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RESUMO

OROZCO MIRANDA, E. F. Caracteriza¢io morfolégica, molecular,
bioquimica e patogénica de isolados de Colletotrichum spp. associados ao
cafeeiro em Minas Gerais e comparagio com Colletotrichum kahawae.
Lavras: UFLA, 2003. 147 p. Tese (Doutorado em Agronomia, Area de
concentragdo Fitopatologia').

Foram estudados os aspectos fisicos de coldnia, o crescimento micelial e
dimensdes de conidios de 35 isolados de Colletotrichum spp. na Universidade
Federal de Lavras, Minas Gerais (MG), Brasil. Compara¢bes de alguns
caracteres com C. kahawae foram realizadas no Centro de Investigagdo das
Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), Oeiras, Portugal. Houve variagGes das
caracteristicas morfolégicas e reprodutivas. As dimensdes de conidios e
coloragiio da colonia de alguns isolados de MG foram semelhantes aos de C.
kahawae. Uso de todos os caracteres morfologicos de forma conjunta
permitiram a separagio de espécies. A presenca de ragas fisiolégicas foi testada
na UFLA por meio de inoculagSes de suspensdes de conidios do fungo em
hipocétilos de café. Foram determinados isolados patogénicos e ndo
patogénicos, assim como necrose e morte de plantulas. Estudos histopatolégicos
realizados no CIFC determinaram a colonizagiio de tecidos dos hipocétilos. O
fungo foi reisolado em plantulas assintométicas. A patogenicidade dos isolados
foi realizada em frutos verdes de café em MG e com alguns isolados de CBD no
CIFC. Porcentagens de frutos necrosados e tempo de aparecimento de sintomas
foram variaveis de acordo com os isolados e cultivares. A caracterizacio
bioquimica consistiu em testar o uso de citrato (C) ou tartarato (T) como fontes
de carbono. Ainda, foi analisado o pH do meio liquido de crescimento dos
isolados no CIFC. Conclui-se que os isolados caracterizados de MG
metabolizaram tartarato como tnica fonte de carbono, portanto, ndo pertencem a
C. kahawae. Foi encontrada variagio entre valores de pH. Utilizaram-se
marcadores RAPD e SSR para determinar a variabilidade genética e o
parentesco entre os isolados de MG e alguns isolados que ocasionam a CBD.
Ambas as técnicas permitiram a separagio clara dos isolados de MG e aqueles
que ocasionam a CBD. Os isolados de MG testados ndo pertencem a C.
kahawae. Com base nas caracteristicas morfologicas, patogénicas, bioquimicas e
moleculares, conclui-se que os isolados de Colletotrichum spp. de MG, Brasil,
caracterizados, pertencem as espécies C. acutatum (isolados 5, 7 € 17) e C.
gloeosporioides (restantes isolados).

'Comité de Orienta¢do: Mario Sobral de Abreu -UFLA (Orientador)
Ana Isabel Faria Ribeiro-CIFC (Co-orientadora)

Vitor Manuel Pinto Véarzea-CIFC (Co-orientador)

Mirio Litcio Vilela de Resende-UFLA (Co-orientador)
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ABSTRACT

OROZCO MIRANDA, E. F. Morphological, molecular, bicchemical and
pathogenic characterization of isolates of Colletotrichum spp. associated
with the coffee tree in Minas Gerais and comparison with Colletotrichum
kahawae. Lavras: UFLA, 2003. 147 p. Thesis (Doctorate in Agronomy, Major
Phytopathology').

Physical aspects of the colony, mycelial growth and dimensions of
conidia of 35 isolates of Colletotrichum spp. were studied at the “Universidade
Federal de Lavras”, MG, Brazil. Comparisons of some characters of C. kahawae
were performed at “Centro de Investiga¢dio das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC)”,
Oeiras, Portugal. There were some variations of the morphological and
reproductive characteristics. Sizes of conidia and colony coloration of some
isolatess of MG were similar to those of C. kahawae. The use of all
morphological characters allowed the separating of species. The presence of
physiological races was tested at UFLA, inoculating suspensions of conidia on
hypocotyls of coffee plantlets. Pathogenic and non pathogenic isolates were
detected, as well as necrosis and death of seedlings. Hystopathologic studies
accomplished in CIFC demonstrated colonization of hypocotyl tissues. The
fungus was re-isolated in symptomless plantiets. The pathogenicity of isolates
was also carried on unripe coffee berries. Inoculation and comparison of
symptoms induced by Brazilian isolates and those isolates causing CBD were
performed at CIFC. Necrosis of fruits and time of appearance of symptoms were
variable according to isolates and cultivars. The biochemical characterization
consisted in testing the use of citrate (C) or tartarate (T), as the only source of
carbon. Further, the pH of the liquid growth medium was analyzed at CIFC. It
was concluded that isolates from MG used T and C, therefore, they don’t belong
to C. kahawae. Variation was found among pH values. RAPD and SSR
techniques were utilized to determine the genetic variability and the relationship
among the isolates from MG and those which cause CBD. Both techniques
enabled the clear separation amongst the MG isolates and the ones which cause
CBD. Brazilian isolates tested do not belong to C. kahawae. Based on
morphological, pathogenic, biochemical and molecular characteristics, it was
concluded that isolates of Colletotrichum spp. from MG, belong to the species
C. acutatum (isolates 5, 7 e 17) and to C. gloeosporioides, the others.

