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RESUMO

PARESQUI, Leonardo, M.S., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2003.
Patogenicidade de Colletotrichum gloeosporioides Penz. ao Cafeeiro (Coffea
arabica L.). Orientador: Laércio Zambolim. Conselheiros: Antonio Alves Pereira e
Francisco Xavier Ribeiro do Vale.

Neste trabalho foram conduzidos experimentos em laboratério, visando
estabelecer a patogenicidade de Colletotrichum sp. ao cafeeiro (Coffea arabica L.).
Isolamentos de Colletotrichum sp. foram feitos a partir de material coletado em quatro
estados: Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo e Parand. A partir dos isolamentos
foram obtidas 180 culturas monospoéricas, mantidas em silica-gel, visando a preservacao.
Entre as 180 culturas inoculadas, em ramos com trés rosetas de frutos verdes, houve
diferenca na incidéncia observada, tanto nos ramos com ferimento como naqueles sem
ferimento, dez dias apds a inoculacdo. A incidéncia mdxima obtida foi de 69,5%,
entretanto a testemunha, atomizada com 4gua estéril, também manifestou sintomas e
abundante esporulagdo de Colletotrichum gloeosporioides, resultado novamente
observado quando da repeti¢cdo do experimento. Isso gerou duvidas sobre a eficiéncia da
sanitizacdo dos ramos e frutos verdes coletados no campo. As amostras passaram por um
processo de esterilizacdo superficial, utilizado nas etapas para isolamento de organismos
endofiticos. Pode-se observar que, mesmo superficialmente estéreis, os tecidos

apresentavam abundante esporulacio de C. gloeosporioides ap6s seis dias de incubagio
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em condicdes assépticas. Testes de patogenicidade foram entdo realizados, com e sem
ferimento, utilizando-se trés isolados, os quais foram inoculados em plantas oriundas de
cultura de tecido, com trés meses de idade, ndo sendo observados sintomas por mais de
20 dias apds a inoculagcdo. Porém, conseguiu-se recuperar o fungo das plantas
inoculadas, mesmo depois de lavadas em dgua corrente, dlcool 70% e cloro ativo 2%.
Isso mostra que o organismo penetrou nos tecidos, entretanto sem manifestar sintomas.
A partir desses resultados, concluiu-se que testes de patogenicidade de C.
gloeosporioides devem ser conduzidos em plantas de cultura de tecido, a fim de se
assegurar a sanidade do material a ser inoculado, visto que, mesmo apds esterilizagao
superficial do tecido, o organismo pode permanecer latente. Neste trabalho, obtiveram-
se indicios de que C. gloeosporioides apresenta relacdo endofitica nos tecidos de

cafeeiro (Coffea arabica).



ABSTRACT

PARESQUI, Leonardo, M.S., Universidade Federal de Vigosa, March, 2003.
Pathogenicity of Colletotrichum gloeosporioides Penz. to Coffee (Coffea arabica
L.). Adviser: Laércio Zambolim. Committee members: Antdnio Alves Pereira and
Francisco Xavier Ribeiro do Vale.

This work had the objective to establish the pathogenicity of Colletotrichum sp to
Coffea arabica. Isolations of Colletotrichum sp. were done from material collected in
the field in four States: Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo and Parand. It was
obtained 180 monoconidial cultures and maintained in silica-gel, for preservation.
Among the 180 inoculated cultures, in branches with 3 rosettes of green fruits, there was
difference in the incidence in the wounded and not wounded branches 10 days after the
inoculation. The maximum incidence was of 69.5%, however check treatment atomized
with sterile water, also manifested symptoms and abundant sporulation of C.
gloeosporioides, the same results was observed again when the experiment was
repeated. This generated doubts on the efficiency of the sanitization of the branches and
green fruits collected in the field. The tissue samples went by a superficial sterilized
process, used in the stages to isolate endofitic organisms. It was observed that even
superficially sterile, the tissues presented abundant sporulation of C. gloeosporioides

after six days of incubation in aseptic conditions. Pathogenicity tests were then



accomplished, with and without wound, using three isolates in three months old coffee
seedlings of tissue culture. No symptoms observed for more than 20 days after the
inoculation. However, the fungus was recovered of the inoculated plants, even after they
had been washed in running water, alcohol 70% and active chlorine 2%. However, C.
gloeosporioides was isolate from the inoculated tissue, although no symptoms were
observed. From these results it was concluded that pathogenicity tests C.
gloeosporioides, should be performed in plants from tissue culture, because, even after
superficial sterilization of the tissue, the organism can be in the stage latent. In this work
it was obtained, indications that C. gloeosporioides presents endofitic relationship in the

tissues of Coffea arabica.
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1. INTRODUCAO

O género Colletotrichum engloba mais de 900 espécies de fungos
mitospdricos, pertencentes a antiga ordem Melanconiales, classe Coelomycetes.
Virias destas espécies ja foram reconhecidas apresentando uma associa¢do, como
teleomorfas do género Glomerella (SUTTON, 1992). Fungos do género
Colletotrichum estdo presentes em toda parte e freqiilentemente sdo polifagos,
causando doengas com sintomas conhecidos comumente como antracnose em frutos,
folhas e ramos, podendo as plantas ser infectadas em todas as fases de
desenvolvimento (BAXTER et al., 1985).

Na cultura do cafeeiro, a doenca conhecida como CBD, Coffe Berry Disease,
tem como agente causal o patdégeno Colletotrichum kahawae Waller & Bridge,
afetando frutos verdes em desenvolvimento. Essa doenca € o principal fator limitante
a producdo de café na Africa, ocasionando perdas de 20 até 80% da producio,
entretanto, ndo h4 relatos dessa espécie no continente americano (MASSABA &
WALLER, 1992).

No cafeeiro, Colletotrichum sp. pode causar doencas conhecidas por:
antracnose em frutos e ramos, die-back (seca-de-ramos), elgon die-back, mancha-
manteigosa, brown blight e coffee berry disease (SUTTON, 1992). Porém, apenas
CBD, amplamente disseminada no continente africano, € relatada causando prejuizos
aos produtores.

No Brasil, diversos autores tém relatado a ocorréncia de doencgas associadas a

Colletotrichum sp., como: antracnose, seca-de-ramos, queda-de-frutos, seca-de-



frutos, mancha-manteigosa (FIGUEIREDO & MARIOTTO, 1978; VAN DER
GRAFF, 1979; AVILES et al., 1981; ALMEIDA et al., 1985; DORIZZOTO, 1992;
BRAGANCA et al., 1993; NECHET, 1999; FILHO & PARADELA, 2001). Até o
momento, a identificagdo dos isolados tem apontado como espécie predominante no
Brasil C. gloesporioides Penz.

A comprovacgdo da patogenicidade de Colletotrichum sp. ao cafeeiro ainda €
objeto de estudo, visto que os sintomas associados ao fungo sdo constantemente
atribuidos a causas fisiologicas (GUTIERREZ, 1954; FIGUEIREDO &
MARIOTTO, 1978; AVILES et al., 1981; ALMEIDA et al., 1985; BRAGANCA et
al., 1993; ZAMBOLIM et al., 1997); desnutri¢do da planta, em ramos de alta carga,
visivel nos momentos criticos do ciclo vegetativo (BITANCOURT, 1958a); e
condicdes climdticas (VARGAS & GONZALEZ, 1972; MANSK & MATIELLO,
1977). Estudos tém relatado a freqiiente interagdo de Colletotrichum spp. com
diferentes hospedeiros, apresentando-se em estidio de laténcia ou, ainda, em
associacdo endofitica (SINCLAIR & CERKAUSKA, 1996; RAJESWARI et al.,
1997; SAIKKONEN et al., 1998; LATUNDE et al., 1999; ZAITLIN et al., 2000;
FERNANDES, 2000; FREEMAN et al.,, 2001; FREIRE & BEZERRA, 2001;
BUSSABAN et al., 2001; KLINGELFUSS & YORINORI, 2001; CANNON &
SIMMONS, 2002).

Laténcia de Colletotrichum spp. ja foi observada a partir dos apressorios
formados na superficie do hospedeiro mesmo sem a penetracdo do fungo, o que
explica como muitas destas espécies persistem sobre tecidos de plantas
(BINYAMINI & SCHIFFMANN, 1972; VERHOEFF, 1974; BERGSTROM &
NICHOLSON, 1999).

Microrganismos endofiticos t€ém sido encontrados em tecidos de numerosas
espécies vegetais, colonizando-os de forma ativa, local ou sistémica, ou, ainda, em
estado latente. Esse tipo de interagdo parece ocorrer na maioria das espécies vegetais,
sendo em todas elas. O cardter endofitico € determinado segundo os isolamentos
realizados a partir de tecidos vegetais superficialmente estéreis, ou seja, 0s processos
de esterilizacdo superficial delimitam o habitat endofitico (SAKIYAMA et al.,,
2001). Teoricamente, todo contaminante da superficie do material vegetal deve ser
eliminado no processo de esterilizacao superficial sem afetar a microbiota endofitica.

Os agentes sanificantes podem penetrar no tecido vegetal e, por isso, os



procedimentos devem assegurar a reducdo dessa penetracdo e garantir uma
esterilizacao superficial eficaz (HALLMANN et al., 1997).

A eficiéncia do processo de esterilizacdo superficial deve ser monitorada em
cada amostra do material vegetal. Os controles da esterilizacdo superficial podem
ser: incubagdo do material vegetal em caldo nutriente (GAGNE et al., 1987),
plaqueamento em meio nutriente de aliquotas da ultima 4dgua de lavagem (McINROY
& KLOEPPER, 1995) ou pressionamento do material superficialmente estéril na
superficie de um meio nutriente (MUSSON et al., 1995).

