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RESUMO

NECHET, Kitia de Lima. Caracterizacio biolégica e iscenzimitica de
isolados de Colletotrichum sp. em cafeeiro (Coffea arabica L.). Lavras:
UFLA, 1999. 73 p. (Dissertagiio- Mestrado em Agronomia)

A populagio de Colletotrichum encontrada em cafezais pode ser distinta
com base em pardmetros morfoldgicos e principalmente testes de
patogenicidade. Neste experimento, foram avaliados 8 isolados de
Colletotrichum de café, dos quais 2 foram obtidos de folhas, 5 de hastes, e 1 de
fruto infectado provenientes de Minas Gerais e So Paulo, utilizando parametros
morfoldgicos e testes de patogenicidade, além de verificar a viabilidade do uso
de padrdes eletroforéticos de isoenzimas como uma ferramenta adicional na
taxonomia de fungos. Os caracteres morfolégicos utilizados foram crescimento
micelial e capacidade de esporulagdo in vitro em trés meios de cultura (BDA,
GYA, e MEA); medigdio de conidios; utilizagio de fonte de carbono; testes de
patogenicidade em frutos verde sadios, plintulas de seis semanas e mudas de
café da cultivar Mundo Novo. Os padrGes eletroforéticos foram revelados para
as enzimas alcool desidrogenase (ADH), fosfatase acida (ACP), esterase (EST),
e malato desidrogenase (MDH). Os resultados obtidos permitiram caracterizar os
isolados de crescimento lento em todos os meios testados, com capacidade de
esporulacdo maior em meio GYA. Os conidios do tipo cilindrico, com excegdo
de I-1 e I-5, que apresentaram conidios cilindrico curto, capacidade de utilizar
citrato ou tartarato como fonte exclusiva de carbono, com resultado variavel para
I-2. Os isolados foram patogénicos apenas em plantulas e frutos verdes.
Comparando os padrdes eletroforéticos obtidos, observou-se que o isolado
sapréfita foi distinto dos demais patogénicos por apresentar bandas
caracteristicas em ADH, ACP e EST, confirmando assim a viabilidade do uso da
técnica na identificagio de ragas patogénicas dentro de uma populagio fingica.

* Comité Orientador: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador), Maria das
Gragas Guimaraes Carvalho Vieira —~ UFLA.



ABSTRACT

Nechet, Katia de Lima. Biological and isoenzymatic characterization of
isolates of Colletotrichum sp. in coffee plants. (Coffea arabica L.). Lavras:
UFLA,m 1999. 73p. ( Dissertation- Master of Science in Agronomy )*

The population of Colletotrichum found in coffee plantations may be
distinguished on the basis of morphological parameters and chiefly
pathogenicity tests. In this experiment, were evaluated 8 Colletotrichum isolates
of coffee, of which 2 were obtained from leaves,5 from stems and 1 from fruit
infected coming from Minas Gerais and Sdo Paulo, by utilizing morphological
parameters and pathogenicity tests, besides verifying the viability of the use of
electrophoresis pattems of isoenzymes as an additional tool in fungus
taxonomy. The morphological characters utilized were mycelial growth and
sporulating capacity in vitro in three culture media (BDA, GYA and MEA);
measurement of conidia; utilization of a carbon source; pathogenicity tests in
heaithy green fruits, six week seedlings and coffee cutting of the cultivar Mundo
Novo. The electrophoresis patterns were stained to the enzymes alcohol
dehydrogenase (ADH), acid phosphatase (ACP), esterase (EST) and malate
desidrogenase (MDH). The results obtained enabled to characterize the slow
growing isolates in every medium tested, with a greater sporulating capacity in
GYA medium, cylindrical conidia, excepting 1-1 and 1-5 which presented short
cylindrical types, capacity of utilizing either citrate or tartarate as a unique
source of carbon, as variable results for 1-2.The isolates were pathogenic only in
seedlngs and green fruits. By comparing the electrophoresis pattemns obtained,
it was noticed that the saprophyte isolate was distinguished from the others for
presenting characteristic bands in ADH, ACP and EST, confirming thus the
viability of the use of the technique in identifying pathogenic races within a
fungal population.

Guidance Committee : Mario Sobral de Abreu - UFLA (Adviser), Maria das
Gragas Guimaries Carvalho Vieira-UFLA
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

O cafeeiro € uma das culturas de grande importincia para a nossa
economia, destacando-se o Brasil como maior produtor mundial, com 70 a 100
mil hectares da produggo nacional plantados entre 1994 e 1998. O sul de Minas
Gerais o maior produtor brasileiro, representando cerca de 34% da produgdo
nacional,

O ataque de fungos, bactérias, nematodides e virus sobre a cultura causa
grandes perdas quando ndo sdo tomadas medidas de controle adequadas, sendo
as perdas de origem fiingica as mais representativas, € com manejo integrado ja
bem descrito pela literatura. Entretanto, doengas em potencial representam
grande risco para a cafeicultura brasileira, principalmente no que se refere as
taticas de controle, ja que é necessario, primeiramente, um estudo do patogeno,
da interagdo patogeno-hospedeiro e dos fatores que predispdem a planta ao
ataque.

Dentre as doengas em potencial, encontrase a causada pelo fungo
Colletotrichum kahawae, agente causal da CBD (Coffe Berry Disease) - doenga
da baga do café, que ataca bagas verdes em desenvolvimento e é o principal
fator limitante & produgdo dos cafezais na Africa. No Brasil, existem relatos do
ataque de Colletotrichum em café, causando manchas em folhas, danos em
frutos, e sempre procurando associagdes com o patdgeno da CBD, mas com

trabalhos sem conclusGes definitivas a respeito do agente causal.



A falta de estudos sobre a gama de espécies do fungo que ocorrem nos
cafezais e diferentes sintomas associados a essas espécies, geram confusdo
quanto a importancia de doengas causadas por Colletotrichum, sendo apenas
Colletotrichum kahawae considerado patogénico a cultura.

A verificagdo de sintomas relacionados ao CBD em lavouras de café e a
constatacdo da espécie patogénica de Colletotrichum no sul de Minas Gerais é
motivo de grande preocupagdo, pois sérios prejuizos econdmicos podem ser
acarretados, caso a doenga venha a se tornar epidémica, como ocorre na Africa.
No caso de aparecimento de enfermidades novas , a identificagdo correta do
agente causal é essencial uma vez que, a partir desse conhecimento , novos
estudos em relagfo & enfermidade podem ser realizados , principalmente no que
se refere as medidas de controle.

Esse trabalho teve por objetivo caracterizar isolados de Colletotrichum
de cafeeiros provenientes de diferentes locais na planta e regides cafeeiras,
utilizando técnicas bioldgicas através de caracteres morfologicos em meios de
cultura, medi¢do de conidios e testes bioquimicos; e técnicas moleculares
através do padrdo de isoenzimas, além de verificar a patogenicidade em mudas,
plantulas e frutos verdes da cultivar Mundo Novo em condi¢Ges de casa de

vegetacdo e camara de crescimento.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.10corréncia de Colletotrichum em café

A descrigdo original de Colletotrichum em café foi feita por Noack em
1901, referente a2 um isolado proveniente do Brasil, o qual o denominou de
Colletotrichum coffeanum (Noack, 1902). Em 1922, no Quénia, o micologista
Mac Donald relata a variante "virulans" de Colletotrichum em café, associada a
"Coffee Berry Disease" (CBD), diferenciando da denominagiio original onde a
CBD néo existe (Rayner, 1950, citado por Pereira e Chaves, 1978).

Uma gama de diferentes ragas de Colletotrichum pode ser encontrada
associada ao café, as quais podem ser separados em grupos com base na
morfologia de isolados monospéricos. Gibs (1969) definiu quatro grupos de
Colletotrichum isolados de frutos verdes e cerejas afetados em cafeeiros no
Quénia, baseados na morfologia de suas coldnias em Extrato Malte Agar
(MEA): a) cem: crescimento rapido, micélio aéreo claro, com conidios
crescendo diretamente das hifas; b) cca: crescimento rapido, micélio aéreo claro,
com conidios curtos e presenga de acérvulo; ¢) cep: crescimento lento, micélio
aéreo rosado com conidio crescendo diretamente das hifas; d) CBD ou variante
""virulans'': com crescimento lento, micélio de coloragdo cinza escuro a verde
oliva, com setas raramente presentes.

Através de estudos das caracteristicas culturais de cepas de
Colletotrichum isoladas de cafeeiro do Quénia, Hindorf (1970), citado por
Waller er al. (1993), classificou o grupo ccp como C. acutatum Simmonds, os
grupos ccm e cca como formas de C. gloeosporioides Penz., e o grupo CBD ou



variante "virulans" como C. coffeanum Noack . Além desses grupos, foram
identificados dois novos grupos: 1.C gloeosporioides Penz: micélio
inicialmente branco, tomando-se cinza esverdeado, e posteriormente marrom;
conidios cilindricos, arredondados nas duas extremidades, as vezes recurvados,
de tamanho maior do que as formas de C. gloeosporioides descritas
anteriormente; presenca da forma peritecial, Glomerella cingulata, em meio de
cultura; crescimento lento em meio de cultura; 2.Glomerella cingulata
(Stonem.) Sapuld e Screnk: micélio ocasionalmente branco, estéril; formando
peritécios em cultura; restrita a ramos e folhas; crescimento rapido em meio de
cultura.

Espécies de Colletotrichum invadem todos os 6rgdos do cafeeiro: frutos
em todos os estigios, folhas e hastes maduras; o grupo CBD pode ser
encontrado em todos os érgéos do hospedeiro em diferentes proporgdes, sendo
encontrado em maior proporgiio nos frutos; raramente infecta folhas novas e é
menos freqiiente em hastes quando comparado com as outras espécies
saprofiticas de Colletotrichum; C. acutatum, apesar de ser encontrado em todos
os 6rgdos do café, ndo é patogénico ao cafeciro aribica; as espécies de
Colletotrichum gloeosporioides colonizam hastes e folhas, mas algumas vezes
crescem também em frutos mumificados ji infectados pelo CBD (Hindorf,
1975). Vérios autores relatam que a ocorréncia da estirpe patogénica do fungo é
relativamente baixa em relagdo ao complexo da populagio de Colletotrichum em
ramos de cafeeiros, sendo restritas aos tecidos da casca ainda esverdeados,
amarelados e pardacentos, na parte dos ramos produtivos mais préximos
extremidade apical (Vermeulen, 1970; Gibbs,1960).

A forma peritecial do fungo Glomerella cingulata é relatada apenas em
casca de ramos e em folhas. Porém, estudos realizados por Hocking, Johanns e
Vermeulen (1967) constataram a presenga, em baixa porcentagem, de peritécios
férteis em frutos verdes de café incubados durante cinco semanas em cimara



umida, apresentado 7% de infectividade em frutos verdes, quando inoculados
sem ferimento; fato observado também por Foucart (1961). A presenga da forma
perfeita do fungo restrita aos ramos foi reafirmada por Vermeulen (1970),
classificando-o de baixa patogenicidade. Esse trabalho permite concluir que
Glomerella cingulata ndo constitui perigo na disseminagio da doenca no
Quénia, onde a CBD é bem disseminada, mas pode ser importante em paises
como o Brasil, onde ndo foi constatada a presenga de CBD (Rosseti,
Feichteberger e Feitosa, 1975).

2.2 Doengas em Coffea arabica causada por Colletotrichum

2.2.1Doenca da baga do café ( Coffee Berry Disease)

A primeira informagdo da raga virulenta de C. coffeanum foi dada pelo
micologista MacDonald, em outubro de 1922, em um distrito do Quénia, Sotik,
na parte oeste do pais (Rayner ,1950 citado por Pereira e Chaves, 1978). De
acordo com tais informagdes, a severidade de ataque foi pequena mas
suficiente para o abandono da cultura do café em algumas localidades.
Entretanto, existem relatos que Butler (1918) ja havia encontrado o patdgeno
causando antracnose nas folhas e manchas em frutos maduros de cafeeiros no sul
da India (Nutman e Roberts, 1960).

Por volta de 1950, a doenca se estabelecen nas principais areas
produtoras de café do oeste africano (Nutman, 1970), sendo restrita, até 1961,
aos cafezais localizados acima de 1.900 m; apés 1961, esse comportamento foi
alterado, e a doenga atingiu também cafezais abaixo de 1.900 metros de altitude
( Brows e Cocheme, 1969, citado por Pereira e Chaves, 1978). A doenga ja foi

relatada em varios paises africanos como o Zaire, Camardes, Ruanda, Uganda,

w



Tanzania, Etiépia, € mais recentemente confirmada em Malawi, Zimbabwe e
Zambia, em 1985 (Waller, 1987).

A dispersdo lenta da doenga contrasta com a dispersdo rapida da
ferrugem (Hemileia vastatrix); os esporos da CBD somente sio dispersos pela
chuva, mas podem também ser dispersos por material infectado, vetores passivos
como passaros, homem e implementos agricolas, e por sementes provenientes de
frutos infectados. A dispersdio da doenca na Africa foi devido a um desses
vetores (Massaba e Waller, 1992).