TGuidance Committee: Mario Sobral de Abreu (Adviser)
Ana Isabel Faria Ribeiro-CIFC (Co-adviser)

Vitor Manuel Pinto Vérzea-CIFC (Co-adviser)

Mirio Licio Vilela de Resende - UFLA (Co-adviser)
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO GERAL

A ocorréncia de espécies de Colletorrichum tem sido freqiientemente
relatada nas regides cafeeiras brasileiras (Bitancourt, 1958; Figueiredo &
Mariotto, 1978; Alves & Castro, 1998). As principais doencas ocasionadas por
esse fungo em cafeeiro citadas no mundo 'sdo: antracnose em frutos, folhas e
ramos, mancha manteigosa e a CBD (Noak, 1902; Mc Donald, 1926; Nutman &
Roberts, 1969a, c; Vargas & Gonzalez, 1972; Rodrigues et al., 1991; Waller et
al,, 1993; Orozco et al., 2002b,d), associado e transmitido pelas sementes
(Orozco et al., 2002b,c).

Estudos de morfologia de Colletotrichum spp. tém sido utilizados para
critérios de identificagiio das espécies e conhecer a variabilidade genética do
fungo (Gibbs, 1969; Hindorf, 1970; Feitosa 1977; Sutton, 1980; Waller et al.,
1993; Vérzea, 1995). Mas, para maior confiabilidade dos resultados, critérios de
caracterizagio molecular sdo importantes na taxonomia de espécies e estdo
sendo recomendados na atualidade (Cannon, 2003). Entretanto, poucos sdo os
estudos moleculares publicados para este fungo e cultura (Sreenivasaprasad et
al., 1993; Beynon et al., 1995; Silva et al.,1998; Rocheta et al., 1999; Nechet,
1999).

O teste de patogenicidade dos isolados ¢ realizado normalmente em
frutos verdes de café e o teste da resisténcia genética das cultivares com a
inoculagdio de hipocétilos com suspensdes de esporos do fungo (van der Vossen
et al., 1976; Waller et al., 1993; Varzea, 1995)

Nesta pesquisa o objetivo foi realizar a caracterizagio morfolégica,
molecular, bioquimica e patogénica de isolados de Colletotricman spp.
associados ao cafeeiro em Minas Gerais ¢ comparagio com algumas

caracteristicas de isolados de Colletotrichum kahawae.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histérico, ocorréncia e distribuicio de Colletotrichum spp. em café

Viérios nomes tém sido dados as doengas ocasionadas por
Colletotrichum spp.: antracnose do cafeeiro, queima castanha “brown blight”,
“die-back”, “elon die-back™ e CBD (“coffee berry disease™).

A CBD ocasiona os maiores problemas no Quénia e outros paises da
Africa. Esta foi assinalada no Congo Belga, em 1938; Angola, 1950; Cameron,
1958 ¢ Uganda, em 1959 (Nutmah & Roberts, 1964; Hocking, 1967; Gibbs,
1969; Wallis & Firman, 1967; Vermeulen, 1979; Chalfoun, 1997). O primeiro
relato desta doenga foi feito por Mc Donald, em 1922, no Quénia. O agente
causal foi identificado pelo mesmo autor, em 1923, como sendo o fungo
Colletotrichum coffeanum Noack, causando consideraveis prejuizos, atacando
frutos de cafeeiro em diferentes etapas de amadurecimento. Segundo Waller et
al. (1993) Chalfoun (1997) e Silva et al. (1998), ndo se conhece nenhum relato
da CBD confirmado no continente americano.