A falta de estudos da caracterizagdao de isolados de Colletotrichum sp. que
incidem sobre o cafeeiro no Brasil e dos danos diretos que este fungo pode causar
geram duividas a respeito de sua patogenicidade, visto que o patdégeno € considerado
um parasita secunddrio que estd presente nos tecidos do hospedeiro devido a
condi¢des adversas. Entretanto, os relatos de ataques do fungo parecem ser
constantes em condi¢des de campo. Ha falta de informacdes sobre em que condi¢oes
Colletotrichum sp., notadamente C. gloeosporioides, pode se manifestar e causar
prejuizos, além da falta de conhecimento sobre os sintomas que podem ser
associados ao patégeno, o que muitas vezes leva a diagndsticos errados.

Diante da escassez de informagdes a respeito da patogenicidade de
Colletotrichum sp. ao cafeeiro no Brasil, realizou-se o este trabalho com o objetivo

de estudar a patogenicidade deste fungo ao cafeeiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

O primeiro relato de ocorréncia de Colletotrichum em cafeeiro foi feito por
NOACK (1901), no Brasil, o qual denominou C. coffeanum Noack. O patégeno foi
descrito com base em manchas existentes nas folhas, em associacdo ou ndo com
cercospora, em ramos de cafeeiros nos estados de Sdo Paulo e do Rio de Janeiro.
Acérvulos foram encontrados, em manchas salientes, nas pontas dos ramos secos e
em ramos vegetativos. Em suas anotacdes, Noack declarou haver pronunciada
semelhanga com o fungo Gloesporium coffeanum, que havia sido descrito sobre
folhas de cafeeiro, nas Ilhas Reunido, no Oceano fndico, em 1897, por Delacroix.
Posteriormente, os géneros Gloesporium e Vermicularia foram reclassificados e
incorporados ao género Colletotrichum (VON ARX, 1957; SUTTON, 1980).

A uma grave doenca observada afetando Coffea ardbica, no Quénia,
McDONALD, em 1922, denominou Coffee Berry Disease (CBD). A doenca,
causada pelo fungo C. coffeanum (McDONALD, 1926; McDONALD, 1929),
posteriormente, se disseminou para: Africa do Sul, Angola, Congo, Camardes,
Etiépia, Ilhas Mauricio, Malawi, Mocambique, Republica da Africa Central, Ruanda,
Tanzania, Uganda, Zaire e Zambia (HOLLIDAY, 1980).

Fungos do género Colletotrichum ocorrem como saprofitas em todas as
regides do mundo onde se cultiva o cafeeiro, afetando principalmente as partes
externas da casca dos ramos (NUTMAN, 1970). Além desse cardter saprofitico, o
fungo foi constatado causando antracnose, seca de ramos e manchas em folhas e em

frutos maduros (BERRY & ABREGO, 1953; BITANCOURT, 1956; VIEGAS,



1957;  BITANCOURT, 1958; BITANCOURT, 1958a; BIANCHINI, 1960;
SCHIEBER et al., 1970).

Segundo GUTIERREZ (1954), a condicdo conhecida como die-back,
desfolhacdo e morte descendente de ramos, € um problema de menor importancia, a
nao ser que o dano resulte da interacdo de fatores patoldgicos e fisiologicos. Os
sintomas associados a die-back sao manchas foliares escuras irregulares, que
aparecem primeiro nas bordas foliares, causando queda das folhas, seguida pela seca
dos ramos laterais e terminais e infec¢ao de frutos.

A mancha-manteigosa foi descrita inicialmente em C. arabica (WELLMAN,
1957), na Costa Rica, como uma doenca de natureza virética, porém sem
demonstracdo de transmissdo. A mancha-manteigosa tem como sintomas manchas
circulares tipicas nado-necréticas nas folhas, de coloracdo verde-pdlida a amarela,
medindo de 2 a 6 mm de didmetro, com ligeira depressdo no centro. Quando ha
muitas lesdes por folha, ocorre encrespamento, flacidez e queda prematura das folhas
jovens. Nos frutos, as lesdes iniciais sdo menores e igualmente sem necrose,
posteriormente surgem areas necréticas, levando a queda deles ( SHAW, 1968). A
presenca de manchas nas folhas de cafeeiros com cerca de 2 a 3 mm de didmetro e
coloracdo verde-pélida, as vezes muito numerosas € em parte coalescentes, visiveis
somente na face superior do limbo, foi relatada por BITANCOURT (1958). A
doenca havia sido descrita por WELLMAN, em 1957, na Costa Rica, porém
BITANCOURT (1958) a observou pela primeira vez em 1938, em folhas de cafeeiro
de uma fazenda da Alta Paulista, considerando a doenca no Brasil como pouco
importante.

A incidéncia de Colletotrichum sp. em frutos cereja foi relatada por
HOCKING (1966), o qual denominou brown bligth a doenca causada, sendo
inicialmente atribuida a Colletotrichum coffeanum Noack. O fungo foi isolado a
partir de material oriundo de regides onde ndo foi constatada a presenca do agente
causal da CBD, no Leste Africano. A sintomatologia consiste em lesdes escuras
deprimidas em frutos maduros ou em processo de maturacdo, ndo ocorrendo em
frutos verdes.

Segundo HINDORF (1975), as doencas conhecidas como antracnose, die-
back, elgon die-back e brown blight sao causadas por C. gloesporioides Penz, visto
que peritécios de Glomerella cingulata podem ser encontrados no tecido morto

infectado pelo patégeno.



Estudos taxondmicos sobre o género Colletotrichum, reunindo os diversos
tipos desse género como sindnimos, foram feitos por VON ARX (1957). Dos
isolamentos provenientes da forma perfeita, G. cingulata, todos constituiram o tipo
coletivo C. gloesporioides Penz. Entre eles estd o tipo descrito originalmente por
Noack como C. coffeanum.

Virios autores esforcaram-se para separar as estirpes patogénicas € nao-
patogénicas de C. coffeanum em cultura pura (McDONALD, 1926; RAYNER, 1948;
RAYNER 1952; MASSABA & WALLER, 1992), descrevendo caracteres
morfoldgicos diferenciadores das estirpes ndo-patogé€nicas, principalmente a
formacdo de micélio aéreo de cor cinza e de conidios formados diretamente nas
hifas. RAYNER (1952) designou a forma patogénica variante virulans, tendo como
caracteristica o lento crescimento em meio de cultura em relagdo as formas nao-
patogénicas. Segundo HOCKING et al. (1966), a variante virulans se distingue das
outras pela capacidade de infectar frutos verdes de café.

Isolamentos em meio de cultura extrato de malte-dgar (MEA) 2%, a partir de
frutos verdes e cerejas infectadas, bem como de ramos que apresentavam a casca
necrosada, de diferentes regides do Quénia, situadas acima de 1.800 m, foram feitos
por GIBBS (1969), sendo obtidas culturas puras da variante virulans e também de
outras estirpes nao-patogénicas de Colletotrichum. Os isolamentos foram divididos
em quatro grupos de distingdo morfoldgica: ccm - de crescimento rdpido, micélio
aéreo claro, com conidios crescendo diretamente a partir das hifas; cca - de
crescimento rdpido, micélio aéreo claro, com conidios curtos e presenca de
acérvulos; ccp - de crescimento lento, micélio aéreo rosado, com conidios crescendo
diretamente nas hifas; CBD ou variante virulans - de crescimento lento, micélio de
coloragdo cinza-escura a verde-oliva, conidios formados diretamente em hifas, raras
Vezes com setas.

Posteriormente, HINDORF (1972, 1973) avaliou as caracteristicas, em meio
de cultura extrato de malte-dgar 2%, de isolados de Colletotrichum oriundos de
cafeeiros do Quénia e propds a seguinte reclassificagao:

1. C. coffeanum Noack — corresponde a forma virulans, de RAYNER (1952), e a
forma CBD, de GIBBS (1969). Caracteristicas adicionais: a forma perfeita, G.
cingulata, nunca foi observada em cultura pura; os fungos sdo patogénicos a
frutos verdes de café e encontram-se presentes nos frutos em todos os estadios,

nas flores, nos botdes florais, nas folhas e nos ramos.



2. C. acutatum Simmonds — corresponde a forma ccp de GIBBS (1969).
Caracteristicas adicionais: conidios fusiformes, com base arredondada e
extremidade afilada, produzidos em hifas e também em acérvulos pretos;
distribuido por toda a parte aérea do cafeeiro.

3. C. gloesporioides Penz. — forma micélio branco e corresponde a forma ccm, de
GIBBS (1969). Caracteristicas adicionais: conidios cilindricos com extremidades
arredondadas, produzidos em hifas e em acérvulos; capacidade de produzir
peritécios da forma perfeita, G. cingulata; e comum em ramos e folhas,
ocasionalmente em frutos secos.

4. C. gloesporioides Penz. — forma micélio esverdeado e foi isolado pela primeira
vez por VERMEULEN, em 1970. Caracteristicas: micélio inicialmente branco,
tornando-se cinza-esverdeado e, mais tarde, marrom; conidios cilindricos
arredondados nas duas extremidades, as vezes recurvados, € de tamanho maior
que os das trés formas precedentes; isolado de ascosporos de G. cingulata; e
apresenta crescimento lento em cultura.

5. C. gloesporioides Penz. — corresponde a forma cca de GIBBS (1969).
Caracteristicas adicionais: micélio escuro, escasso; conidios de tamanho maior
que os da forma precedente, truncados na base e de extremidades afiladas;
comumente encontrados apenas nos ramos de cafeeiros.