A quantidade de indculo esta relacionado com o nimero de bagas
doentes que apresentam esporulagiio, € nfo com a capacidade de esporulagdo do
fungo em cascas maduras; esse potencial de inéculo, subsequente
desenvolvimento da doenca e perdas no campo,sio intensificados pela presenca
de poucas bagas doentes, sendo as provenientes do topo das plantas as mais
importantes durante a epidemia da doenga (Waller, 1972). As condigSes
necessarias para germinagdo do conidio foram determinadas em laboratério por
Nutman e Roberts (1960), a germinagiio s6 ocorre na presenga de um filme
d'agua, a temperatura Gtima estd em tomo de 22 °C, e deve persistir por, no
minimo 5 horas para que ocorra inicio da infecgdo.

A nomenclatura do patégeno CBD é confusa, devido a descrigio
original do patégeno Colletotrichum coffeanum, feita por Noack, em 1901
referindo-se a um isolado proveniente do Brasil, onde a CBD ndo ocorre. Rayner
(1952) referiu-se ao patdgeno como C. coffeanum var. virulans, nio bem aceito
na literatura internacional, enquanto Hindorf (1970), citado por Hindorf (1975),
preferiu sustentar a nomenclatura C. coffeanum, mas somente para o patdgeno
CBD.

Embora Srenivasaprasad, Brown e Mills (1993) tenham obtido
resultados que confirmam a alta similaridade do patégeno com o grupo C.
gloeosporioides, ele pode ser distinto por sua patogenicidade e relagBes



ecologicas, morfologia da coldnia e caracteristicas bioquimicas. Esses fatos
levaram a discussdo quanto a sua posi¢io taxondémica e um novo nome foi
proposto por Waller er al (1993) para a espécie: C. kahawae Waller e Bridge.

C. kahawae, quando cultivado varias vezes em meio artificial, apresenta
coldnias que tornam-se indistintas morfologicamente de espécies do grupo de
C. gloeosporioides (Sutton, 1992). Com base nessas observagdes, Hocking,
Johanns e Vermeulen (1967) afirmaram que o CBD era apenas um segregante de
Glomerella cingulata Spauld e Schrenk, porém Massaba e Waller (1992)
afirmam ndo existir evidéncia da forma perfeita do patogeno CBD, embora
Beynon et al. (1995) tenham obtido grupos de compatibilidade vegetativa
(VCGs) diferentes.

O fungo ataca todos os estagios da cultura desde a floragdio até frutos
maduros, e ocasionalmente folhas, mas as maiores perdas ocorrem com a
infeccdo de bagas verdes. Podem ser observados dois sintomas nas bagas: lesdes
ativas (Nutman, 1970) e leses tipo "sama" ou inativas (Muller, 1970). As lesdes
ativas come¢am com pequenas lesdes deprimidas escuras, as quais se espatham
rapidamente até cobrir a superficie total da baga. Em condi¢es de alta umidade,
uma massa rosada de esporos ¢ produzida na superficie da lesdo, o fungo penetra
no interior da baga e destroi as sementes, deixando os frutos vazios, ressecados e
mumificados. LesGes tipo "sama” sio normalmente palidas, apenas levemente
deprimidas e com anéis concéntricos de acérvulos pretos; esporulam lentamente
e embora possam desenvolver lesdes ativas quando as bagas amadurecem, esse
tipo de lesdo ndo afeta o crescimento das bagas em desenvolvimento e nio tem
efeito detectavel no campo (Massaba e Waller, 1992).



2.2.2 Antracnose, Die-back, e Queima Castanha (Brown Blight)

A antracnose em folhas do cafeeiro foi caracterizada, por Roger (1953),
por manchas irregulares de coloragio castanha e castanho-acizentada, grandes,
ocorrendo comumente nas margens das folhas; com o envelhecimento das
manchas formam-se anéis concéntricos, nos quais a massa de esporos do fungo é
visivel; peritécios de Glomerella cingulata também tém sido observado em
folhas doentes (Hindorf, 1975).

Gutierrez (1954) relata a incidéncia de die back e infecgbes foliares na
regido de Turrialba, Costa Rica, encontrando o fungo Colletotrichum coffeanum
em 70% dos isolamentos feitos a partir de diferentes 6rgdos da planta, com
diferentes graus de patogenicidade, obtendo maiores infecgdes em folhas novas
de plantas pouco sombreadas e em condi¢des de alta umidade relativa.

No Quénia, o sintoma de die back foi descrito por Hindorf (1975)
iniciando como uma queima das folhas proximas 3 extremidade dos ramos
secundarios, com posterior morte ¢ queda. Em seguida, os internédios verdes
dos ramos novos tomavam-se necréticos e em cimara umida apresentavam
massa de conidio, podendo, em alguns casos, ser encontrados nos tecidos mortos
peritécios de Glomerella cingulata. As bagas verdes apresentavam
amadurecimento precoce e ndo desenvolviam sementes sadias.

Além desse tipo comum de die back, descrito anteriormente, existem
outras formas de die back causados por Colletotrichum gloeosporioides Penz. O
ataque do fungo sobre folhas novas da ponta dos ramos pode causar o chamado
Elgon die-back (Nutman, 1970). De acordo com D'Souza (1971), inicia-se uma
prematura, sibita e parcial abcissio das folhas nas partes novas e suculentas da
planta; em seguida, a lesdo progride em diregdo ao tecido vascular, originando
uma murcha repentina e o colapso do ramo. Cerca de 74 a 96 horas apds, ocorre
a morte do ponteiro. Essa morte do ponteiro é paralisada nos nés quando ocorre



queda de temperatura, afetando geralmente até oito internédios, sobre os quais
o fungo forma, 3 superficie, acérvulos que, em condi¢des favordveis, liberam
conidios, posteriormente as formas saprofitas formam peritécios de Glomerella
cingulata ( Nutman, 1970).

O termo Brown Blight (queima castanha) é usado no leste africano para
plantas atacadas por Colletotrichum, em areas ndo infectadas pelo CBD, tendo
como caracteristicas lesGes escuras, deprimidas em bagas maduras ou em
processo de maturagio, sendo incapaz de atacar bagas verdes e, em alguns casos,
observa-se a presenga de peritécio (Hocking, 1966). Segundo o autor, infecges
similares foram postulados por Rayner (1948) como parte de um mecanismo de
conversio de queima castanha para CBD, sem, entretanto, evidéncias
experimentais. Nutman e Roberts (1961) mencionam que esse agente causal nio
€ o mesmo da CBD.

2.2.3 Mancha Manteigosa

A doenca foi descrita pela primeira vez em Coffea arabica, em 1957,
por Wellman (1957), na Costa Rica, reportando-a de natureza virética, mas sem
conseguir demonstrar a sua transmissio. Os sintomas foram descritos como
manchas circulares de 2-6 mm de didmetro, ndo necréticas, de coloragdo verde
claro a amarelo, ligeiramente deprimidas e menos brilhante que a superficie
normal da folha. Quando ha muitas lesdes nas folhas, ocorre um encrespamento,
flacidez e queda prematura das folhas jovens. Nos frutos, as leses sdo menores,
ndo necréticas.

Condigdes similares foram relatadas por Bittancourt (1958a), no Brasil,
como uma enfermidade de pouca importincia econdmica chamada Mancha
Oleosa, e por Shaw e Doroty (1968), citado por Vargas e Gonzalez (1972), na



Nova Guiné, que a designou de Wellman's fruit and leaf spot. A enfermidade
ndo foi comprovada por nenhum desses autores.

Segundo Bianchini (1960), desde sua aparigio na Costa Rica, como
medida de controle, realizou-se eliminagfio de todas as plantas doentes. Apesar
disso, novos casos de plantas com a doenga aparecem, e maior incidéncia da
doenca ocorre no Valle Central, principal regido produtora de café na Costa
Rica, o que levou Vargas e Gonzalez (1972) ao estudo do patégeno, obtendo
resultados positivos quando inocularam suspensdo de esporos de Colletotrichum
em frutos e folhas derivados de parentais doentes. Progénies de plantas sadias e
F1, obtidas a partir do cruzamento de plantas sadias e doentes, nfio apresentaram
sintomas. Devido a isso, os autores sugerem que exista um cariter genético que
condiciona a susceptibilidade & enfermidade

Em abril de 1990, Dorizzotto e Abreu (1993) constataram, em lavoura
cafeeira, do municipio de Cristais-Mg, ataque de Colletotrichum, que causava
manchas nas folhas , sintoma da mancha manteigosa, e morte dos cafeeiros. As
manchas localizavam-se na parte ventral das folhas, em areas circulares
localizadas, em cor verde claro, com didmetro de 3-5 mm, e geralmente no
centro destas areas circulares iniciavam-se e desenvolviam-se areas necréticas
em cor marrom claro. Através de estudos sobre a morfologia e patogenicidade
do referido isolado, Dorizzotto (1993) concluiu ser o isolado agente causal da
mancha manteigosa, com algumas caracteristicas morfolégicas iguais ao CBD,
mas nio se tratando da var. virulans encontrado nos paises africanos. O isolado
foi identificado utilizando técnicas biologicas, como Colletotrichum coffeanum
Noack, confirmada pelo Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pemambuco e pela CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES
(CBS), e como Colletotrichum kahawae, pelo International Mycological
Institute (IMI).
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2.30corréncia de Colletotrichum sp. no Brasil

Em 1958 , no Estado de Sdo Paulo, Bittancourt (1958a), estudando as
manchas da folha do cafeeiro, identificou a mancha da antracnose, e caracterizou
o agente causal, Colletotrichum coffeanum, como um parasita secundario,
somente capaz de invadir os tecidos do hospedeiro quando mortos ou alterados
por outras causas, portanto de importincia econdmica insignificante, nio
necessitando de tratamentos.

A ocorréncia da mancha manteigosa, no Brasil, foi detectada por Mansk
e Matiello (1977), em café “Conilon”, no Estado do Espirito Santo. Nestas
condig3es, os ataques mais intensos foram observados nas folhas e ramos novos
em plantas adultas, apesar de terem sido constatados sintomas em mudas ainda
no viveiro. Os cafeeiros atacados apresentavam desfolha e seca progressiva dos
ramos, da extremidade para a base, e brotagSes novas eram atacadas novamente
levando & morte prematura das plantas. Verificou-se maior incidéncia durante a
estagdo quente e chuvosa, quando ha intensa brotagio nas plantas. A partir de
isolamentos de lesdes novas de folhas, ramos e frutos, foram obtidas colénias
tipicas de Colletotrichum.

Aviles et al. (1983) relataram a ocorréncia da mancha manteigosa na
Regido do Norte Fluminense, constatando graus intermediarios do ataque do
patégeno em lavoura “Conilon” de 5 anos de idade, propondo uma escala de
resisténcia de plantas: imune, moderadamente resistente, moderadamente
suscetivel e suscetivel. Acrescentam esses autores que a quantidade de cada um
dos tipos ¢ variavel entre as diversas lavouras, predominando, porém, as do tipo
moderadamente suscetivel e suscetivel. Dorizzotto e Abreu (1993) evidenciaram
a susceptibilidade de progenies de cafeeiro, originadas do Hibrido de Timor, ao
fungo Colletotrichum em condigSes de laboratério.

1



Estudos sobre a microflora de Colletotrichum em cafeeiros foram
realizados no estado de Sdo Paulo, por Feitosa et al. (1977), que verificaram a
grande variabilidade do fungo em cultura, nio podendo distinguir diferencgas no
tipo de ataque a planta, classificando todos os isolados de crescimento rapido,
enquadrando-os na espécie C. gloeosporioides.

O ataque de Colletotrichum em frutos verdes foi verificado em 1975 por
Figueiredo e Mariotto (1978), em lavoura cafeeira situada 2 940 m de altitude,
no municipio de Campestre-MG, com sintomas tipicos de manchas escuras
deprimidas, com massa de esporos visiveis. Quando as lesdes tomavam todo
tegumento, os frutos mumificavam e caiam, porém as plantas com exce¢io dos
frutos, apresentavam bom aspecto vegetativo, sem sintomas aparentes da doenga
nas folhas e ramos. Testes de patogenicidade em frutos verdes sadios, em
laboratério, manifestaram reagdo positiva apenas para os frutos provenientes das
mesmas plantas doentes no campo.

Os mesmos autores, em 1977, constataram, em cafezal situado a 900 m
de altitude, no municipio de Ouro Fino- MG, queda prematura de frutos da
variedade Catuai, e sobre os frutos pontos de cor amarelo palha, deprimidos,
onde isolou-se o fungo Colletotrichum, encontrando-se similaridades desses
sintomas com a sintomatologia descrita por Muller (1970) de "lesdo inativa". O
teste de patogenicidade em frutos verdes da variedade Mundo Novo, a 22° C, foi
positivo em 88% dos casos quando a concentragdo do indculo foi igual ou
superior a 10® esporos/ml.