Na América, Colletotrichum spp. associado a café provoca a antracnose
em folhas, frutos, mancha manteigosa e seca de ponteiros, entre outros (Schieber
et al., 1970; Almeida et al., 1979; Dorizzotto ¢ Abreu, 1993a; Alves e Castro,
1998; Nechet, 1999) ha também citagdes de C. gloeosporioides e C. acutatum
(Bitancourt, 1958; Figueiredo & Mariotto, 1978; Sutton, 1980). Na Colombia,
Colletotrichum spp. tem sido isolado em brotos, folhas, frutos e plantas de café
em diferentes estdgios de desenvolvimento (Fernindez, 1961). Wellman (1957)
relatou a doenga “blister spot” como sendo provocada por virus na Costa Rica,
mas Vargas & Gonzalez (1972) demonstraram ser ocasionada por
Colletotrichum. Na América Central, uma doenca denominada “coffee berry
necrosis”, provocada por Colletotrichum spp., foi relatada em 1963 (Schieber et
al, 1970). Infecgdio latente e incidéncia varidvel de Colletotrichum spp.,



dependendo do 6rgio da planta, ja foram relatadas em café (Rayner, 1948).
Ocorre também como endofitico (Orozco et al., 2002c, d; Paresqui et al., 2003) e
transmitido pela semente (Orozco et al., 2002a, c).

2.2 Taxonomia de Colletotrichum spp. associado a café

A taxonomia de Colletotrichum associado & cuitura de café relativa a
espécie tem sido confusa. Desde seu primeiro relato no Brasil, foi classificado
como Colletotrichum coffeanum, por Noack, em 1901. Esta designagdo foi
utilizada por mais de 70 anos, para todos os isolados de Collefotrichum
associados ao cafeeiro.

Vérias propostas de classificagdo para os isolados de Colletotrichum
spp. associados ao cafeeiro tém sido apresentadas ao longo dos anos. Rayner
(1948, 1952) designou os isolados que ocasionam a CBD como C. coffeanum
“var. virulans”, tendo por base caracteristicas morfolégicas, como a coloragio
cinzenta esverdeada do micélio dos isolados. Gibbs (1969) definiu 4 formas de
Colletotrichum por meio de caracteristicas da colbnia a partir de culturas
monosporicas em meio malte agar: a CBD (= C. coffeanum var. virulans, sensu
Rayner 1948); ccp (= C. coffeanum, “pink™); cem (= C. coffeanum, “mycelial
form™) e cca (= C. coffeanum, “acervuli form™). Também menciona que, de
acordo com essas caracteristicas, € possivel distinguir a raga que ocasiona a
CBD de outra nfio patogénica.

Hindorf (1970) realizou estudos morfolégicos detalhados em isolados de
Colletotrichum. Alguns isolados sfio classificados por Hindorf como
Colletotrichum coffeanum Noack (sensu stricto) (= CBD “var. virulans” de
Rayner, = CBD de Gibbs); C. acutatum Simmons (= ccp); C. gloeosporioides
Penz. “white mycelium form” (=cca); C. gloeosporioides “greenish mycelium
form” com seu teleomorfo Glomerella cingulata. Hindorf (1970) descreve as

caracteristicas morfologicas para separar Colletotrichum coffeanum (sensu



stricto) = CBD em meio MEA e menciona que a forma teleomérfica nesta
espécie ndo foi observada. Assim, a designagéo de C. coffeanum para a forma
patogénica dos frutos verdes foi mantida para essa época.

A classificagdo atual utilizada pela maioria de pesquisadores contempla
a proposta de Waller et al (1993). A proposta esta baseada em carateristicas
patogénicas, metabdlicas e culturais de isolados frescos de Colletorrichum. Eles
propbem a mudanca do nome de C. coffeanum sensu Hindorf para
Colletotrichum kahawae J. M. Waller e P.D. Bridge, sp. nov.

As caracteristicas consideradas para C. kahawae, por Waller et al
(1993), sdo resumidas da seguinte forma. A partir de culturas monospéricas do
fungo, observam-se crescimento micelial lento (2-4 mm d* a 25°C) em meio
MEA 2%, abundante micélio de coloragiio cinzento-esverdeado-azeitona a
esverdeado-escuro, sem producgéo de acérvulos e esporulagiio em hifas simples.
No metabolismo, isolados desta espécie nfo podem utilizar citrato ou tartarato
como Unicas fontes de carbono. Esta espécie € patogénica em frutos verdes no
estado de expansdo e em hipocétilos de Coffea arabica cv. SL28 e outras
cultivares susceptiveis, causando lesdes em depressdo, tipicas de antracnose.

Para a espécie Colletotrichum gloeosporioides, nas mesmas condigdes, o
crescimento é rapido (3-6 mm d* a 25°C), micélio branco a cinzento claro,
esporulagio em acérvulos ou hifas simples. Pode utilizar tartarato, citrato ou
ambos como tnicas fontes de carbono. Os isolados desta espécie ndo sdo

patogénicos em frutos verdes em expansédo ou hipocétilos.

A proposta tem sido utilizada, mas as caracteristicas contempladas para
caracterizar esta espécie continuam a apresentar limitagdes para diferenciar os
isolados de C. kahawae de isolados de C. gloeosporioides (Vérzea, 1995;
Orozco et al. 2002d).



