relacionados ao periodo de estocagem do material (Bills,
1996).

A desinfestagio superficial dos tecidos € o primeiro passo no
processamento das amostras para isolamentos de fungos end6fitos. A série de
desinfestagio normalmente utilizada € a lavagem do material em 4dgua corrente,
seguida por 4lcool, hipoclorito de s6dio e uma rdpida lavagem final com 4gua ou
alcool. Embora esta seqiiéncia seja amplamente utilizada, as concentracdes dos
agentes desinfestantes e os tempos utilizados em cada etapa sdo muito varidveis
em fungdo do tipo e da idade do material utilizado (Bayman et al., 1998; Fisher
& Petrini, 1992; Lodge et al., 1996; Rodrigues, 1994; Schulz et al, 1993). O uso
do peréxido de hidrogénio como agente desinfetante (Hata et al., 2002) ou a



lavagem seriada dos tecidos em 4gua destilada sob agitagdo (Petrini et al., 1990)
sdo menos freqiientes.

Apbs a desinfestagao dos tecidos, estes sdo fragmentados e transferidos
assepticamente para placas de Petri contendo meio de cultura adequado. As
folhas sdo normalmente cortadas em discos com poucos centimetros de
didmetro, os quais podem ser retirados de modo aleatério ou seguindo padrbes
pré-definidos, tais como discos foliares com ou sem nervuras, na base ou no
dpice da lamina foliar (Frohlich et al., 2000; Gamboa & Bayman, 2001; Hata et
al., 2002; Photita et al., 2001). Tecidos mais rigidos, como cascas e ramos, sdo
também cortados em pedacos com alguns centimetros e posteriormente
transferidos para meio de cultura (Bills & Polishook, 1991).

O tamanho dos fragmentos a serem colocados no meio de cultura
interfere nos resultados do isolamento. Fragmentos grandes podem conter
infecgSes miiltiplas, resultando no crescimento de diversos endéfitos a partir de
um Unico fragmento. Isso deve ser evitado, pois alguns enddfitos de crescimento
mais rdpido podem suprimir o crescimento de outros e, com isso, oculti-los,
fazendo com que a estimativa da diversidade de endéfitos seja subestimada
(Carrroll, 1995). Uma solugdo para este problema é a diminui¢do do tamanho
dos fragmentos de tecido vegetal de maneira a aumentar a superficie de contato
com o meio de cultura, aumentando a chance de recuperacdo de um maior
nimero de isolados por unidade de drea amostrada (Gamboa et al., 2002).

O método de filtragio de particulas, mais usualmente empregado no
isolamento de fungos de solo, tem como base a lavagem e filtragio das
particulas de solo e sua separagio em peneiras com aberturas de malha
progressivamente menores, sendo as menores particulas recuperadas nos filtros
transferidas para meio de cultura adequado (B&ith, 1988). Bills & Polishook
(1994a) recuperaram 1709 isolados, pertencentes a 177 morfo-espécies, de
apenas 20 g de liteira de uma floresta da Costa Rica. Os mesmos procedimentos



foram usads pelos autores para o estudo dos fungos associados a quatro folhas
senescentes de Heliconia Marie Hook., das quais foram recuperadas 1676
isolados pertencentes a 122 morfo-espécies (Bills & Polishook, 1994b). Esta
técnica foi utilizada para o isolamento de fungos enddfitos associados a planta
parasita Phoradendron perrottetti (D.C.) Eichler e sua hospedeira Tapirira
guianensis Aubl, permitindo a recuperagio de 1678 unidades formadoras de
col6nia pertencentes a 128 espécies e morfotipos distintos (Abreu et al., 2005).
Devido as suas vantagens, a filtracdo de particulas mostra grande potencial de
aplicacdo no isolamento de fungos endéfitos (Carroll, 1995).

O meio de cultura mais comumente usado no isolamento de fungos
endofitos é o MEA, tendo como fonte nutricional o extrato de malte. Este meio
de cultura é considerado ndo seletivo, e a sua ado¢io generalizada em trabalhos
com este grupo de fungos sugere que ele seja eficiente para recuperagdo de
muitas espécies de fungos (Bills & Polishook 1992; Petrini et al., 1992). O uso
de uma fonte nutricional restrita pode levar a uma sele¢do ou, pelo menos, ao
favorecimento de algumas espécies de fungos, as quais acabam sendo isoladas
com maior freqiiéncia do que outras (Bills e Polishook 1991). Exemplos de
meios de cultura ja usados com sucesso no isolamento de fungos endéfitos s30 o
CYCL (extrato de malte, extrato de levedura, Ciclosporina A), BDA (batata
dextrose agar), CMA (farinha de milho e agar) e CMD (farinha de milho,
dextrose e agar) (Bernstein & Carroll, 1977; Carroll & Carroll, 1978; Dingle &
McGee, 2003; Frolich et al., 2000; Gamboa & Bayman, 2001; Rodrigues, 1994).

Antibiéticos e compostos fungistiticos ou fungicidas em baixas
concentragdes sdo normalmente utilizados no isolamento dos fungos enddfitos.
Tais substincias visam suprimir o crescimento bacteriano e impedir que col6nias
de algumas espécies de fungos crescam muito rapidamente, inibindo o
desenvolvimento daquelas espécies de crescimento mais lento. Entre os

antibiGticos comumente empregados para este fim destacam-se a estreptomicina,
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a clorotetraciclina, o sulfato de estreptomicina, a oxitetraciclina e o cloranfenicol
(Bills & Polishook, 1991, 1992; Dingle & McGee, 2003; Fisher et al., 1986;
Petrini & Fisher, 1986; Photita et al., 2001; Suryanarayanan et al., 2003).

Substéncias fiingicidas como bepomil, dicloran e cicloheximida,
aplicadas em meio de cultura em baixas concentragdes, sio eficientes no
controle do crescimento das colonias de fungos associados a tecidos rigidos
como ramos e cascas de drvores (Bills & Polishook 1991). O rosa de bengala
também € um agente fungistitico apropriado para o uso como controlador de
crescimento no isolamento de fungos endéfitos (Photita et al., 2001). Outra
substncia muito eficiente € a ciclosporina A, um composto capaz de restringir o
crescimento de virias espécies de fungos, promovendo um crescimento
distorcido das hifas sem leva-las 2 morte (Bills, 1996). A Ciclosporina A foi
adicionada com sucesso no meio de cultura para isolamento dos fungos
endéfitos associados A palmeira Euterpe oleraceae Mert., e sen uso conjunto
com o método de filtragdo de particulas possibilitou a recuperacdo de uma.
enorme variedade de espécies de fungos de amostras de material vegetal morto
ou senescente (Bills & Polishook 1994; 1996).

2.1.3 Taxonomia
) Os endéfitos sdo representados principalmente por ascomicetos e seus
anamorfos (Carroll, 1988). Fungos pertencentes 2 familia Xylariaceae estdo
entre 0s mais comuns, tanto em regides tropicais como em regides de clima
temperado (Amold et al., 2003; Bayman et al., 1997, 1998; Frélich et al., 2000;
Rodrigues, 1994; Stone & Petrini, 1997). Fungos deste grupo sdo considerados
tipicamente endéfitos.
A identificagdo destes fungos é realizada com base principalmente na
fase assexuada devido a dificuldade que estes ttm de formar estruturas
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reprodutivas sexuais em meio de cultura. Corpos de frutificagdo contidos em
estromas s3o formados apés longo pericdo de incubacdo em meio de cultura,
mas geralmente sem estruturas sexuais (Bayman et al., 1998).

Outras espécies de fungos comumente encontradas como endéfitos de
diversas espécies vegetais pertencem aos géneros Glomerella (anamorfo
Colletotrichum), Guignardia (anamorfo Phyllosticta), Phoma e Phomopsis
(Cannon & Simmons, 2002; Freire & Bezerra, 2001; Gamboa et al., 2002; Hata
et al., 2002; Johnston, 1998; Lu et al., 2004; Photita et al., 2001).

Pode-se verificar, entre os fungos enddfitos comumente isolados,
algumas espécies com formas fitopatogénicas, entre as quais se destaca
Colletotrichum gloesporioides (teleomorfo Glomerella cingulata), que pode ser
causador de antracnose em folhas e frutos de diversas espécies vegetais. Fungos
desta espécie podem ser comumente recuperados em grande quantidade como
endéfitos associados a tecidos sadios de plantas como o cafeeiro (Gamboa et al,
2002;), cacau (Arnold et al., 2003), bananeira (Costa Pinto et al., 2000; Cao et
al., 2002; Pereira et al., 1999; Photita et al., 2001), Rhododendron spp. (Okane et
al., 1998), cajueiro, mangueira, umbuzeiro, mamoneira e mandioca (Freire &
Bezerra, 2001).

Virias espécies menos conhecidas podem ocorrer com freqii€ncia como
enddfitos associados a determinadas espécies hospedeiras, como, por exemplo,
Deightoniela torulosa (Syd.) M.B. Ellis em banana (Photita et al., 2001),
Letendraeopsis palmarum K.F. Rodrigues & Samuels em Euterpe oleaceae
(Rodrigues, 1994) e Mycoleptodiscus atromaculans Bills & Polishook em
Chamaecyparis thyoides (L.) Britton, Sterns & Poggenb. (Bills & Polishook,
1992).

Micélio estéril € a denominagdo atribuida aos fungos que nio produzem
estruturas reprodutivas em meio de cultura utilizado para isolamento e
identificacio dos endéfitos. Normalmente estes fungos ndo sdo identificados;
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portanto, faz-se o agrupamento de acordo com suas caracteristicas culturais em
morfo-espécies, o que muitas vezes pode levar a valores subestimados da
diversidade de fungos recuperados (Bills & Polishook, 1994b). Muitas vezes a
esporulagdo de culturas estéreis pode ser conseguida transferindo pedagos de
folhas e fragmentos de hastes autoclavados da planta hospedeira para o meio
(Frolich et al., 2000; Guo et al., 2000) ou apenas inserindo, no meio de cultura,
pequenas tiras de material celul6sico, como folhas de bananeira (Bills &
Polishook, 1994b).

Técnicas mais eficientes tém sido utilizadas na tentativa de obter a
identificagdo de colbnias estéreis, tais como estudo enzimético, extracdo e
amplificacdo do DNA, seqiienciamento de regides do DNA e posterior
comparacdo dos resultados em bases de dados especializadas (Crozier et al.,
2006; Guo et al., 2000; Rodrigues et al., 2004).

2.1.4 Padrdaes de distribuicio dos fungos endéfitos

O padrio de distribuicdo j4 foi descrito entre diversos estandes
amplamente espalhados na paisagem, entre estandes geograficamente préximos,
mas ecologicamente distintos, entre 4rvores individuais dentro de um estande,
entre aciculas em um tnico galho e entre amostras microscépicas dentro de
aciculas e pequenos fragmentos de casca (Carroll, 1995).

Poucos estudos de quantificagio do padrio de colonizacio de endéfitos
em plantas tropicais foram realizados. O padrdo de colonizagdo de folhas por
fungos enddfitos varia amplamente. Rodrigues (1994) encontrou apenas 30%
dos foliolos de uma palmeira (E. oleracea) colonizados por endéfitos, enquanto
Lodge et al. (1996) encontraram grande propor¢ao de colonizagdo em folhas de
Manilkara bidentata (A. DC.) Chev. Os valores variaram de 90 a 95% em
Guarea guidonia (L.) Sleumer; 95-98% dos fragmentos de folhas foram
colonizados por fungos endéfitos (Gamboa & Bayman, 2001). J4 Amold et al.,
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(2000) encontraram 73,9% dos segmentos de folhas de Heisteria concinna
Standl. € Ouratea lucens (Kunth) Engl. colonizados por enddfitos.

As causas destas variagOes estdo diretamente relacionadas com a idade
das folhas, pois a2 medida que as folhas envelhecem ocorre um aumento no
nimero de infecgdes por fungos endéfitos (Bernstein & Carroll, 1997, Petrini &
Carroll, 1981; Petrini et al., 1992; Photita et al., 2001, Rodrigues, 1994). Este
padrdo de colonizagio evidencia que os tecidos das plantas hospedeiras sdo alvo
de infecgGes miltiplas por parte dos fungos endéfitos. Mesmo com esta
diferenca na freqiiéncia de colonizagio entre tecidos vegetais jovens e
desenvolvidos, a composi¢io de espécies é normalmente bastante similar
(Bernstein & Carroll, 1977).

Alguns fungos endéfitos expressam sua preferéncia na colonizagio de
peciolo, nervuras ou regides entre nervuras (Photita et al., 2001; Rodrigues,
1994). Hata et al. (2002) verificaram maior freqiiéncia de Phyllosticta sp. e
Phomopsis sp. em peciolos e segmentos basais das folhas de Pasania edulis
Makino contendo a nervura central. J4 C. gloeosporioides e C. acutatum foram
isolados com maior freqiiéncia de outras partes das folhas. Diferencas nos
padrdes de colonizagdo sdo atribuidas ndo somente aos diferentes meios de
infecgdo das folhas pelos esporos dos endéfitos, mas também a provaveis
interagGes antagonistas entre as diferengas espécies de fungos, as quais poderiam
restringir os seus nichos de colonizagdo. Em bananeira, Guignardia cocoicolla
Punith. foi predominante nas folhas, Pyriculariopsis parasitica (Sacc. & Berl.)
M.B. Ellis e Dactylaria sp. no pseudo-caule e C. gloeosporioides e C. musae nos
peciolos (Photita et al., 2001).