Ambos os isolados foram identificados como Colletotrichum
gloeosporioides Penz. pelo Departameato de Fitopatologia de Wageningem, na
Holanda, o que posteriormente foi reafirmado por Van der Graaff (1979),
caracterizando as poucas lesGes observadas nas bagas resultantes de danos

mecanicos.
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A continuidade dos estudos com o isolado proveniente de Ouro Fino,
descrito no trabalho anterior, foi realizada por Almeida et al. (1985), avaliando
a patogenicidade em laboratério e campo, bem como a evolugio da doenga de
acordo com as condigdes climaticas. O teste de patogenicidade em frutos verdes
foi negativo tanto em campo como em laboratorio, e algumas infecgdes foram
obtidas somente quando os frutos foram mantidos constantemente sob 100% de
umidade.

Tanto as lesdes como a queda de frutos apareceram com maior
frequéncia durante ou imediatamente apds a ocorréncia de dias com chuvas
continuas; a porcentagem de frutos atacados atingiu o maximo de 1,2 e 1,8% na
8%, 27° e 28° semanas ap6s a 1° floragio, e os maiores indices de queda de frutos
doentes atingiram 3% na 13° semana e 2,3% na 23° semana apés o 1°
florescimento. Segundo os autores, as causas provaveis dessas perdas podiam
ser fisiologicas, apesar de muitos frutos apresentarem lesdes que se iniciavam
pelo pediinculo e posteriormente provocavam sua queda ou total mumificag3o,

No estudo sobre as possibilidades climaticas da manifestagio da
ferrugem e da CBD na cafeicultura brasileira, Camargo (1985) constatou que, no
Brasil, todas as areas cafeeiras estdo situadas em regides tropicais, fora da faixa
equatorial para Coffea arabica, sendo assim, as plantas sio fotoperiddicas:
floresecem e produzem chumbinho na primavera, apresentam granac¢do no
verdo, a maturagio no outono e o repouso no inverno. Dessa forma, nas fases
fenoldgicas de chumbinho e granagio, quando a CBD pede infeccionar os
frutos, as temperaturas médias didrias sdo demasiadas elevadas, bem acima de
20 °C, nio permitindo assim a manifestacio epidémica da doenga, apesar da
possibilidade de estirpes patogénicas do fungo serem encontradas em regido nio
equatorial, como é o caso do Brasil.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E TESTES DE
PATOGENICIDADE DE ISOLADOS DE Colletotrichum
PROVENIENTES DE CAFE
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1 RESUMO

NECHET, K. de L. Caracterizagiio morfolégica e testes de patogenicidade de
isolados de Colletotrichum provenientes de café. In: NECHET, K. de L.
Caracterizagdo Bioldgica e Isoenzimatica de isolados de Colletotrichum em
cafeeiros (Coffea arabica L.). Lavras: UFLA, 1999. p. 18-48. (Dissertagdo-
Mestrado em Fitopatologia)*

O objetivo deste trabaltho foi caracterizar isolados de Colletotrichum
obtidos a partir de folhas, hastes e fruto de café infectado, utilizando caracteres
morfolégicos, tais como Indice de velocidade de crescimento micelial TVCM),
capacidade de esporulagdo (C.E) em trés meios de cultura (BDA, MEA e GYA),
medicdo de conidios, utilizagdo de fonte de carbono, conduzidos em condi¢Ses
de laboratério, e testes de patogenicidade em frutos verde sadios, plintulas de
seis semanas e mudas da cultivar Mundo Novo. Os teste de patogenicidade em
frutos verde e plantulas foram conduzidos em condigdes de cimara de
crescimento (22 + 2 °C) em blocos casualizados, onde avaliou-se, a cada 5 dias,
o nimero de frutos infectados e o grau de doenga, respectivamente. O ensaio
com mudas foi conduzido em condig3es de casa de vegeta¢io em delineamento
inteiramente casualizado e avaliado o nimero de lesdes/folha apés 30 dias.
Todos os isolados apresentaram IVCM lento nos meios testados, sendo menor
em GYA, seguido de MEA e BDA, enquanto a C.E foi maior em meio GYA,
seguido de MEA e BDA. Os isolados I-1 e I-5 apresentaram conidio tipo
cilindrico curto, e os demais tipo cilindrico, e, no geral, a variagdo ficou entre
10,11-14,52 x 3,06-6,47 p. Todos os isolados foram capazes de utilizar tartarato
ou citrato como fonte exclusiva de carbono, e apenas I-2 apresentou resultado
variavel. Os isolados foram patogénicos a frutos verdes e plantulas, obtendo-se
infecgdo maxima de 51,27 e 24,55%, aos 30 dias, respectivamente, entretanto
nao foram patogénicos as mudas.

* Comité Orientador: Mario Sobral de Abreu - UFLA (Orientador), Maria das
Gragas Guimaraes Carvatho Vieira -UFLA
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2 ABSTRACT

NECHET, Kitia de Lima. Morphological characterization and pathogenicity
tests of isolates of Colletotrichum from coffee. In: NECHET, K. de L.
Biological and Isoenzymatic characterization of isolates of Colletotrichum
in coffee plants (Coffea arabica L.). Lavras: UFLA, 1999 p. 18-48.
(Dissertagdo- Mestrado em Fitopatologia)*

The objective of this work was to characterize isolates of Colletotrichum
obtained from leaves, stems and fruits of coffee infected, by utilizing
morphological characters, such as index of velocity of mycelial growth
(IVMG), sporulating capacity (SC), in three culture media (BDA, MEA and
GYA), measurement of conidia, utilization of carbon source, conducted under
laboratory conditions and pathogenicity tests in healthy green fruit, six week
seedlings and cuttings of the cultivar Mundo Novo. The pathogenicity tests in
green fruit and seedlings were conducted under growth chamber conditions
(22 + 2 °C) in randomized blocks, where , every 5 days , the number of infected
fruits and degree of disease were evaluated, respectively. The trial with cuttings
was conducted in greenhouse conditions in completely randomized design and
the number of lesions/leaf after 30 days evaluated. All the isolates presented
slow IVMG in the media tested , its being lower in GYA followed by MEA
and BDA, whereas S.C was higher in GYA medium, followed by MEA and
BDA. Isolates I-1 and I-5 presented short cylindrical type conidia and the others
cylindrical type, and in general, variation stayed between 10.11- 14.52 x 3.06-
6.47p. All isolates were capable of utilizing tartarate or citrate as the unique
source of carbon and only I-2 presented variable result. The isolates were
pathogenic to green fruits and seedlings obtaining maximum infection of 51.27
and 24.55 % at 30 days, respectively. However, they were not pathogenic to
cuttings .

Guidance Committee: Mario sobral de Abreu - UFLA ( Adviser ), Maria das
Gragas Guimardes Carvalho Vieira -UFLA.
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3 INTRODUCAO

A descrigdo original da ocorréncia de Colletotrichum em café, feita a
partir de um isolado do Brasil, e posterior relato da forma patogénica do fungo
em regides da Africa, geraram confusdo quanto a nomenclatura do fungo. Além
disso, a sintomatologia apresentada pelo café varia de acordo com a espécie ou
forma de Colletotrichum, gerando assim distintas nomeagdes para as doencas
causadas por diferentes espécies do fungo. Sabe-se que muitas espécies de
Colletotrichum colonizam ramos, folhas e frutos de cafeeiros, mas a de maior
importancia econdmica € a que ataca frutos verdes em desenvolvimento de café,
restrita aos paises africanos. Entretanto, ja existem relatos da ocorréncia dessa
espécie, C. kahawae, em outros paises, como é o caso do Brasil, mas que ndo se
manifesta de forma epidémica.

Caracteres morfologicos sdo muito variaveis, dificultando a identificagio
de espécies, e levando muitas vezes a confusdo quanto ao agente causal da
doenca. Apesar disso, estudos no sentido de padronizar essas caracteristicas,
enfatizando o agente da CBD, vém sendo descritos na literatura. Deve se levar
em consideragdo que a utilizagdo de caracteres morfologicos, bem como testes
de patogenicidade, sdo métodos rapidos e relativamente faceis, podendo ser
desenvolvidos sem necessidade de equipamentos sofisticados, levando ao
diagnosticos e medidas de controle mais rapidas.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar os isolados de Colletotrichum
sp. de café utilizando caracteres morfoldgicos descritos na literatura para
diferenciacdo de espécies, e testes de patogenicidade em frutos verdes, plantulas

e mudas de Coffea arabica cv. Mundo Novo.
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4 REFERENCIAL TEORICO

Em relacdo a populagdo de Colletotrichum em cafezais, muitos autores
referem-se a presenca de estirpes ndo patogénicas conjuntamente com as
patogénicas sobre plantas atacadas, principalmente quando o isolamento é feito a
partir de lesGes velhas, utilizando a técnica de crescimento em nutriente-agar
(Waller, 1972; Massaba e Waller, 1992; Waller et al., 1993).

A distingdo entre as espécies, baseada em caracteres morfologicos, foi
bem definida por Waller er al.(1993), o que permitiu novo posicionamento da
estirpe patogénica de Colletotrichum, agente da CBD, nomeando-a de
Colletotrichum kahawae Waller e Bridge. O fungo foi caracterizado
morfologicamente por apresentar crescimento lento (2-4mm d” a 25° C), micélio
cinza escuro a esverdeado, mas tomando-se mais claro apos sucessivas
repicagens; ausencia de acérvulos, conidios cilindricos asseptados, 12-19 x 4.0
u; apressorio moderadamente abundante, marrom claro, circular ou de margens
irregulares, de 8.0-9.5 x 5.5-6.5 u.; nao utiliza citrato, tartarato ou ambos como
fonte exclusiva de carbono; patogénico a frutos verdes e hipocétilos de seedlings
de Coffea arabica, causando lesdo escura deprimida. O crescimento mais rapido,
micélio branco a cinza claro, a utilizagdo de citrato e tartarato como fonte
exclusiva de carbono e a ndo patogenicidade a bagas verdes e a hipocétilos de
seedlings apresentados por Colletotrichum gloeosporioides permitiu que esses
critérios sejam utilizados para distingdo das estirpes de Colletotrichum em
Coffea arabica.

Apesar desses fatos, a variabilidade dentro da mesma espécie é muito
grande e os caracteres morfologicos variam muito entre diferentes isolados,
como demonstrado por Rodrigues et al (1991), estudando caracteristicas

morfologicas e patogénicas de trés diferentes isolados de Colletotrichum agente
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da CBD provenientes da Angola, Malawi e Quénia. Os resultados apresentados
pelos autores demonstram diferengas morfologicas entre eles, tanto in vitro
como nos frutos verdes inoculados. Os isolados apresentaram diferentes graus de
viruléncia, capacidade de esporulagio de alta a baixa, presenca de acérvulos,
setas presentes a raras. Apos 10 dias em MEA (extrato de malte agar), no escuro,
a 18-20° C, verificou-se uma taxa de crescimento maior do isolado de Angola
(7.6mm/24hrs), mudando para preta a cor do substrato, e producdo de grande
numero de acérvulos em massa rosada de conidios; resultado similar encontrou-
se para o isolado de Malawi, porém com crescimento mais lento
(6.5mm/24horas). O que o diferencia do isolado do Quénia, que produziu
conidios a partir de hifas, e com viruléncia mais baixa.

Diferencas em relagdo a patogenicidade de isolados de Colletotrichum
kahawae provenientes de diferentes regides da Africa também foram
verificados por Beynon et al. (1995), quando inoculados em hipocatilos de 8
semanas, de café cultivar Caturra, caracterizando os isolados como altamente
agressivos, moderadamente agressivos, e confirmando a nio patogenicidade de
C. acutatum e C. gloeosporioides, comumente encontradas em associagio com a
espécie patogénica.

23



5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtengéo de isolados de Colletotrichum sp. de café :

Os isolados de Colletotrichum sp. foram obtidos nos meses de Qutubro a
Dezembro de 1997, a partir de folhas, hastes e frutos verdes de café com
sintomas do ataque do fungo, analisados na Clinica Fitossanitiria do
Departamento de Fitopatologia da Universidade  Federal de Lavras, e
provenientes de diferentes cafezais de Minas Gerais e Sio Paulo (Tabela 1).

Secgdes do tecido infectado, obtidas em locais de lesGes jovens (sem
necrose), foram superficialmente desinfestadas com alcool 70% e hipoclorito de
sodio 1%, transferidas para placa de Petri com meio de cultura MEA (Extrato de
Malte-Agar), e incubadas por 7 dias em cimara de crescimento com temperatura
de 25 °C e luz altemada em periodo de 12 horas. Apés constatagio do fungo
Colletotrichum, as colonias purificadas foram utilizadas para obtengio de
culturas monosporicas e discos do micélio foram transferidos para tubos com
dgua destilada esterelizada e armazenados a temperatura de 10 * 2 °C, seguindo
o método de Castellani, modificado por Figueiredo (1967).

