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RESUMO: Plantas de Coffea canephora cv. Conilon, variedade clonal ‘Vitéria’ - Clone CV3 foram encontradas em
campo apresentando-se pequenas manchas foliares de coloragdo marrom claro, sem o centro claro, normalmente
circundado por halo amarelado. O agente causal foi identificado como Corynespora cassiicola com base nos sintomas
tipicos da doenca, morfologia das estruturas reprodutivas do fungo e por meio de PCR empregando-se primer especifico
para a espécie C. cassiicola. A patogenicidade C. cassiicola foi confirmada em plantas de café conilon do mesmo clone
(CV3) seguindo-se todas as etapas dos postulados de Koch. Este foi o primeiro relato da ocorréncia de C. cassicola
causado intensa desfolha em plantas de C. canephora em condi¢des de campo e patogenicidade de C. cassicola em
condicGes de casa-de-vegetacdo.
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FIRST REPORT AND PATHOGENICITY OF Corynespora cassiicola in Coffea canephora

ABSTRAC: Coffea canephora cv. Conilon plants of the clonal variety 'Vitoria' - Clone CV3 were found in the field
with leaf symptoms characterized by small leaf spots of brown color, without clear center, usually surrounded by a
yellow halo. The causal agent caused intense leaf defoliation of the plants. Based on the symptoms of the disease,
morphology of reproductive structures of the fungus and by PCR with specific primer for the specie C. cassiicola the
causal agent was identified as Corynespora cassiicola. The pathogenicity C. cassiicola was confirmed in plants of the
same coffee clone following all the steps of Koch's postulates. This was the first record of the occurrence of C.
cassiicola in plants C. canephora plants under field conditions.
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INTRODUCAO

O cultivo de Coffea canephora no Brasil é responsavel por cerca de 40% da producdo nacional de café. Os
principais estados produtores sdo Espirito Santo, Rondbnia, Minas Gerais, Mato Grosso, Bahia e Rio de Janeiro. O
Estado do Espirito Santo é responsavel por 75% da producdo nacional de C. canephora, o que coloca o Estado na
posicdo de primeiro produtor nacional de café desta espécie (Ferrdo et al., 2007).

Entretanto a busca pelo aumento de produtividade tem levado os cafeicultores a adotarem préaticas de manejo
que favorecem o aparecimento de doencas nas lavouras tais como, adensamento de plantas nas linhas de plantio; uso da
irrigacdo por aspersao e plantio em grandes areas dos clones mais produtivos selecionados dentro das variedades clonais
melhoradas (variedade clonal corresponde a mistura de varios clones de café ‘Conilon’ que apresentam caracteristicas
agrondmicas desejaveis como alta produtividade, uniformidade de maturacdo, porte de planta e reacéo diferenciada de
resisténcia/suscetibilidade a ferrugem).

O fungo Corynespora cassiicola infecta folhas, flores, frutos, raizes e caules de vérias espécies de plantas de
regides tropicais e subtropicais (Farr et al., 2009). Nas espécies em que 0 patdgeno ocorre causa manchas de coloragao
marron clara a escura na superficie dos 6rgédos infectados. Diante da hipo6tese que o agente causal de manchas foliares
em folhas e frutos de plantas de C. canephora seja C. cassiicola o trabalho teve por objetivo identificar e testar a
patogenicidade do isolado obtido em cultura pura em tecidos sadios do mesmo hospedeiro.

MATERIAIS E METODOS

Associacdo do patégeno com o Hospedeiro: Na safra de 2007/2008 plantas de Coffea canephora cv. Conilon,
variedade clonal “Vitoria’ - Clone CV3 identificou-se no municipio de Castelo-ES plantas no campo apresentando-se
pequenas manchas foliares de coloracdo marrom claro, sem o centro claro, normalmente circundado por halo
amarelado. As folhas infectadas foram observadas ao microscopio estereoscopico onde visualizou-se a presenca de
estruturas reprodutivas fingicas isoladas e externas ao tecido do hospedeiro. Logo ap6s procedeu-se a raspagem das
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estruturas fangicas para observagdo ao microscopio oOptico. A identificacdo do patdgeno foi feita com base na
morfologia das estruturas reprodutivas dos conidios e conidioforos.

Teste de Patogenicidade: Fragmentos da borda da lesdo foram retirados e superficialmente esterilizados em etanol (70
%) por 3 minutos. Em seguida esses fragmentos foram transferidos para placa de Petri (9 cm de diametro) contendo
meio Batata Dextrose Agar (BDA) e armazenados em camara de tipo BOD regulada a temperatura de (262 °C).
Micélios que emergiram desses fragmentos foram repicados para novas placas contendo BDA e a cultura pura obtida foi
utilizada na inoculagdo de folhas sadias do mesmo clone.

A patogenicidade do isolado obtido em cultura pura foi confirmada por meio da inoculacdo de discos de
micélio em folhas sadias do respectivo clone sob condi¢Oes de laboratdrio. As folhas foram colocadas sobre uma tela
plastica, dentro de caixa tipo gerbox contendo trés camadas de papel de filtro esterilizado e umedecido em agua
destilada esterilizada. Discos de micélio de 0,5 cm de diametro foram retirados da cultura pura ap6s 10 dias de
incubagcdo e depositados sob a superficie dorsal folhas que receberam ou ndo ferimentos com auxilio de estilete de ponta
fina.

Dez dias ap6s o aparecimento dos sintomas, foi feito o reisolamento do patégeno de fragmentos das lesGes de
folhas com e sem ferimentos, conforme procedimento descrito anteriormente. Cultura pura crescida em BDA por 0ito
dias foi utilizada para comparar com as caracteristicas da cultura pura original e para o preparo de laminas
microscépicas visando observagdo das caracteristicas morfolégicas dos conidios.