O mimero de fungos endéfitos pode variar de acordo com a espécie de
planta pesquisada e as condigdes em que os experimentos forem realizados. Em
geral, cada espécie de planta apresenta um conjunto de espécies de fungos
endéfitos bem caracteristicos. Johnston (1998) verificou que um isolado de
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Phyllosticta sp., freqiientemente recuperado como endéfito de Leptospermum
scoparium J.R Forst. & G.Forst., ndo foi isolado de plantas de Kunzea ericoides
(A.Rich.) Joy Thomps em ocorréncia mista na mesma 4rea.

Quando a comunidade endéfita é avaliada em uma iinica espécie
hospedeira crescendo em local ecologicamente diverso, a varidvel precipitagdo
(chuva, orvalho, névoa) parece ser um importante determinante ‘da fregiiéncia de
infeccdo. Rodrigues (1994) encontrou maior infecgio de folhas de E. oleracea
por fungos enddfitos quando coletadas na estagio tmida comparada com a
estagdo seca. Esta tendéncia ndo € surpresa, pois considerando que a transmissdo
de endoéfitos é horizontal e. os propagulos do fungo sdo dispersos pelo velo,
chuva, etc, as condigdes apresentadas durante a estagio Gmida favorecem a
maior taxa de infecgao.

2.2 Phoma

A “mancha de phoma”, causada por espécies do género Phoma,
constitui um sério problema em todas as regides produtoras de café. Os
principais danos as plantas acontecem em decorréncia. de_surtos_ epidémic;s
favorecldos pelas frentes frias e outras condu;oes climéticas adversas, como
éhuva de gramzo e ventos fnos Nestas condigdes especificas pode ocorrer;-
também, a seca dos ramos do cafeeiro (“seca dos ramos”) (Carvalho et al., 1998,
Pfenning et al., 2005). Além de Phoma costarricensis Echandi, pat6geno bem
conhecido, outro fungo deste género, citado como Phoma sp. (Echandi 1957),
tem sido considerado como-patégeno emergente de classnﬁcagao mcena. A
taxonomia, biologia e epidemiologia dos patégenos do complexo Ascochyta -
Phoma (coelomycetes) que podem ser encontrados no cafeeiro no Brasil ainda
ndo foram esclarecidas satisfatoriamente e necessitam, portanto, de mais
estudos.
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Na lavoura, a doenca afeta folhas e ramos e, no viveiro, ocorre na base
do caule. Eventualmente, as flores podem ser afetadas, levando a queda dos
no cafeeiro é bem conhecida também em outras regiGes cafeeiras do mundo,
como Camardes, Colémbia, Costa Rica, Etidpia, Guatemala, India e Quénia
(Echandi, 1957; Fernandez, 1961; Firman, 1965; Rajendran et al., 1983; Ramiro
Goémes & Elkin Bustamante, 1977; Pfenning et al., 2005; Stewart, 1957).

Os agentes etiol6gicos da mancha de phoma e seca de ramos do cafeeiro
foram considerados por muitos anos como sendo espécies do género Phoma e
Ascochyta. Por meio do estudo da conidiogénese e outras caracteristicas
morfoldgicas e fisiolégicas de isolados desses fungos foi possivel diferenciar
estes dois géneros (Boerema & Bollen, 1975; Boerema et al., 2004). Atualmente,
P. tarda (R.B. Stewart) H. Vermeulen e P. costarricensis Echandi sio
considerados os principais agentes etiol6gicos da mancha de phoma do cafeeiro.

A partir da década de 90, estudos com marcadores enzimiticos e
moleculares comecaram a ser utilizados para diferenciar espécies de Phoma com
caracteristicas morfolégicas semelhantes (Reddy et al., 1998). Comparagdes de
seqiiéncias nucleotidicas dos genes ribossomais e seqiiéncias de genes
conservados que codificam proteinas essenciais para a sobrevivéncia dos seres
vivos, como B-tubulina e fator de elongagdo-la, sdo utilizados na tentativa de
elucidar relages filogenéticas entre taxa de virios grupos de organismos (Irinyi
et al., 2006; O’Donnell et al., 1998).

2.2.1 Sintomatologia e epidemiologia das doencas causadas por Phoma em
cafeeiros

Phoma tarda ocorre desde plantulas em viveiros até folhas e ramos de
cafeeiros adultos. Os sintomas tipicos observados em mudas consistem de uma

constri¢io do caule a diferentes distancias do nivel do solo, onde sao observadas
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frutificacGes (picnidios) do fungo. Estes sintomas podem ser facilmente
confundidos com sintomas causados por outros patégenos, como Rhizoctonia e
Fusarium, ou devidos a causas fisiolégicas (Figueiredo et al., 1976; Stewart,
1957).

Nos cafeeiros adultos, os sintomas sdo observados no dpice dos ramos e
nos primeiros pares de folhas. Estes sintomas sdo manchas irregulares de cor
castanho-escura a negra. Com o progresso da doenga, as lesdes coalescem e as
folhas caem. Anéis concéntricos sdo observados em folhas desenvolvidas. Nos
ramos ocorre seca dos tecidos jovens, resultando em morte descendente dos
ramos em decorréncia de surtos epidémicos favorecidos pelas frentes frias,
chuva de granizo e ventos frios. Eventualmente as flores podem ser afetadas,
levando 2 queda dos frutos no estddio inicial de desenvolvimento (Carvalho et
al,, 1998; Figueiredo et al., 1976; Ramiro Gémes & Elkin Bustamante, 1977;
Pfenning et al., 2005; Stewart, 1957).

A taxa de progresso da epidemia é favorecida por temperaturas entre 15
e 20 °C, acompanhada de alta umidade relativa do ar e molhamento foliar por no
minimo 36 horas. Estas condi¢des sdo comuns em regides onde ocorrem frentes
frias com duragdo de até cinco dias, favorecendo os surtos epidémicos da
doenca. Normalmente, o inéculo inicial encontra-se nas lesdes foliares e nas
hastes que permanecem no campo de uma estacao para outra (Pfenning et al.,
2005; Ramiro Gémes & Elkin Bustamante, 1977; Pozza et al., 2003).

2.2.2 Histérico da classificacio dos géneros Phoma e Ascochyta

O género Phoma é um dos maiores géneros de Coelomycetes,
compreendendo mais de 2000 nomes de espécies publicados. Muitas espécies
sdo patogénicas com uma ampla gama de hospedeiros, outras sdo sapréfitas ou

ocorrem como fungos de solo ou oportunistas (Boerema et al., 2004; Sutton,
1980).
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No século XIX e metade do século XX, o sistema taxondmico de
Saccardo foi utilizado para fazer o agrupamento e identificagido dos fungos. Este
sistema consistia em agrupar os fungos de acordo com o substrato, a presenca ou
auséncia de septo e a coloragdo do conidio. O género Phoma foi usado para os
fungos formadores de conidios hialinos asseptados em picnidios e o crescimento
sobre hastes e ramos de plantas vasculares. Quando o fungo apresentava essas
caracteristicas, porém em folhas, a ele se atribuia o nome de Phyllosticta.
Fungos com conidios hialinos e septados produzidos em picnidios foram
agrupados no género Diplodina quando ocorriam em hastes € ramos; porém,
quando em folhas, foram agrupados em Ascochyta. Essa classificagdo gerou uma
situagdo de desconforto entre os estudiosos, os quais observaram a ocorréncia de
fungos do tipo Phoma tanto em hastes como em folhas, e também conidios
unicelulares e bicelulares em um tnico picnidio. Com isso, os fungos do tipo
Phoma receberam sindnimos nos quatro géneros descritos (Boerema et al., 2004;
Boerema & Bollen, 1975; Sutton, 1980).

Diante dessa problemdtica, os pesquisadores comegaram a utilizar outros
caracteres, como a ontogenia dos conidios e estudos morfolégicos in vitro, para
identificacdo das espécies. Boerema & Bollen (1975) observaram que a
conidiogénese de Phoma é enterobléstica fialidica, enquanto, em Ascochyta, €
holobl4stica anelidica. Entretanto, apesar de essa caracteristica ser importante
para diferenciar estes dois géneros, a sua interpretagdo € muito dificil. Diante
dessa situagdo, caracteres baseados no comportamento dos isolados in vitro
comegaram a ser utilizados para descrever as espécies de Phoma. Caracteres
como pigmentagio da col6nia, formagdo de clamidésporos, formagdo de cristais,
caracteristicas do picnidio e septacio dos conidios passaram a ser estudados em
condigdes padronizadas (Aa et al., 1990; Boerema & Bollen, 1975; Boerema &
Dorenbosch, 1973; Boerema et al., 2004).
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A septagdo dos conidios de Ascochyta é parte essencial do seu completo
desenvolvimento, sendo o processo de “distoseptacdo” o responsdvel pela
formagdo do septo. Esse processo explica o porqué de todas as espécies de
Ascochyta, tanto in vitro como in vivo, produzirem conidios septados. A
septacdio de conidios de Phoma é um processo secunddrio e ocorre
independentemente da conidiogénese (Aa et al., 1990; Boerema, 1972; Boerema
& Bollen, 1975; Boerema et al., 2004; Monte et al., 1990; Sutton, 1980).

Potanto, Phoma sp. pode apresentar, in vivo, septacdo de conidios de 0 a
95% e a maioria dos conidios unicelulares in vitro. Entretanto, Ascochyta
apresenta septacdo de com’ciios tanto in vivo como in vitro (Boerema & Bollen,
1975; Boerema et al., 2004).

2.2.3 Etiologia da mancha de phoma do cafeeiro

Ascochyta coffeae foi descrita pela primeira vez, por Henning (1902),
associada a folhas de cafeeiros coletadas no municipio de Sdo Paulo. Em 1957,
Stewart descreveu o agente etiolégico da mancha de folha (leaf blight) e seca
dos ponteiros (stem dieback) do cafeeiro, na Eti6pia, como Ascochyta tarda.
Porém, Stewart ndo fez nenhuma referéncia 2 espécie descrita por Henning.
Mais tarde, Firman (1965) e Vermeulen (1979) identificaram A. tarda como o
mesmo agente etiolégico da doenga em cafezais no Quénia. Figueiredo et al.
(1976) compararam caracteres morfolégicos, fisiolégicos e sorolégicos de
culturas de A. coffeae isoladas em S3o Paulo com uma cultura de A. tarda
isolada por Firman, no Quénia, e concluiram que se tratava de A. coffea.

Diversas contribui¢des ao género Phoma foram publicadas nas tltimas
quatro décadas, o que culminou com a publicagdo do “Manual de Identificagio
de Phoma” (Boerema et al., 2004). Nessa publicacdo, os autores mantiveram P.
tarda (sinbnimos: A. tarda; A. coffeae; Phoma coffeae Delacr.; Macrophoma

coffea (Delacr.) Sacc. & P. Syd.) como o agente etiolégico da mancha de phoma
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do cafeeiro. O epiteto tarda refere-se ao aparecimento, mais tarde, de septo no
conidio.

Phoma tarda e P. costarricensis s3o os principais agentes etiol6gicos da
mancha de phoma do cafeeiro. Estas enfermidades sdo bem conhecidas em
vérias regides cafeeiras do mundo, tais como Brasil, Camardes, Colombia, Costa
Rica, Etiépia, Guatemala, India e Quénia. Phoma costarricensis foi identificada
pela primeira vez na Costa Rica (Echandi, 1957). Posteriormente, foi encontrada
nos cafezais da Colombia (Fernandez, 1961; Ramiro G6émez & Elkin
Bustamante, 1977) e da India (Rajendran et al., 1983). Em 1979, Vermeulen
identificou P. tarda em cafezais do Quénia.

Phoma tarda ocorre de forma generalizada na regido sul de Minas
Gerais e no Sudoeste da Bahia. O fungo causa mancha de folhas, queima das
brotages novas e queda de frutos jovens (Pfenning et al., 2005).

De acordo com Echandi (1957) e Rajendran et al. (1983), P.
costarricensis ocorre principalmente em regides com altitudes entre 1000 e 1700
m, sujeitas a baixas temperaturas (15-20°C), alta umidade relativa, baixa
intensidade luminosa e ventos frios fregiientes, e depende de ferimentos para

infecg@o dos tecidos de cafeeiros.

2.2.4 Caracterizacio molecular

A classificagdo taxondmica dos fungos engloba técnicas micoldgicas
tradicionais e modernas, entre elas morfolégicas, bioquimicas e andlises de
seqiiéncias de 4cidos nucléicos (Irinyi et al., 2006). A partir do final da década
de 90, estudos com marcadores moleculares comegaram a ser utilizados para
diferenciar espécies de Phoma com caracteristicas morfol6gicas semelhantes.