5.2 Obtencio de culturas monospéricas

A partir de colonias puras de Colletotrichum cultivados em meio de
cultura MEA, obteve-se uma suspensdo de esporo pela adigio de 20 ml de agua
destilada esterilizada em placas de Petri,. Essa suspensdo foi vertida em placas
de Petri contendo meio Agar-agua (agar 20g e agua 1000 ml).

Apés 24 horas, em capela de fluxo laminar, sob microscépio
estereoscopico, transferiu-se individualmente os esporos germinados para placas
de Petri contendo MEA. Para cada isolado, foram obtidas quatro culturas

monosporicas.
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TABELA 1: Identificagiio, procedéncia, e 6rgdo afetado por oito isolados de
Colletotrichum de café. UFLA-Lavras-MG. 1999

Nimero do Isolado Procedéncia Orgdo com Sintoma
I-1- Uberlandia-MG Haste
1-2- Varginha-MG Haste
14 - Boa Esperan¢a-MG Haste
-5 Ibitunina-MG Haste
I-7° Piunhi-MG Fruto
I-7.1- Piunhi-MG Folha
I-10 - Cajuru-SP Haste
[-11- Guaxupé-MG Folha

5.3 Avaliacido do crescimento micelial e capacidade de esporulagio dos
isolados em diferentes meios de cultura

O crescimento micelial dos isolados foi verificado em trés diferentes
meio de cultura: MEA (extrato de malte agar), BDA (Batata-dextrose-agar) e
GYA (glucose-levedura-agar).

Discos de micélio obtidos das margens de coldnias de Colletotrichum
cultivadas em meio BDA em cimara de crescimento com auséncia de luz a 20 +
2 °C foram transferidos para placas de Petri contendo os meios de cultura citados
anteriormente. As placas foram transferidas para BOD ausente de luz e para
BOD com fotoperiodo de doze horas a temperatura de 20 = 2 °C.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 6
placas por tratamento. Para avaliacio do crescimento micelial, fez-se medicio

didria de 2 didmetros da coldnia em posigio ortogonal durante 10 dias apos
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inoculagdo. O indice de velocidade de crescimento micelial foi calculado
utilizando a formula de Maguire, adaptada por Oliveira (1991):
IVC=Z (D-Da)/N, onde

IVC= indice de velocidade de crescimento
D= Diametro médio atual
Da= Didmetro médio do dia anterior
N= Nimero de dias apés a inoculagio

Para anilise estatistica, os dados foram transformados em Arc. sen

JX+0,5/100.

Para verificacdo da capacidade de esporulagio no 10° dia, transferiu-se
20 ml de agua destilada esterelizada para cada Placa de Petri, obtendo-se uma
suspensdo de esporo, filtrada em gaze, e retirando-se uma aliquota de 10 pl para

contagem do niimero de esporos/ml em ¢imara de Newbauer.

5.4 Dimensdo dos conidios :

Os conidios foram obtidos a partir das culturas monospéricas descritas
no item 5.2, desenvolvidos em meio MEA a 20 + 22 °C, e medidos utilizando-se
o micrometro ocular de tambor de Huyghens, preparando-se 4 liminas de cada
isolado e medindo-se 25 conidios por lamina, em objetiva de imersdo (100X).

As caracteristicas microscopicas observadas foram tamanho dos
conidios em micra e a relagio comprimento/largura, determinando a forma dos
conidios, segundo Feitosa et al.(1977): Ccc = cilindrico muito curto, relagio
menor que 2,00; Cc = cilindrico curto, relagio entre 2,00 e 2,50; C = cilindrico,
entre 2,50 e 3,00; f = fusiforme, entre 3,00 e 3,50; ff = fusiforme muito

alongado, relagdo maior do que 3,5.
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5.5 Testes de utilizaciio de tartarato e citrato como fonte exclusiva de

carbono

Para esse teste, utilizou-se como meio basico o meio B (NH;H,PO,-1g,
KCl-0.2g, MgS0,.7H,0-0,2g, H,0-11; Lynch et ai., 1981), suplementado com
acido citrico ou tartarato de aménio (1% p/v). A cada combinagdio meio B +
acido citrico e meio B + tartarato de aménio foi adicionada glucose (controle
positivo), e a auséncia de uma fonte adicional de carbono constou como controle
negativo.

A todos os meios, foram adicionados 0,0005% (p/v) de bromocresol
purpuro ¢ o pH ajustado para 4,5, seguido de esterilizagio em autoclave a
105 °C, por 20 minutos. Apds esterilizagio, foram transferidos discos de micélio
de 7 mm, provenientes de culturas de Colletotrichum, cultivados em meio B sem
suplementagdo, solidificado com 1% (p/v) de agar Oxoid n°® 3, por 7 dias, em
BOD, de fotoperiodo de 12 horas a 22 + 2 °C. As avaliagdes foram feitas por

comparagdo visual do crescimento em relagdo ao controle positivo e negativo.

5.6 Teste de patogenicidade dos isolados

5.6.1 Inoculacio em plantulas de cafeeiro

Para a formagdo de plantulas, foram utilizadas sementes da cultivar
Mundo Novo LCP 379/19, previamente tratadas com PCNB (0,5g i.a/Kg
semente), distribuindo-as em vasos de 5Kg contendo substrato plantmax e, apéds
a germinagdo, foram deixadas 20 plantulas/vaso.

O teste foi conduzido em cimara climatizada a 22 + 2 °C, seguindo o
delineamento experimental de blocos casualizados com 5 repeticGes, onde a
unidade experimental constou de um vaso com 20 plantulas.

Plantulas no estidio “orelha de onga”, aproximadamente seis semanas
apés a germinacio, foram inoculadas através da pulverizago de suspensdo de
conidios na concentragio x 10° esporos ml ', obtidos de culturas de
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Colletotrichum mantidas em meio GYA: 24 horas antes da moculagdo, as
plantulas foram incubadas em cimara imida no escuro. A inoculagdo foi feita
por meio de um atomizador De Vilbss n° 15, mantendo as mesmas por mais 48
horas em cimara timida até realizar uma segunda inoculagio. Apés 24 horas da
2° inoculagdo, as plintulas foram expostas 3s condigdes normais da cimara
climatizada (22 + 2 °C), sendo a testemunha pulverizada com agua destilada e
esterilizada.

As avaliagdes foram feitas em intervalos de 5 dias, observando-se
individualmente os sintomas da doenga no hipocétilo das plantulas, seguindo a
escala adaptada de Van Der Vossen, Cook ¢ Murakuro(1976) (Tabela 2). As
andlises de varidncia do indice de doenga (ID) foram feitas conforme formula
proposta por Cirulli e Alexander, citado por Lima (1981).

ID= Z (FxV)/(NxX) x 100, onde
F=Numero de plantulas com determinado grau de infecgio
V= Grau de infecgdo
N=Numero total de plantulas inoculadas
X= Grau maximo de infec¢do



TABELA 2: Critério de avaliagdo do espectro de reacdo a Colletotrichum sp.
apresentado por plantulas de café. UFLA-Lavras-MG, 1999

Notas Severidade/Sintomas

Auséncia de reagdo visivel
Lesdes superficiais castanhas
Lesoes mais profundas e escuras
Lesdes escuras com inicio de estrangulamento
Estrangulamento mais pronunciado
Plantula morta

A W AW N

5.6.2 Inoculagdo de frutos verdes destacados de cafeeiro :

Para o ensaio com frutos verdes, foram utilizados frutos sadios em
estadio verde cana, destacados da cultivar Mundo Novo LCP 379/1 9, conduzido
em cimara climatizada de 22 =+ 2 °C, seguindo o delineamento experimental de
blocos casualizados com 5 repeti¢des, sendo a unidade experimental uma caixa
de Gerbox com 25 frutos.

Os frutos colhidos no campo foram lavados com detergente, hipoclorito
de sodio 2% e colocados em um recipiente aberto 4 temperatura ambiente (22-25
°C) por dois dias; apds esse periodo, os frutos que apresentaram lesdes foram
descartados. Os frutos sadios foram depositados em caixas plasticas (Gerbox),
previamente desinfestada com alcool 50% e hipoclorito de sédio 2%, contendo
areia umida esterilizada durante 2 dias, a 120 °C, em autoclave, observando-se
uma distincia de 2,5 cm entre eles. Em seguida, efetuou-se a inoculagio com
uma gota (0,02 ml) da suspensiio padronizada de esporos (2x10° conidios/ml),
colocada na superficie de cada fruto com auxilio de uma micropipeta, sem feri-
los. A testemunha foi inoculada com 4gua destilada e esterelizada.
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As avaliagdes do mimero de frutos afetados foram feitas em intervalos
de cinco dias apds a inoculagiio, durante 30 dias. Para anilise estatistica, os
dados foram transformados para Arc.sen \/ X+0,5/100.

5.6.3 Patogenicidade em mudas

Foram inoculadas mudas com dois pares de folhas inteiramente
formados da cultivar Mundo Novo LCP 379/19 sem e com ferimento, utilizando
carburundun, seguindo a mesma metodologia para a inoculagio em plantulas
descrita no item 5.6.1. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com 10 repeticdes, uma muda representando a unidade
experimental, conduzido em condigdes de casa de vegetagdo.

O substrato foi constituido de sub-solo de um latossolo roxo (700 I)
misturado com esterco de curral curtido (300 1), ambos previamente peneirados,
ao qual adicionou-se 5 Kg de superfosfato simples e 0,5 Kg de cloreto de
potassio, segundo recomendagdes de Van Raij et al. (1996).

Apos 35 dias da inoculagdo, retirou-se o 1° par de folha inteiramente
formado do apice para a base em cada planta, avaliando-se o nimero médio de

lesdes formado por folhas, com o auxilio de um microscépio esteoroscépio. Para

analise estatistica, os dados foram transformados para \/ X+0,5.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Crescimento micelial e capacidade de esporulagio em diferentes meios

de cultura

Os isolados apresentaram indice de velocidade do crescimento micelial e
capacidade de esporulagdo significincia estatistica, pelo teste F, a 1% de
probabilidade, de acordo com o meio utilizado e com o sistema de luz
empregado (Tabelas 3, 4,5, ¢ 6).

Na Tabela 3, observa-se que, no geral, 0 IVCM dos isolados foi maior
em meio BDA, intermediario em MEA e menor em GYA; o I-7 apresentou
menor IVCM tanto em meio BDA como em MEA (1,93 e 1,57 mm), enquanto
que em GYA os menores valores foram registrados para os isolados I-1, I-7, I-2
e I-10 (1,88; 1,83; 1,79; 1,75 mm; respectivamente). Os resultados obtidos
permitiram diferenciar 3 grupos distintos em MEA: os de crescimento mais
rapido, obtidos de haste, os intermedirios, obtidos de folhas e hastes, e o de
crescimento lento, obtido de frito. Todos os valores de IVCM verificados em
MEA estdo de acordo com os valores apresentados por Waller er al., 1993 e
Rodrigues et al., 1991, para caracterizar a taxa de crescimento micelial de
isolados de Colletotrichum kahawae.

Apenas o meio MEA ¢é descrito na literatura para caracterizar in vitro o
crescimento de isolados de Colletotrichum provenientes de café, principalmente
o patogeno CBD, e ainda assim poucos trabalhos se referem a essa caracteristica
no estudo de patégenos. O meio BDA foi utilizado por ser um meio de rotina no
Laboratorio de Fitopatologia da UFLA e pode ser utilizado para maior produgio
de micélio dos isolados, ja que apresentou as maiores taxas de IVCM em todos

os isolados testados, enquanto o meio GYA é recomendado para producdo de
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micélio visando a extragio de DNA (Sreenivasaprasad, Brown e Mills, 1993;
Alfenas et al., 1991; Beynon ez al., 1995).

TABELA 3: indice de velocidade do crescimento de isolados de Colletotrichum
sp. de café, em diferentes meios de cultura, independente do
sistema de luz empregado. UFLA-Lavras-MG, 1999

Isolados BDA GYA MEA Médias
I-1 2,2337 Acd 1,8831 Acde  2,0535Bb 20568 ¢
I-2 2,2295 Acd 1,7968 Ae 2,0258Bb  2,0173 ¢
I4 2,4994 Abc 2,3741 Ba 2,6467 Aa  2,5067a
I-5 2,8030 Aa 2,2883 Bab 2,8770 Aa  2,6561a
I-7 1,9307 Ae 1,8330 Ade 1,5785Bc  1,7807 d

I-7.1 2,3979 Abc 2,0962Bbcd  2,1594Bb 221790
I-10 2,0344 Ade 1,7555 Be 1,9719 Ab  1,9205 cd
I-11 2,6307 Aab 2,1320Babc 1,8048Cb  22192b

Médias 2,3449A 2,0199C 2,1510B

Meédias seguidas pela mesma letra miniscula, nas colunas e maiisculas, nas
linhas, ndo diferem entre si pelo teste F a 1% de probabilidade.
CV=10,18. ‘

Em relagdo ao sistema de luz utilizado, observa-se, na Tabela 4, que
apenas o I-5 ndo apresentou diferenga estatistica quanto ao sistema de luz
empregado, ¢ o I-4 cresceu mais em escuro, enquanto que, para os outros

isolados, o regime de fotoperiodo estimulou o crescimento micelial.
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TABELA 4: indice de velocidade de crescimento micelial de isolados de
Colletotrichum sp. de café em diferentes sistemas de luz,
independente do meio de cultura utilizado. UFLA:Lavras-MG,

1999,

Isolados Fotoperiodo Escuro
I-1 2,2231 Abc 1,8904 Bbe
12 2,1138 Acd 1,9208 Bbc
I4 2,2570 Bbe 2,7564 Aa
I-5 2,6180 Aa 2,6942 Aa
I-7 1,8602 Ae 1,7012 Bc

I-7.1 2,4464 Aadb 1,9893 Bb
1-10 1,9976 Ade 1,8435 Bbc
I-11 2,5504 Aa 1,8881 Bbc

Médias 2,2583 A 2,0855B

Meédias seguidas pela mesma letra minascula, nas colunas e maiusculas, nas
linhas, n3o diferem entre si pelo teste F a 1% de probabilidade.
Cv=10,18.