Em ambito subespecifico, Rodrigues et al. (1992) e Varzea (1995)
relatam a existéncia de ragas em isolados de C. kahawae.

2.3 Doengas ocasionadas por Colletotrichum spp. em café e sintomas

As principais doengas que afetam a produtividade do café no mundo sdo
de origem fingica. Na Africa, C. kahawae ocasiona a CBD, ataca frutos verdes
em desenvolvimento e é o principal fator limitante a produgio (Mc Donald,
1926; Gibbs, 1969; Nutman & Roberts, 1969b,¢; van der Graaff, 1978; Waller et
al., 1993; Chalfoun, 1997).

Nos paises da América, Colletotrichum spp. tem sido associado a
sintomas de antracnose em folhas, frutos, mancha manteigosa ¢ seca de
ponteiros. Na maioria das publicagBes, o agente etiolégico ¢ relatado como
Colletotrichum spp. (Schieber et al., 1970; Almeida et al., 1979; Alves & Castro,
1998; Nechet, 1999; Orozco et al., 2002b, c) C. gloeosporioides e C. acutatum
(Bitancourt, 1958; Figueiredo ¢ Mariotto, 1978; Sutton, 1980; Dorizzotto &
Abreu, 1993a, b).

A antracnose nas folhas do cafeeiro apresenta-se como manchas
irregulares, grandes, coloragdo castanha e castanho-acinzentada, ocorrendo
comumente nas margens das folhas. Estruturas da fase anamérfica e
teleomérfica tém sido observadas em folhas doentes (Hindorf, 1975). Este autor
descreve sintomas de “die back” no Quénia, como queima das folhas proximas a
extremidade dos ramos secundsrios, com posterior morte e queda.’ Em seguida,
os internédios verdes dos ramos novos tornam-se necréticos. Gutierrez (1954)
descreve a incidéncia de “die back” e infecgdes foliares ocasionadas por
Colletotrichum coffeanum.

O ataque do fungo sobre as folhas novas da ponta dos ramos pode
causar o “elon die-back”, caracterizado pela abscis#o das folhas. Em seguida, a
lesdio progride em diregéio ao tecido vascular, ocorre murcha repentina, colapso



\,

~_

do ramo e morte do ponteiro. A fase teleomérfica pode ser encontrada
(Chalfoun, 1997; Nutman & Roberts, 1969c).

O termo queima castanha “brown blight™ € usado no leste africano para
designar as plantas atacadas por Colletotrichum, em éreas ndo infectadas por
CBD. Suas caracteristicas sdo lesGes escuras, deprimidas em frutos maduros ou
em processo de maturagdo, sendo incapaz de atacar frutos verdes; em alguns
casos, é observada a fase teleomorfica (Hocking, 1966).

A doenga da mancha manteigosa foi descrita pela primeira vez sobre C.
arabica na Costa Rica por Wellman (1957), como sendo ocasionada por um
virus, mas Vargas & Gonzalez (1972) demonstraram ser ocasionada por
Colletotrichum. No Brasil, Bitancourt (1958) observou essa doenga em 1938, em
folhas de café, em Sdo Paulo e a denominou “Mancha de 6leo ou pinta redonda
clara”. Segundo Mansk & Matiello (1977), no Espirito Santo, em café da

‘variedade Conillon, o fungo ocasiona ataques intensos em folhas, frutos e ramos.

Bitancourt (1958) e Mansk & Matiello (1977) descrevem que nas folhas
novas aparecem, inicialmente, manchas de cor verde-claro, com aspecto oleoso,
menos brilhante que a superficie da folha, medindo de 2 a 10 mm de didmetro.
No estagio mais avangado, as manchas apresentam lesdes menores, com 2 a 3
mm de didmetro, deprimidas, necrdticas, cor marrom-claro e bordas irregulares.
Finalmente, as manchas apresentam o centro necrético e se coalescem, causando
a queda prematura das folhas. As brotagdes novas que surgem sdo novamente
atacadas, ocorrendo a morte prematura das plantas. Os mesmos autores indicam
que nos ramos e frutos aparecem lesSes menores, com 2 a 3 mm de didmetro,
deprimidos, necréticos, cor marrom-claro e bordas irregulares. Os ataques mais
intensos sdo observados nas folhas ¢ ramos novos em plantas adultas, durante a
fase de maior vegetacio. A doenca é relatada para C. canephora ou variedades
produto de um cruzamento entre essa espécie e C. arabica e que sdo portadoras
de fatores para susceptibilidade genética (Vargas & Gonzalez, 1972; Mansk &



Matiello,1977). Dorizzotto & Abreu (1993a) relataram esta doenga no municipio
de Cristais, MG, ocasionada por C. coffeanum Noak e o isolado apresenta
algumas caracteristicas morfolégicas semelhantes as de C. kahawae in vitro.