Para avaliar a classificagdo de P. lingam (Tode) Desm. e P. wasabiae
Yokogi no género Phoma, Reddy et al. (1998) utilizaram a regiao ITS do DNA

ribossomal. Variedades de P. exigua Desm. foram diferenciadas por seqiiéncias
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de ITS e pela técnica de AFLP. As seqiiéncias de ITS mostraram baixa
resolucdo, enquanto a maioria das variedades formou grupos distintos quando da
utilizagdo do padrdo de bandas gerados por AFLP (Abeln et al., 2002). Balmas
. et al. (2005) caracterizaram P. tracheiphila por RAPD-PCR, microssatélites e
seqiienciamento da regido ITS do DNA ribossomal e desenvolveram primers
especificos para detecgio de P. tracheiphila na planta. Estudos filogenéticos de
espécies de Phoma foram realizados com a utilizagiio de seqiiéncias do fator de
elongacdo la e regido ITS. As 4rvores filogenéticas geradas nfio deram suporte
para as SecGes de Phoma, caracterizadas com base na morfologia e atualmente
utilizadas na identificacao de Phoma (Irinyi et al., 2006).
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CAPITULO 2

FUNGOS ENDOFITOS EM CAFEEIRO CULTIVADO SOB SISTEMAS
ORGANICO E CONVENCIONAL
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RESUMO

ALMEIDA, Anderson Resende. Fungos endéfitos em cafeeiro cultivado sob
sistema orginico e convencional. 2007. p. 31-54. Tese (Doutorado em
Agronomia, Area de Concentragio em Fitopatologia) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil.”

Fungos endéfitos sdo organismos que colonizam o interior de tecidos vivos de
plantas sem causar sintomas de doenca. Alguns destes fungos protegem seu
hospedeiro contra ataque de insetos e patdgenos. Constituem também uma fonte
potencial de novos compostos bioativos a serem utilizados na producdo de
farmacos e agroquimicos e representam segmento importante da diversidade de
fungos. O cultivo orginico fundamenta-se nos principios da ndo utilizacdo de
agrotéxicos, da busca de equilibrio solo/planta através do manejo racional do
solo e a valorizagdo social do trabalhador rural. J4 o cuitivo convencional
também chamado de moderno, industrial ou quimico, tem como base a quimica,
voltado para a maxima produtividade. Com o objetivo de comparar a micobiota
endéfita associada ao cafeeiro sob o sistema orginico e convencional, amostras
de material vegetal foram coletadas em duas fazendas localizadas no municipio
de Santo Anténio do Amparo, na regido sul do Estado de Minas Gerais nos
meses de janeiro e setembro de 2005 e abril de 2006. Folhas e ramos foram
retirados do tergo médio de dez plantas escolhidas aleatoriamente em cada
sistema de cultivo. Apds a desinfestagdo superficial, discos de folhas e
fragmentos de hastes foram transferidos para meio de cultura. 1726 UFCs foram
detectadas, sendo 993 no sistema organico e 733 no sistema convencional. As
espécies mais freqiientes foram Colletotrichum gloeosporioides, C. crassipes,
Staninwardia sp., Phomopsis spp. e Xylaria spp. Amostras provenientes do
sistema orginico apresentaram taxa de colonizagdo de 53,9% e 38 espécies
enquanto no convencional apresentaram taxa de colonizagdo de 44,6% e 33
espécies. As espécies C. gloeosporioides sp3, Stagonospora caricinella,
Pseudohalonectria lutea, C. crassipes e Staninwardia sp. foram isoladas com
freqiiéncia de haste de cafeeiro no sistema organico e Phomopsis sp. e Fusarium
stilboides em hastes de cafeeiro no sistema convencional. C. gloeosporioides spl
e Xylaria sp. foram predominantes em folhas de ambos os sistemas. O nimero
de isolados observados foi significativamente superior nas hastes em ambos os
sistemas. Staninwardia spp. e P. lutea e sdo relatados pela primeira vez em café.

3 Comité Orientador: Ludwig H. Pfenning (Orientador), Eduardo Alves —~ UFLA
(Co-orientador)
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ABSTRACT

ALMEIDA, Anderson Resende. Endophytic fungi in coffee plantations under
organic and conventional management systems. 2007. 31-54 p. Thesis
(Doctorate in Plant Pathology) — Federal University of Lavras, Minas Gerais.
Brazil *

Endophytic fungi are organisms that colonize the inner tissues of plants without
causing any disease symptom. Some of these fungi protect the plants against the
attack of both insects and pathogens. They also constitute a potential source for
new bioactive compounds that could be used to produce medicines and
agrochemicals, besides of being considered an important segment of the fungal
diversity. The organic management system has as its fundament the principles
of no pesticide use, and the search for the equilibrium between soil and plant
through the rational soil management, besides of the concern with the social
valorization of the rural worker. On the other hand, the conventional
management system, also called modern, industrial or chemical, is based in the
use of chemicals to obtain the maximum plant yield. With the objective to
compare the endophytic mycobiota associated with coffee trees under cultivation
(organic and conventional), vegetal samples were collected in two farms
localized in Santo Ant6nio do Amparo municipality, South of Minas Gerais, in
the months of January and September of 2005, and April of 2006. Leaves and
shoots were removed from the middle third of ten plants chosen randomly in
each of the cultivation systems. After surface sterilization, foliar discs and shoot
fragments were transferred to culture medium. A total of 1726 colony forming
units (CFUs) were detected, 993 in the organic system, and 733 in the
conventional system. Colletotrichum  gloeosporioides, C. crassipes,
Staninwardia sp., Phomopsis spp. and Xylaria spp. were the most frequent
species. Samples recovered in the organic system presented colonization rate of
53.9%, and 38 species, while the samples taken from the conventional system
showed colonization rate of 44.6%, and 33 species. C. gloeosporioides sp3,
Stagonospora  caricinella, Pseudohalonectria lutea, C. crassipes and
Staninwardia sp. were the most frequent isolated species from the coffee shoots
in the organic system, while Phomopsis sp. and Fusarium stilboides were the
most frequent species in the conventional system. C. gloeosporioides spl and
Xylaria sp. predominated in leaves of both systems. The number of recovered
isolates was significantly superior in the shoots in both systems. Staninwardia
spp. and Pseudohalonectria lutea are reported on coffee for the first time.

4 Advising Committee: Ludwig H. Pfenning (Advisor), Eduardo Alves — UFLA (Co-
advisor)
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1 INTRODUCAO

Fungos endéfitos vivem internamente nos tecidos de plantas hospedeiras
sem causar sintomas aparentes de doenca. O interesse em estudar fungos
endéfitos vem aumentando nos Gltimos anos, com destaque para trés principais
vertentes como objetos de estudo: 1. sua importincia como segmento da
diversidade biolégica de fungos, considerando o ambiente altamente especifico
em que vivem (Arnold et al., 2000; Cannon & Simmons, 2002; Rodrigues &
Petrini, 1996); 2. sua funcdo para a saide das plantas e seu envolvimento em
fendomenos de resisténcia a patégenos e pragas e estresses fisiolégicos (Amold et
al., 2003; Redman et al., 2001; Rubini et al., 2005); e 3. como produtores de
metabdlitos com atividade biolégica com potencial para aproveitamento na
agricultura e medicina (Schulz et al., 2002; Strobel, 2002). '

Hai relatos sobre a utilizagdo de fungos ndo patogénicos controlando
fungos patogénicos, como, por exemplo, Fusarium oxysporum, que, na sua
forma nio patogénica, controla Fusarium oxysporum f.sp. lycopercisi raga 2 do
tomateiro, e F. oxyspororum Fo47, capaz de induzir resisténcia a plantas de
pepino contra Phythium ultimum (Alabouvette et al., 2006; Benhamou et al.,
2002). Silva & Bettiol, 2005; Isto porque alguns fungos expressam diferentes
modos de vida, dependendo da planta hospedeira e condiges ambientais.
Assim, os fungos podem aumentar (mutualismo), diminuir (parasitismo) ou nao
influenciar (comensalismo) no vigor e na resisténcia da planta. Como fungos
mutualistas podem colonizarm o mesmo nicho que os patégenos, competindo
com estes e excluindo-os, isto os habilitaria para o uso em programas de controle
alternativo (Arnold et al., 2003; Baayen et al., 2002; Redman et al., 2001; Rubini
et al., 2005).
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O Brasil, maior produtor mundial de café, respondeu por
aproximadamente 30% da produgdo mundial na safra 2005/06. Contudo, foi
apenas 0 6° produtor mundial de café organico, atrds de México, Peru, Tanzania,
Costa Rica e Equador, com 80 mil sacas de café orgénico, o que representa 0,2%
de sua produgio total de café (Moreira et al., 2003).

O Estado de Minas Gerais é o maior produtor brasileiro em temos
globais ¢ o segundo maior produtor mundial, sendo responsdvel por
aproximadamente 51% do café nacional, com producdo superior as do Vietni e
da Coldmbia na safra 2005/06, de acordo com CONAB (CONARB, 2006). O sul
de Minas Gerais destaca-se ;:omo a maior regido produtora do Estado, e também
a maior regido produtora de café organico no Brasil (Moreira et al., 2003). O
sistena de produgio de café organico brasileiro & criticado mundialmente devido
a baixa diversidade da fauna e da flora. Pesquisadores e produtores precisam
encontrar alternativas para o aumento da biodiversidade nas plantagdes de café
para que, assim, o café orgénico brasileiro ganhe mais espaco no mercado
mundial (Moreira et al., 2003). Além disso, pouco se.sabe sobre a diversidade
microbiolégica presente nos sistemas alternativos orgénicos de cultivo, quando
comparados aos tradicionais. A cafeicultura orgénica no Brasil manteve taxas de
crescimento préximas a 100% ao ano (Caixeta & Pedini, 2002) e ocupa uma
drea de 13.000 ha, cultivada por mais de 400 produtores (Ormond et al., 2002).

A crescente demanda de tecnologias e produtos “ecologicamente
corretos” proporcionou o avango de vérias estratégias de afericdo da qualidade
ambiental de produtos e servigos (Spellerberg, 1991). Os bioindicadores sio
utilizados, para 0 monitoramento da recuperagio ¢ da qualidade do ambiente.
Algumas medidas biolégicas podem ser tomadas como bioindicadoras de
alguma modificagdo ambiental ou de qualidade de algum produto em diferentes
niveis de abordagem, bioquimico, fisiolégico, histolégico, individuos,
populagdes, comunidades e ecossistemas. O uso de populages de fungos como
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bioindicadoras pode ser feito com dados de presenca ou auséncia de determinada
espécie no ambiente. Para comunidades, trés propriedades podem ser utilizadas
para inferir sobre os efeitos de modificagGes ambientais: o nimero de espécies
que existem em um local, ou riqueza de espécies; a equitatividade ou o mimero
relativo de individuos de cada espécie dentro da comunidade e a composigio de
espécies da comunidade (Louzada et al., 2000).

As atividades agricolas alteram drasticamente as comunidades naturais,
tendo efeito sobre a riqueza e composicio de espécies e a abundincia de
individuos. Os principais fatores de alteracdo ambiental causadas pelo homem
si0 o desmatamento, a substituicdo da vegetacdo natural e a introdug3o de
insumos agricolas (Louzada et al., 2000). Uma das maneiras de estimar o
impacto dos sistemas de produgdo no ambiente € por meio da andlise da
diversidade biolégica interna das plantas sob os diferentes sistemas de cultivo,
representada pela populaggo de fungos endéfitos (Redlin & Carris, 1996).

Em relag3o ao cafeeiro, ndo hd poucas informagdes sobre a diversidade,
fregiiéncia e distribuigdo de fungos enddfitos, apesar da importéncia sécio-
econdmica da cultura. Como existem especulagbes sobre a agio benéfica de
fungos end6fitos em gramineas e espécies arbdreas tropicais, bem como
possiveis efeitos negativos pelo uso de agrotéxicos, os simbiontes em culturas
como o café merecem ser investigados.

Neste trabalho, foi investigado se a diversidade expressa pelo célculo da
riqueza e abundancia relativa de fungos endéfitos do cafeeiro difere entre os
sistemas de cultivo organico e convencional e se a micobiota endéfita de folhas
e hastes ¢ diferente. Investigou-se, também, se hé diferengas na distribuicdo de
fungos endéfitos em folhas e hastes de cafeeiro, visto que os sistemas ditos
convencionais representam monocultivo, com uso de grandes quantidades de
insumos, como fertilizantes inorgénicos e fungicidas sistémicos, que podem

ocasionar alteracdo na planta.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de material vegetal

Amostragens de material vegetal foram realizadas em duas fazendas
localizadas no municipio de Santo Anténio do Amparo, na regiao sul do estado
de Minas Gerais. A Fazenda Cachoeira (20°53'18.79"S, 44°57'4.13"W) adotou o
sistema organico de produgdo de café em 1995, com espagcamento de plantio de
2 x 1 m. O manejo de doengas, nos anos 2003/2004 e 2004/2005, foi realizado
com Viga-café, em cinco aplicagdes compreendidas de novembro a marco. A
Fazenda Taquaril (20°52'49.70"S, 44°56'34.29"W) caracteriza-se pelo sistema
convencional de produgio de café, com espagamento 2 x 0,8 m. O manejo de
doengas, nos anos 2003/2004 e 2004/2005, foi realizado com Epoxiconazole +
Pyraclostrobin, aplicados em dezembro e fevereiro, e tebuconazole, aplicado em
junho (03/04) e novembro (04/05)A. As fazendas sdo vizinhas e estdo a uma
altitude de aproximadamente 1000 m.