Os dados obtidos em relago & capacidade de esporulagdo dos isolados
em diferentes meios de cultura sio apresentados na Tabela 5, e observa-se que,
em geral, a maior capacidade de esporulagio dos isolados ocorreu em meio
GYA, seguido do meio MEA e do meio BDA, com excegdo dos isolados 14,
I-7, 1-10 e I-11, que ndo apresentaram diferenca estatistica em relagdo a essa
variavel. Rodrigues er al (1991) relatam a variagdo da capacidade de
esporulag¢do, em meio MEA, de ragas de Colletotrichum coffeanum, de acordo
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com sua agressividade, apresentando os isolados testados valores acima dos
relatados para ragas virulentas.

O meio GYA foi o que propiciou maior capacidade de esporulagio dos
fungos, devendo portanto ser recomendado para obtengio de inéculo para testes
de patogenicidade. Os maiores valores de esporulagio nesse meio foram dos
isolados I-1, I-5, e I-7.1 (33,02; 39,98, e 3644 x 10° esporos/ml,

Tespectivamente).

TABELA 5: Capacidade de esporulagio em n° de esporos x 10°/ml de isolados
de Colletotrichum sp. provenientes de cafeeiro em diferentes meios
de cultura, independente do sistema de luz empregado. UFLA,

Lavras-MG, 1999
Isolados BDA GYA MEA Meédias
I-1 0,8854 Ba 33,0208 Aa 47083 Bb  12,8715ab
I-2 3,7083 Ba 18,0750 Ab 42500Bb  8,6778 be
14 3,9417 Aa 2,2083 Ac 6,7292 Aab  4,2931¢
I-5 2,0625 Ca 39,9833 Aa 20,8542Ba ' 20,9667a
I-7 0,8924 Aa 5,3542 Abc 3,5625 Ab 3,2697 ¢
I-7.1 1,2500 Ba 36,4458 Aa 6,7417Bab 14,8125 ab
I-10 0,1250 Aa 2,3542 Ac 0,4167 Ab 0,9653 ¢
I-11 0,6458 Aa 7,3708 Abc 2,2433 Ab 3,4200 ¢
Médias 1,6889 C 6,1882B 18,1016 A

Médias seguidas pela mesma letra minuscula, nas colunas e maiusculas, nas
linhas, ndo diferem entre si pelo teste F a 1% de probabilidade.
Cv=13,19
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Quanto ao sistema de luz empregado, verifica-se, na Tabela 6, que os

isolados I-5 e

I-7.1 apresentaram maior capacidade de esporulagio em sistema

de fotoperiodo, enquanto que, para os demais isolados, o sistema de luz

empregado nio influenciou na capacidade de esporulagio.

TABELA 6:

Capacidade de esporulagiio em n° de esporos x 10%/ml de isolados
de Colletotrichum sp. provenientes de cafeiros em diferentes
sistemas de luz, independente do meio de cultura utilizado.
UFLA, Lavras-MG, 1999.

Isolados Fotoperiodo Escuro
I-1 14,4028 Abc 11,3403 Aab
I-2 7,9667 Acd 9,3889 Aab
14 6,1111 Ac 2,4750 Aab
I-5 2,5833 Aa 13,350 Ba
I-7 4,4144 Acd 2,1250 Aab

1-7.1 24,8833 Aab 4,7417 Bab
I-10 0,3056 Ad 1,6250 Ab
I-11 3,2011 Acd 3,6389 Aab

Meédias seguidas pela mesma letra miniscula, nas colunas e maiusculas, nas
linhas, ndo diferem entre si pelo teste F a 1% de probabilidade.

Cv=13,19
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6.2 Dimensio de conidios

Como mostra a Tabela 7, apenas os isolados I-1 e I-5 produziram
conidios do tipo Cc, enquanto os demais isolados produziram conidios do tipo
C. Resultados similares foram encontrados por Feitosa ef al. (1977), em 24 de
37 cepas de Colletotrichum estudadas no estado de Sdo Paulo, porém com
conidios mais largos (4,08-7,41p) que os conidios dos isolados em estudos.

O isolado I-11 apresentou a menor média tanto de comprimento como de
largura (11,76 x 4,46)); o maior comprimento foi verificado no isolado I-10
(12,700) e maior largura nos isolados I-1 e I-5 (5,39u). Os isolados
apresentaram uma variagdo de 10,11-14,52 x 3,06-6,47u, que estd dentro da
varia¢do encontrada por Vargas e Gonzalez (1972), no estudo do agente causal
da mancha manteigosa na Costa Rica, mas abaixo da variagio encontrada por
Mac Donald (1926) e Dorizzotto (1993) para conidios de Colletotrichum
coffeanum. Entretanto, os isolados I-1, 14, I-5, I-7, e I-10 apresentaram
comprimento médio que estio dentro da variagdo encontrada por Noack (1902),
e apenas I-4 e I-10 se enquadram na variagao encontrada por Waller et al.(1993)

para o agente causal da CBD, porém com conidios mais largos.
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TABELA 7: Caracteristicas microscépicas dos isolados de Colletotrichum
provenientes de café. UFLA: Lavras-MG, 1999.

Tamanho dos conidios (um)

Iso o oa . Relagdo | Forma dos
fado Taxa de Variagio Media* | Comp/Larg | conidios
(Comprimento x largura)
I-1 10,32-14,52 x 3,77-6,47 12,09x 5,39 2,24 Cc
I-2 10,11-12,24 x 3,06-5,55 11,94 x 4,30 2,77 C
I-4 10,89-14,09 x 3,70-6,05 12,50 x 4,84 2,58 C
I-5 10,46-14,24 x 3,77-6,47 12,26 5,39 2,27 Ce

17 10,82-13,52 x 3,70-5,55  12,32x 4,76 2,58
I-7.1 10,32-13,67 x 3,20-5,69 11,97x 4,18 2,86
I-10 10,75-13,81 x 3,41-5,55 12,70 x 4,46 2,84
I-11 10,32-14,24 x 3,20-5,48 11,76 x 4,04 2,91

O 0O 60 0

* Média de 100 conidios

6.3 Utilizacdo de tartarato, citrato como fonte exclusiva de carbono

Com excegdo do isolado I-2, todos os demais isolados foram capazes de
utilizar tartarato e citrato como fonte exclusiva de carbono (Tabela 8),
caracteristica encontrada por Waller et al. (1993), para os isolados de
Colletotrichum gloeosporioides provenientes de café, sugerindo que esta
caracteristica esteja relacionada com a capacidade saprofitica dos isolados.

Entretanto, esta caracteristica ndo deve ser utilizada exclusivamente no
diagnéstico da espécie, pois, segundo Bridge,1985, fatores como o pH podem
interferir no crescimento do controle negativo. Este fato pode ter ocorrido com o
isolado I-2, que apresentou resultado variavel, nio sendo capaz de utilizar
tartarato, mas capaz de utilizar citrato.
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TABELA 8: Utilizagdo de tartarato (T) e citrato (C) por isolados de
Colletotrichum provenientes de café apés 7 dias de incubagio a
25 °C em fotoperiodo. UFLA:Lavras-MG, 1999

I-1 I-2 I4 IS I-7 I-71 kK10 I11

T0 + - + + + + + +
Co + + + + + + + +
TG + + + + + + + +
CG + + + + + + + +

TO- Tartarato e auséncia de glucose; CO- citrato e auséncia de glucose; TG-
tartarato e glucose; CG- citrato e glucose
(+) utilizagdo do substrato; (-) ndo utilizagdo do substrato.

6.4 Teste de patogenicidade em plantulas

Os isolados estudados apresentaram patogenicidade as plantulas de café
cultivar Mundo Novo, no estagio "orelha de on¢a"; entretanto, ndo foi verificada
morte de plantulas até 30 dias apds a inoculagdo das mesmas. Resultados
similares foram verificados por Beynon ef al. (1995), em plantulas de café
cultivar Caturra inoculados com isolados de C. kahawae, provenientes de
diferentes regides da Africa. Vale ressaltar que, na maioria dos testes de
patogeniciade com isolados de C. kahawae em plantulas de café, sio verificadas
mortes dessas plantulas; em geral, apos 15 dias da inocula¢do (Van der Vossen
et al., 1976; Waller et al, 1993.

- Neste ensaio, os sintomas que ocorreram com maior frequéncia foram os
correspondentes a nota 2 (lesGes superficiais castanhas) e nota 3 (lesbes mais

profundas e escuras) que, em alguns casos, evoluiram para lesGes com inicio de
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estrangulamento (nota 4) e estrangulamento mais promunciado (nota 5). E
importante ressaltar que além de morte de plantulas, lesdes profundas e escuras
também sdo encontradas em plantulas inoculados com C. kahawae (Gielink e
Vermeulen, 1983).

Os indices de doenga calculados encontram-se na Tabela 9 e verifica-se
que 10 dias apés a inoculacdo, os isolados I-1, I-4, I-5 e I-11 ja apresentavam
sinais de patogenicidade, apesar de ndo diferiram significativamente da
testemunha. A partir do 15° dia, todos os isolados se apresentaram patogénicos,
com indices de doenca superior i testemunha apenas para os isolados I-1, 4, I-
7.1, I-5, e I-11. A partir do 20° dia, foi verificada patogenicidade superior para
todos os isolados testados.

No Brasil, isolados de Colletotrichum suspeitos de serem relacionados
a0 CBD sio testados em mudas e principalmente em frutos verdes de café,
apenas Dorizzotto (1993) relata patogenicidade em plantulas de café 25 dias
apés a inoculagdo, enquanto que, na Costa Rica, isolados de Colletotrichum
obtidos de sintomas de mancha manteigosa s6 se mostraram patogénicos a
plantulas de café provenientes de sementes de plantas enfermas (Vargas e
Gonzalez, 1972).
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TABELA 9: indice de doenca (%) em diferentes dias de avaliagdo, apresentado
por plintulas de café cv. Mundo Novo quando inoculados com
isolados de Colletotrichum de café em diferentes dias de avaliaggo.
UFLA: Lavras-MG, 1999

INDICE DE DOENCA (%)*

DIAS APOS A INOCULACAO

05 10 15 20 25 30

Test. 5731 5731 531 5731 573 1 573

I-1 5,731 7951 18,043 18692 22893 24,55
12 5,731 5731 11,572 1539 2 19,04 3 21,60
14 5731 8,541 1396 2 16,16 2 19,89 3 21,70
I-5 5731 9061 128 2 15372 20,753 21,57
I-7 5,73 1 531 12,152 13282 1641 2 19,70
I-7.1 5,731 531 13472 15172 19,273 21,27
I-10 5,731 5,731 10,88 2 13,16 2 15,07 2 17,30
I-11 5731 7201 12712 16,47 2 19,30 3 20,07

NN NN NN NN -

* Dados transformados para Arc.sen /X +0,5/100.

Tratamentos dentro do mesmo grupo na coluna nio diferem estatisticamente
entre si pelo teste Scott & Knott, a 5% de probabilidade.

Test.=Testemunha

CvV=19,17

Através do calculo da area abaixo da curva de progresso da doeng¢a
(AACPD), observa-se que todos os isolados apresentaram indice de doenca
superior a testemunha, e n3o houve diferenga estatistica entre os isolados, com
excegdo dos isolados I-1 e I-10, que diferiram entre si (Figura 1). Pelos
resultados obtidos, ndo se pode afirmar que a patogenicidade de isolados de



Colletotrichum esteja ligada a origem de seus isolamentos, pois apesar dos
isolados testados serem obtidos de 6rgdos diferentes de café, todos apresentaram

o mesmo indice de doenga.

5 10 15 20 25 30
Dias ap6s a inoculacdo

FIGURA 1: Area abaixo da curva de progresso da doenga dos isolados de
Colletotrichum provenientes de café em teste de patogenicidade

em plantulas de seis semanas de café cv. Mundo Novo.