6. G. cingulata (Stonem.) Spauld e Schrenk. — o micélio € ocasionalmente branco e
estéril; forma peritécios em cultura, sendo restrito a ramos e folhas; tem
crescimento rapido em cultura.

Dessa maneira, HINDORF (1973) separou a populacdo de Colletotrichum,
em café, em trés espécies distintas: C. coffeanum Noack, cujas caracteristicas
diferenciais sdo a elevada especificidade quanto ao hospedeiro e a incapacidade de
produzir a forma perfeita in vitro; C. acutatum Simmonds, que produz conidios de
tamanho e forma bem diferenciados; e C. gloesporioides Penz., de enorme
variabilidade.

A partir dessa detalhada descricdo de HINDORF (1973), a literatura passou a
relatar o agente causal da CBD como C. coffeanum Noack sensu Hindorf.

A ocorréncia da estirpe patogénica de C. coffeanum € relativamente baixa em
propor¢ao ao complexo da populagdo de Colletotrichum em ramos de cafeeiro

(GIBBS, 1969; VERMEULEN, 1970; HINDOREF, 1972; HINDOREF, 1973).



Segundo HINDOREF (1975), C. gloesporioides, estd presente em todos os
locais onde se cultiva o cafeeiro, causando die-back, antracnose e queima-de-frutos.
A espécie original, C. coffeanum Noack, foi descrita como C. gloesporioides, que
tem como forma perfeita G. cingulata (Stonem.) Spaud & Schrenk. Investigacdes
recentes na microflora de Coffea, no Quénia, mostraram diferencas dentro da
populagdo de Colletotrichum no cafeeiro (MASSABA & WALER, 1992).

Diferencas significativas foram observadas na morfologia, na genética e
também na epidemiologia. HINDORF (1975) propds a nomenclatura C. coffeanum
Noack para denominar somente os fungos que causam a CBD (Coffee Berry
Disease). Esse patdgeno ndo desenvolve o estddio perfeito in vifro e ndo apresenta
hospedeiro alternativo. Segundo SUTTON (1992), € incorreta a identificacdo dessa
espécie como um tdxon especifico para o género Coffea. Entretanto, C. coffeanum,
empregado para designar varios isolados deste hospedeiro, € um sindénimo de C.
gloesporioides. O isolado virulento causador da CBD ¢€ distinto e necessita ser
descrito formalmente como uma espécie.

O fungo € encontrado atacando todos os estddios da cultura, desde a floragao
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 lesdes tipo “sarna”, ou inativas (MULLER, 1970).

Coffee berry disease ndo ocorre onde a pressao de selecdo para o surgimento
da doenca € alta, como seria esperado se fosse esta doenca causada por uma forma
patogénica de C. gloesporioides. Nao ha relatos de ocorréncia da CBD na América
do Sul, onde C. arabica é extensivamente cultivado, e somente foi disseminada para
o centro de diversidade de C. arabica, nas regides montanhosas da Etidpia, por volta
de 1970 (VAN DER GRAFF, 1981).

Baseado em caracteres de morfologia de colonia, patogenicidade e
caracteristicas bioquimicas, WALLER et al. (1993) propuseram a espécie
Colletotrichum kahawae Waller & Bridge como o agente causal da CBD. Os autores
afirmaram que a denominacdo C. coffeanum nao deve ser usada, visto que representa
uma sinonimia de C. gloesporioides, e C. cofeanum var. virulans, proposta por
RAYNER (1952), ndo € aceita para publicacgdo.

As seguintes caracteristicas diferenciando as duas espécies foram propostas
por WALLER et al. (1993):

C. kahawae Waller & Bridge



Crescimento lento em meio extrato de malte-dgar 2% (2-4 mm/dia a 25 0C),
micélio abundante, de coloracdo cinza-escura a verde-oliva, auséncia de acérvulo,
esporulacdo sobre as hifas e conidios retos, cilindricos, asseptados, variando de 12,5
a 19 x 4 pm. Nao utiliza citrato ou tartarato como tnica fonte de carbono. Patogénico
a frutos verdes jovens e hipocotilo de cafeeiro (Coffea arabica), suscetivel, causando
lesdo de antracnose deprimida.

C. gloesporioides Penz.

Répido crescimento em meio extrato de malte-dgar 2% (3-6 mm/dia a 25 0C),
micélio abundante, de coloracdo branca a cinza-pélida, esporulacdo em acérvulos ou
diretamente sobre hifas. Pode utilizar citrato ou tartarato como unica fonte de
carbono. Nao-patogénico a frutos verdes e hipocoétilos.

Recentemente, andlises moleculares, incluindo RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), DNA ribossomal e mitocontrial, RAPD (Random Amplified
Polimorfhic DNA) e seqiienciamento de regides conservadas, denominadas ITS, do
rDNA (ITS 1 e ITS 2) tém sido utilizadas para elucidar a variacdo molecular de
isolados de C. gloesporioides e outras espécies (SREENIVASAPRASAD et al.,,
1993; BEYNON et al. 1995; SREENIVASAPRASAD et al., 1996; AGWANDA et
al., 1997; FREEMAN, 2000; LOPEZ, 2001).

Paralelamente a descricdo da nova espécie por WALLER et al. (1993),
estudos envolvendo o sequenciamento da regido ITS-1 do rDNA, com o objetivo de
elucidar a variagdo molecular de isolados de Colletotrichum que infectam cafeeiro,
foram conduzidos por SREENIVASAPRASAD et al. (1993), confirmando a estreita
relacdo genética, 98,8% de similaridade, de C. kahawae com espécies do grupo C.
gloesporioides. Entretanto, os autores nio sugeriram que essa similaridade genética
estivesse diretamente ligada a patogenicidade.

Baseando-se nas seqiiéncias ITS-1 e ITS-2 do rDNA,
SREENIVASAPRASAD et al. (1996) classificaram 93 isolados de Colletotrichum
em 18 espécies, estas pertencentes a seis grupos. Esses grupos ndo foram
congruentes com as categorias de espécie baseadas na morfologia de esporos, e a
evidéncia molecular sugere que a caracterizacdo de algumas categorias deve ser
revista, assim C. kahawae deveria ser incluido nos grupos de C. gloesporioides, em
nivel subespecifico.

As condicdes em que ocorrem a germinacao e a infec¢do foram estudadas por

diversos autores: RAYNER (1952), HOCKING (1965), HOCKING et al. (1967),



NUTMAN (1970), VERMEULEN (1970), MULINGE (1970), STEINER (1972),
HINDORF (1973) e outros. Os conidios sdo liberados dos acérvulos, onde estdo
envolvidos por uma substancia mucilaginosa, normalmente pela acdo da 4dgua das
chuvas.

O processo de infecgdo € ajudado pela presenga de varias enzimas produzidas
pelo fungo (cutinases e celulases, pectinases e poligalacturonases) (MENDGEN &
DEISING, 1993; BERGSTROM & NICHOLSON, 1999). De acordo com estudos
histopatolégicos realizados por CHAU & ALVAREZ (1983), na interagdo C.
gloeosporioides e frutos de mamao sem ferimentos, a hifa penetrou a cuticula e a
infeccao originou-se a partir de um apressorio observado trés a quatro dias apds a
inoculagao.

Apb6s os eventos de pré-penetracdo, vdrias estratégias sdo utilizadas por
Colletotrichum spp. na colonizacdo dos tecidos, de acordo com os processos de
infeccao em cada hospedeiro.

A germinacdo de conidios de Colletotrichum sp. em cafeeiro somente ocorre
em presenca de 4gua. Forma-se um septo nos conidios, que normalmente sdo
unicelulares, e cada uma das células emite um ou dois tubos germinativos. Na
extremidade desses, sobre a cuticula dos frutos verdes, desenvolve-se um apressorio,
de parede espessa e coloracdo escura (NUTMAN, 1970).

A temperatura 6tima para a germinagdo dos esporos estd préxima de 22 °C,
podendo variar de 17 a 28 °C, sendo a germinag¢do completamente inibida abaixo de
14 °C e acima de 30 °C. A temperatura Gtima para o crescimento micelial estd em
torno de 25 °C (NUTMAN & ROBERTS, 1960; MULLER, 1970; VERMEULEN,
1970; FEITOSA et al., 1977; PEREIRA & CHAVES, 1978).

A umidade afeta diretamente a germinacdo e a capacidade de causar infeccao
dos esporos. NUTMAN & ROBERTS (1960), em experimentos com frutos
inoculados e incubados em camaras com umidade controlada, obtiveram baixo
percentual de germinacdo, com pequeno nimero de lesdes em umidade abaixo de
100%. Segundo os autores, isso ocorreu porque os frutos perdiam a turgescéncia. A
infeccao pode se dar na auséncia de dgua liquida se a atmosfera estiver saturada.

Inoculando-se frutos verdes de café com suspensdo concentrada de conidios,
a percentagem de germinacgao foi baixa, e o nimero de lesdes resultantes também. O
6timo de germinacio foi obtido com concentragdes entre 10° e 10° conidios por mL.

(NUTMAN & ROBERTS, 1970; FEITOSA et al., 1977). Isso pode ser atribuido a
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um possivel inibidor da germinac¢do, como ocorre com uredosporos de Hemileia
vastatrix MUSUMECI et al., 1974).

A duracdo do periodo de incubacdo, até o aparecimento de lesdes, estd
geralmente entre 5 e 30 dias, sendo comumente de oito dias. Sobre as flores, o
periodo para a penetracdo do patégeno € de cerca de 2,5 horas, enquanto o dobro do
tempo € necessario para o ingresso em frutos verdes (PEREIRA & CHAVES, 1978).