Folhas aparentemente sadias foram amostradas de cafeeiros (Coffea
arabica L.) cv Acaid MG/747-19 em cada fazenda, nos meses de janeiro e
setembro de 2005 e abril 2006, perfazendo um total de 6 visitas de coletas. Dez
plantas por sistema de cultivo foram escolhidas aleatoriamente durante cada
coleta, retirando-se, no terco médio de cada planta, dois ramos plagiotrépicos.
Folhas maduras (quinto par de folhas) de cada ramo plagiotrépico e a parte
mediana de cada ramo foram colhidas para as andlises. As amostras foram
acondicionadas em sacos pldsticos, levadas ao Laboratério de Sistemitica e
Ecologia de Fungos da UFLA e processadas dentro de 24 horas.
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2.2 Isolamento e identificacio de fungos endéfitos

Folhas e hastes foram previamente lavadas em 4gua corrente e
submetidas a desinfestacdo superficial por imersdao em etanol 70% (v/v) por 1
min, hipoclorito de s6dio 3% por 4 min e etanol 98% (v/v) por 0,5 min., com
posterior secagem em papel esterilizado em cimara de fluxo laminar (Petrini et
al., 1982). De vinte folhas foram obtidos duzentos discos de 5 mm de didmetro,
com auxilio de um furador de rolhas. Os fragmentos de hastes de
aproximadamente 5 mm de comprimento foram cortados longitudinalmente com
auxilio de bisturi, preservando a casca aderida aos fragmentos.

Cinco discos de folhas ou fragmentos de hastes foram depositados em
placas de Petri (90 mm diam.) contendo 20 mL de meio de cultura extrato de
malte 2% (MEA 2%) acrescido de cloranfenicol (50 mg/L) para suprimir o
crescimento de bactérias e ciclosporina A (10 mg/L) e evitar que fungos de
crescimento répido mascarassem os de crescimento lento. As placas de Petri
foram colocadas sobre bancadas sob temperatura ambiente (~25 °C). As
col6nias fiingicas recuperadas foram transferidas para MEA 2% sem antibi6ticos
para identificagio. A identificacdo dos fungos foi realizada por meio da
avaliagio do crescimento em cultura axénica e de caracteres morfolégicos de
suas estruturas reprodutivas, com auxilio de manuais de identificacao e literatura
especializada. As avaliagSes foram realizadas periodicamente durante 40 dias.
Um total de 2688 fragmentos foi analisado, sendo, para cada sistema, 702
fragmentos de folhas e 642 fragmentos de hastes. Culturas representativas das
espécies isoladas foram preservadas pelo método de Castellani e depositadas na
Colegdo Micolégica de Lavras (CML).
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2.3 Andlise estatistica

Os resultados das trés coletas de cada fazenda foram combinados para as
anéliées. A taxa de colonizagio foi determinada de acordo com Petrini et al.
(1982).

N® total de discos de folha
ou fragmentos de haste na
Taxa de amostra com >1 isolado

colonizagio = NP toral de discos ds folha

ou fragmentos de haste na
amostra

N° total de isolados obtidos
Taxa de em uma dada amostra

isolamento = "Np tora1 de discos de folha
ou fragmentos de haste na
amostra

O teste de Kruskall-Wallis foi usado para comparar a taxa de
colonizac3o entre as diferentes amostras de tecidos de folhas e hastes e para.
comparar o nimero de isolados entre os sistemas orginico e convencional e
entre os diferentes tecidos de folhas e hastes. A taxa de isolamento é usada
preferencialmente como medida da riqueza de fungos em um dado
local/planta/tecido (Frélich et al., 2000).

A comparagdo da riqueza de espécies obtida dos diferentes sistemas de
cultivo do cafeeiro foi feita pela andlise de curvas de rarefacdo (Bills &
Polishook, 1994; Heck Junior et al., 1975). A comparacio da estrutura entre as
comunidades de fungos endéfitos associadas aos diferentes sistemas de cultivo
do cafeeiro e aos diferentes tipos de tecido foi realizada pela anilise estatistica
multivariada de anilise de correspondéncia, para a qual foram utilizadas as
espécies mais frequentes, excluindo as coldnias compostas de micélio estéril.
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3 RESULTADOS

3.1 Colonizac#o e biodiversidade

1726 unidades formadoras de colonias (UFCs) foram obtidas, sendo 993
no sistema organico e 733 no sistema convencional (Kruskall-Wallis, H = 19,40;
P = 0,0000) (Tabela 1). Os fragmentos de hastes produziram, em ambos os
sistemas de cultivo, maior nimero de isolados quando comparados com ©
niimero obtido para os discos de folhas (Kruskall-Wallis, H = 19,17; P = 0,0000)
(Tabela 1). A taxa de colonizagio total do sistema organico foi de 53,9%, e do
sistema convencional, de 44,6%. A taxa de coloniza¢do entre 0s tecidos nao
diferiu estatisticamente pelo teste de Kruskall-Wallis (H =1,36; P =0,715). 50%
dos fragmentos de hastes e folhas foram colonizados por pelo menos um fungo e
um grande nimero de fragmentos apresentou infecgbes multiplas, com dois ou

mais de dois fungos por fragmentos (Tabela 1).

TABELA 1 - Taxa de colonizagdo e nimero de fragmentos de folhas e hastes
colonizados por fungos endéfitos nos sistemas de cultivo organico e
convencional

Sistemas de produgao
organico convencional

folha haste total folha haste total
N° total de fragmentos 702 642 1344 702 642 1344
N° fragmentos > 1 isolado 362 362 724 287 312 599
Taxa de colonizagio (%) 516 564 539 40,9 486 446
N° fragmentos 1 isolado 331 198 529 274 217 491
N° fragmentos 2 isolado 29 115 144 12 71 83
N° fragmentos > 2 isolados 2 49 3l 1 24 25

N° total de isolados (CFUs) 397 596 993 302 431 733




De 1726 UFCs recuperadas, 1670 (96,8%) formaram estruturas
reprodutivas, enquanto 56 (3,2%) formaram apenas colOnias estéreis. A
diversidade de fungos, excluindo os morfotipos estéreis, compreende 29 géneros
e 40 espécies (Tabela 2). Os géneros com maior freqiiéncia de isolamento foram
Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium, Phoma, Phomopsis, Staninwardia,
Pseudohalonectria, Stagonospora e Xylaria (Tabela 2).

Foram encontradas trés conexdes entre teleomorfo e anamorfo:
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. - Glomerella cingulata
(Stoneman) Spauld. & H. Schrenk, Colletotrichum crassipes (Speg.) Arx -
Glomerella sp. e Phyllosticta capitalensis Henn. - Guignardia mangiferae Roy.
Alguns isolados foram identiﬁcados com caracteristicas do género Staninwardia
e pertencem a uma nova espécie. Trés morfotipos distintos de Colletotrichum
gloeosporioides (spl, sp2 e sp3) foram caracterizados e puderam ser
diferenciados por meio de marcadores morfolégicos como aspecto da colonia e
tamanho de conidio.

Foram recuperadas 38 espécies no sistema orgédnico e 33 espécies no
sistema convencional. A comparacdo da diversidade de endéfitos entre os
sistemas orginico e convencional por meio de curvas de rarefacdo apresentou
um padrio semelhante para os dois sistemas (Figura 1). Entretanto, a diferenca
na riqueza de espécies entre hastes e folhas € considerdvel, com uma diferenca
mais acentuada do que aquela existente entre os diferentes tipos de cultivo
(Figura 1). A curva de rarefagdo das UFC’s obtidas nas hastes é também mais
acentuada, indicando uma maior eqiiitabilidade de distribuicdo das espécies
(Figura 2, Tabela 2).
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TABELA 2 - Taxa de isolamento de fungos enddfitos de cafeeiro sob cultivos
organico e convencional com freqiiéncia de isolamento total > 1%

Orgénico Convencional
Espécies folha haste folha haste Total
Colletotrichum gloeosporioidesspl 37,2 199 256 78 23,0
Colletotrichum gloeosporioides sp2 50 11,7 53 157 92

Colletotrichum crassipes 44 154 16 97 176
Staninwardia sp. 0,1 9,0 04 51 35
Colletotrichum gloeosporioides sp3 1,7 6,5 1,7 1,2 28
micélio cinza 0,7 34 09 36 21
Phomopsis sp. 1 0.1 20 00 47 16
Xylaria sp. 3,7 08 1,0 03 1,5
Fusarium solani 0,7 0,9 2,1 1,7 1,4
Cladosporium cladosporioides 0,6 1,2 1,6 1,7 1,3
Phoma spp.* 00 23 06 20 12
Stagonospora caricinella 00 47 0,1 02 1,2
Pseudohalonectria lutea 04 34 00 09 1,2
Fusarium stilboides 00 08 00 33 1,0

Isolados raros, com freqiiéncia relativa < 1%: Acremonium strictum, Alternaria alternaia,
Ascochytella sp., Aspergillus flavus, Leptosphaeria sp., Cladosporiella sp., Paraconiothyrium
sporulosum, Constantinella sp., Cyclodomus sp., Cyclothyrium sp., Dictyochaeta sp., Epicoccum
nigrum, Fusarium semitectum, Guignardia mangiferae (ana. Phyllosticta sp.), Micélio branco,
Microsphaeropsis sp., Myrothecium verrucaria, Penicillium sp., Periconia sp., Pestalotiopsis sp.,
Phomaopsis sp. 2, Phomopsis sp. 3, Scopulariopsis sp., Celomiceto (ndo identificado).

* P exigua var. exigua, P. herbarum, P. jolyana var. Jjolyana e P. leveillei var. microspora.

3.2 Padrdes de colonizaciio

O resultado da anilise de correspondéncia evidenciou a preferéncia das
espécies mais fregiientes por algum tipo de tecido. Os dois eixos explicaram
95% da variagdo dos dados. O eixo vertical separou amostras de hastes das
amostras de folhas e o eixo horizontal separou amostras de hastes do sistema

orgénico das demais amostras de tecidos (Figura 3).
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ES (n)

N° de isolados

FIGURA 1 - Curvas de rarefagio de espécies endéfitas para os sistemas de cultivo organico e

convencional.

ES(n)

N° de isolados

FIGURA 2 - Curvas de rarefagdo de espécies endéfitas para os tipos de tecidos em cada sistema
de cultivo. OF: organico, folha; OH: organico, haste; CF: convencional, folha; CH: convencional,

haste.
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FIGURA 3 - Anilise de correspondéncia (CA) mostrando a preferéncia das espécies
mais freqilentes por tipo de tecido. OF: orgénico, folha; OH: organico, haste; CF:
convencional, folha; CH: convencional, haste; Ccla: Cladosporium cladosporioides;
Ccra: C. crassipes; Cspl: Colletotrichum gloeosporioides spl; Csp2: C. gloeosporioides
sp2; Csp3: C. gloeosporioides sp3; Fstil: Fusarium stilboides; Phjol: Phoma jolyana;
Phsa: Phomopsis sp. 1; Pseud: Pseudohalonectria; Stan: Staninwardia; Stcari:
Stagonospora caricinella; Xyl: Xylaria sp.

A disposigio gréifica obtida permitiu que fossem identificados trés
agrupamentos distintos. As espécies Colletotrichum gloeosporioides sp3,
Stagonospora caricinella, Pseudohalonectria lutea, Colletotrichum crassipes €
Staninwardia sp. foram isoladas com freqiiéncia de haste de cafeeiro no sistema
orginico de cultivo. O segundo grupo distinto é composto por C.
gloeosporioides sp2, Phomopsis sp. € Fusarium stilboides em hastes de cafeeiro
no sistema convencional de cultivo. O terceiro grupo evidenciado no gréfico €
formado por C. gloeosporioides spl e Xylaria sp. em folhas de cafeeiro, em

ambos os sistemas de cultivo (Figura 3).



4 DISCUSSAO

Neste trabalho foi investigado se a diversidade expressa pelo cdlculo da
riqueza e abundancia relativa de fungos endéfitos do cafeeiro difere entre os
sistemas de cultivo orgénico e convencional e se a distribuigio de fungos

endéfitos nas folhas e hastes de cafeeiro é diferente.

4.1 Colonizacio e biodiversidade

Apesar de a taxa d;e colonizagdo entre os diferentes tecidos variar de
40,9 a 56,4%, observou-se alta taxa de infecgbes miiltiplas (Tabela 1). Isto se
deve principalmente 4 metodologia utilizada. Os ramos plagiotrépicos e as
folhas foram coletados aleatoriamente no talhdio; com isso, fatores ambientais
como exposicdo ao sol, ventos e proximidade a carmreadores podem ter
influenciado na colonizacio de algumas folhas e hastes.