A CBD ¢ ocasionada por C. kahawae J. M. Waller e P. D. Bridge, sp. nov.
(1993). Mc Donald (1926) descreve originalmente os sintomas dessa doenga
referindo-se ao ataque a frutos verdes, ocasionando manchas deprimidas e
escuras. As manchas pequenas pretas que aparecem aumentam de tamanho,
eventualmente cobrindo todo o fruto. Esta doenga é considerada o principal fator -
limitante da produgiio de café arabica nos paises africanos. No Quénia tém sido
referidas reduges entre 50% a 80% na produtividade e a umidade prolongada e
temperaturas baixas favorecem o desenvolvimento de epidemias (Griffiths et al.,
1971; Vermeulen, 1979). A raga do patégeno que ocasiona a CBD infecta flores,
frutos verdes e maduros do café (Gibbs, 1969; Nutman & Roberts, 1964;
Mulinge, 1970; Vermeulen; 1979). Nutman & Roberts (1964) mencionam que,
em ataques severos, a maior parte das cerejas € mumificada, porém, nio caem e

observam-se acérvulos com massa de esporos de coloragéo résea palido.

2.4 Estudos de patogenicidade de Colletotrichum spp-

Waller et al. (1993) caracterizam a patogenicidade de isolados de
Colletotrichum spp. de acordo com a porcentagem de infe¢dio em hipocétilos de
café. Segundo estes autores, isolados do fungo séio considerados patogénicos
quando mais de 25% das plintulas sdo mortas. Na prética, isolados patogénicos
tipicos invariavelmente causam a morte de mais do 30% das plantulas, enquanto
que isolados nfio patogénicos nio apresentam nenhum efeito. No Brasil, Feitosa
et al. (1977) estudaram isolados de C. gloeosporioides e obtiveram baixa
viruléncia. Orozco et al. (2002d) realizaram testes de resisténcia em hipocétilos
de café e mencionam a existéncia de relagSes compativeis e incompativeis no

patossitema Colletotrichum x café. Foi determinada colonizagdo sistémica do



fungo nos tecidos das plantas sem manifestacio de sintomas nas relagdes nio
compativeis. Dorizzotto & Abreu (1993b) estudaram a patogenicidade de
isolados de Colletotrichum spp. em plantulas e frutos verdes de café em
progénies de cafeeiro originadas do hibrido do Timor, concluindo que todos os
genétipos foram suscetiveis ao patégeno. Silva et al. (1998) estudaram a
patogenicidade de isolados de Colletotrichum sp. em mudas de cafeeiro,
concluindo que as cultivares Mundo Novo e Catuai Vermelho foram suscetiveis

a determinados isolados. Contudo, no Brasil, existem pesquisadores que’
ostentam o pensamento de que Colletotrichum sp. é um fungo endoﬁﬁcé\g%
oportunista que se manifesta em condi¢des de estresse (Paresqui et al., 2003).

A patogenicidade de isolados C. kahawae tem sido realizada com
inoculagSes de esporos do patogeno em frutos verdes (Varzea, 1995; Virzea et
al., 2002). Essa metodologia tem sido adaptada para 0 mesmo objetivo com
isolados de Colletotrichum spp. por outros pesquisadores, nos quais tem se
demonstrado a patogenicidade de alguns isolados do fungo (Vargas & Gonzalez,
1972; Almeida, et al. 1979; Dorizzoto & Abreu 1993b; Nechet & Abreu, 2002).

2.5 Estudos moleculares de isolados de Colletotrichum spp. em café

Na atualidade, a taxonomia e diagnose de espécies de Colletotrichum
spp. estio sendo recomendadas por meio de técnicas moleculares (Cannon,
2003). Para este fungo e cultura em particular, existem poucos estudos.
Sreenivasaprasad et al. (1993) utilizaram as técnicas RFLP de DNA ribossomal
¢ mitocondrial, RAPD e seqiienciamento da variivel ITS (Internally Transcribed
Spacer) para elucidar a variagio molecular de isolados de Colletotrichum spp.
procedentes de diferentes espécies vegetais. Estes autores concluiram que ambas
as técnicas permitiram o agrupamento de isolados de C. kahawae e a
diferenciaggo dos isolados de C. gloeosporioides. Segundo Rocheta et al. (1999),
a utilizagio de SSR e RAPD permitiu a diferenciagdo intra e interespecifica de



Colletotrichum spp. Utilizando RFLPs, Beynon et al. (1995) estudaram a
variagiio genética entre 25 isolados de Colletotrichum kahawae provenientes de
diferentes locais da Africa, concluindo nio ter sido detectado polimorfismo entre
esses isolados. Porém, a técnica permitiu a separagdo de isolados de C. kahawae
dos isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum.