Avaliando o crescimento micelial e a capacidade de esporulacdo de oito
isolados de Colletotrichum sp. em diferentes meios de cultura, NECHET (1999)
observou que o meio batata-dextrose-dgar 2% proporcionou maior producdo de
micélio, seguido pelos meios extrato de malte-dgar 2%, descrito na literatura para
caracterizacao in vitro de isolados de Colletotrichum, e Glucose Yeast—Agar (GYA),
que € recomendado para a producdo de micélio visando a extracdo de DNA
(SREENIVASAPRASAD et al., 1993; BEYNON et al., 1995).

Em testes de patogenicidade, os isolados de Colletotrichum obtidos por
FERNANDES (2000) apenas causaram lesdes nos frutos verdes injuriados
mecanicamente, variando a incidéncia de 12,5 a 37,5%, ndo sendo verificadas lesdes
nos testes realizados com os frutos no estadio cereja. O isolamento de fungos em
frutos verdes e cereja em trés municipios de Minas Gerais apontaram as seguintes
espécies como predominantemente associadas aos frutos: Colletotrichum spp.,
Fusarium spp., Cercospora coffeicola e Aspergillus spp., sendo dos isolados de
Colletotrichum as maiores médias de incidéncia, o que sugere ser este patdgeno
capaz de colonizar os frutos do cafeeiro nos primeiros estddios de desenvolvimento e

vindo a manter-se vidvel no estddio cereja.

11



3. MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos na Universidade Federal de Vigosa, nos
laboratérios de Protecdo de Plantas, no Departamento de Fitopatologia, e de

Biotecnologia do Cafeeiro, no BIOAGRO.

3.1. Obtencao de isolados de Colletotrichum sp. de café

Os isolados de Colletotrichum sp. foram obtidos a partir de folhas, de ramos,
bem como de frutos verdes, cereja e secos de café, com sintomas de escurecimento,
provenientes de quatro estados: Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand e Espirito Santo
(Tabela 1A).

O isolamento foi realizado em meio batata-dextrose-dgar (BDA) 2% mais o
antibidtico cloranfenicol, na concentracdo de 0,02%. A fim de determinar a presenca
de microrganismo, sec¢des do tecido doente foram superficialmente lavadas em dgua
corrente e detergente neutro e assepticamente desinfestadas com alcool 70%, por 30
segundos, € em seguida com hipoclorito de s6dio 2%, por um minuto.
Posteriormente, foram lavadas com 4gua estéril, transferidas para o meio de cultura e
incubadas, a temperatura de 25 °C. Apds a constatagio da presenga de

Colletotrichum sp., as colOnias foram repicadas e purificadas, sendo entdo

transferidas para tubo contendo meio batata-dextrose-agar 2%.
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3.2. Obtencao e manutencao de culturas monospdricas

A partir de coldnias puras de Colletotrichum cultivadas em meio de cultura
BDA, foi preparada uma suspensdo de esporos pela adicdo de 20 mL de 4gua
destilada esterilizada em placas de Petri. Essa suspensdo foi vertida em placa de Petri
contendo meio dgar-dgua 2%.

Ap6s 24 horas, sob microscépio estereoscopico, em capela de fluxo laminar,
foram transferidos, individualmente, esporos germinados para tubos contendo meio
BDA 2%. As placas foram incubadas a temperatura de 22 °C, por sete dias, no
escuro.

Para a manutencao dos isolados de Colletotrichum sp., foi utilizada a técnica
de armazenamento em silica-gel, seguindo-se o método de PERKINS (1962), com
adaptacdes. Em frascos de vidro transparente, com capacidade para 30 mL, foi
colocado, na metade de seu volume, silica-gel de didmetro de 1 a 4 mm. Os frascos,
entdo, foram tampados com papel-aluminio e esterilizados em estufas de ar seco a
140 °C, por trés horas. Papel-filtro foi cortado na medida do didmetro dos frascos e
em fragmentos de 4 mm, sendo estocados separadamente em frascos de vidro com
tampa de metal e posteriormente esterilizados em autoclave a 127 °C, por 20
minutos. Foi preparada e esterilizada uma solucdo de leite em p6 desnatado a 10% .

Assepticamente, em camara de fluxo laminar, nos frascos com a silica,
previamente esterilizados, foram acondicionados dois fragmentos do papel-filtro. A
cada tubo dos isolados monospdricos foram adicionados 10 mL da solucdo de leite
desnatado a 10%. Essa suspensdo de esporos foi vertida em placa estéril e nela
colocados os fragmentos de 4 mm de papel-filtro, que embeberam a suspensao. Esses
fragmentos foram, entdo, transferidos para os frascos, sobre as duas camadas de
papel-filtro, e fechados com o batoque e a tampa, previamente esterilizados em

alcool, sendo armazenados em geladeira, a 4 °C.

3.3. Teste de patogenicidade dos isolados

3.3.1. Patogenicidade de Colletotrichum gloeosporioides a frutos verdes

Inicialmente, ramos contendo trés rosetas de frutos verdes (3 - 4 mm) do

cultivar Catuai foram coletados no campo, levados para o laboratorio, lavados em
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agua corrente e mantidos, por cinco minutos, em solu¢do de hipoclorito de sédio
(produto comercial dgua sanitaria Globo®), na diluigdo 1/10, e novamente lavados
em 4gua corrente. Os ramos foram colocados em recipiente aberto e mantidos a
temperatura ambiente (20-25 °C), por dois dias. ApGs esse periodo, os ramos que
apresentaram lesdes no penddculo foram descartados e aqueles aparentemente
sadios, acondicionados em gerbox, contendo espuma, a fim de se manter a camara
umida.

O experimento foi conduzido em cimara climatizada a 20+2 °C, com
fotoperiodo de 12 horas, seguindo o delineamento experimental inteiramente
casualisado, sendo 180 tratamentos com trés repeticdes, havendo em cada repeti¢cao
dois ramos com trés rosetas de frutos.

Este experimento constou da inoculagdo dos isolados obtidos a partir das
culturas monospdricas descritas no item 3.2, nos ramos com e sem ferimentos. Os
ramos foram, entdo, repicados e colocados em placas contendo meio extrato de
malte-dgar 2%. Os frutos foram inoculados com suspensdo de conidios, adicionada
de 0,01% de Tween-20, padronizada para 2x10° conidios/mL, empregando-se
atomizador manual De Vilbiss n. 15. A testemunha foi atomizada com 4gua destilada
esterilizada. Avaliou-se a incidéncia (percentagem de frutos com sintomas de

necrose) a partir do terceiro dia apds a inoculagao.

3.3.2. Patogenicidade de Colletotrichum gloeosporioides a ponta de ramos

O experimento relatado no item 3.3.1 foi repetido em épocas diferentes,
porém com algumas modificagdes na metodologia, a fim de se obter maior controle
sobre a testemunha. Dos 180 isolados monospdricos, 30 foram escolhidos (Tabela
2A), levando-se em conta critérios de distribuicdo geografica e valores de incidéncia
obtida no item anterior.

Neste ensaio, utilizou-se somente a parte apical dos ramos em franco
desenvolvimento. Os ramos foram lavados, conforme o item 3.3.1, porém mantidos
por cinco dias em condi¢do ambiente. ApoOs esse periodo, aqueles que apresentaram
lesdes no pendiculo foram descartados. A parte do ramo que sofreu o corte foi
superficialmente submersa em pasta de cobre (20% de cobre), a fim de se evitar

necrose no ponto de corte. Os ramos que apresentaram lesdes no pendiculo foram

14



descartados e aqueles aparentemente sadios, acondicionados em gerbox, contendo
espuma, para se manter a cimara umida.

O experimento foi conduzido em cAmara climatizada a 20+2 °C, com
fotoperiodo de 12 horas, seguindo o delineamento experimental inteiramente
casualisado, sendo 30 tratamentos com trés repeticdes € em cada uma delas dois
ramos com trés rosetas de frutos cada um.

Este experimento constou da inoculagdao dos isolados, obtidos a partir das
culturas monospdricas citadas no item 3.2, nos ramos com e sem ferimentos, os quais
foram repicados e colocados em placas contendo meio extrato de malte-dgar 2%. Os
frutos foram inoculados com suspensdo de conidios, adicionada de 0,01% de Tween-
20, padronizada para 2x10° conidios/mL, empregando-se atomizador manual De
Vilbiss n. 15. A testemunha foi atomizada com dgua destilada esterilizada. Foi
avaliada a incidéncia (percentagem de frutos com sintomas de necrose) a partir do

terceiro dia ap6s a inoculacao.

3.3.3. Patogenicidade de Colletotrichum gloeosporioides a plantulas de cafeeiro

Neste ensaio, adotou-se a medotologia utilizada por WALLER et al. (1993),
que consiste na inoculacio de hipocétilos no estadio “palito de fésforo”, previamente
formados pela germinacdo das sementes de café do cultivar Catuai Vermelho IAC
99, semeadas em areia esterilizada (brometo de metila 80 cc/m3), em bandejas
plasticas.

Os hipocétilos foram, entdo, inoculados por meio de uma suspensido de
conidios na concentracdo 10* esporos/mL, obtidos de culturas de Colletotrichum sp.
Os testes foram realizados em plantas sem ferimentos e com ferimentos, utilizando-
se para provocar esses ferimentos escova com cerdas de latdo. Para a inoculagdo, foi
preparada uma suspensdo de conidios adicionada de 0,01% de Tween-20,
empregando-se atomizador De Vilbiss n. 15.