A taxa de colonizagdo de folhas e hastes obtida para os dois sistemas de
cultivo ndo diferiu de forma significativa, sendo 53,9% para o sistema organico
e 44,6% para o convencional (Tabela 2). Entretanto, é possivel observar uma
tendéncia do sistema orginico em comportar um maior nimero de fungos. A
curva de rarefagdo representando o sistema convencional tende a atingir uma
assintota com o eixo das abscissas, enquanto a curva do sistema de cultivo
orginico ainda continua bastante inclinada na amostragem efetuada (Figura 1).
Se a taxa de colonizagao fosse bem maior, por exemplo, 90%, provavelmente a
riqueza de espécies também aumentaria e as curvas seriam mais inclinadas.
Logo, parece que a amostragem foi eficiente em desvendar uma grande parcela
da riqueza de espécies de fungos associados ao cafeeiro, dentro dos limites da
metodologia.
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Estes resultados estio dentro de uma amplitude encontrada em outros
estudos com fungos endéfitos. Uma grande variagio na taxa de colonizagdo foi
encontrada em palmeiras, variando de 12,5% (Rodrigues & Samuels, 1990) a
elevadas taxas de 80,8-89,2% (Frohlich et al., 2000). Em estudo no qual somente
foliolos foram examinados, a taxa de colonizacdo foi de 21-30% (Rodrigues,
1994). Em bananeira (Musa acuminata L.), essa taxa variou de 41,7-56,5%
(Photita et al., 2001) e de 48,3-66,7% (Kumar & Hyde, 2004). O menor tamanho
dos discos de folhas (3 mm) possivelmente explica as menores taxas de
colonizagdo observadas por Photita et al. (2001) e Rodrigues (1994), enquanto
Kumar & Hyde (2004) e Taylor (1999) utilizaram discos com 6 mm de didmetro
e observaram maiores taxas de colonizagio dos tecidos.

A comunidade de fungos endéfitos de C. arabica foi representada por 40
espécies. Essa comunidade foi similar para os sistemas organico e convencional.
Entre os géneros com taxa de isolamento acima de 1%, Colletotrichum foi o
mais freqiiente (46,6%), seguido por Staninwardia (3,5%), Phomopsis (1,6) e
Xylaria (1,5%) (Tabela 2).

Xylaria, Colletotrichum e Guignardia foram os géneros de fungos
endéfitos recuperados com maior freqiiéncia de cafeeiros (C. arabica) em Porto
Rico (Santamarfa & Bayman, 2005) e M. acumminata, na Tailandia (Photita et
al., 2001). Xylaria, G. cingulata e Phomopsis sp. foram os fungos endéfitos
dominantes em Stylosanthes guianensis (Pereira et al., 1993).

Fungos endéfitos dos géneros Colletotrichum, Phomopsis, Xylaria €
Fusarium foram isolados com fregiiéncia de diversas plantas (Camatti-Sartori et
al., 2005; Cannon & Simmons, 2002; Gamboa & Bayman, 2001, Pereira et al.,
1993, 1999; Rodrigues, 1994, Rubini et al., 2005). Portanto, as micobiotas
end6fitas de diferentes plantas tropicais s@o aparentemente similares em sua

composicdo taxondmica ao nivel genético.
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Todavia, Staninwardia sp. foi o quarto endéfito mais freqiientemente
isolado neste estudo e este & o primeiro registro de sua ocorréncia em cafeeiro.
Esta espécie foi recuperada principalmente de hastes do cafeeiro e trata-se de
uma nova espécie. Outras duas espécies de Staninwardia, S. breviuscula B.
Sutton e S. suttonii Crous & Summerell, foram registradas causando lesdes
foliares em eucalipto (Summerell et al., 2006; Sutton, 1980).

Aproximadamente 35% das espécies apresentaram taxa de isolamento
entre 1% e 23%, enquanto a maioria das espécies ocorreu raramente, com taxa
de isolamento < 1% (Tabela 2). Esse padrio de poucas espécies com alta
. freqgiiéncia de recorréncia e muitas espécies com baixa ocorréncia segue uma
distribui¢do log-normal, é comum em estudos de diversidade ou riqueza de
espécies de plantas, animais e fungos e nio é tinico para estudos com endéfitos
(Frélich et al., 2000; Gamboa & Bayman, 2001; Santamaria & Bayman, 2005).

‘A comparagdo da diversidade de endéfitos entre os sistemas organico e
convencional foi realizada pela anilise das curvas de rarefagio. As curvas de
rarefacio de espécies seguem um padrio semelhante para os dois sistemas
(Figura 1). O sistema orgénico mostrou-se o mais rico em espécies. A sua curva
de rarefac@io de espécies tende a uma estabilizagdo mais tardia, enquanto a curva
de rarefacao de espécies do sistema convencional logo tende a uma estabilizagdo
(tendéncia a atingir uma assintota com o eixo x), sugerindo ser este o sistema
com a menor riqueza de espécies. O sistema de plantio orgénico de magis na
regido sul do Brasil mostrou maior diversidade de fungos enddfitos e leveduras
comparado com o sistema convencional (Camatti-Sartori et al., 2005). A espécie
Sporobolomyces roseus Kluyver & C.B. Niel (Ascomycota, Sporidiobolaceae)
ocorreu somente no sistema orgdnico de cultivo e pode, eventualmente, ser

utilizada como bioindicador desse sistema.
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4.2 Padrdes de colonizacgio

A alta recorréncia de espécies como S. caricinella, P. lutea, C. crassipes
e Staninwardia sp. em café orgdnico pode ser uma indicagdo de uma
sensibilidade maior dessas espécies a condicbes de manejo encontradas no
cultivo convencional. Possivelmente, esses fungos poderiam servir como
bioindicadores de ambientes mais conservados, sem a aplicacdo demasiada de
insumos agricolas, como ocorre no cultivo convencional.

Xylaria sp. foi recuperada principalmente de folhas, tanto no sistema
orgénico como no convencional. A ocorréncia de fungos xylaridceos em folhas €
comum em estudos de fungos enddfitos. Estes fungos sdo tidos como
decompositores de matéria orginica, mas ocorrem também tipicamente como
endéfitos (Petrini et al., 1995; Rodrigues, 1994).

Colletotrichum crassipes foi recuperado como o terceiro endéfito mais
freqiiente neste estudo. Espécies de Colletotrichum sdo conhecidas como
patégenos foliares comuns, mas algumas delas, especialmente formas de C.
gloeosporioides, sio conhecidas como endéfitas (Freire & Bezerra, 2001). A
grande diversidade de morfotipos de fungos do género Colletotrichum em
cafeeiros da Africa é bem conhecida (Hindorf, 1973). No presente trabalho, o
morfotipo C. gloeosporioides spl ocorreu com freqii€éncia tanto em folhas como
em haste, enquanto C. gloeosporioides sp2 e C. gloeosporioides sp3
apresentaram maior freqiiéncia em hastes. Os morfotipos spl e sp2 apresentam
micélio branco e produzem com facilidade a fase sexuada (Glomerella
cingulata) em meio de cultura Entretanto, C. gloeosporioides sp3 apresenta
micélio esverdeado e a fase sexuada ndo foi observada. Infecgdo latente de
diferentes morfotipos de Colletotrichum, e também de Phoma e Phomopsis, foi
observada em folhas sadias de cafeeiro por Rayner (1948). O autor observou que
alguns morfotipos de Colletotrichum foram mais freqiientes em determinados

érgaos do cafeeiro. Como os diferentes morfotipos representam, provavelmente,
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espécies bioldgicas distintas, deve-se recorrer i caracterizagdo molecular e a
cruzamentos na tentativa de esclarecer esse complexo de morfoespécies dentro
do género. Para o estudo do padrio de colonizagdo e da intera¢do fungo-planta,
0 uso de isolados geneticamente modificados com marcadores fluorescentes
pode fornecer novas informagdes sobre esse complexo patossistema.

No presente trabalho observou-se que o sistema de cultivo organico
apresentou maior nimero de isolados, maior taxa de colonizagdo das folhas e
hastes por fungos e maior nimero de fragmentos com infecgdes miiltiplas. Além
disso, apresentou a maior porcentagem de fungos endéfitos menos comuns nos
isolamentos. Entretanto, com as informacGes obtidas nestes dois anos de estudo
ndo € possivel inferir sobre a real possibilidade de alguma dessas espécies
exdticas serem bioindicadoras, isto porque, para identificar mudancas no
ecossisterna, sio necessarias coletas éepetidas no tempo e no espago. Estudos a
longo prazo permitem a compilagio de inventarios ambientais compreensiveis,
que podem fornecer informagdes sobre a extensdo de influéncias antrpicas.

Esse trabalho consta de levantamento da comunidade de fungos
endéfitos do cafeeiro em sistemas de cultivo orginico e convencional e sua
distribuicdo na planta; portanto, niio se pode inferir qual fungdo estes fungos

exercem na planta.
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RESUMO

ALMEIDA, Anderson Resende. Espécies de Phoma associadas ao cafeeiro. 2007.
p. 55-82. Tese (Doutorado em Fitopalogogia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG’

Os principais danos causados por espécies de Phoma as plantas de café
acontecem em decorréncia de surtos epidémicos favorecidos pelas frentes frias e
outras condices climaticas adversas, como chuva de granizo e ventos frios.
Realizou-se um levantamento em 23 municipios da regido sul do Estado de
Minas Gerais e no sudoeste da Bahia com o objetivo de caracterizar e identificar
por meio de caracteres morfolégicos, moleculares e patogenicidade as espécies
de Phoma associadas ao cafeeiro. De aproximadamente 60 isolados avaliados
foram identificadas por meio de caracteres morfolGgicos seis espécies; P. tarda,
P. costarricensis, P. exigua var. exigua, P. exigua var. noackiana, P. jolyana
var. jolyana, P. leveillei var. microspora e P. herbarum. P. tarda apresentou
ocorréncia generalizada em todas as lavouras cafeeiras estudadas e foi a tnica
espécie patogénica sendo, portanto o principal agente etiolégico da mancha de
Phoma do cafeeiro. P. exigua var. noackiana e P. costarricensis foram isoladas
de folhas com sintomas de mancha de Phoma mas a patogenicidade ndo foi
comprovada. As demais espécies foram obtidas de hastes e folhas de plantas
assintométicas. Andlises de fragmentos de segiiéncias de S-tubulina e regiéo dos
espagadores internos transcritos ITS do RNA ribossémico foram utilizadas para
determinar as relagdes filogenéticas entre P. tarda e outras espécies de Phoma.
Na anslise de méxima parcimdnia para as duas regides do genoma estudadas P.
tarda, P. costarricensis e P. exigua var. noackiana de Minas Gerais agruparam-
se no mesmo clado de P. exigua. Observou-se nesse estudo uma estreita relacdo
entre P. tarda e P. exigua que ndo puderam ser diferenciadas com estas duas
regides. Provavelmente, a distincia genética entre P. tarda e P. exigua é muito
pequena e regides mais varidveis do genoma devem ser utilizadas para a
separagdo dessas espécies. Outra hipétese € de que P. rarda e P. exigua
correspondam 2 mesma espécie filogenética.

5 Comité Orientador: Ludwig H. Pfenning (Orientador), Eduardo Alves — UFLA
(Co-orientador)
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ABSTRACT

ALMEIDA, Anderson Resende. Phoma species associated with coffee tree.
2007. 55-82 p. Thesis (Doctorate in Plant Pathology) — Federal University of
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil ®

The main damages caused by Phoma species to coffee trees occur when
epidemic outbreaks are favored by cold fronts and other adverse climatic
conditions, like hailstorm and cold winds. A survey for Phoma leaf blight in 23
municipalities of the South region of Minas Gerais State, and in the Southwest
region of Bahia State was done with the objective to characterize and identify
the Phoma species associated with coffee trees, through morphological and
molecular characters, and pathogenicity. In a total of 60 strains evaluated, six
Phoma spp. were identified through morphological characters: P. farda, P.
costarricensis, P. exigua var. exigua, P. exigua var. noackiana, P. Jjolyana var.
Jolyana, P. leveillei var. microspora and P. herbarum. P. tarda was widespread
in the coffee plantations surveyed, and was the sole pathogenic species found,
thus considered to be the main causal agent of Phoma leaf blight e stem dieback
of coffee trees in both regions. P. exigua var. noackiana and P. costarricensis
were isolated from leaves presenting Phoma leaf blight symptoms, but the
pathogenicity to these strains was not confirmed. The other species were
obtained from shoots and leaves of asymptomatic plants. Portions of the g-
tubulin gene and the internal transcribed spacer (ITS) region of the ribosomal
RNA were used to determine the phylogenetic relationships between P. tarda
and other Phoma spp. In the maximum parsimony analysis to both regions of
the genome P. tarda, P. costarricensis and P. exigua var. noackiana from Minas
Gerais clustered in the P. exigua clade. A narrow relationship between P. tarda
and P. exigua was observed in this study, since these species could not be
differentiated when using two genome regions. The genetic distance between P.
tarda and P. exigua probably is too small to be detected with these regions, thus
it is needed to found more variable regions of the genome to separate these
species, if possible. It is also hypothesized that P. tarda and P. exigua
corresponds to the same phylogenetic species.

® Advising Committee: Ludwig H. Pfenning (Advisor), Eduardo Alves — UFLA (Co-
advisor)
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1INTRODUCAO

O café é um dos principais produtos agricolas de exportacdo do Brasil,
sendo a espécie Coffea arabica L. a mais amplamente cultivada. O cafeeiro pode
ser acometido por védrias doencas, sendo as de natureza fiingica as principais
responsaveis por perdas na produtividade e qualidade do produto (Carvalho et
al., 1998; Pfenning et al., 2005).

Os principais danos causados as plantas de café por espécies de Phoma
acontecem em decorréncia de surtos epidémicos favorecidos pelas frentes frias e
outras condi¢des climdticas adversas, como chuva de granizo e ventos frios
(Carvalho et al., 1998).