No Brasil, Nechet (1999) estudou a variabilidade de isolados de
Colletotrichum spp. com andlise eletroforética de iscenzimas, tendo concluido
que com essa técnica foi possivel diferenciar os isolados. Silva et al. (1998)
estudaram as caracteristicas genéticas de isolados de Colletotrichum spp. com
RAPD e, com base nos polimorfismos detectados, concluiram que existem

vérios patétipos infectando as lavouras de café nessa regigo.

2.6 Estudos bioquimicos de isolados de Colletotrichum spp. em café

A habilidade dos fungos filamentosos para utilizar determinados
compostos como unicas fontes de carbono tem sido utilizada pelos
pesquisadores com diferentes objetivos. Paterson & Bridge (1994) mencionam
que a assimilagfio de carbono € realizada preparando-se um meio base, a0 qual ¢
incorporada a fonte de carbono de interesse. A assimilagdo € usualmente
determinada qualitativamente pela observagdo visual do crescimento em meio
liquido ou quantitativamente pela determinagio do peso seco do fungo.

Em relagfio as caracteristicas bioquimicas de isolados de Colletotrichum
spp., menciona-se que C. kahawae ndo pode utilizar citrato ou tartarato como
Gnicas fontes de carbono (Waller et al, 1993), embora outras espécies possam
(Waller et al, 1993; Paterson & Bridge,1994; Varzea, 1995).

Virzea (1995) estudou o pH final do meio liquido de crescimento de
isolados de Colletotrichum spp., tendo encontrado grande variabilidade de
valores de pH entre os diferentes isolados estudados. Contudo, observou que



isolados de C. kahawae tendem acidificar o meio liquido. A partir deste

resultado, o autor sugere que essa caracteristica seja mais explorada.

2.7 Estudos de morfologia de Colletotrichum spp. associado a café

A caracterizagio morfolégica de isolados de Colletotrichum spp.
associados ao cafeeiro € o campo mais explorado devido ser um método
classico. Os pesquisadores tém orientado suas pesquisas com fins taxonémicos
(Gibbs, 1969; Hindorf, 1970; Waller et al., 1993; Sutton, 1980) e para conhecer
a variabilidade e biologia do patégeno (Dorizzotto & Abreu, 1993a; Nechet,
1999; Viarzea, 1995; Feitosa 1977; Sutton, 1992; Martinez & Zambrano,1994;
Dias, 2002). '

As caracteristicas morfolégicas normalmente utilizadas para a
determinagdo de espécies de Colletotrichum sio as caracteristicas da coldnia,
crescimento micelial, dimensGes e forma de conidios, forma de apressérios,
presenca ou auséncia de setas, formagio de esclerdcios (Gibbs, 1969; Hindorf,
1970; Waller et al., 1993; Sutton, 1980; Sutton, 1992).
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CAPITULO 2

OROZCO MIRANDA, Edin Francisco. Caracteristicas morfolégicas de
isolados de Colletotrichum spp. obtidos de cafeeiro no estado de Minas
Gerais e comparacio com C. kahawae. 2003. p. 17-46. Tese (Doutorado em
Agronomia, Area de concentragdio Fitopatologia) - UFLA, Lavras, MG'.

1 RESUMO

Morfologia de Colletotrichum spp. é utilizada como critério taxonémico.
Objetivou-se, neste trabalho, realizar a caracterizagdo morfolégica de isolados de
Colletotrichum spp. e realizar a comparagio com C. kahawae. Estudaram-se 35
isolados, na Universidade Federal de Lavras, MG, comparados com dois que
ocasionam a CBD e um de C. gloeosporioides da China, no Centro de
Investigagio das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), Oeiras, Portugal. Houve
variagio das caracteristicas morfologicas e reprodutivas dos isolados. O
crescimento micelial da maioria dos isolados de MG foi tipificado como rapido. O
maior crescimento micelial foi observado a 25°C. Houve diferenga significativa
entre temperaturas, isolados e na interagdo temperaturas x isolados. O tamanho
do conidio foi varidvel, nio sendo um critério util para separar espécies. Na
anilise de varidncia para comprimento e largura de conidios houve diferenca
significativa entre isolados. Contudo, as caracteristicas de tamanho dos conidios
de C. kahawae foram semelhantes a alguns dos isolados do Brasil. A maioria dos
isolados tém formato cilindrico, incluindo os de C. kahawae e o procedente da
China. A esporulagio foi afetada pela temperatura e tempo de incubagéo. Houve
diferenga significativa entre tempos de avaliagdo, temperaturas, isolados e nas
interagdes tempos x temperaturas e temperaturas x isolados. Observou-se a
formagdo de setores, crescimento irregular das colGnias e formagdo de
apressorios; estes sdo pigmentados, de cor marrom, forma clavada para todos os
isolados. Observaram-se também setas e acérvulos na maioria de isolados e fase
teleomérfica para oito isolados. As caracteristicas observadas nos isolados de
MG enquadram-se dentro de C. gloeosporioides e C. acutatum. O crescimento
micelial, coloragdo de colonia, formagio de setas e acérvulos, esporulagio e
teleomorfo, de forma conjunta, permitiram a separagdo de espécies e distingdo
dos isolados de C. kahawae.