Foram utilizados os trinta isolados escolhidos para o experimento do item
3.3.2. Para cada tratamento (isolado do fungo), utilizaram-se trés repeti¢cdes, sendo
cada uma delas constituida de duas plantas uteis. O tratamento-testemunha foi
pulverizado com dgua estéril. A avaliacdo foi realizada trinta dias apds a inoculagdo,

sendo anotada a incidéncia da doenca.
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3.4. Processo de esterilizacio superficial de ramos e frutos verdes de café

Foram coletados no campo ramos em desenvolvimento e frutos do cultivar
Catuai Vermelho. De cada planta foram retiradas dez amostras. A esterilizacdo
superficial dos ramos foi feita de acordo com o método descrito por SAKIYAMA et
al. (2001), com algumas modificacdes.

As amostras individuais foram pré-lavadas, com desinfetante comercial
Sampic® 5%, e enxaguadas. Todos os passos seguintes foram realizados em
condi¢des assépticas. As amostras entio acondicionadas em Erlemyers foram
adicionados 300 mL de agua estéril, sendo colocadas em shaker rotatério por 15
minutos, a 150 rpm. Posteriormente, da mesma forma, foram lavadas em solugao-
tampao fosfato (0,05 mol.L’l, pH 7.0). As amostras foram esterilizadas
superficialmente por meio de imersdo em alcool 70%, por um minuto, € em seguida,
por cinco minutos, em shaker rotatério, em solu¢do de cloro ativo 5% (produto
comercial Genc10r®, pH 5,0-6,0), contendo 0,01% de Tween 80. Imediatamente apds
as amostras foram novamente imersas, por 15 minutos, com o tampao fosfato 0,05
mol.L". As etapas de imersdo em 4lcool, hipoclorito e tampdo foram repetidas mais
uma vez, porém, na segunda etapa do cloro ativo 5%, o tempo foi reduzido para trés
minutos. Por fim, as amostras foram enxaguadas em dgua destilada estéril. Para aferir
a esterilizacdo superficial das amostras, foram incubadas aliquotas de 200 pL da
dgua da dltima lavagem em placas contendo meio batata-dextrose-agar 2%.

ApOs o processo de esterilizacao superficial, ramos e frutos foram, um a um,
levemente pressionados em placas contento meio batata-dextrose-dgar 2% e, entao,
incubadas por 72 horas. A fim de se verificar a eficiéncia do processo de
esterilizacdo superficial, apds esse periodo, foi avaliado o crescimento de
microrganismos. Os ramos e frutos foram incubados individualmente por dez dias,
até a avaliacdo, em placa estéril contendo papel-filtro embebido em dgua igualmente

estéril, e mantidos em fotoperiodo de 12 horas, a 20+ 2 °C.
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3.5. Método quimico para acelerar a infeccio latente (assintomatica) por

Colletotrichum em cafeeiro

Foram coletados no campo ramos em desenvolvimento e frutos de plantas do
cultivar Catuai Vermelho. As amostras foram esterilizadas conforme item 3.4. Apos
a esterilizagdo superficial, elas foram submersas em concentragdes crescentes do
herbicida Paraquat (1-1°- dimetil 4-4’ — bipiridilio dicloreto). Apés um minuto, as
amostras foram transferidas para placas estéreis, contendo papel-filtro embebido em
dgua igualmente estéril, e mantidas em fotoperiodo de 12 horas, a 20+ 2 °C. Cada
tratamento constou de trés repeticdes, com dez amostras cada uma. Foram realizados
trés controles. As avaliagdes da incidéncia foram realizadas diariamente, até o 15°
dia. Os tratamentos aplicados foram os seguintes: T1 - amostras do campo incubadas
sem esterilizacdo; T2 - amostras esterilizadas superficialmente; T3 - amostras do
campo tratadas com Paraquat 1.000 ppm; T4 - amostras esterilizadas
superficialmente e tratadas com Paraquat 250 ppm; TS5 - amostras esterilizadas
superficialmente e tratadas com Paraquat 500 ppm; T6 - amostras esterilizadas
superficialmente e tratadas com Paraquat 1.000 ppm; T7 - amostras esterilizadas
superficialmente e tratadas com Paraquat 1.500 ppm; e T8 - amostras esterilizadas

superficialmente e tratadas com Paraquat 2.000 ppm.

3.6. Patogenicidade de Colletotrichum gloeosporioides a cafeeiros (Coffea

arabica) oriundos de cultura de tecido

Trinta e duas plantas de cultura de tecido de Coffea arabica, desenvolvidas de
embrides somdticos oriundos de calos embriogénicos induzidos em explantes foliares
de cafeeiro, foram transferidas assepticamente para placas de Petri estéreis, contendo
papel-filtro embebido em 4dgua igualmente estéril. Por cima do calo de cada planta
foi adicionado algoddao umedecido em dgua estéril, a fim de manter as plantas vivas.
Foram utilizados trés isolados, sendo cada tratamento constituido de quatro
repeti¢cdes. Os tratamentos com ferimento foram feitos com o auxilio de um
dispositivo de 60 agulhas entomoldgicas. Para a inoculacdo, foi preparada uma
suspensdo de esporos adicionada de 0,01% de tween-20, a partir de culturas puras,
obtidas conforme descrito no item 3.2, ajustada para a concentracdo de 2,0 x 10°

conidios/mL, e entdo inoculadas com o auxilio de De Vilbiss n. 15. A testemunha foi
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atomizada com 4gua estéril. Apds a inoculagdo, as placas foram incubadas, em
fotoperiodo de 12 horas, a 20+ 2 °C. Foram feitas avaliagdes diariamente até 15 dias
apo6s inoculagio.

Foram aplicados os seguintes tratamentos: T;- Testemunha sem ferimento; T,
- Isolado Venda Nova do Imigrante, ES (168), sem ferimento; T3 - Isolado Londrina,
PR (96), sem ferimento; T4 - Isolado Vigosa, MG (173), sem ferimento; Ts -
Testemunha com ferimento; T¢ - Isolado Venda Nova do Imigrante, ES (168), com
ferimento; T7 - Isolado Londrina, PR (96), com ferimento; Ts - Isolado Vicosa, MG
(173), com ferimento.

ApOs as avaliagOes, uma planta de cada tratamento foi escolhida e procedeu-se ao
reisolamento do fungo. As plantas foram lavadas com desinfetante, produto
comercial Sampic® 5%, levadas para cAmara de fluxo laminar e lavadas em &lcool
70% por um minuto, seguido da solucdo de cloro ativo 2%, por dois minutos, e

plaqueamento em meio batata-dextrose-agar 2%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificacdo de isolados de Colletotrichum sp.

Observando-se as caracteristicas dos 180 isolados em meio de cultura extrato
de malte-dgar (MEA) 2%, concluiu-se que todos pertencem a espécie C.
gloeosporioides Penz. (SUTTON, 1992; WALLER et al., 1993). Os isolados
apresentam como caracteristicas morfoldgicas: micélio variando de colora¢do branca
a cinza-pélida, crescimento rdpido (5,1 mm 24h™), presenca de setas, conidios
cilindricos com extremidades arredondadas. A verificagdo de caracteres
morfolégicos em meio extrato de malte-dgar 2% € utilizada por varios autores
(McDONALD, 1926; RAYNER, 1948; RAYNER, 1952; GIBBS, 1969; HINDORF,
1973; MASSABA & WALLER, 1992; WALLER et al., 1993) para separar as
espécies de Colletotrichum que incidem em C. arabica. WALLER et al. (1993)
distinguiram C. gloeosporioides da estirpe patog€nica por esta apresentar rapido
crescimento em meio extrato de malte-dgar 2% (3-6 mm 24h™" a 25 °C), micélio
abundante de coloragdo branca a cinza-pdlida, esporulacio em acérvulos ou

diretamente sobre hifas e da ndo-patogenicidade em frutos verdes e hipocdtilos.
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4.2. Teste de patogenicidade dos isolados

4.2.1. Patogenicidade de Colletotrichum gloeosporioides a frutos verdes

Entre as 180 culturas inoculadas, houve diferenca na incidéncia observada
tanto nos ramos com ferimento como naqueles sem ferimento dez dias apds a
inoculagdo. Foi anotada incidéncia maxima de 69,5%, para o isolado 164, oriundo de
Trés Pontas, MG, do cultivar Catuai Vermelho. Entretanto, a testemunha, atomizada
com dgua estéril, também manifestou sintomas semelhantes tanto nos ramos sem

ferimentos, com trés rosetas de frutos, como naqueles com ferimentos (Figura 1).

25

20
B 180 ISOLADOS

B 25 TESTEMUNHAS

INCIDENCIA %

SEM FERIMENTO COM FERIMENTO  MEDIA TOTAL

Figura 1 - Comparacdo entre os valores médios de incidéncia de C. gloeosporioides
em cafeeiro, dez dias ap6s inoculac@o dos 180 isolados e das testemunhas.

O aparecimento de sintomas e abundante esporulacdo de C. gloeosporioides
na testemunha sugerem que a esterilizacdo superficial dos tecidos ndo foi eficiente
para eliminacdo deste fungo. Ndo foram encontrados relatos, em testes de
patogenicidade no Brasil, de controles apresentando sintomatologia e esporulacao do
fungo; entretanto, em recente trabalho, NECHET (1999) afirmou serem necessarios

continuos testes em frutos verdes e mudas, haja vista a grande variabilidade dos
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resultados obtidos. Segundo VERMEULEN (1979), os frutos verdes e as zonas dos
ramos onde se tenha formado a primeira felogene sdo infectados apenas pela espécie
C. kahawae Waller & Bridge, apesar de as formas saprofiticas de Colletotrichum
poderem colonizar esses Orgdaos do cafeeiro. Pode-se inferir, portanto, que a
esporulacdo observada no controle corresponde a forma saprofitica de C.

gloeosporioides, uma vez que nao ha relatos de C. kahawae no continente americano.