Na lavoura, a doenga afeta folhas e ramos, € no viveiro ocorre na base
do caule. Eventualmente, as flores podem ser afetadas, levando a queda dos
frutos no estddio inicial. A doenga causada por espécies de Phoma no cafeeiro é
bem conhecida também em outras regides cafeeiras do mundo, como Camardes,
Col6mbia, Costa Rica, Etiépia, Guatemala, India e Quénia (Echandi, 1957;
Fernandez, 1961; Firman, 1965; Rajendran et al., 1983; Ramiro G6mes & Elkin
Bustamante, 1977; Stewart, 1957; Vermeulen, 1979).

' Os agentes etiolégicos da mancha de phoma do cafeeiro foram
considerados por muitos anos como sendo espécies do género Phoma e
Ascochyta. Entretanto, foi mostrado, por meio do estudo da conidiogénese e
outras caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas de isolados desses fungos, que
a espécie tida como Ascochyta coffeae Henn. corresponde a Phoma tarda (R.B.
Stewart) H. Vermeulen (Boerema & Bollen, 1975; Boerema et al., 2004). Phoma
tarda e P. costarricensis Echandi sdo considerados os principais agentes

etiolégicos da mancha de phoma e da “seca de ponteiros” do cafeeiro.
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A partir da década de 90, marcadores enziméticos e moleculares
comecaram a ser utilizados para diferenciar espécies de Phoma com
caracteristicas morfolégicas semelhantes (Abel net al., 2002; Balmas et al.,
2005; Reddy et al., 1998).

Comparagdes de seqiiéncias nucleotidicas dos genes ribossomais e
seqiiéncias de genes conservados que codificam proteinas essenciais para a
sobrevivéncia dos seres vivos, como B-tubulina e fator de elongacdo 1-a,
também sZo utilizados na tentativa de elucidar relagdes filogenéticas com o uso
crescente em vérios organismos (O’Donnell et al., 1998; Irinyi et al., 2006).

Foram objetivos d;> presente estudo: i. fazer um levantamento de
espécies do complexo Phoma em cafeeiro em virios municipios de Minas
Gerais e Bahia; ii. isolar e caracterizar as espécies de Phoma por meio de
caracteres morfolégicos; iii. avaliar sua patogenicidade; e iv. fazer anslise
filogenética dos isolados com base no segiienciamento da regido ITS do DNA
ribossomal e de parte do gene da B-tubulina.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtengdo de isolados e estudos morfolégicos

Folhas com mancha de phoma foram coletadas na regido do Alto
Paranaiba, Central, Centro-Oeste, Jequitinhonha, Sul e Zona da Mata de Minas
Gerais e no sudoeste da Bahia no periodo de 1998 a 2006 (Tabela 1). Culturas
puras foram obtidas em extrato de malte 2% (MA; 20 g de extrato de malte, 18 g
de 4gar, 1 L 4gua) por isolamento direto a partir de picnidios presentes nas
folhas e hastes. Foram utilizados, também, isolados endéfitos de P. exigua var
exigua, P. herbarum, P. leveillei var leveillei e P. jolyana var jolyana, obtidos
como explicado no capitulo 2 (Tabela 1). Culturas de referéncia de espécies de
Phoma foram obtidas da cole¢do Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS)
(Tabela 1).

A identificacio dos isolados foi realizada com base no Manual de
Identificagdo de Phoma (Boerema et al., 2004). Os isolados foram cultivados em
MA 4% e em meio de aveia OA (20 g de aveia, 18 g de 4gar, 1 L 4gua)a22°Ce
sob fotoperiodo de 12 horas. Apés sete e quinze dias de crescimento em MA
4%, mediu-se o didmetro e avaliaram-se a coloragdo das coldnias e a presenca de
clamidésporos. A morfologia dos picnidios e dos conidios foi avaliada em meio
OA. Os conidios foram caracterizados de acordo com suas dimensdes, forma e
septago. O teste de NaOH foi realizado em culturas crescidas em MA por sete
dias. Dez e sessenta minutos ap6s colocar uma pastilha de NaOH na margem das
colbnias, avaliou-se a formagdo ou ndo de pigmentacdo. As caracteristicas
avaliadas in vivo foram as dimensdes, a forma e a septagdo dos conidios, e
também a coloragio dos picnidios, sua posi¢io em relagdo ao tecido do

hospedeiro e a presenga de pilosidade.



Os isolados estudados no presente estudo foram preservados pelo
método de Castellani (Castellani, 1967) e depositados na Colegio Micolégica de
Lavras (CML), do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de

Lavras, Minas Gerais.

TABELA 1 - Isolados de Phoma examinados neste estudo.

Cultura Espécie Substrato *Procedéncia Data
'CML 1921*  P. costarricensis C. arabica - folha  Nepomuceno MG 1998
CBS 506.91* P. costarricensis C. arabica-folha  Nicardgua 1991
2587 41+ P. exigua var. exigua Solanum tuberosum Holanda 1974
CML 646 P. exigua var. exigua C. arabica-haste  S. A. Amparo MG 2005
CML 647 P. exigua var. exigua C. arabica-haste  S. A, Amparo MG 2005
CML 648 P. exigua var. exigua C. arabica-haste  S. Rita Sapucai MG 2005
CML 649 P. exigua var. exigua C. arabica-folha  S. A. Amparo MG 2005
CML 701 P. exigua var. exigua C. arabica-fotha  Lavras MG 2006
CML 7061*  P. exigua var. exigua C. arabica - folha  Lavras MG 2006
CML 9441 P. exigua var. exigua C. arabica-folha  Machado MG 2006
CML 3241*  P. exigua var. noackiana  C. arabica~folha  Lavras MG 2001
CBS 101203* P. exigua var. noackiana  Phaseolus vulgaris Colémbia MG 1998
CML 190 P. herbarum C. arabica - folha  Capelinha MG 1999
CML 253 P. herbarum C. arabica-grio  Vigosa MG 2001
CML 325 P. herbarum C. arabica - folha  Ingai MG 2004
CML 357 P. herbarum C. arabica-folha  Machado MG 2003
CML 358 P. herbarum C. arabica-folha  Lavras MG 2002
CML 359 P. herbarum C. arabica-haste = Machado MG 2002
gsssj st P-herbarum Rosa multifiora  Holanda 1975
‘(13631569 * P. jolyana Mangifera indica India 1969
CML 194 P. jolyana var. jolyana C. arabica-folha  S.S. do Paraiso MG 1999
CML 330 P. jolyana var. jolyana C. arabica-grio  Vigosa MG 2001
CML 331 P. jolyana var. jolyana . arabica-haste  Lavras MG 2002
CML 195 P. leveillei var. microspora ¢, grabica-folha  Lavras MG 1999
CML 191t  P.tarda C. arabica-ramo  Patrocinio MG 1999
CML 1934+  P.1arda C. arabica-folha  Machado MG 1998
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Tabela 1 Continua...

CML 3261*
CML 3331*
CML 334*
CML 360
CML 6421
CML 643
CML 644
CML 645t
CML 710+
CML 714%
CML 716*
CML 721*
CML 722
CML 945%
CML 946
CML 947
CML 950%
CML 956F
CML 959

CML 960

CBS 109183*
CBS 119730*

P. tarda

P. tarda
P. tarda
P. tarda
P. tarda
P. tarda
P. tarda
P. tarda
P. tarda
P. tarda
P. tarda
P. tarda
P. tarda
P. tarda
P. tarda
P. tarda
P. tarda
P. tarda
P. tarda

P. tarda

P. rarda
P. tarda

C. arabica - folha
C. arabica - folha
C. arabica - folha
C. arabica - folha
C. arabica - muda
C. arabica - folha
C. arabica - folha
C. arabica - folha
C. arabica - folha
C. arabica - folha
C. arabica - folha
C. arabica - folha
C. arabica - folha
C. arabica - folha
C. arabica - folha
C. arabica - folha
C. arabica - folha
C. arabica - folha
C. arabica - folha

C. arabica - folha

C. arabica - folha
C. arabica - folha

Ingai MG

S. S. do Paraiso MG
Lavras MG
Araponga MG

Sdo Gotardo MG
Patrocinio MG

S. A. Amparo MG
S. Rita Sapucai MG
Cabo Verde MG
Campestre MG
Campanha MG

S. A. Amparo MG
L. E. Magalhdes BA
Machado MG
Machado MG
Machado MG

Trés Pontas MG
Muzambinho MG

Campos Altos MG

Pres. Kubitschek
MG

Camardes
Brasil

2004
1998
1997
2002
2005
2005
2005
2005

2001
1998

ICBS: Centraal Bureau voor Schimmelcultures; CML: ColegZo Micolégica de Lavras.
flsolados usados no teste de patogenicidade; *Isolados com seqiiéncia de pelo menos uma regido

do DNA.

35 S do Paraiso: Sdo Sebastifo do Paraiso; S.A. Amparo: Santo Antdnio do Amparo; SR
Sapucai: Santa Rita do Sapucaf; L.E. Magalhaes: Luiz Edvardo Magalhdes — BA.

2.2 Extraciio de DNA

O protocolo usado baseia-se em CTAB e foi adaptado de Macdonald et
al. (2000) e Mdller et al. (1992). Os isolados foram cultivados em extrato de

malte liquido 2%, em agitagdo constante de 100 rpm por cinco dias em

temperatura de 25 a 28°C. Cerca de 150 mg de micélio seco foram macerados

em cadinho com nitrogénio e suspendidos em microtubos de 1,5 mL com 750
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pL de tampdo de extragdo CTAB 3% (100 mM de Tris-HCI [pH 8,0]; 20 mM de
EDTA, 1,4 M de NaCl, 3% de CTAB, 2% PVP), sendo 1 uL de B-
mercaptoetanol adicionado ao tampao no momento da extra¢do. Os tubos foram
incubados a 65°C por 45 minutos, seguido por acréscimo de 600 pL de
_cloroférmio:dlcool isoamilico (24:1) e centrifuga¢d@o por 5 minutos a 14.000
rpm. Em seguida, 550 pL do sobrenadante foram recuperados em um novo tubo
e adicionaram-se 143 puL de NaCl 5N e 65 pL de CTAB 10%, com incubacio
em banho-maria a 65°C por 10 minutos. Mais uma vez adicionaram-se 600 uL
de cloroférmio:dlcool isoamilico, seguidos de centrifugagdo a 14.000 rpm por 5
minutos. Ap6s este processo, foram recuperados 500 puL do sobrenadante em um
novo tubo e adicionaram-se 225 puL de NH;Ac 5 M. Os microtubos ficaram
imersos em gelo por 30 minutos, seguidos por centrifugacdo a 14.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi transferido para novo tubo e adicionaram-se 600 uL
de isopropanol absoluto gelado para precipitar o DNA. Os tubos foram
colocados no freezer a -20°C por 30 minutos. Apds centrifugagio a 14.000 rpm
por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado de DNA foi
lavado com etanol 70% gelado, seco a vicuo e ressuspendido em 50 pL de TE
(Tris EDTA) e armazenado a 4 °C. O DNA foi quantificado utilizando-se
eletroforese em gel de agarose 1% e quantificado por comparacdo da intensidade
da banda com DNA lambda digerido de bacteriéfago (Hind III) de peso

conhecido.

2.3 Seqiienciamento e anilise filogenética

Os primers ITS5 (senso, 5’-~GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e
ITS4 (antisenso, 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al., 1990)
foram utilizados na reagdo de PCR para amplificagio de parte do DNA
ribossomal dos isolados de Phoma. Para amplificagdo de parte do gene da B-

tubulina  foram  utilizados os  primers Bt2a (senso, 5’-
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GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTC-3) e  Bt2b  (antisenso, 5’
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 3’) (Glass & Donaldson, 1995).

As reagdes de PCR para -tubulina foram realizadas como descrito por
O’Donnell & Cigelnik (1997). Para a regido ITS, as reagdes de PCR foram
realizadas em volume de 50 pL, contendo 5 pL de tamp@o 10X; 4 pL de MgCly,
25 mM; 5 pL de dNTPs, 2 mM; 2 pL de cada primer, 10 uM; 0,5 uL de taq
DNA polimerase, 5 UuL™; 2 uL de DNA, 20 ng.uL' e 29,5 pL de dgua
ultrapura. Os ciclos da reagio de PCR foram: desnaturagdo inicial, 94 °C por 1
minuto, seguido de 35 ciclos com desnaturagido a 94 °C por 40 segundos;
anelamento a 55 °C por 55 segundos e extensdo a 72 °C por 2 minutos e
elongagio final a 72 °C por 5 minutos.

Os fragmentos génicos amplificados por PCR foram purificados com 0
GenElute PCR Clean-Up Kit (Sigma, Sio Paulo, Brasil) e analisados em gel de
agarose 1% para estimar a concentragdo. O seqiienciamento dos fragmentos foi
realizado nos sentidos senso e antisenso com os primers ITS4 e ITS5 para a
regido ITS e os primers Bt2a e Bt2b para beta tubulina, utilizando o kit Big Dye
terminator versio 3 (Applied Biosystems, Séo Paulo, Brasil) em seqiienciador
automético ABI PRISM 377 DNA SEQUENCER, no Laboratério de Genética
Molecular, ESALQ - USP. O programa de PCR para o seqiienciamento
constituiu-se de desnaturagdo inicial a 96 °C por 3 minutos, seguidos de 25
ciclos com desnaturagio a 96 °C por 10 segundos; anelamento a 55 °C por 5
segundos para a regido ITS ou 61 °C por 5 segundos para a beta tubulina e
extensio a 60 °C por 4 minutos.