! Comité de Orientago: Mario Sobral de Abreu -UFLA (Orientador)
Ana Isabel Faria Ribeiro-CIFC (Co-orientadora)

Vitor Mamuel Pinto Varzea-CIFC (Co-orientador)

Mirio Licio Vilela de Resende-UFLA (Co-orientador)
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2 ABSTRACT

OROZCO MIRANDA, Edin Francisco. Morphological characteristics of
isolates of Colletotrichum spp. obtained from the coffee tree in the state of
Minas Gerais and comparison with C. kahawae. 2003. p. 17-46. Thesis
(Doctorate in Agronomy, Major -Phytopathology) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.!

Morphology of Colletotrichum spp. is utilized as a taxonomical criterion.
The current work was aimed at performing the morphological characterization of
isolates of Colletotrichum spp. and comparing with C. kahawae characteristics.
35 isolates from MG were studied at “Universidade Federal de Lavras”, MG and
compared with two which cause CBD and one C. gloeosporioides from China, at
the Centro de Investigagdo das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), Oeiras, Portugal.
There was variation of the morphological and reproductive characteristics of the
isolates. The mycelial growth of most isolates from MG was typified as fast. The
fastest mycelial growth occurred at 25°C. There was a significant difference
among temperatures (T), isolates (I) and in the interaction T x I. The size of the
conidium was variable and it was not a useful criterion to separate species. There
was a significant difference among isolates for length and width of conidia.
However, the conidium size of C. kahawae was similar to some of the isolates
from Brazil. Most of the isolates possesses cylindrical shape, including those of
C. kahawae and that from China. Sporulation was affected by temperature and
incubation time. There were significant differences among times of evaluation,
temperatures, isolates, and at the interactions times x temperatures, temperatures
X isolates. Irregular growth of the colonies, formation of sectors and apressoria
were observed. Apressoria of all isolates were pigmented, brown in color and
clavate. Arrows and acervuli were observed for most isolates.The teleomorphic
phase was also observed for eight isolates. The characteristics observed for
isolates of Brazil fit within C. gloeosporioides and C. acutatum. Altogether, the
mycelial growth, colony coloration, formation of arrows and acervuli, sporulation
and teleomorph, enabled the separation of species and distinction from isolates of
C. kahawae.

Guidance Committee: Mario Sobral de Abreu (Adviser)
Ana Isabel Faria Ribeiro-CIFC (Co-adviser)

Vitor Manuel Pinto Varzea-CIFC (Co-adviser)

Mirio Licio Vilela de Resende - UFLA (Co-adviser)
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3 INTRODUCAO

Estudos de caracterizagio morfologica de isolados de Colletotrichum
spp. associados ao cafeeiro normalmente foram realizados, no passado, com ﬁns
taxondmicos (Gibbs, 1969; Hindorf, 1970; Sutton, 1980; Waller et al., 1993). Na
atualidade, a taxonomia e a diagnose de espécies deste fitopatdgeno estdo sendo
recomendadas por meio de técnicas moleculares (Cannon, 2003). Mas, estudos
morfol6gicos permitem conhecer a variabilidade e biologia do patégeno (Feitosa
1977; Sutton, 1992; Dorizzotto, 1993; Virzea, 1995; Nechet, 2002).

Objetivou-se, neste trabalho, realizar a caracterizacdo morfologica de
isolados de Colletotrichum spp. associados  cultura do café (Coffea arabica) no
estado de Minas Gerais, para determinar a variabilidade e realizar a comparagéo
com alguns isolados de C. kahawae, que ocasionam o sintoma de CBD, ¢ um

isolado de C. gloeosporioides, procedente da China.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras, de 2001 a 2003, nas etapas: 1) coleta de material
doente de plantas de café no campo; 2) isolamento, identificaciio e conservagiio
dos isolados de Colletotrichum spp. e 3) estudo de caracteristicas culturais e
morfoldgicas. -

No Centro de Investigagdo das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), Qeiras,
Portugal, 2003, foram realizadas comparacgdes para algumas caracteristicas entre
isolados de C. kahawae e isolados de Colletotrichum spp.