6.5 Teste de patogenicidade em frutos verdes

Os resultados da patogencidade dos isolados em fruto verde encontram-
se na Tabela 10. Os primeiros sintomas foram observados com 10 dias e apenas
os isolados I-1, I-2, I-5, I-7.1 apresentaram patogenicidade aos frutos verdes,
mas ndo difereriram significativamente da testemunha. Aos 15 dias, todos os

isolados produziram lesdes nos frutos, apenas os isolados 1-10 e I-11 ndo
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X3

diferiram significativamente da testemunha. A partir do 20 ° dia, todos os
isolados apresentaram porcentagem de infecgdo superior, mantidos até a tltima
avaliagdo, apresentando os isolados I-1, I-5, I-7 e I-7.1 a maior porcentagem de
frutos com lesdo aos 30 dias apds a inoculagdo (45,28; 44,69; 51,27; 45,44%,
respectivamente); mas, da mesma forma, ndo foi possivel associar o grau de

patogenicidade a origem de seus isolamentos.

TABELA 10: Porcentagem média de frutos de café cv. Mundo Novo infectados
por isolados de Colletotrichum provenientes de café em diferentes
dias de avaliagdo. UFLA: Lavras-MG, 1999

% DE FRUTOS INFECTADOS *
DIAS APOS A INOCULACAO
05 10 15 20 25 30

Test. 405 1 405 1 405 1 405 1 405 1 405 1
I-1 405 1 727 1 15912 2356 2 32,12 3 4528 3
12 405 1 610 1 11,37 2 18,17 2 2325 2 3400 2
14 405 1 405 1 1255 2 1735 2 2458 2 38,79 2
I-5 405 1 6,10 1 1231 2 1846 2 27,19 2 44,69 3
I-7 405 1 405 1 1342 2 2421 2 33,75 3 5127 3
171 405 1 610 1 1436 2 2259 2 3402 3 4544 3
10 405 1 405 1 932 1 2058 2 27,07 2 3823 2
11 405 1 405 1 815 1 1765 2 23,07 2 3513 2

* Dados transformados para Arc.sen. /X +0,5/100.

Tratamentos dentro do mesmo grupo na coluna nio diferem estatisticamente
pelo teste Scott & Knott, a 5% de probabilidade.

Test.=Testemunha

Cv=20,29
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A maior porcentagem de frutos infectados foi de 51,27%, apresentada
pelo isolado I-7. Esse valor foi alto, se comparado com os resultados obtidos
por Dorizzotto (1993) para a mesma cultivar, mas baixo se compararmos com
outras cultivares testadas pelo autor, que chegou a obter 71% de infecgio com
C. gloeosporioides aos 35 dias de inoculagdo, e Figueiredo e Mariotto (1978),
que obtiveram 88% de infecgfio, mas com indculo superior a 10° esporos/ml.
Feitosa et al. (1977) obtiveram um maximo de 23% de frutos afctados em testes
com 70 isolados de Colletotrichum obtidos de ramos e frutos de cafeeiros,
enquanto que Almeida et al (1985) ndo obtiveram resultados de patogenicidade
positivo.

A porcentagem de infecgio observada nesse ensaio n#o se assemelha aos
resultados descritos na literatura para isolados de Colletotrichum kahawae
agente da CBD, provenientes de cafezais africanos. Rodrigues er al.(1991)
obtiveram 90,7%, 94%, ¢ 99% de infecgio para isolados do Quénia, Angola e
Malawi, respectivamente, aos 12 dias de inoculagio. Além disso, as lesdes
obtidas no fruto foram superficiais, nio podendo ser classificadas como lesdes
ativas descritas para o CBD (Massaba e Waller, 1992), mas sim como lesdes
tipo “sama” (Muller, 1970) por ser superficial e apresentar acérvulos.
Resultados similares foram obtidos por Dorizzotto (1993), para isolados de
Minas Gerais, e por Vargas e Gonzalez (1972) na Costa Rica.

6.6 Teste de patogenicidade em mudas

No 1° ensaio de patogenicidade de mudas, efetuada sem ferimento, nio
foram observadas lesdes nas folhas, nem necrose de ponteiros. No 2° ensaio, em
que foram efetuados ferimentos nas folhas antes da inoculagio, apenas uma
muda das 10 inoculadas com o isolado I-2 apresentou queima de foliolos,

causado por Colletotrichum, confirmado apés isolamento in vitro. Algumas
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manchas em folhas foram observadas para os isolados I-1, I4, I-11 e I-7, mas

que ndo apresentaram evolugio e n3o permitiram sua quantificagio.

Segundo Zambolim et al. (1997), no Brasil, o fungo Colletotrichum s6
consegue colonizar tecidos que sofreram algum tipo de injiria, seja ela
mecénica, fisica ou quimica, condigdo essa necessiria para reproducgdo dos
sintomas em condi¢Ses de laboratério. Entretanto, resultados positivos de
manchas em folhas de cafeeiro foram obtidos por Dorizzotto (1993) e por
Vargas e Gonzalez (1972), e necrose de ponteiros por Silva et al. (1998).

Os resultados varidveis quanto & reprodugdo dos sintomas, tanto de
manchas em folhas como necrose de ponteiros, podem estar relacionados a
algum fator condicionante no campo que favorece o aparecimento da doenga,
como deficiéncia nutricional da planta e condigdes climaticas adversas,
conforme relatado por Bittancourt (1958b). Ha necessidade de estudos que
relatem a associagdo de algum fator que predisponha a planta ao patégeno,
ligado as condigbes de cultivo, ou a resisténcia ou susceptibilidade dessas
plantas, ja que dentro de um mesmo cafezal sfio observadas plantas com ataque
generalizado da doenga e outras que nio apresentam nenhum sinal de infecg3o.

Outro fato que pode estar associado & auséncia de reprodugdo dos
sintomas em condiges de laboratério é que a probabilidade do isolamento de
estirpes patogénicas de Colletotrichum, quando feito a partir de lesdes velhas,
pode ser muito pequena, uma vez que a populagio de sapréfita encontra-se em
maior propor¢do (Waller, 1972). Assim, é necessario fazer isolamentos assim
que aparecerem oS primeiros sintomas em campo, na tentativa de se obter as
cepas patogeénicas, o que pode ser dificultado pela falta de troca de informagdes
entre produtores e pesquisadores.



7 CONCLUSOES

1. Os isolados apresentam taxa de crescimento micelial lenta para os trés meios
testados, sendo menor em meio GYA, seguida de MEA e BDA. A capacidade de
esporulagao foi maior em meio GYA, seguido de MEA e BDA, com os maiores

valores observados nos isolados I-1, I-5, e I-7.1.

2. Em relagio ao sistema de luz empregado o regime de fotoperiodo estimulou o
crescimento micelial dos isolados, com excegio dos isolados I-4, estimulado
pelo escuro, e I-5, que ndo apresentou diferenca estatistica quanto ao sistema de
luz empregado. O sistema de fotoperiodo estimulou a capacidade de esporulagio
dos isolados I-5 e I-7.1 e ndo influenciou na capacidade de esporulagio dos

demais isolados.

3. Os isolados produziram conidios do tipo C (cilindrico), e apenas I-1 e I-5
produziram conidios do tipo Ce. E, no geral, a variagdo ficou entre 10,11-14,52
x 3,06-6,47p.

4. Todos os isolados foram capazes de utilizar taratarato e citrato como fonte

exclusiva de carbono. Resultado variavel foi observado para o isolado I-2.

5. Os sintomas de infecgio em frutos verdes e plantulas de café foram
observados aos 10 dias apés a inoculagio, com porcentagem maxima de
infecgdo obtida de 24,55%, para pléantulas, e 51,27% para frutos verdes aos 30

dias.

6. Nenhum dos isolados foi patogénico a mudas, com ou sem ferimento.

45



8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALFENAS, A.C.; PETERS, I; BRUNE, W.; PASSADOR, G.C. Eletroforese
de proteinas e isoenzimas de fungos e esséncias florestais. Vigosa: SIF,
1991. 242p.

ALMEIDA, S. R; MANSK, Z; MATIELO, J. B; MULLER, R. R. A
Observagdes preliminares sobre queda dos frutos sob suspeita de ataque de
Colletotrichum spp. In. CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISAS
CAFEEIRAS, 7, 1985, Araxa. Resumos... Rio de Janeiro: IBC, 1985. p.323-
326.

BEYNON, S.M.; CODDINGTON, B.G.; LEWIS, B.G.; VARZEA, V. Genetic
variation in the coffe berry disease pathogen, Colletotrichum kahawae.
Physiological and Molecular Plant Pathology, London, v.46, pg. 457470,
1995.

BITANCOURT, A. A. Um inquérito sobre a seca dos ramos do cafeeiro. O
Bioldgico, Sdo Paulo, v.24,n.1, p.19-22, Jan. 1958.

BRIDGE, P.D. An evaluation of some physiological and biochemical methods
as na aid to the characterization of species of Penicillium subsection
Fasciculata. Journal of General Microbiology, Colchester, v.131, p.1887-
1895, 1985.

DORIZZOTTO, A. Caracterizacio Morfolégica e Patogenicidade de
Colletotrichum sp. associados a cafeeiros (Coffea arabica L.) em dois
municipios de Minas Gerais. Lavras: UFLA, 1993. (Dissertagdo-Mestrado

em Fitopatologia).

FEITOSA, M.L; FEICHTENBERGER, E.; KUDAMATSU, M.; ROSSETI, V_;
LEITE,Y.R; Estudos sobre a populagio de Colletotrichum em Coffea
arabica L. no estado de Sdo Paulo. Arquives do Instituto Biolégico, Sdo
Paulo, v.44,n.1/2, p. 33-54, Jan-Jun 1977.

FIGUEIREDO, M.B. Estudo sobre a aplicagio do método de Castellani para
conservagao de fungos patogeno em plantas. QO Biolégico, Sdo Paulo, v.33,
n.1, p.9-13, Jan. 1967.

FIGUEIREDO, M.B.; MARIOTTO, P.R. Colletotrichum gloeosporioides Penz.

Atacando frutos verdes de cafeeiro (Coffea arabica L.). O Biolégico, Sdo
Paulo, v.24, p.25-26, 1978.

46



GIELINK, AlJ.; VERMEULEN, H. The ability of American and African
Colletotrichum isolates to cause coffee berry disease symptoms and the
association of some isolates with Glomerella cingulata. Netherland Journal
of Plant Pathology, Wageningen, v.89, p.188-190, 1983.

LIMA, EF. Variabialidade de Colletotrichum gossypii South var.
Cephalosporioides AS. Costa e avaliacio da resisténcia de linhagens de
algodoeiro 'a ramulose. Vigosa: UFV, 1981, 47p. (Dissertagio- Mestrado
em Fitopatologia).

LYNCH, J.M,; SLATER, JH.; BENNET, J.A; HARPER, SHT. Cellulose
activities of some aerobic micro-organisms isolated from soil. Journal of
General Microbiolegy, Colchester , v.127, n.2, p.231-236, Dec.1981.

MAC DONALD, J.A.; Preliminar account of disease green coffee berries in
Kenya colony. Transaction of the British Mycological Society, London,
v.2, p.145-54, 1926.

MASSABA,D.; WALLER,J.M.; Coffee berry disease : the current status. In: ,
BAILEY, J.A; JEGER, M.J. (eds). Colletotrichum- Biology, Pathology and
Control. Wallingford,U.K : CAB International, 1992. p-337-249.

MULLER, R A. L’ evolution de I’ anthracnose des baies du caféier d’ arabie
(Coffea arabica) due a une forme du Colletotrichum coffeanum Noack du
Cameron. Café Cacao Thé, Paris, v. XIV, n.2, Juin 1970.

NOACK, F. As manchas das folhas dos cafeeiros. Boletim da Agricultura, Sio
Paulo, n.1, Jan. 1902.

OLIVEIRA, J.A. Efeito do tratamento fungicida em sementes e no controle
de tombamento de plintulas de pepino (Cucumis sativas L.) ¢ pimentio
(Capsicum annanum L.). Lavras: UFLA, 1991, 111p. (Dissertagio-
Mestrado em Fitopatologia).

RODRIGUES, C.J.; VARZEA, V.M.P.; HINDORF, H; MEDEIROS, EF.
Strains of Colletotrichum coffeanum Noak causing coffe berry disease in
Angola and Malawi whith caracteristics different to the Kenya strain.
Journal of Phytopathology, Berlin, v.131, pg. 205-209, 1991.

47



SILVA, C.CN.; JULIATTI, F.C; POZZA, EA; GIOVANIN, MP;
SILVA,S.A. da. Caracteristicas fisiologicas e genéticas de isolados de
Colletotrichum sp. Coletados em lavouras cafeeiras (Coffea arabica) de
Minas Gerais. In:. CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISAS
CAFEEIRAS, 24, 1998, Pogos de Caldas. Trabalhos....., 1998. p. 231-214.