As seqiiéncias geradas foram analisadas com o programa Sample
Manager e visualizadas com o Sequence Analisis. Os eletroferogramas gerados
foram analisados visualmente com o auxilio do programa BioEdit (Hall, 1999) e
as seqiiéncias, comparadas na base de dados do National Center for

Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov) por meio de



BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). As novas seqiiéncias obtidas
no presente estudo foram depositadas no GenBank, EMBL, NCBI.

Foram obtidas, do NCBI, seqii€ncias de DNA de B-tubulina e da regido
ITS de espécies de Phoma e de Ascochyta e de seus teleomorfos para realizar os
alinhamentos multiplos no programa CLUSTAL W, juntamente com as
seqiiéncias dos isolados de Phoma spp. recuperados neste estudo (Tabela 2).

Os alinhamentos foram corrigidos manualmente no programa BioEdit e
submetidos 2 andlise de mdxima parcimdnia no programa PAUP 4.0 bl0.
Utilizou-se a op¢do default do programa com os gaps considerados como um
quinto caractere. As espécies Botryosphaeria dothidea e B. rodhina foram
utilizadas como outgroup .ern todas as andlises. Foram geradas 4rvores
filogenéticas para cada regido do genoma estudado e para a combinacdo das
duas regides. As arvores filogenéticas gerada foram visualizadas no programa

TreeView.

2.4 Teste de patogenicidade

O teste de patogenicidade foi realizado com isolados identificados como
P. tarda, P. exigua var exigua, P. exigua var noackiana, P. costarricensis, P.
leveillei e P. jolyana (Tabela 1). Mudas de cafeeiro, cultivar Mundo Novo 376/4,
com trés pares de folhas foram pulverizadas com suspensio de 3,5 x 10°
conidios mL" de cada isolado. O indculo foi obtido em MA 2% apos 12 dias de
cultivo a 22°C. As mudas inoculadas foram cobertas com sacos plasticos
transparentes e colocadas em cdmara de crescimento vegetal a 15°C e
fotoperiodo de 12 horas. Para P. costarricensis foram realizadas inoculagdes
com e sem ferimento nas folhas. As mudas inoculadas ficaram sob cimara
timida durante o experimento e as avaliagdes dos sintomas e o reisolamento dos

fungos foram realizados duas semanas apés a inoculago.
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TABELA 2 - Seqiiéncias adicionais obtidas do GenBank.

NAmerd  pepécie Hospedeiro tubulina  ITS
Botryosphaeria dothidea L
UCD 1156Me (Moug.) Ces. & De Not. Vitis vinifera L. DQ233623
Bortryosphaeria rhodina .
UCD 1962SB (Berk. & M.A. Curtis) Arx Vitis vinifera L. DQ233597
Botryosphaeria rhodina S
UCD 1962SB (Berk. & MLA. Curtis) Arx Vitis vinifera L. DQ233618
Didymella applanata .
CBS 102634 (Niessl) Sace Rubus idaeus L. AJ428534
ATCCossty  Didymellafabae G Jelis & - yicig fapa . DQ383952
Didymella lentis Kaiser, . "
ATCC 96419 Wang & Roger Lens culinaris Medikus. DQ383953
Didymella pinodes Berk &
CBS 235.55 Bloxam) Petr AY152551
Y15 Didymella rabiet (Kovatsch)  cyeor judaicum Boiss DQ822479
CBS 527.66  P. eupyrena Sacc solo AY749024
. Medicago truncatula
WAC 9988 P. exigua Sacc Gaertn. AY831509
AR 3722 P. exigua Sacc Centaurea solstitialis L. AY089978
CBS 101156  P. exigua var. exigua Sacc Solanum tuberosum L. AF268182
CBS 101205  P. exigua var. exigua Sacc Vinca major L. AF268185
P. exigua var. heteromorpha
CBS 443.94 (Schulzer & Sacc) Noordel.  Nerium oleander L. AY268184
& Boerema
P. exigua var. heteromorpha  Nerium oleander L. AY899262
P. exigua var. noackiana
CBS 101215 (Allerch.) Aa, Boerema & Phaseolus vulgaris L. AF268188
Gruyter
P. glomerata
CBS 29336  (Corda) Wollenw. & Solanum tuberosum L. AJ428530
Hochapfel
P. herbarum Westend. salmdo AY337712
CBS 276.37  P. herbarum Westend. AY 749025
1-A-2-1 P. macrostoma Mont. Pinus sylvestris L. AJ310556
CBS 316.90 g.omdlcagmxs Maltr. & Medicago sativa L. AY 831518
P. medicaginis var. . .
P3 medicaginis Malbr. & Roum Medicago sativa L. DQ109962
P. nigrificans (P. Karst.) Armoracia rusticana
CBS 740.96 Boerema, Loer & Wittern Gaertn., Mey & Scherb AY 749031
P. pinodella
CBS 31890 (LK. Jones) Morgan Jones & Pisum sativum L. AY 831517
K.B. Burch

FAR: Amy Rossman; ATTC: American Type Culture Collection; CBS: Centraal Bureau
voor Schimmelcultures; UCD: University of California, Davis; WAC: Plant Pathology
Culture Collection.
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacio Morfolégica

Foram estudados aproximadamente 60 isolados de diferentes espécies de
Phoma (Tabela 1). Com base nas caracteristicas morfolGgicas dos isolados
estudados foram identificadas 6 espécies de Phoma: P. tarda, P. exigua var.
exigua, P. exigua var. noackiana, P. costarricensis, P. herbarum, P. jolyana var.
Jolyana e P. leveillei var. microspora (Tabela 3, Figura 1, 2 e 3).

Phoma tarda foi isolada apenas de tecidos com sintoma de mancha de
phoma, apresentando ocorréncia generalizada em todas as lavouras cafeeiras
estudadas. Possui como principal caracteristica a formagio de septos no conidio
in vivo e in vitro, o que € caracteristica chave para a Se¢do Phyllostictoides.

In vivo, os picnidios de P. tarda sdo castanho-claros com células escuras
ao redor do ostiolo, imersos a erumpente no tecido do hospedeiro. Os conidios
apresentam de 5 a 95% de septagﬁd.

Phoma exigua var. exigua, P. herbarum, P. jolyana var. jolyana, P.
leveillei var. microspora foram obtidas de hastes e folhas de plantas
assintomdticas. Entretanto, P. exigua var. noackiana e P. costarricensis foram

isoladas de folhas com sintomas de mancha de phoma.

3.2 Caracterizacido Molecular
3.2.1 Andlise das seqiiéncias

Fragmentos do gene que codifica a B-tubulina e regido ITS do rDNA
foram amplificados e seqiienciados para P. tarda, P. exigua var noackiana, P.
exigua var. exigua e P. costarricensis (Tabela 1). As mesmas regides do DNA
foram amplificadas e seqiienciadas para isolados de referéncia das espécies P.

tarda, P. exigua var. noackiana, P. exigua var. exigua, P. jolyana, P. herbarum
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e P. costarricensis obtidos da colegdo de culturas do CBS. Segiiéncias
representativas das espécies do género Phoma foram obtidas do GenBank

(Tabela 1).

FIGURA 1 - A-B Sintomas de mancha de phoma em folhas coletadas no campo, C Sintomas de
macha foliar e queda de folhas em mudas causadas por P. tarda, D-E Picnidios de
P. tarda em haste e folha de café, F Coldnia de P. tarda em meio de aveia ¢ malte, e
G P. exigua var. exigua em malte com mancha resultante da reagio com NaOH.
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TABELA 3 - Caracteristicas de espécies de Phoma associadas ao cafeeiro.

. Patogeni Picni Digmetro Teste Clamidéspo
Seghio/Espécie cidade dio Colduia em7 dias NaOH ro Conidios
Seciio Phyllostictoides
. oblongos; uni e bicelular
P. tarda + liso  cinza escuro varidvel 75 - 80 mm - ausente O 8 |
(4-)5-7(-10) x 2-3 pm
i oblongo uni e bicelular
P. exigua | +  piloso cinza escuro flocoso 70-8mm -  ausente O O O
var. noackiana (3-)5-7(-8) x 2-3 pym
verde oliva a cinza com L. L
. i . tufos de micélio branco elipséide; uni e bicelular
P.exigua var. exigua - liso esparsos na colénia, 60— 70 mm +  ausente 6-8 x 3-4 pm
margem lobada
Secéio Phoma
: ~ oval; unicelular
P. costarricensis + liso Cnza claro-escuro 70 - 80 mm - ausente O O OI
cotonoso 3-5 X 2-3 "m
cilindrico; uniceluar 0 G
P. herbarum _ liso  salmdo - branca 50 - 65 mm + ausente
(3-)5-7(-10) x 1,5-2,0 pm
Secdo Peyronellaca
multicelular cilfndrico; unicelular
P. jolyana var. jolyana liso  marrom 30 - 50 mm - w 3-6 % 1-2 pm 0 D D }
Segéo Paraphoma
- ) fusiforme; unicelular
P. leveillei setoso verde acinzentado 20-25mm - ausente O
4-5 x 1,0-1,5 um

* barra conidios = 5 pm; barra clamidésporo = 10 pm



FIGURA 2 - A Corte transversal de picnidio com células conidiogénicas, in vivo; B
Conidios P. tarda in vitro uni ou bicelulares; C picnidio caracteristico de
P. costarricensis, in vitro,; D conidios de P. costarricensis, in Vitro; E
conidios de P. exigua var. exigua, in vitro; F picnidios setosos de P.
leveillei var. microspora, in vitro; e G Clamidésporos tipicos de P.
jolyana var. jolyana, in vitro. Barra picnidios 100 pm; barra conidios 10
um; barra clamiddsporos 20 pm.

70



~ 1 — ;’;/'-\_..é,,n
S / &&_—'&(‘;;6_‘}:/; DﬁﬂGDG r}D
iy o A s
G aanty S mrs (001000 000000 |
O SN L

F

FIGURA 3 - A Phoma leveillei var. microspora, picnidio com setas, barra 40 pm;
conidios e célula conidiogénica; B. P. herbarum, picnidio, barra 40 pm;
conidios e célula conidiogénica; C. P. jolyana var. jolyana, picnidio,
barra 50 um, dictioclamiddsporos e conidios; D. P. exigua var.
noackiana, picnidios erumpentes envoltos por micélio, barra 5 e 50 pum,
conidios uni- ou bicelulares; E. P. tarda, picnidios barra 50 pm, conidios
com um ou mais septos; e F. Forma dos conidios. 1 P. tarda, 2 P.
costarricensis, 3 P. jolyana var. jolyana, 4 P. leveillei, 5 P. herbarum.
Barra conidios e célula conidiogénica 10 pm. Desenhos: Mirian Salgado.
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Os fragmentos seqiienciados de S-fubulina apresentaram ~340 pb. As
seqiiéncias das espécies de Phoma do cafeeiro foram comparadas por meio de
BLAST no banco de dados do NCBI. A identidade de nucleotideos entre as
seqiiéncias dos isolados de P. exigua CML 324, CBS 431.74 e P. tarda CML
193, 326, 334, 716, 721, CBS 119730 e 109183 variou de 98,9% a 100%. O
isolado de P. exigua var. noackiana CBS 101203 apresentou 98,6% a 99% de
identidade em relagdo as seqiiéncias de P. tarda e variedades de P. exigua,
enquanto P. costarricensis CBS 506.91 apresentou menor identidade, 95,8% a
96,5%. A seqiiéncia de P. costarricensis CML 192 apresentou identidade de
989% a 100% com variedades de P. exigua e P. tarda, enquanto, na
comparago com a seqiiéncia do isolado de referéncia CBS 506.91, a identidade
foi de 96,5%.

Os fragmentos seqiienciados da regido ITS do DNA ribossomal
apresentaram ~510 pb. A identidade de seqiiéncias entre variedades de P. exigua
e P. tarda variou de 99,5% a 100%. O isolado de P. exigua var. noackiana CBS
101203 apresentou 99,5% de identidade em relagdo as seqiiéncias de P. tarda e
variedades de P. exigua. A seqiiéncia de P. costarricensis CML 192 apresentou
identidade de 100% com variedades de P. exigua e P. tarda. Entretanto, ao se
comparar a seqiiéncia do isolado de referéncia CBS 506.91 com CML 192, a
identidade foi de 96,6%.

3.2.2 Filogenia

As seqiiéncias obtidas no presente estudo foram inseridas em um
alinhamento para B-tubulina e outro para ITS, com seqiiéncias de espécies de
Phoma recuperadas no Genbank. Seqiiéncias de Botryosphaeria spp. foram
utilizadas para enraizar as rvores.

Apb6s a andlise de méxima parcimdnia foram obtidas arvores para as
duas regides (Figuras 4 e 5). Foram obtidas 10 4rvores para a B-tubulina ¢ 4
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drvores para ITS. Os agrupamentos observados para ambas as regides foram
similares. De modo geral, a drvore de B-tubulina apresentou maior resolugio do
que a drvore de ITS. Em ambas as drvores os isolados de P. farda agruparam
juntamente com P. exigua. Para -tubulina, o grupo formado por isolados de P.
tarda e variedades de P. exigua teve suporte de 52% na andlise de bootstrap,
enquanto, para ITS, o suporte foi de 80%.