4.2.2. Patogenicidade de Colletotrichum gloeosporioides a ramos jovens

Os tratamentos apresentaram sintomas de escurecimento dos tecidos e
esporulacdo abundante de C. gloeosporioides oito dias apds a inoculacdo. Quinze
dias apdés a incubacdo em camara umida, todos os tratamentos, inclusive a
testemunha (Figura 2), apresentaram 100% de incidéncia. Um fator que parece ter
sido determinante para este resultado é a condicdo climética observada nos dez dias
que antecederam a coleta do material no campo: precipitacdo acumulada de 234 mm,
umidade relativa média de 90% e temperatura média de 22 °C, condigdo ideal para o
desenvolvimento de doengas.

A utilizacdo de ramos nos estddios iniciais de crescimento, a permanéncia dos
ramos em temperatura ambiente por cinco dias e a utilizacdo da pasta de cobre sobre
a extremidade que foi cortada ndo teve nenhum efeito sobre os tratamentos, como era
esperado. A metodologia adotada ndo foi eficaz, embora tenha sido adaptada a partir
de ensaios de patogenicidade realizados no Brasil (FEITOSA, 1977; DORIZZOTTO,
1992; NECHET, 1999; FERNANDES, 2000), o que sugere que os ramos e frutos
aqui utilizados, apesar de aparentemente sadios, jd estavam associados de alguma

forma ao Colletotrichum.
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Figura 2 - Comparacdo entre os valores médios de incidéncia de C. gloeosporioides
em cafeeiro, dez dias apdés a inoculacdo dos 30 isolados e das
testemunhas.

4.2.3. Patogenicidade de Colletotrichum gloeosporioides a plantulas de cafeeiro

Nao foi observado nos hipocétilos de cafeeiro, 25 dias apds a incubagao deles
em camara umida, qualquer tipo de sintoma causado pelos 30 isolados utilizados. A
testemunha também nao apresentou qualquer tipo de reacao. Isso sugere que o fungo,
além de ndo apresentar patogenicidade aos hipocétilos, ndo € capaz de colonizar o
endosperma de sementes de Coffea arabica.

RODRIGUES et al. (1991) afirmaram que as primeiras lesdes sobre o
hipocétilo podem aparecer ao fim de cinco a sete dias, logo apds o periodo de
inoculagdo, variando o periodo latente entre duas e trés semanas, dependendo do
grau de patogenicidade do isolado. GIELINK & VERMEULEN (1983) avaliaram a
patogenicidade de isolados do Brasil em frutos verdes e hipocdétilos, observando a
incapacidade deles em reproduzir sintomas em ambos os casos. Estudos de
WALLER et al. (1993) e BEYNON et al. (1995) mostraram que C. kahawae é capaz
de causar lesdao deprimida em hipocétilos sadios, sendo esta uma caracteristica que
distingue C. gloeosporioides de C. acutatum. Portanto, ndo hd indicios da presenca
de C. kahawae no Brasil, haja vista a heterogeneidade das amostras que foram
coletadas em diferentes dreas produtoras de café. Devido a sintomatologia

caracteristica da estirpe patogénica, testes de patogenicidade em hipocétilos foram
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utilizados por VAN DER VOSSEN et al. (1976) como método de selecdo para

melhoramento visando resisténcia a CBD.

4.3. Processo de esterilizacao superficial de ramos e frutos verdes de café

Os ramos e frutos do cultivar Catuai Vermelho apresentaram sintomas e
abundante esporulacdo de Colletotrichum sp. seis dias apds a incubacdo em camara
umida. Os controles utilizados — plaqueamento da dgua de dltima lavagem e contato
entre o ramo, ap0s a esterilizacdo, e o meio de cultura BDA 2% — ndo apresentaram
qualquer crescimento fungico, sendo somente observado em algumas placas o
crescimento de bactérias. H4 indicios de que Colletotrichum pode permanecer em
estado latente nos tecidos de cafeeiro, ou ainda em associacdo endofitica com este,
podendo assim colonizar os tecidos sem que sejam manifestados sintomas. Torna-se,
entdo, invidvel a utilizacdo de plantas do campo como material para a realizacdo de
teste de patogenicidade, uma vez que o organismo j4 estava presente na maioria dos
tecidos, mesmo sem apresentar sintomas.

Nos testes dos itens 4.2.1 e 4.2.2, a solucao de hipoclorito utilizada foi diluida
a partir de produto comercial dgua sanitaria Globo®, ndo se levando em conta o teor
de cloro ativo. O cloro, por ser um composto volatil, ¢ mantido em produtos
comerciais com pH em torno de 12, com a finalidade de se disponibilizar mais
lentamente o cloro, para maior durabilidade do produto. Visando a sanitizagdo do
material vegetal, € necessaria a redugdo do pH para a faixa de 5 a 6, tornando o cloro
prontamente disponivel, conforme observado por SAKIYAMA et al. (2001).

H4é evidencias de que C. gloeosporioides coloniza epifiticamente os ramos e
frutos, uma vez que foi observado crescimento no meio batata-dextrose-dgar 2%,
pressionado com as superficies dos ramos e frutos. As placas inoculadas com
aliquotas da dgua estéril, utilizada na pré-lavagem dos ramos e frutos, também
apresentaram crescimento. ALMEIDA et al. (2002) relataram C. gloeosporioides
colonizando endofiticamente folhas e hastes de C. arabica, a partir da desinfeccdo
dos tecidos e incubacdo em meio extrato de malte-dgar 2% + cloranfenicol,
entretanto ndo ha descri¢do da metodologia utilizada para a desinfec¢do dos tecidos.

As superficies das partes aéreas das plantas sdo normalmente colonizadas por
grande nimero de microrganismos (MERCIER & LINDOW, 2000), sendo também
observada a colonizagdo epifitica de frutos de cafeeiro (FERNANDES, 2000; SILVA
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et al., 2000; SAKIYAMA et al., 2001; PAULA et al., 2001). A colonizacao epifitica
e endofitica por bactérias do género Paenibacillus e Methylobacterium em explantes
de C. ardbica, cultivar Catuai Vermelho, foi demonstrada por SAKIYAMA (2001),

utilizando técnicas de microscopia e imunoldgicas.

4.4. Método quimico para acelerar a infeccio latente (assintomatica) por

Colletotrichum em cafeeiro

Em todos os tratamentos em que as plantas foram submetidas a esterilizagao
superficial, bem como a diferentes concentracdes de paraquat, verificaram-se
sintomas e abundante esporulacdo de C. gloeosporioides, seis dias apds a incubagao,
sendo ineficientes na reducdo do periodo latente. A manifestacdo de sintomas e a
reducdo do periodo latente foram observadas por RAJESWARI et al. (1997) em
frutos de banana com infec¢do latente assintomadtica por Colletotrichum musae.
Utilizando esterilizacdo superficial e em seguida 500 ppm de paraquat, o autor
verificou 73,38% de infeccdo latente por C. musae, cinco dias apds o tratamento. Os
controles, frutos sem herbicida em cdmara umida e frutos em condi¢do ambiente,
apresentaram, respectivamente, 6,71% e 0,05% de infeccdo latente, com periodo de
incubacdo de 9 e 11 dias, na mesma ordem.

O tratamento que consistiu apenas na coleta de ramos no campo e incubagio a
temperatura ambiente ndo apresentou qualquer tipo de sintoma, permanecendo os
ramos aparentemente sadios até 15 dias apds a inoculagdo.

Hé evidéncias de que C. gloeosporioides € um microrganismo oportunista que
se manifesta externamente nos tecidos quando estes sofrem algum tipo de estresse.
GUTIERREZ (1954) associou a condi¢cdo conhecida como die-back, desfolhacio e
morte descendente de ramos, a um problema de menor importincia, a menos que o
dano resulte da interacdo de fatores patologicos e fisiologicos. A seca de ponteiros
foi relacionada, por ZAMBOLIM et al. (1997), a condi¢des climdticas anormais,
estresse hidrico, alta carga e fatores bidticos, entre eles a ocorréncia de
Colletotrichum sp. Alguns autores (SMALL, 1921; BITANCOURT, 1956;
BIANCHINI, 1960) consideraram que a causa da morte descendente € a falta de
carboidratos ap6és grandes colheitas e deficiéncias de alguns elementos especificos,
como o nitrogénio. O aumento da incidéncia da seca de ramos no comeco da

granacdo, afetando principalmente os ramos com alta carga, foi associado ao
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estresse, devido a desnutri¢do do cafeeiro, que se torna visivel nos momentos criticos

do ciclo vegetativo (BITANCOURT, 1958a).

4.5. Patogenicidade de Colletotrichum gloeosporioides a cafeeiros (Coffea

arabica) oriundos de cultura de tecido

As plantas oriundas de cultura de tecido conduzidas com e sem ferimentos
ndo apresentaram qualquer manifestacdo de sintomas por um periodo superior a 15
dias apds a inoculagdo. Pode-se inferir que estes isolados ndo tém relacdo de
patogenicidade com cafeeiro; embora o fungo tenha sido recuperado a partir dos
tecidos das plantas de cultura de tecido, com e sem ferimento, mesmo sem a
manifestacdo de sintomas. As culturas reisoladas apresentaram as caracteristicas
tipicas de cada isolado. Ndao houve crescimento a partir das folhas e dos caules
picados do explante-controle. O reisolamento do fungo vem corroborar a hipétese de
que C. gloeosporioides, em cafeeiro, € um oportunista que pode permanecer em
estddio de laténcia nos tecidos ou, ainda, em associacdo endofitica, sem manifestar
sintomas.

