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RESUMO: Com o presente estudo, objetivou-se avaliar a producéo de cercosporina e a severidade da cercosporiose em
diferentes isolados de Cercospora coffeicola. O estudo foi conduzido in vitro e in vivo, com os isolados LFP 24, LFP
37, LFP 75 e LFP 68 provenientes dos municipios brasileiros llicinea-MG, Bonfindpolis de Minas-MG, Manhuagu-MG
e Nova Fatima-PR, respectivamente. Nos testes in vitro foi quantificada a producdo de cercosporina nos isolados de
C.coffeicola avaliados, os quais foram repicados para placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo meio de cultura
BDA (batata, dextrose, agar), mantidas em incubadora BOD (Bio-Oxygen Demand) a temperatura de 25°C e
fotoperiodo de 12h. Ap6s 12 dias, 1g de micélio foi extraido dos bordos das colbnias, transferido para frascos contendo
20mL de cloroférmio os quais foram centrifugado a 2.800 rpm por 30min. A quantificacdo da cercosporina foi realizada
em Cromatografo UFLC 468 nm. O experimento in vivo foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, utilizando mudas de cafeeiro cultivar Mundo Novo 376/4, com trés
pares de folhas definitivas as quais foram inoculadas com os isolados LFP 24, LFP 37, LFP 75 e LFP 68. As avaliacGes
de severidade da doenga foram realizadas 30 dias apds a inoculagéo, utilizando escala diagramatica. Observou-se que 0s
isolados de C. coffeicola testados apresentaram variagdo tanto com relacdo a producdo da toxina in vitro quanto na
severidade da doenca. O isolado LFP 75 produziu uma maior quantidade de cercosporina, bem como apresentou maior
de severidade da doenca, sugerindo que a produgdo da toxina e a severidade da cercosporiose possivelmente sejam
relacionadas.

PALAVRAS-CHAVE: cercosporiose, fitotoxina, cromatégrafo liquido UFLC.

SEVERITY AND PRODUCTION OF CERCOSPORIN IN ISOLATES OF
CERCOSPORA COFFEICOLA

ABSTRACT: The current study aimed to evaluate the cercosporin production and disease severity caused by different
strains of Cercospora coffeicola. The study was conducted in vitro and in vivo, with isolates LFP 24, LFP 37, LFP 75
and LFP 68 from the Brazilian cities of llicinia-MG, Bonfindpolis de Minas-MG, Manhuagu-MG, and Nova Fatima-PR,
respectively. Cercosporin production in vitro by C. coffeicola strains was evaluated and quantified. The colonies were
subcultured to 9 cm diameter Petri dishes containing PDA medium (potato, dextrose, agar) and incubated at 25°C and
12h photoperiod (Bio-Oxygen Demand incubator). After 12 days, 1g of mycelium was extracted from the edges of the
colonies and transferred to flasks containing 20mL chloroform, which were centrifuged at 2,800rpm for 30min.
Cercosporin quantification was performed on UFLC Liquid Chromatograph at 468 nm. The in vivo experiment was
carried out in a greenhouse of the Department of Plant Pathology of the Federal University of Lavras. Mundo Novo
376/4 coffee seedlings, with three definite leaf pairs, were inoculated with the studied strains. Disease severity
assessment was performed 30 days after fungal inoculation. The C. coffeicola tested strains differed concerning in vitro
toxin production and disease severity. Among the studied strains, LFP 75 produced the highest amount of cercosporin,
as well as presented the highest disease severity, suggesting that toxin production and severity of brown eye spot
disease are possibly related.
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INTRODUCAO

A cercosporiose, doenca também conhecida por mancha-de-olho-pardo, tem como agente etiolégico o fungo
Cercospora coffeicola, pertencente a familia Dematiaceae, ordem Moniliales, classe dos fungos mitospdricos. A doenca
¢ endémica em todas as regides produtoras de café do Brasil. Os sintomas nas folhas manifestam-se como
manchas circulares, com 0,5-1,5cm de didmetro, com o centro acinzentado, envolvidas por um halo amarelado (Pozza et
al., 2010).

A cercosporiose causa perdas significativas na producdo devido a queda prematura das folhas, principalmente em
mudas nos viveiros e em plantas adultas no campo, além de afetar negativamente producdo, rendimento e a qualidade
de bebida (Lima et al., 2012; Pozza et al., 2010). Quando praticas adequadas de manejo sdo negligenciadas e,
dependendo dos fatores ambientais (localizagdo geografica e microclima da regido) as perdas podem chegar a 30% da
producéo (Souza et al., 2015; Zambolim et al., 1997). Segundo Del Peloso et al., (1989), espécies do género Cercospora
apresentam crescimento lento e escassez de esporulacdo em meios artificiais e produzem um metabdlito secundario de
coloracdo vermelha conhecida como cercosporina (Daub & Chung, 2007; Fajola, 1978). A cercosporina é ativada na
presenca de luz, isto é, em presenca de luz a cercosporina torna-se excitada adquirindo capacidade de interagir e
danificar macromoléculas.