SREENIVASAPRASAD, S.; BROWN, A E; MILLS, P.R.; Coffe berry disease
pathogen in Africa: genetic structure and relationship to the group species
Colletotrichum gloeosporioides. Mycological Research, Cambridge, v.97,
n.8, p. 995-1000, 1993,

VAN DER VOSSEN, HAM.; COOK,RT.A.; MURAKURO,N.W. Breeding
for resistance to coffee berry disease caused by Colletotrichum coffeanum
Noack (sensu Hindorf) in Coffea arabica L. 1. Methods of preselection for
resistance. Euphytica, Wageningen, v.25, p.733-745, 1976.

VAN RAlJ, B.; CANTARELLA, H.; QUAGGIO, J.A.; FURLANI, AM.C.
(eds). Recomendacio de adubagio e calagem para o Estado de Sio
Paulo. 2. ed.. Campinas: Instituto Agrondmico e Fundagio IAC, 1996. n.
100, 285p.

VARGAS, E.; GONZALEZ, L. C. La mancha mantecosa del café causada por
Colletotrichum spp. Turrialba, San Jose, v.22, n.2, 1972.

WALLER, J.M. Water-bome spore dispersal in coffee berry disease and its
relation to control. Annals of Applied Biology, Wellesbourne, v.71, p.1-8,
1972,

WALLER,J .M,; BRIDGE, P.D.; BLACK, R.; HAKIZA, G. Charcterization of
the coffe berry disease pathogen, Colletotrichum kahawae sp. nov.
Mycological Research, Cambridge, v.97, n.8, pg 989-994, Aug. 1993.

ZAMBOLIM, L.; VALE, F.XR. do; PEREIRA, A A.; CHAVES, GM. Café
(Coffea arabica_L.) Controle de Doengas. In: VALE, F.XR. do;
ZAMBOLIM, L. (eds). Controle de Doencas de Plantas de Grandes
Culturas. Vigosa: F X R. do Vale, 1997, Cap.3.p.83-180.

48



CAPITULO 3

CARACTERIZACAO DE ISOLADOS DE Colletotrichum
EM CAFEEIRO ATRAVES DE PADROES
ELETROFORETICOS DE ISOENZIMAS
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1 RESUMO

NECHET, K. de L. Caracterizagio de isolados de Colletotrichum em cafeeiro
através de padries eletroforéticos de isoenzimas. . In: NECHET, K. de
L. Caracterizagdo Biologica e Isoenzimatica de isolados de Colletotrichum
em cafeeiros (Coffea arabica L.). Lavras: UFLA, 1999. p. 49-66.
(Dissertagdo- Mestrado em Fitopatologia)*

Marcadores protéicos, na maioria isoenzimas, vém sendo utilizados
como uma ferramenta adicional na taxonomia de fungos. O objetivo deste
trabalho foi verificar a viabilidade dos padrdes de eletroforese das isoenzimas
alcool desidrogenase (ADH), esterase (EST), fosfatase acida (ACP) e malato
desidrogenase (MDH) na diferenciagio dos isolados patogénicos de
Colletotrichum de um isolados saprofita, ambos obtidos de café. A extracdo foi
feita adicionando-se 300 pl do tampdo Tris-Hel pH 8,0 em 50 mg do micélio,
obtido a partir de culturas crescidas em meio BDA, por 5 dias, a 22 + 2 °C, e
mantidos a 4 °C por 12 horas. O sobrenadante obtido por centrifugacio foi
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida, sistema descontinuo, em
sistema vertical, a 150V e 4 °C por 4 horas. Apés revelagdo, para as enzimas
ADH, EST, ACP e MDH os padrdes obtidos foram comparados e os resultados
permitiram verificar a viabilidade do uso de isoenzimas na diferenciagio de
isolados patogénicos dentro da populagio de Colletotrichum em café,
apresentando o isolado saprofita bandas caracteristicas nos padrdes de
eletroforese das enzimas ADH, ACP e EST. Nio houve relagio entre os padrdes
obtidos e a origem dos isolados, mas foi possivel relacioni-los com a
patogenicidade dos isolados testados.

Comité Orientador: Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador), Maria das
Gragas Guimaraes Carvalho Vieira — UFLA.
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2 ABSTRACT

Nechet, K de L. Characterization of isolates of Colletotrichum in coffee
plants through electrophoresis patterns of isoenzymes. In: Nechet , K de L.
In: Biological and iscenzymatic characterization of isolates of Colletotrichum in
coffee plants (Coffea arabica L.). Lavras: UFLA, 1999. p. 49-66. (Dissertation-
Master of Science in Phytopatology).

Protein markers, most isoenzymes, have been utilized as an additional
tool in fungus taxonomy. The objective of this work was to assess the viability
electrophoresis pattem of the isoenzymes alcohol deshydrogenase (ADH),
esterase (EST) acid phosphatase (ACP) and malate desidrogenase (MDH) in the
differentiation of the pathogenic isolates of Colletotrichum from a saprophyte
isolate, both obtained from coffee. Extraction was done by adding 300 p of the
Tris-Hel buffer, pH 8.0 in 50 mg of the mycelium, obtained from cultures grown
in BDA medium, for 5 days, at 22 + 2 °C, and kept at 4 °C for 12 hours. The
supematant obtained by centrifugation was submitted to electrophoresis in
polyacrylamide gel, discontinuous system, in vertical system at 150 V and 4 °C
for 4 hours. After stained, for ADH, EST, ACP and MDH enzymes, the pattems
obtained were compared and the results enabled to verify the viability of the use
of isoenzymes in the differentiation of pathogenic isolates within a
Colletotrichum population in coffee, the saprophyte isolate presenting the
characteristic bands in the electrophoresis pattem of ADH, ACP and EST
enzymes. There was no relationship among the pattems obtained and the origin
of the isolates, but it was possible to relate them with the pathogenicity of the
isolates tested.

Guidance Committee: Mario Sobral de Abreu - UFLA (Adviser), Maria das
Gragas Guimaries Carvalho Vieira-UFLA
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3 INTRODUCAO

Caracteres morfologicos foram, por longo periedo, as tinicas ferramentas
disponiveis e usadas na identificagdo e taxonomia de fungos fitopatogénicos,
mas que em alguns casos deixavam a desejar, principalmente na diferenciagio
de espécies, uma vez que a maioria dos estudos sdo feitos in vitro. Isto acarreta
numa grande variabilidade do fungo devido a influéncia do meio ambiente, fato
esse observado com C. kahawae, que quando cultivado sucessivamente em meio
de cultura toma-se indistinguivel das formas sapréfitas de Colletotrichum
encontrados em cafeiros.

Com o advento da biologia molecular, novas técnicas tomaram-se
disponiveis visando, no caso da fitopatologia, diagnésticos de maior eficacia,
rapidez e especificidade. Essas técnicas sio baseadas no uso de marcadores
protéicos, representados em sua maioria por isoenzimas, e no de marcadores de
DNA, através do uso de enzimas de restricdo para fragmentar o DNA (RFLPs),
amplificag3o enzimatica de DNA (PCR), bem como a amplificagdo arbitraria de
fragmentos de DNA (RAPDs, AP-PCR, DAF), o que permite o exame direto do
gendétipo dos individuos, além de um nimero quase ilimitado de polimorfismo
poder ser detectado.

Dentre essas técnicas, destaca-se o uso de marcadores protéicos, por
apresentar, entre outras vantagens, ser co- dominante, o que permite identificar
gendtipos homozigotos e heterozigotos num determinado loco; a detecgdo de
muitos individuos para varios loci de aloenzimas dentro de um curto espago de
tempo, ser uma técnica de baixo custo, acessivel e fornecer ampla informagio
geneética. Apesar de ser limitante em outros aspectos, como cobertura completa
do genoma , detec¢do de diferengas apenas significantes na estrutura da enzima,
e sofrer influéncias das condi¢gSes ambientais na atividade enzimatica, essa
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técnica vem sendo bastante utilizada como uma ferramenta adicional niio sé6 na
taxonomia de fungos, mas também de outro patdgenos.

O objetivo do trabalho foi verificar a viabilidade da analise eletroforética
de isoenzimas na diferenciagdo de isolados patogénicos de Colletotrichum sp
quando comparados com um isolado saprofita e diagnosticado como C.
gloeosporioides, ambos obtidos de cafeeiro, além de verificar a relagio dos

padrdes obtidos com a origem e patogenicidade dos isolados.
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4 REFERENCIAL TEGRICO

Isoenzimas sdo definidas como multiplas formas moleculares de uma
unica enzima, geralmente similares, quando nio idénticas, em suas propriedades
enzimiticas, mas diferentes quanto a composicido do aminoicido e
conseqiientemente diferentes na sequéncia nuclectidica do DNA, que codifica
para a proteina (Micales e Bonde, 1994), o que permite verificar diferencas na
mobilidade quando submetidos a um campo elétrico (Micales,Stipes ¢ Bonde,
1987; Bonde, Micales e Peterson, 1993). O nimero de isoenzimas de uma
determinada enzima esta relacionado ao niimero de compartimentos subcelulares
onde a mesma reagdo catalitica é realizada (Gottlieb, 1982).

Alguns trabathos demonstram que padrSes de proteina total sdo tteis
na identificacdo de espécies dos géneros Pythium ( Clare, 1963), Phytophthora
(Hall, Zentmeyer e Erwin, 1969; Kaosiri e Zentmyer, 1980), Cylindrocladium
(Moreira, 1989; Moreira e Alfenas, 1985), e Taphrina (Snider ¢ Kramer, 1974),
mas observa-se que as diferencas interespecificas sio maiores que as
intraespecificas (Gili e Zentmyer, 1978). Alguns autores afirmam que a técnica
de isoenzimas oferece vantagens em relagdo a eletroforese de proteina total, por
apresentar bandas menos complexas, sendo mais faceis de diferenciar e
interpretar; além disso, as bandas sdo obtidas em relagdio a fungdo protéica e ndo
com base nas suas propriedades fisicas, como ocorre em proteina total (Nygaard
et al, 1989; Boisselier-Dubayle, 1983).

Muitos autores vém adotando a técnica de eletroforese de isoenzimas
como uma ferramenta adicional nos estudos taxondémicos na diferenciacio de
uma gama de espécies filngicas como Aspergillus (Nealson e Garber, 1967),
Penicillium (Cruickshank e Pitt, 1987), Trichoderma e Gliocladium (Stasz,
Weedwwn e Harman, 1988), Colletotrichum (Bonde, Peterson e Mass, 1991),
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Colletotrichum gossypii e seu variante cephalosporioides (Vieira, 1996). Outros
estudos tém proporcionado informagSes genéticas necessirias para separar
Jormae especiales de Phytophthora megasperma (Nygaard er al, 1989),
Puccinia sorghi (Bergquist ¢ Prior, 1984), Phyllotopsis nidulana (Boisselier-
Dubayle, 1983), Fusarium oxysporum (Bosland e Williams, 1987).

Alfenas, Jeng e Hubbes (1984) verificaram indicagio de que isolados de
Cryptonectria cubensis com mesmos padrdes de isoenzimas esterase,
peroxidase, fosfoglucomutase e hexoquinase mostraram, em geral, um grau de
viruléncia similar & Eucalyptus spp; diferenciagio de isolados agressivos e nio
agressivos também foram observados por Bemnier, Jeng ¢ Hubbes (1983), para
Ceratocystis ulmi. Entretanto, ndo foi detectada associagiio entre padrdes de
isoenzimas e grupos de viruléncia de C. gloeosporioides em Stylosanthes
guianensis (Lenné e Burdon, 1990).

Em muitos casos, o uso de isoenzimas permite diferenciar isolados de
uma mesma espécie provenientes de diversas origens geograficas, identificando
assim sua origem e disseminago, requisitos para o estudo da epidemiologia do
patégeno (Micales e Bonde, 1994). Fato demonstrado, por exemplo, para
Puccinia recondita, nos Estados Unidos (Burdon e Roelfs, 1985) e P. graminis
f. sp. tritici, na Australia (Burdon ef al., 1982).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtengiio do micélio:

Os isolados utilizados nesse ensaio foram os mesmos dos teste de
patogenicidade, com inclusdo de um isolado saprofita de C. gloeosporioides
denominado I-12, proveniente de manchas de folhas de café (Tabela 11).
Inicialmente, determinou-se a curva de crescimento micelial dos isolados em
meio liquido GYA (glucose-yeast-agar), de acordo com o procedimento de
Alfenas et al. (1991). Para a produggo do micélio, discos da coldnia, de 7 mm de
didmetro, obtidos a partir de culturas puras dos isolados, cultivados por sete dias
em meio BDA (batata-dextrose-agar) a 22 + 2 °C, em escuro, foram transferidos
para o centro de placas de Petri (9x9 cm) contendo meio GYA e papel celofane
tratado com EDTA ImM e esterilizado segundo metodologia descrita por
Hilbert (1985), citado por Carvalho (1994). Apés 5 dias de incubagio a
22+ 2 °C, no escuro, o micélio foi raspado com auxilio de uma al¢a de platina,
transferido 50 mg para eppendorfs de 1,5 ml ¢ mantidos em freezer a —20 °C até
proceder-se a extragio de proteinas.