O isolado de P exigua var. noackiana CBS 101203 agrupou préximo ao
grupo formado por variedades de P. exigua e P. tarda, com suporte de 77% na
arvore de B-tubulina. Por outro lado, na 4rvore de ITS esta variedade formou um
grupo com P. tarda e as outras variedades de P. exigua. O isolado de P.
costarricensis CBS 506.91 formou, também, um grupo tnico proximo a
variedades de P. exigua, tendo 57% de suporte na andlise de bootstrap. O
isolado de P. jolyana CBS 463.69 formou um agrupamento distinto, 77% de
suporte, proximo a P. pinodella na drvore de B-tubulina, e um grupo préximo a
Didymella pinodes e D. applanata para a regido ITS. Por outro lado, a P.
herbarum CBS 615.75 formou um grupo tnico com P. herbarum obtido do
Genbank para f-tubulina, com 98% de suporte para B-tubulina e 73% para
regido ITS.

3.3 Patogenicidade

Os isolados de Phoma tarda utilizados no teste de patogenicidade
causaram manchas foliares, queda de folhas e podridio de haste (Figura 1C).
Entretanto, os isolados de P. exigua var. exigua, P. exigua var. noackiana, P.
herbarum, P. costarricensis, P. jolyana ndo foram patogénicos. O reisolamento

dos fungos foi realizado a partir de picnidios presentes nas lesGes foliares.
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Arvore de MP para b-iubulina

304 caracteres

1 de 10 arvores
Comprimento 188
CI0,835

RI1 0,847
HI10,165

100

-1

FIGURA 4 - Arvore filogenética de méxima parcim6nia para o gene da -tubulina de

espécies de Phoma, incluindo isolados de mancha de phoma do cafeeiro
dos ramos é indicado por escala na base da
irvore e os valores de bootstrap (1000 repetigdes) sao indicados em
porcentagem nos internédios. Esta 4rvore tem como raiz Botryosphaeria
rhodina e B. dothidea. Abreviagoes das colegoes
Colegio Micolégica de Lavras; CBS = Centraalbureaw voor

do Brasil (*). O comprimento

- P. exigua AY831509
P. tarda CML 334*
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P. exigua var. noackiana CML 324*
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P. costarricensis CML 192*
P. exigua var. exigua CBS 431.74

. exigua var. noackiana CBS 101203
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P. pinodella AY831517
P. pinodella AY831511

P. jolyana CBS 463.69
P. herbarum AY 749025

981 p. herbarum CBS 61575

100

P. medicaginis AY831518
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Botryosphaeria dothidea DQ233623
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Schimmelcultures. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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Arvore de MP para a regiio
ITS do DNA ribossomal

460 caracteres

1 de 4 arvores
Comprimento 204
C10,902

RI 0,873

HI 0,098

FIGURA 5 - Arvore filogenética de maxima parciménia para a regidio ITS do DNA
ribossomal de espécies de Phoma, incluindo isolados de mancha de
phoma do cafeeiro do Brasil (*). O comprimento dos ramos ¢ indicado por
escala na base da arvore e os valores de bootstrap (1000 repeti¢bes) sio
indicados em porcentagem nos internédios. Esta 4rvore tem como raiz
Botryosphaeria rhodina. AbreviagGes das colegbes de culturas: CML =
Colecdo Micolégica de Lavras; CBS = Centraalbureau voor

P. exigua var. heteromorpha AY 899262
P. tarda CBS 119730
P. tarda CML 721*
P. tarda CML 716*
P. tarda CML 334*
P. tarda CML 326*
P. exigua CML 324*
P. tarda CML 193*
P. costarricensis CML 192*
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P. exigua var. exigua AF268185
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_I P. exigua var. noackiana AF268188
69! P, exigua var. noackiana CBS 101203
P. costarricensis CBS 506.91
Didymella lentis DQ383953
Didymella fabae DQ383952
P. macrostoma AJ310556
P. herbarum AY337712
731 P. herbarum CBS 615.75
Didymella rabiei DQ822479
P. glomerata AJ428530
Didymella applanata AJ428534
P. jolyana CBS 463.69
Didymella pinodes AY 152551

——/—— Botryosphaeria rhodina DQ233597
10

Schimmelcultures. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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4 DISCUSSAO

Este é, no entanto, o primeiro estudo da filogenia dos fungos do
complexo Phoma/Ascchyta associado ao cafeeiro. Este trabalho teve o mérito de
confirmar que Ascochyta coffeae € Phoma tarda correspondem a mesma espécie
responsavel pela mancha de phoma do cafeeiro.

Ascochyta coffeae foi descrita por Henning, em 1902, associada a folhas
de cafeeiros coletadas no municipio de Sdo Paulo. Em 1957, Stewart descreveu
o agente etiolégico da mancha de folha (leaf blight) e seca dos ponteiros (stem
dieback) do cafeeiro na Etiépia como Ascochyta tarda. Mais tarde, Firman
(1965) ¢ Vermeulen (1979) identificaram A. farda como o mesmo agente
etiolégico da doenga em cafezais no Quénia.

Figueiredo et al. (1976) compararam caracteres morfolégicos,
fisiolégicos e sorolégicos de culturas de A. coffeae isoladas em Sao Paulo com
uma cultura de A. tarda isolada por Firman, no Quénia, e concluiram que se
tratava de A. coffeae.

Diversas contribuicdes ao género Phoma foram publicadas nas iltimas
quatro décadas, o que culminou com a publicagdo do “Manual de Identificacio
de Phoma” (Boerema et al., 2004). Nesta publicacdo, os autores indicam A.
tarda, A. coffeae, Phoma coffeae e Macrophoma coffea como sinnimos de P.
tarda, o agente etiolégico da mancha Phoma do cafeeiro.

No presente estudo observou-se que P. tarda tem ocorréncia
generalizada nas lavouras cafeeiras do sul de Minas e do sudoeste da Bahia, e
que as espécies P. exigua var. exigua, P. herbarum, P. jolyana var. jolyana e P.
leveillei var. microspora também ocorrem, mas eém menor freqiiéncia. Os
postulados de Koch foram completados com sucesso, mas apenas para isolados

de P. tarda com a reproducio dos sintomas da mancha de phoma do cafeeiro.
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Devido a alta freqiiéncia com que esta espécie foi recuperada de lesdes de
mancha de phoma, postula-se que este € o principal agente etiolégico da mancha
de phoma do cafeeiro.

As caracteristicas morfoldgicas dos isolados de P. tarda estudados sio
semelhantes aquelas descritas por Stewart (1957), sendo a principal
caracteristica a formagao tardia de septo no conidio, o que levou anteriormente a
identificagdo dos isolados dessa espécie no Brasil como pertencentes ao género
Ascochyta.

Atualmente, o seqiienciamento de regides conservadas do DNA que
contém informacdes sobre a histéria evolutiva dos organismos contribui
consideravelmente na caracterizacio de populagdes que apresentam poucos
marcadores morfolégicos e na detec¢do de sua relagio de parentesco. As
andlises das seqiiéncias permitem, ainda, a reconstrucdo da filogenia. Neste
estudo foram utilizados fragmentos de beta tubulina e DNA ribossémico para
determinar a filogenia do agente etiolégico da mancha de phoma do cafeeiro, P.
tarda e de outras espécies de Phoma associadas ao cafeeiro.

Os isolados identificados morfologicamente como P. tarda, e que
causaram sintomas tipicos de mancha de phoma em mudas de cafeeiro, e os
isolados identificados como P. exigua var. exigua agruparam-se juntamente com
isolados de referéncia desta variedade nas arvores de beta tubulina e da regiao
ITS do rDNA. Este agrupamento mostra a relacdo estreita entre P. tarda e P.
exigua, que nao puderam ser diferenciadas com estas duas regides do genoma.
Provavelmente, a distancia genética entre P. tarda e variedades de P. exigua €
muito pequena e regides mais varidveis do genoma devem ser utilizadas para a
separacdo dessas espécies. Outra hipétese é de que P. tarda e P. exigua
correspondem & mesma espécie filogenética. A anélise de seqiiéncias das regides
ITS1, 5.8S e ITS2 néo permitiu a discriminagdo entre diferentes variedades de P.

exigua e nem entre Didymella lycopersici e P, foveata (Abeln et al., 2002). Mais
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uma vez observa-se que essa regidao ndo apresenta resoluc@o para espécies muito
préximas. Phoma exigua apresenta distribui¢o cosmopolita e ocorre em mais de
200 hospedeiros. O fungo pode ocorrer como patdgeno de plantas causando
necrose em folhas e hastes, podridao de raizes e tubérculos ou como saprdfita.

Phoma costarricensis foi descrita inicialmente a partir de isolados
associados 3 queima da parte aérea do cafeeiro na Costa Rica, sendo
posteriormente relatada na Colombia, Nicardgua e India. O isolado CML 192,
coletado em Minas Gerais, apesar de apresentar caracteristicas morfolégicas
semelhantes a esta espécie, ndo agrupou na andlise filogenética utilizando beta
tubulina e ITS com o isolado de referéncia de P. costarricensis CBS 506.91
coletado na Nicardgua, evidenciando que este isolado ndo pertence a esta
espécie. Por outro lado, o isolado CML 192 parece pertencer a espécie P. exigua
com a qual agrupou. De acordo com Boerema et al. (2004), a espécie P. exigua
apresenta grande variagdo na morfologia, o que pode explicar o fato de este
isolado ndo apresentar septo, uma das caracteristicas chave de P. exigua.
Portanto, é necessaria uma avaliagdo mais criteriosa da sobre a real ocorréncia
de P. costarricensis em outras regides cafeeiras do Brasil.

Espécies do género Phoma compreendem importantes fitopatégenos em
vérias espécies cultivadas em todo o mundo. Algumas sdo sapréfitos e
oportunistas, podendo também ser encontradas como endéfitos. Durante muitos
anos a caracterizagio de espécies nesse género foi realizada com base em
marcadores morfolégicos e fisiologicos. Estudos da conidiogénese foram
fundamentais para estabelecer as diferencas entre os géneros Phoma e
Ascochyta. Atualmente, a sistemitica filogenética tem sido de grande valia na
determinagdo das relagdes de parentesco entre Os Organismos e para a definicdo
de espécies em fungos. Através do conhecimento do parentesco entre 0s fungos,
novas fronteiras sdo abertas nos estudos das relacbes entre patégenos e

hospedeiros. Neste estudo provou-se que P. tarda € o principal agente etiolégico
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da mancha Phoma do cafeeiro no Brasil, e que esta espécie traz estreita relacdo
com P. exigua. Outras regides do genoma devem ser seqiienciadas e utilizadas
em estudos filogenéticos para determinar se P. tarda e P. exigua correspondem a
mesma espécie filogenética. Adicionalmente, estudos de inoculagdo cruzada
com isolados de P. exigua de virios hospedeiros devem ser realizados.
Finalmente, estudos de compatibilidade sexual serio de grande importancia para
determinar se existe isolamento reprodutivo entre P. exigua e P. tarda e se este é
o principal mecanismo de geragdo de variabilidade para o agente causal de uma
das principais doengas do cafeeiro no Brasil.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho consta de levantamento da comunidade de fungos
enddfitos e de espécies de Phoma associadas ao cafeeiro. Comprovou-se que
existe grande diversidade de fungos associados a este hospedeiro. O sistema de
cultivo orgénico mostrou-se mais rico em espécies e apresentou maior taxa de
colonizagdo dos tecidos comparado com o sistema convencional. Possivelmente,
os endéfitos desempenham importante fungdo na protecdo do cafeeiro contra
patégenos, a exemplo do cacaueiro (Amold et al., 2003). Entretanto, estudos
sobre a natureza da interacdo ainda precisam ser realizados.

Pseudohalonectria lutea e Staninwardia sp. séo relatados pela primeira
vez associados ao cafeeiro. Staninwardia sp. é uma espécie nova que ainda
precisa ser caracterizada e identificada.

Trés morfotipos de Colletotrichum gloeosporioides foram descritos e
provavelmente representam espécies biolégicas distintas. Portanto, deve-se
recorrer a caracterizagdo molecular e a cruzamentos na tentativa de esclarecer
esse complexo de morfoespécies dentro do género. Para o estudo da interagio
fungo-planta, o uso de isolados geneticamente modificados com marcadores
fluorescentes pode fornecer novas informagdes a respeito dessa intrigante
associagio entre Colletotrichum gloesporioides e cafeeiro.

Neste estudo, provou-se que P. tarda é o principal agente etiolégico da
mancha phoma do cafeeiro no Brasil, e que esta espécie traz estreita relagio com
P. exigua. Outras regides do genoma devem ser seqiienciadas e utilizadas em
estudos filogenéticos para determinar se P. tarda e P. exigua correspondem a
mesma espécie filogenética. Adicionalmente, estudos de inoculagcdo cruzada
com isolados de P. tarda e P. exigua em virios hospedeiros devem ser

realizados. Estudos de compatibilidade sexual serdo de grande importéncia para
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determinar se existe isolamento reprodutivo entre P. exigua e P. tarda e se este €
o principal mecanismo de geracdo de variabilidade para o agente causal de uma
das principais doengas do cafeeiro no Brasil.

Deve-se ainda fazer levantamento mais abrangente para verificar se P.
costarricensis ocorre no Brasil e se P. exigua var. naockiana ocorre em lavouras

de café consorciadas com feijoeiro.