De acordo com Daub & Chung (2007), essa toxina € um fator de viruléncia que aumenta significativamente a incidéncia
e severidade da doenca. Alguns trabalhos relacionando a producgdo de cercosporina em isolados de C. coffeicola foram
realizados utilizando escala de notas (Souza et al., 2012) ou extragdo em hidroxido de potéssio (Silva et al., 2016).
Contudo, estudos com a quantificacdo dessa toxina utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) nédo
foram encontrados na literatura.

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi quantificar a cercosporina produzida por isolados de diferentes
localidades do Brasil, correlacionando esses dados com a severidade da doenca em mudas de cafeeiro.

MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzido no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras —Lavras, MG.

Foram utilizados quatro isolados de C. coffeicola provenientes de diferentes municipios do Brasil (Figural). Os isolados
estdo preservados e armazenados no Laboratorio de Fisiologia do Parasitismo no Departamento de Fitopatologia.

0 600 1200 km
LB —=

)
0 600 1200 mi

Figura 1. Localizacdo geografica dos isolados de C. coffeicola utilizados no estudo. LFP 24: llicinea MG; LFP 37:
Bonfindpolis de Minas MG; LFP75: Manhuagu MG; LFP68: Nova Fatima PR.

Para realizacdo do experimento in vitro os isolados foram repicados para placas de Petri de 9cm de didmetro contendo 9
mL de meio de cultura BDA (batata, dextrose, agar), as quais foram mantidas em incubadora BOD (Bio-Oxygen
Demand) a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12h. Apo6s 12 dias, foi extraido 1g de micélio dos bordos das colbnias,
transferido para frascos contendo 20 mL de cloroférmio os quais foram centrifugado a 2.800 rpm por 30 min. Apoés a
centrifugacao e filtragem foram realizadas analises cromatograficas no Laboratorio de Analises Quimicas, localizado
na Agéncia de Inovacédo do Café (Inova Café).
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A quantificacdo da concentracdo de cercosporina nos isolados LFP 24, LFP 37, LFP 75 e LFP 68 foi realizada em
cromatégrafo UFLC Shimadzu, equipado com bomba quaternaria de alta pressdo modelo LC-20AT, degaseificador
modelo DGU-20A5, injetor automatico modelo SIL-20A HT, forno CTO-20A operado a temperatura ambiente e
detector UV-Vis SPD-20A utilizando-se o comprimento de onda de 468 nm e interface modelo CBM-20A.Para
realizagdo das analises foi utilizada a coluna Shim-pack CLC-ODS (15cm x 6.0mmD.l., 5um) conectada a uma pré-
coluna Eclipse XDB-C18 (4,6 x 12,5mm, 5um). O método cromatogréafico utilizado foi adaptado de Gunasinghe et al
.(2016), que propde a analise em modo gradiente consistindo de uma fase mdvel formada por 5% v/v de &cido acético
em 4gua (eluente A), acetonitrila (eluente B) e fluxo de 1,5mL. Min-1. Utilizou-se gradiente linear variando de 50 a
70% do eluente B nos primeiros 8 minutos, seguida por uma mudanca para 100% do eluente B em 1 minuto. A fase
mével de 100% acetonitrila (eluente B) foi mantida por 6 minutos, apds isto, uma mudanca para 50% do eluente B com
gradiente linear no decorrer de 10 minutos foi realizado para reequilibrar a coluna.