Alguns autores (BINYAMINI & SCHIFFMANN, 1972; VERHOEFF, 1974;
BERGSTROM & NICHOLSON, 1999) relataram laténcia de Colletotrichum spp.
observada a partir dos apressérios formados na superficie do hospedeiro, mesmo sem
penetracdo do fungo, o que explica como muitas destas espécies persistem sobre
tecidos de plantas. De acordo com os mesmos autores, a penetragdo pode ocorrer
imediatamente a partir do apressério e o fungo permanecer em forma latente na
epiderme das folhas. A permanéncia de fungos do género Colletotrichum em estado
latente tem sido relatada em: soja (KLINGELFUSS & YORINORI, 2001), feijao
(LATUNDE et al., 1999), banana (RAJESWARI et al., 1997), péssego (ZAITLIN et
al., 2000), morango (KING et al., 1997), abacate (PRUSKY et al., 1991), entre outras
culturas.

Fungos do género Colletotrichum t€m sido associados endofiticamente em
diferentes culturas, como: C. gloesporioides em soja (FREIRE & BEZERRA, 2001),
C. gloesporiodes em castanheira (WANG et al., 2000), C. acutataum em morango
(FREEMAN et al., 2001), Colletotrichum spp. em arvores da floresta tropical
(GAMBOA & BAYMAN, 2001), C. gloesporioides em citrus (ARAUJO et al.,
2001) e C. gloesporioides em tomate (LARRAM et al., 2001).
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Foi estudada a patogenicidade de Colletotrichum sp. ao cafeeiro em
experimentos conduzidos em laboratdrio. Avaliou-se, inicialmente, a patogenicidade
de 180 isolados monospdricos em ramos contendo trés rosetas de frutos verdes com e
sem ferimentos. Repetiu-se o ensaio, porém utilizando ramos em estidios iniciais de
desenvolvimento e hipocétilos no estddio “palito de fésforo”. Posteriormente,
procedeu-se a esterilizacdo superficial dos ramos coletados no campo; ao uso de
dessecante, visando a detec¢do de infeccdo latente; e ao teste de patogenicidade em
sistemas caulinares oriundos de cultura de tecido. Todos os isolados coletados
pertenciam a espécie C. gloeosporioides Penz.

Os testes em ramos com rosetas de frutos e em ramos nos estadios iniciais de
desenvolvimento, com e sem ferimentos, apresentaram sintomas e abundante
esporulacdo de C. gloeosporioides oito e dez dias apdés a inoculagdo,
respectivamente, sendo o mesmo observado com a testemunha atomizada com 4gua
estéril. Nos testes em hipocétilos, ndo foram observados sintomas 25 dias apds a
inoculagao.

O uso do paraquat promoveu a senescéncia dos tecidos, porém esporulacio de
Colletotrichum fol observada seis dias apds a esterilizagdo e incubacdo, ndo
reduzindo, portanto, o periodo latente em comparagdo ao tratamento em que Os
ramos foram somente esterilizados. Os ramos que foram coletados no campo e
diretamente incubados, sem nenhum tratamento, permaneceram verdes e

aparentemente sadios até 15 dias apds a incubagao.
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Os testes em plantas de cultura de tecido de cafeeiro (C. arabica) nao
manifestaram sintomas, com os trés isolados atomizados com e sem ferimentos, 15
dias apds a inoculagdo. Apds esse periodo, as plantas foram desinfestadas
superficialmente e o fungo reisolado, em meio batata-dextrose-dgar 2%,
apresentando as caracteristicas tipicas de C. gloeosporioides. Nao houve crescimento
a partir das folhas e dos caules picados do explante-controle.

Esses resultados sugerem que testes de patogenicidade de espécies de
Colletotrichum devem ser conduzidos em plantas de cultura de tecido, a fim de se
assegurar a sanidade do material a ser inoculado, visto que, mesmo apds esterilizacao
superficial do tecido, o organismo pode permanecer latente. Ha evidéncias de que C.
gloeosporioides ¢ um fungo oportunista que se manifesta externamente nos tecidos
quando estes sofrem algum tipo de estresse. Neste trabalho, obtiveram-se indicios de
que C. gloeosporioides apresenta relagdo endofitica nos tecidos de cafeeiros (C.
arabica).

A partir dos resultados obtidos, sugere-se que em trabalhos futuros sejam
conduzidos experimentos visando a:

- avaliagdo de diferentes temperaturas sobre a viabilidade de indculo de C.
gloeosporioides colonizando tecidos do cafeeiro coletados no campo;

- continuidade dos testes de patogenicidade em plantas de cultura de tecido e em
ramos de café oriundos de mudas com 30 a 45 dias de idade;

- obtencdo de isolados de C. gloeosporioides marcados geneticamente para
comprovar a laténcia em ramos e frutos no campo e em condi¢des de laboratorio; e

- realizacdo de estudos histopatoldgicos.
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APENDICE



Tabela 1A - Procedéncia dos 180 isolamentos de Colletotrichum gloeosporioides

associados ao cafeeiro

Isolados Local de coleta Estado Parte isolada Cultivar
1 Alto Caparad MG Fruto Catuai Vermelho
2 Alto Caparad MG Ramo Catuai Vermelho
3 Alto Caparad MG Ramo Catuai Vermelho
4 Alto Caparad MG Fruto Catuai Vermelho
5 Alto Jequitiba MG Ramo Catuai Vermelho
6 Alto Jequitiba MG Fruto Catuai Vermelho
7 Alto Jequitiba MG Fruto Catuai Vermelho
8 Alto Jequitiba MG Ramo Catuai Vermelho
9 Alto Jequitiba MG Ramo Catuai Vermelho
10 Alto Jequitiba MG Fruto Catuai Vermelho
11 Alto Jequitiba MG Ramo Catuai Vermelho
12 Araponga MG Fruto Catuai Vermelho
13 Araponga MG Ramo Catuai Vermelho
14 Araponga MG Ramo Catimor
15 Araponga MG Ramo Catimor
16 Araponga MG Fruto Catuai Vermelho
17 Araxa MG Ramo Catuai Vermelho
18 Araxd MG Ramo Catuai Vermelho
19 Araxa MG Fruto Catuai Vermelho
20 Boa Esperanga MG Ramo Catuai Vermelho
21 Boa Esperanca MG Fruto Catuai Vermelho
22 Bocaina MG Fruto Catuai Vermelho
23 Bocaina MG Ramo Catuai Vermelho
Bom Jesus da MG Ramo Catuai Vermelho
24 Madeira
25 Bom Jesus do Galho MG Fruto Catuai Vermelho
26 Botelhos MG Ramo Catuai Vermelho
27 Cachoeirinha MG Fruto Catuai Vermelho
28 Cachoeirinha MG Ramo Mundo Novo
29 Cambuquira MG Ramo Mundo Novo
30 Cambuquira MG Ramo Mundo Novo
31 Cambuquira MG Fruto Mundo Novo
32 Cambuquira MG Ramo Mundo Novo
33 Cambuquira MG Ramo Mundo Novo
34 Cambuquira MG Fruto Mundo Novo
35 Cambuquira MG Ramo Rubi
36 Cambuquira MG Fruto Rubi
37 Cambuquira MG Fruto Rubi
38 Cambuquira MG Ramo Rubi
39 Cambuquira MG Ramo Mundo Novo
40 Cambuquira MG Fruto Catuai Vermelho
41 Cambuquira MG Ramo Catuai Amarelo
42 Cambuquira MG Fruto Catuai Amarelo
43 Cambuquira MG Ramo Catuai Amarelo
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Tabela 1A, Cont.

Isolados Local de coleta Estado Parte isolada Cultivar
44 Cambuquira MG Ramo Catuai Vermelho
45 Campinas SP Ramo Mundo Novo
46 Campinas SP Fruto Mundo Novo
47 Campinas SP Ramo Catiafa
48 Carangola MG Ramo Catuai Vermelho
49 Carangola MG Fruto Catuai Vermelho
50 Caratinga MG Ramo Catuai Vermelho
51 Chalé MG Fruto Conilon
52 Coimbra MG Fruto Catuai Amarelo
53 Coimbra MG Ramo Catuai Vermelho

Conceigdo de MG Ramo Conilon

54 Ipanema
55 Cristais Paulistas SP Fruto Catuai Vermelho
56 Ervalia MG Ramo Catuai Vermelho
57 Fervedouro MG Fruto Mundo Novo
58 Fervedouro MG Ramo Mundo Novo
59 Fervedouro MG Ramo Catuai Vermelho
60 Fervedouro MG Ramo Catuai Vermelho
61 Guaxupé MG Fruto Catuai Vermelho
62 Ibatiba ES Ramo Catuai Vermelho
63 Ibatiba ES Ramo Catuai Vermelho
64 Ibiraci MG Fruto Catuai Amarelo
65 Ibiraci MG Fruto Catuai Amarelo
66 Ibiraci MG Ramo Mundo Novo
67 Ibiraci MG Ramo Catuai Amarelo
68 Ibiraci MG Ramo Mundo Novo
69 Irupi ES Fruto Catuai Vermelho
70 Itamogi MG Fruto Catuai Vermelho
71 Itamogi MG Ramo Catuai Amarelo
72 Itirapua MG Fruto Catuai Amarelo
73 Tuna ES Ramo Catuai Vermelho
74 Iuna ES Fruto Catuai Vermelho
75 Jeriquara SP Fruto Mundo Novo
76 Laginha MG Ramo Catuai Vermelho
77 Laginha MG Ramo Catuai Vermelho
78 Lajinha MG Ramo Catuai Vermelho
79 Lajinha MG Ramo Catuai Vermelho
80 Lajinha MG Fruto Catuai Vermelho
81 Lajinha MG Fruto Catuai Vermelho
82 Lajinha MG Ramo Catuai Vermelho
83 Lambari MG Fruto Mundo Novo
84 Lambari MG Ramo Mundo Novo
85 Lambari MG Fruto Mundo Novo
86 Lambari MG Fruto Rubi
87 Lambari MG Ramo Rubi
88 Lambari MG Ramo Rubi
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Tabela 1A, Cont.