Complementarmente ao teste de patogenicidade em folhas destacadas, realizou-se o teste molecular
empregando a técnica da reacdo em cadeia da Polimerase (PCR-Polimerase Chain Reaction) comparando-se DNA do
isolado obtido em cultura pura com dois ‘primers’ especificos (CCF e CCR), desenhados com base na sequiéncia ITS do
gene rRNA de C. cassiicola, conforme trabalho de QI et al.(2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Descricao dos sintomas: Nas folhas a infeccdo inicia-se com pequena descoloragdo no limbo foliar de no maximo 2
mm de didmetro, normalmente com centro necrotico (Figural). Estas areas necrosadas evoluem para uma coloragdo
marron clara de 2 a 7 mm de diametro, circundada por halo amarelo. Varias manchas podem ser encontradas nas folhas.
As vezes as manchas coascelem e formam uma extensa lesdo de formato irregular no limbo foliar. Quando atingem a
nervura principal as lesdes se tornam alongadas, medindo aproximadamente 2,6 mm de largura por 36,5 mm de
comprimento e crescem acompanhando a nervura, geralmente circundada por halo amarelado. A nervura geralmente
escurece e na juncdo com limbo foliar pode ser observado os sinais do patégeno (conidi6foros isolados com conidios
caracteristicos do fungo). Quando inoculados em folhas destacadas os sintomas aparecem com sete dias a temperatura
de (26+2 °C).

Sintomatologia bastante semelhante foi observada em plantas de hibridos de C. canephora var. robusta e
conilon em Ouro Preto do Oeste no Estado de Ronddnia, em margo de 2007 (Informacdo pessoal de Flavio de Franga
Souza, EMBRAPA RONDONIA) embora, ainda ndo tenha ocorrido relatos escritos da doenca e nem testes de
patogenicidade do fungo a C. canephora var. Robusta no pais.
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Figura 1: Folhas de C. canephora, variedade clonal “Vitdria’ (Clone CV3), mostrando sintomas de infeccéo
causados por C. cassiicola.

Todas as folhas da parte area da planta podem ser afetadas pela doenca no campo. Uma maior concentracéo de
folhas doentes foi observada nas brotagbes novas, que irdo substituir as hastes mais velhas na safra seguinte. Quando o
ataque é severo ha queda de folhas prematuramente causando desfolha e seca do apice dos ramos produtivos (Figura 2).



VI Simpésio de Pesquisa dos Cafés do Brasil

T = Ei sl
Figura 2: Desfolha e seca de ramos em plantas de C. canephora, variedade clonal ‘Vitdria’ (Clone CV3),
causado por C. cassiicola.

Nos frutos os sintomas iniciais consistem de pequenas lesGes necréticas de aproximadamente 1 mm de
diametro (Figura 3). Com o passar do tempo estas lesGes evoluem de tamanho adquirindo um formato eliptico ou
alongado com extensas necroses na casca do fruto, antes mesmo deles atingirem sua maturidade fisiol6gica. Em frutos
com estagios mais avangados de desenvolvimento a casca fica aderida ao pergaminho. Queda prematura dos frutos
frequentemente ocorre sob condicGes de alta severidade da doenca.

Figura 3: Frutos de C. canephora, variedade clonal “‘Vitéria’ (Clone CV3), mostrando sintomas de infeccdo
causados por C. cassiicola.

Queda prematura de folhas, atraso no desenvolvimento das plantas, morte de estacas sdo comuns em viveiro de
café do mesmo clone (Figura 4).

Figura 4: Mudas de C. canephora em viveiro, variedade clonal “‘Vitéria’ (Clone CV3), mostrando sintomas de
infeccdo causados por Corynespora cassiicola.

Teste de patogenicidade: ObservacGes feitas ao microscdpio estereoscopico evidenciaram a presenga de estruturas
reprodutivas isoladas e externas ao tecido do hospedeiro. Laminas de raspagem foram preparadas e com base na
morfologia dos conidios e conidi6foros, observada ao microscopio dptico, o agente causal foi identificado como sendo
Corynespora cassiicola.

Apos isolamento do fungo em Agar-agua (2%) e obtencdo da cultura pura, conidios com a mesma morfologia
foram produzidos em meio de cultura apés um periodo de 12 dias de incubagdo a 26° C. Com base na morfologia dos
conidios, o isolado foi identificado como C. cassiicola. A patogenicidade do fungo foi confirmada apds inoculagdo dos
discos de micélio em folhas sadias do respectivo clone. A presenca de ferimentos ndo parece ser fator importante para a
infecclo. Tanto nas folhas que receberam ferimentos quanto nas folhas que ndo houve ferimento o fungo infectou as
folhas do clone variedade clonal “Vitdria’ (Clone CV3), (Figura 5).
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Figura 5: Folhas de C. canephora, variedade clonal ‘Vitoria’ (Clone CV3), com e sem ferimentos, inoculadas
com discos de micélio do fungo mostrando sintomas de infecgdo causados por C. cassiicola.

Complementarmente ao teste de patogenicidade em folhas destacadas foi realizado o teste molecular. A
presenca de C. cassiicola foi evidenciada pela visualizacdo da banda correspondente ao fragmento de DNA amplificado
de aproximadamente 272 bp.

CONCLUSOES

Este, portanto constitui o primeiro relato da ocorréncia e confirmacdo da patogenicidade de C. cassiicola,
causando intensa desfolha em plantas de C. canephora sob condi¢@es de campo.
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