O experimento in vivo, foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Lavras, utilizando mudas de cafeeiro cultivar Mundo Novo 376/4, suscetivel a cercosporiose. O experimento foi
instalado em delineamento em blocos casualizados com quatro repeticfes e a parcela experimental constituida por trés
plantas. Para esporulacdo dos isolados realizou-se metodologia proposta por Souza et al. (2012) com modificacdes. Oito
discos de micélio do fungo, obtidos de coldnias com 15 dias, foram macerados e depositados em erlenmeyers contendo
20 mL do meio de cultura V8 liquido (10% de suco V8, 90% de &gua destilada) e agitados a 100 rpm por quatro dias em
temperatura ambiente. Posteriormente, o liquido contendo o micélio foi vertido em placas contendo agar-agua e as
mesmas permaneceram abertas em BOD por quatro dias para a secagem. Apds esse periodo, foram adicionados a cada
placa 10mL de agua esterilizada para a remog¢do dos conidios com o auxilio de algca de Drigaslki. A suspensdo de
conidios foi filtrada em gaze para a remogao dos residuos e padronizada para concentragdo de 3x10* esporos/mL em
camara de Neubauer. A inoculagdo das mudas foi realizada pela pulverizacéo da suspensdo na face abaxial das folhas de
cafeeiro. Posteriormente as mudas foram mantidas em camara Umida, por 72 horas, para propiciar molhamento foliar
para o processo de infec¢do. A avaliacdo da severidade cercosporiose foi realizada 30 dias ap0s a inoculagdo. Foram
avaliados dois pares de folhas inoculadas em cada planta. A severidade foi quantificada por meio da escala
diagramatica proposta por Custodio el al. (2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se variagcdo na concentracdo de cercosporina produzida pelo isolados testados (Figura 2). A concentragdo da
toxina no isolado LFP 24 ndo foi detectada. Ja nos isolados LFP 37 e LFP 68 as concentraces foram 1,9uM e 2,1uM,
respectivamente. O isolado LFP 75 destacou-se na producdo da toxina 7,5uM sendo o maior produtor entre os isolados
testados. Outros trabalhos conduzidos no patossistema cafeeiro x C. coffeicola também verificaram variagdo na
producdo da toxina em diferentes isolados. Souza et al. (2012) avaliando 60 isolados de C. coffeicola constataram
diferenca na producdo de cercosporina nos isolados estudados. Silva et al. (2016), quantificando a concentracdo de
cercosporina em 10 isolados de C. coffeicola por meio do método colorimétrico (Jenns et al., 1989), verificaram
variagéo de 0,5uM a 1,43uM nos isolados testados. No presente trabalho, utilizou-se a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) para quantificacdo da cercosporina. Apesar de ndo existirem relatos na literatura acerca da
quantificagdo de cercosporina em C. coffeicola por meio de HPLC, esta técnica é altamente precisa e eficaz na deteccéo
e quantificacdo de metabdlitos.
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Figura 2. Produc&o de cercosporina nos isolados de C. coffeicola LFP 24, LFP 68, LFP 37 e LFP 75. Medias seguidas
pela mesma letra minuscula na barra nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade
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Assim como observado para producdo de cercosporina, os isolados também apresentaram variacdo com relacdo a
severidade da doenca (Figura 3). Os isolados LFP 37 e LFP 68 apresentaram menor severidade da doenca. O isolado
LFP 75 apresentou maior concetragdo da toxina e severidade da doenca. Resultados semelhante foi constatado para o
isolado LFP 24, o qual apresentou a menor severidade da doenga e a concentragdo de cercosporina ndo foi detectada
pelo método utilizado. No entanto, nos isolados LFP 37 e LFP 68 a severidade da doenca ndo relacionou-se com a
produgdo da toxina, sugerindo a interferéncia de outros fatores na interacdo planta patégeno. Outros trabalhos relatam a
variabilidade de isolados de C. coffeicola em relagdo a severidade da cercosporiose (Souza et al., 2012; Dell’Acqua et
al., 2011). De acordo com Narayanasamy (2011) a variabilidade de severidade em isolados de fungos pode ser devida a
fatores genéticos os quais sdo condicionados por condicdes ambientais. Vale ressaltar que a avaliacdo de severidade da
doenca foi realizada apenas uma vez, aos 30 dias apds a inoculacdo. Possivelmente, avaliacdes da doenca por um
periodo prolongado pode constatar uma variacdo do progresso da doenca, quantificando maior ou menor maior
severidade da doenca, de acordo com caracteristica intrinseca do isolado. Desse modo, estudos futuros poderdo
comprovar possivelmente que a concentracdo da fitotoxina cercosporina em isolados de C. coffeicola quando
inoculados, seja relacionada com a severidade da cercosporiose em plantas de cafeeiro
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Figura 3. Severidade da cercosporiose em mudas de cafeeiro inoculadas com isolados de C. coffeicola . Medias
seguidas pela mesma letra minuscula na barra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade

CONCLUSOES

1. A concentracdo de cercosporina apresenta varia¢do entre isolados de C. coffeicola.
2. Osisolados de C.coffeicola diferem quanto a severidade da cercosporiose em mudas de cafeeiro.
3. A producdo da toxina e a severidade da cercosporiose possivelmente sejam relacionadas.
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