Isolados Local de coleta Estado Parte isolada Cultivar
89 Lambari MG Ramo Rubi
90 Lambari MG Ramo Mundo Novo
91 Lambari MG Fruto Catuai Vermelho
92 Lambari MG Fruto Catuai Vermelho
93 Lambari MG Ramo Catuai Amarelo
94 Lambari MG Fruto Catuai Amarelo
95 Lambari MG Ramo Catuai Amarelo
96 Londrina PR Ramo Catuai Vermelho
97 Londrina PR Fruto Catuai Vermelho
98 Manhuacgu MG Ramo Catuai Vermelho
99 Manhuagu MG Ramo Catuai Amarelo
100 Manhuacgu MG Ramo Catuai Vermelho
101 Manhuagu MG Fruto Catuai Vermelho
102 Manhuagu MG Ramo Catuai Vermelho
103 Manhuagu MG Ramo Catuai Vermelho
104 Manhuagu MG Fruto Catuai Vermelho
105 Manhuagu MG Fruto Catuai Vermelho
106 Martins Soares MG Ramo Catuai Vermelho
107 Martins Soares MG Fruto Catuai Vermelho
108 Martins Soares MG Ramo Catuai Vermelho
109 Martins Soares MG Ramo Catuai Vermelho
110 Nepomuceno MG Fruto Catuai Vermelho
111 Nepomuceno MG Ramo Catuai Vermelho
112 Oratorio MG Fruto Catuai Vermelho
113 Patrocinio MG Ramo Catuai Amarelo
114 Patrocinio MG Fruto Catuai Vermelho
115 Patrocinio MG Fruto Catuai Vermelho
116 Patrocinio MG Ramo Catimor
117 Patrocinio MG Ramo Catimor
118 Patrocinio MG Ramo Rubi
119 Patrocinio MG Ramo Rubi
120 Patrocinio MG Fruto Rubi
121 Patrocinio MG Fruto Catuai Vermelho
122 Patrocinio MG Ramo Catuai Vermelho
123 Patrocinio MG Fruto Catuai Vermelho
124 Patrocinio MG Ramo Catuai Vermelho
125 Patrocinio Paulista SP Ramo Catuai Vermelho
126 Patrocinio Paulista SP Ramo Catuai Vermelho
127 Pedregulho SP Folha Catuai Vermelho
128 Pedregulho SP Ramo Catuai Amarelo
129 Pedregulho SP Ramo Catuai Amarelo
130 Pedregulho SP Fruto Catimor
131 Pedregulho MG Fruto Catuai Vermelho
132 Perdizes SP Ramo Catuai Vermelho
133 Perdizes SP Ramo Mundo Novo
134 Perdizes SP Ramo Mundo Novo
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Tabela 1A, Cont.

Isolados Local de coleta Estado Parte isolada Cultivar
135 Perdizes SP Fruto Catuai Vermelho
136 Perdizes SP Fruto Catuai Vermelho
137 Realeza MG Ramo Catuai Vermelho
138 Realeza MG Fruto Catuai Vermelho
139 Reduto MG Ramo Catuai Vermelho
140 Sacramento MG Fruto Catuai Amarelo
141 Sacramento MG Fruto Catuai Vermelho
142 Sacramento MG Ramo Catuai Vermelho
143 Santa Filomena MG Ramo Catuai Vermelho
144 Santa Rita de Minas MG Ramo Catuai Vermelho
145 Santa Rita de Minas MG Ramo Catuai Vermelho
146 Santa Rita de Minas MG Fruto Conilon
147 Santana da Vargem MG Fruto Catuai Vermelho
148 Santana da Vargem MG Ramo Catuai Vermelho

Sao José do MG Fruto Catuai Vermelho
149 Manhuacgu
Sao José do MG Ramo Catuai Vermelho

150 Mantimento
151 Sao Miguel do Anta MG Ramo Catuai Amarelo
152 S@o Miguel do Anta MG Ramo Catuai Amarelo

Sao Sebastiao do MG Fruto Catuai Amarelo
153 Paraiso
154 Sao Tomas de Aquino MG Ramo Catuai Vermelho
155 S@o Tomads de Aquino MG Ramo Catuai Vermelho
156 Serra do Brigadeiro MG Fruto Catuai Vermelho
157 Serra do Brigadeiro MG Fruto Catuai Vermelho
158 Simonésia MG Ramo Catuai Vermelho
159 Simonésia MG Ramo Catuai Vermelho
160 Simonésia MG Ramo Catuai Vermelho
161 Simonésia MG Fruto Catuai Vermelho
162 Teixeiras MG Fruto Catuai Vermelho
163 Teixeiras MG Ramo Catuai Vermelho
164 Trés Pontas MG Fruto Catucai
165 Trés Pontas MG Ramo Catucai
166 Varginha MG Fruto Catuai Vermelho
167 Varginha MG Fruto Catuai Vermelho

Venda Nova do ES Ramo Catuai Vermelho
168 Imigrante

Venda Nova do ES Ramo Catuai Vermelho
169 Imigrante

Venda Nova do ES Ramo Catuai Vermelho
170 Imigrante

Venda Nova do ES Folha Catuai Vermelho
171 Imigrante
172 Vigosa MG Fruto Catuai Vermelho
173 Vigosa MG Fruto Catuai Vermelho
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Tabela 1A, Cont.

Isolados Local de coleta Estado Parte isolada Cultivar
174 Vigosa MG Ramo Catuai Vermelho
175 Vigosa MG Fruto Catuai Vermelho
176 Vigosa MG Ramo Catuai Vermelho
177 Vigosa MG Ramo Catuai Vermelho
178 Vigosa MG Ramo Catuai Vermelho
179 Vigosa MG Ramo Catuai Vermelho
180 Vigosa MG Fruto Catuai Vermelho

Tabela 2A - Isolados de Colletotrichum gloeosporioides escolhidos para testes de
patogenicidade em ramos e hipocétilos

Isolados Local de coleta Estado Parte isolada Cultivar
1 Alto Capardo MG Fruto Catuai Vermelho
5 Alto Jequitiba MG Ramo Catuai Vermelho
7 Alto jequitiba MG Fruto Catuai Vermelho
14 Araponga MG Ramo Catimor
30 Cambuquira MG Ramo Mundo Novo
48 Carangola MG Ramo Catuai Vermelho
50 Carangola MG Ramo Catuai Vermelho
57 Fervedouro MG Fruto Mundo Novo
64 Ibiraci MG Fruto Catuai Amarelo
72 Itirapua MG Fruto Catuai Amarelo
78 Lajinha MG Fruto Catuai Vermelho
94 Lambari MG Fruto Catuai Amarelo
96 Londrina PR Ramo Catuai Vermelho
100 Manhuacgu MG Ramo Catuai Vermelho
106 Martins Soares MG Ramo Catuai Vermelho
107 Martins Soares MG Fruto Catuai Vermelho
125 Patrocinio Paulista SP Ramo Catuai Vermelho
129 Pedregulho SP Ramo Catuai Amarelo
131 Pedregulho MG Fruto Catuai Vermelho
135 Perdizes SP Fruto Catuai Vermelho
137 Realeza MG Ramo Catuai Vermelho
139 Reduto MG Ramo Catuai Vermelho
145 Santa Rita de Minas MG Ramo Catuai Vermelho
146 Santa Rita de Minas MG Fruto Conilon
151 Sado Miguel do Anta MG Ramo Catuai Amarelo
155 Sao Tomas de Aquino MG Ramo Catuai Vermelho
168 Venda Nova do Imigrante ES Ramo Catuai Vermelho
169 Venda Nova do Imigrante ES Ramo Catuai Vermelho
173 Vigosa MG Fruto Catuai Vermelho
180 Vigosa MG Fruto Catuai Vermelho
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Figura 1A - Testemunha, atomizada com &gua estéril, apresentando sintoma e
esporulacao de Colletotrichuum gloeosporioides dez dias apds

incubacdo a 20 °Ce fotoperiodo de 12 horas.

/

Figura 2A - Testemunha, atomizada com &gua estéril, apresentando sintoma e
esporulacdo de C. gloeosporioides oito dias apds incubac¢do a 20 °Ce

fotoperiodo de 12 horas.
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Figura 3A - Hipocotilos no estadio "palito de fésforo" sem ferimento (A) e com
ferimento (B), sem manifestacdo de sintomas, 25 dias apds inoculacdo.

1-testemunha, 2-isolado 168 (Venda Nova do Imigrante — ES).

Figura 4A - Ramos e frutos apresentando sintomas e esporulagdo de C.
gloeosporioides ap6s processo de esterilizacdo superficial seis dias

apos incubacdo a 20 °Ce fotoperiodo de 12 horas.
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Figura 5A - Avaliagdo de método quimico para deteccdo de infeccdo latente por C.
gloeosporioides. 1-Amostras ap0ds esterilizacdo superficial seguida de
imersdao em 500 ppm de paraquat por um minuto, apresentando
esporulacdo de C. gloeosporioides; 2-Amostras apresentando sintoma e
esporulacdo de C. gloeosporioides apOs processo de esterilizacdo

superficial.

Figura 6A - Teste de patogenicidade em plantas de C. arabica oriundas de cultura de
tecido, avaliadas 15 dias apds a inoculagdo. A — Testemunha sem
ferimento, B — Testemunha com ferimento, C — Isolado 168 (Venda
Nova do Imigrante — ES), sem ferimento e D — Isolado 168, com

ferimento.
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