5.2 Extraciio e eletroforese de isoenzimas

Aos 50 mg, foram adicionados 300 pl da solugdo extratora (Tris-HCl
pH 8,0 a 0,2M; PVP 0,4%; PEG 0,4%; EDTA 1mM; H,O 200ml) + 0,1% de B
mercaptoetanol em cada eppendorf, mantidos sob banho de gelo para evitar
desnaturagio das enzimas. O micélio foi macerado com auxilio de uma haste de
teflon, e mantido em geladeira a 4 °C por 12 horas. Vencido este periodo, foram
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centrifugados a 14.000 x g por 60 minutos, 4 mesma temperatura, para
obtengdo do extrato protéico livre de detritos miceliais.

A eletroforese foi conduzida em gel de poliacriliamida, sistema
descontinuo. O gel separador a 7,5% constituiu-se de 3ml de Tris-HCI pH 8,9,
7,5ml de solugdo acrilamida 30%, 19,3ml de H,O destilada, 100 pl de solugdo
de persulfato de amdnia a 10% e 10 pul de TEMED. A solugio foi
homogeneizada e, imediatamente apoés a adi¢io do TEMED, vertida entre as
placas de vidro de 32x29x14 cm até 4,5 cm da borda superior, completando com
agua o espago entre as duas placas para uniformizagio da parte superior do gel.
Apds polimerizacio, a temperatura ambiente (15-20 minutos), a agua foi
removida por inversio da placa e adicionado o gel concentrador a 3,5%,
constituido de 1,5ml de Tris-HCI pH 6,8; 1,75ml de solugiio acrilamida 30%;
11,65 ml de H,O destilada; 50 pl de solugdo de persulfato de aménia a 10% e 10
Ml de TEMED. O pente de teflon foi retirado apés a polimerizaciio e as
cavidades formadas lavadas com tampdo de corrida e removidas por inversio da
placa.

Foram aplicados 40 pl de cada amostra por cavidade do gel, e o volume
completado com a solugdo diluida (1:10) do tampdo do tanque Tris-Glicina pH
8,9 (63,2g Tris base; 39,9g glicina; H,O destilada 1000ml). Nos tanques superior
e inferior, foram adicionados, respectivamente, 500 e 1000m! da mesma solucio,
diluida para conduzir a comrente elétrica. As placas contendo os géis foram
colocadas em um sistema vertical SE 600 Pharmacia Biotech, e foram mantida
em geladeira, a 4 °C, durante a eletroforese, que foi conduzida a 75V por 1 hora
e 150 V por mais 3 horas.

Os géis foram revelados para as enzimas alcool desidrogenase (ADH),
esterase (EST), fosfatase &cida (ACP), e malato desidrogenase (MDH),
conforme descrito por Alfenas et al.(1991). Apos revelagdo, os géis foram
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lavados com agua destilada, imersos em uma solugiio de glicerol 10%. Os géis
foram secos utilizando-se o método do bastidor, descrito por Alfenas (1998).

TABELA 11: Identificagdo, procedéncia e 6rgido de origem dos isolados de
Colletotrichum provenientes de cafeeiro. UFLA: Lavras-MG,

1999.

Numero do Isolado Procedéncia Orgdo com Sintoma
I-1 Uberlandia-MG Haste
12 Varginha-MG Haste
I4 Boa Esperan¢a-MG Haste
I-5 Ibituruna-MG Haste
17 Piunhi-MG Fruto

7.1 Piunhi-MG Folha
I-10 Cajuru-SP Haste
I-11 Guaxupé-MG Folha
I-12 Lavras-MG Folha
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para enzima alcool desidrogenase, foram detectadas 3 bandas entre os 9
isolados utilizados. A banda 1 niio foi detectada nos isolados I-5 e I-12,
enquanto a banda 2 foi caracteristica apenas do isolado sapréfita (I-12),
permitindo diferencia-lo dos demais isolados patogénicos; a banda 3 apresentou
baixa atividade no gel e nio foi detectada para os isolados 14, I-7.1 e I-12 e foi
a tnica banda presente no isolado I-5 (Figura 24A).

Dessa forma, essa isoenzima, apesar de ndo ter diferenciado os isolados
I-1, I-2, I-7, 1-10 e I-11 entre si, foi capaz de diferenciar os isolados 14, I-5, e I-
7.1 dos demais, e apesar dos isolados I-4 e I-7.1 terem sido diferenciados dos
demais, eles se apresentaram iguais entre si. Apesar dessa enzima ndo ser
utilizada com muita frequéncia para fungos por apresentar, na maioria dos casos,
baixa ou nenhuma atividade, como demonstrado por Vieira (1 996), para
Colletotrichum gossypii e seu variante cephalosporioides, Roux e Labarere
(1990) puderam diferenciar, por essa enzima, isolados de Agaricus bitorquis, e
Figueiredo (1990), isolados de Colletotrichum lindemuthianum.

Cinco bandas foram detectadas para a enzima malato desidrogenase
(MDH), mas essa atividade nio foi verificada para os isolados I-1, I-5, e I-7
(Figura 2B). Resultados similares foram encontrados por Bonde, Peterson e
Maas (1991), com espécies de Colletotrichum patogénicos a morango, embora
outros trabalhos demonstram sua eficicia na identificagiio de outras espécies
fingicas (Nygaard ef al.,1989; Stasz Weedwn e Harman, 1988; Alfenas, Jeng e
Hubes, 1984). Os isolados I-2, I-10, e I-11, que niio foram diferenciados pela
ADH, puderam ser diferenciados por MDH, apesar do I-10 ndo ter sido
diferenciado do isolado sapréfita por essa iseonzima.
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A enzima fosfatase apresentou 7 bandas e todos os isolados puderam ser
diferenciados por essa isoenzima, apresentando o isolado sapréfita a banda tnica
6 como caracteristica (Figura 2C), enquanto que, para a enzima esterase, foram
detectadas 10 bandas e variagdes quanto i intensidade de bandas (Figura 2D),
apresentando o isolado saprofita as bandas 5 e 9 caracteristicas. Para esta
isoenzima, apenas os isolados I-1 e I-2 e os isolados 1-10 e I-11 ndo puderam ser
diferenciados entre si, apesar de diferirem dos demais isolados. A revelagio para
esterase forma um grande niimero de bandas, porque qualquer enzimas capaz de
quebrar a ligacdo naftil acetato da reagiio positiva (Hall, Zentmyer e Erwin,
1969), formando zimogramas complexos de bases genéticas, pois envolvem
varios locus e diferentes alelos (Gottlieb, 1982).

Analisando os sistemas em conjunto, foi possivel diferenciar o isolado
saprofita de todos os demais patogénicos, pelas enzimas ADH, ACP, EST, ao
passo que pela MDH, o isolado I-10 ndo diferenciou do sapréfita. Foi possivel
diferenciar os isolados I-1 e I-10, que apresentam diferencas de patogenicidade
tanto no teste em plantulas como em fruto verde, pelos padroes eletroforéticos
de MDH, ACP, e EST. Entretanto, nio houve associagio dos padrdes
eletroforéticos com a origem dos isolados.

A utilizagdo de apenas enzimas ndo regulatérias pode detectar um nivel
desproporcional de variagdo intraespecifica e superestimar a diversidade
genética da populag3o. Por outro lado, a variabilidade associada a esse tipo de
enzima pode ser desejavel para identificar taxon como ra¢as ou formae speciales
(Micales e Bonde, 1994). Segundo Paterson e Bridge (1994), sistemas de
enzimas desidrogenases parecem ser geralmente conservados e iteis para
diferenciagdo entre espécies ou complexo de espécies, enquanto que as enzimas
citoplasmaticas podem ser extremamente varidveis e iteis na diferenciagdo

dentre de espécies e populagGes.
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FIGURA 2: Representagio grafica dos padroes de alcool desidrogenase
(ADH), malato desidrogenase (MDH), fosfatase acida (ACP), e esterase
(EST) obtidos por eletroforese em gel de poliacrilamida. 1= I-1; 2=1-2; 3= I-
4; 4=1-5; 5=1-7; 6=1-7.1; 7=1-10; 8=1-11; 9=1-12.
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7 CONCLUSOES

O isolado saprofita apresentou bandas caracteristicas nos padrdes de
eletroforese das enzimas ADH, ACP e EST.

Considerando os sistemas ADH, ACP, ¢ EST em conjunto, foi possivel

diferenciar todos os isolados.

. Isolados com diferentes graus de patogenicidade foram diferenciados pelos
sistemas MDH, ACP, ¢ EST.

. Nao houve relagdo entre os padr3es obtidos com a origem dos isolados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Poucos estudos vém sendo realizados em relagio a populagdo de
Colletotrichum em cafeeiros brasileiros. Sabe-se que cepas patogénicas
convivem com as saprofitas, e ndo se manifestam de forma epidémica em
nossas condi¢des. Entretanto, os relatos de ataque do fungo parecem ser bem
constantes em condi¢Ses de campo, mas ha falta de informagdes sobre em
que condiges essas cepas podem se manifestar e causar prejuizos, além da
falta de conhecimento sobre os sintomas que podem ser associados ao
patdgeno, que muitas vezes leva a diagnésticos errados do agente causal e
seu controle.

Neste trabalho, os isolados estudados foram provenientes de diferentes
orgdos de café infectados, trazidos pelo proprio produtor para analise, com
sintomas caracteristicos de mancha de aspecto oleoso nas folhas, lesGes em
frutos e seca de ponteiros. Apés os resultados obtidos com esse estudo,
permitiu-se concluir que apesar de patogénicos, a viruléncia desses isolados
n3o pode ser comparada ao do patégeno CBD, mas pode ser diferenciada de
isolados sapréfitas.

A diferenciacdo dos isolados foi verificada nos testes de patogenicidade
em plantulas e frutos verdes destacados, e para as isoenzimas ADH, ACP e
EST, o que permite a inclusio desses parimetros em futuros estudos que
visem técnicas de distingSio entre cepas patogénicas ou nio dentro de uma
populacdo de fungo. Além disso, como vem sendo descrito na literatura, o
uso de marcadores protéicos foi uma ferramenta adicional para caracterizar

os isolados estudados, e outros sistemas de isoenzimas devem ser testados
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visando selecionar aqueles que apresentam melhor resultado, para utilizar em
diagnésticos de rotina em laboratorio.

Os pardmetros morfologicos de indice de velocidade de crescimento
micelial, capacidade de esporulagdo, medigdo de conidios e utilizagdo de
fonte de carbono ndo devem ser utilizados unicamente na identificagdo de
cepas patogénicas, pois apresentam resultados varidveis que podem ser
incluidos em varias espécies dentro de um mesmo género.

Esse caracteres devem ser usados na complementacdo de informacgGes
sobre determinado isolado, e pode-se incluir um maior numero de caracteres
morfoldgicos e verificar quais apresentam resultados mais contrastantes e que
permitam auxiliar na diferenciagdo de determinadas cepas em uma
populagio.

E indispensavel a continuagiio de estudos com esse mesmo objetivo,
visando sempre identificar as cepas patogénicas e compara-las com o agente
CBD, pois como ocorreu na Africa, onde estas ndo eram prejudiciais até que
o desequilibrio na populagio do fungo em fungio do uso do controle quimico
para doencas como a ferrugem favoreceu seu desenvolvimento, no Brasil
podemos ver se repetir o mesmo fato, caso ndo haja um constante

monitoramento dessa populagdo.
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ANEXO C

1C: Dados originais do indice de doenga (%) apresentado por plantulas de café
cv. Mundo Novo quando inoculado com Colletotrichum de café em

diferentes dias de avaliag3o.
INDICE DE DOENCA (%)
DIAS APOS A INOCULACAO

05 10 15 20 25 30
I-1 0 1,16 8,67 9,67 14,17 16,33
I-2 0 0 3,38 6,33 10,00 13,33
14 0 1,66 5,17 7,33 11,17 13,33
I-5 0 2,00 4,33 6,33 11,66 12,67
1-7 0 0 3,50 4,33 7,00 10,50
I-7.1 0 0 5,00 6,17 10,17 12,67
I-10 0 0 2,67 4,33 6,00 8,33
I-11 0 0,66 4,50 7,17 10,17 11,17

Test. 0 0 0 0 0 0
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ANEXO D

1D: Dados originais da porcentagem média de frutos verde de café cv. Mundo
Novo infectados por isolados de Colletotrichum provenientes de café em
diferentes dias de avaliagéio.

% DE FRUTOS INFECTADOS
DIAS APOS A INOCULACAO
05 10 15 20 25 30
Test. 0 0 0 0 0 0
I-1 0 2,00 8,00 16,00 28,00 50,00
I-2 0 1,00 4,00 11,00 16,00 31,00
14 0 0 5,00 10,00 18,00 39,00
I-§ 0 1,25 5,00 10,00 21,00 49,00
1-7 0 0 5,00 17,00 31,00 60,00
I-7.1 0 1 6,00 16,00 32,00 51,00
I-10 0 0 3,00 12,00 21,00 38,00
I-11 0 0 2,00 9,00 15,00 33,00
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