4.1 Obtencfo de isolados de Colletotrichum spp. de café

Foram realizadas coletas de folhas, ramos e frutos com sintomas de
necrose, mancha manteigosa e seca de ponteiros em MG. Para o isolamento,
partes do tecido infectado foram superficialmente desinfestadas com alcool 50%
por 30 segundos e hipoclorito de sédio 1% por um minuto. Depois, foram
transferidas para placa de Petri com meio MEA 2% (extrato de malte dgar) mais
cloranfenicol. Incubadas por sete dias em cédmara de crescimento a 22°C ¢
fotoperiodo de 12 horas, as coldnias purificadas foram utilizadas para obtengdo
de culturas monospéricas. A procedéncia e relagdo dos isolados utilizados na
caracterizagéio morfolégica, na UFLA e no CIFC sdo apresentadas na Tabela 1.

4.2 Obtenciio de culturas monospdricas

Esporos do fungo foram suspensos em 5 mL de dgua esterilizada e, em
seguida, aliquota de 10pL dessa suspensdo foi recolhida com uma finapipeta e
colocada sobre a superficie de meio dgar dgua contido em placas de Petri e
colocada a 25°C. Apés a germinagdo dos conidios, foram feitas observagdes ao
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TABELA 1 Procedéncia e relagio dos isolados de Colletorichum spp. utilizados na
caracterizagio morfolégica, na UFLA, Lavras e Centro de Investigacio
das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), Oeiras, Portugal, 2003.

Isolado __ Orgiio Sintoma Procedéncia Data
1 Fotha Mancha manteigosa Lavras, UFLA 2001
2 Folha Mancha manteigosa Piumhi 2001
3 Folha Necrose Sto. Ant6nio do Amparo 2001
4 Fruto Necrose Sto. Anténio do Amparo 2001
5 Folha Necrose Ouro Fino 2001
6 Ramo Seca de ponteiros Lavras, UFLA 2001
7 Ramo Seca de ponteiros Lavras, UFLA 2001
8 Ramo Necrose Boa Esperan¢a 1998
9 Folha Mancha manteigosa Nepomuceno 2001
10 Ramo Seca de ponteiros® Nepomuceno 2001
11 Fruto Mancha manteigosa Nepomuceno 2001
12 Folha Mancha manteigosa Pogo Fundo 2001
13 Fruto Antracnose” Poco Fundo 2001
14 Fruto Antracnose Pogo Fundo 2001
15 Folha Mancha manteigosa Turvoldndia 2001
16 Ramo Necrose Ibituruna 1998
17 Ramo Necrose Muzambinho 2001
18 Ramo Necrose Varginha 1998
19 Ramo Necrose Patrocinio 1999

20 Folha Necrose Guaxupé 1998
21 Folha Necrose Piumhi 1998
22# Fruto Necrose Araguari 1998
23* Fruto Necrose Araguari 1998
24+ Fruto Necrose Araguari 1998
25% Fruto Necrose Canai 1998
26 Fruto Necrose Teixeiras 1998
27 Fruto Necrose Patrocinio 1998
28 Fruto Necrose Araguari 1998
29 Ramo Seca de ponteiros Capelinha 2001
30 Fruto Necrose Ouro Fino 2000
31 Ramo Necrose Tjaci 2001
32 Ramo Necrose Cristais 2002
33 Ramo Necrose Cristais 2002
34 Fruto Necrose Cristais 2002
35 Folha Necrose Campo Belo 2002
Ch Fruto Necrose China' 1994
Z1 Fruto Necrose Zimbabwe' 1991
29 Fruto Necrose Zimbabwe' 1997
Cal Fruto Necrose Camardes' 1992

+ Proveniente de planta com sintoma de mancha manteigosa; 'Isolados fomecidos no CIFC; * Isolados
identificados como C. gloeosporioides na Universidade Federal de Ubertidndia/ Depto. de Fitopatologia.
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Microscépio, marcados e cortados pequenos blocos do meio contendo apenas um
conidio germinado. Este conidio foi colocado em meio MEA 2% e originou uma
cultura monospérica. Passados oito dias, discos com o micélio desses isolados
foram conservados em 4gua esterilizada usando o método de Castellani, segundo
Figueiredo (1967).

4.3 Estudos sobre as caracteristicas culturais e morfolégicas dos isolados
Foram caracterizados crescimento micelial, coloragio das coldnias e
formagdo de setores, dimensGes dos conidios, esporulagio, germinagio dos
conidios em relagio & temperatura, formagio de septos nos conidios na
germinacdo, caracteristicas microscopicas dos conidios e dos apressérios,

presenga de acérvulos, setas e peritécios para cada um dos isolados.

4.4 Crescimento médio didrio das colonias a virias temperaturas

Para cada isolado, discos de cinco milimetros de didmetro, obtidos de
uma placa com meio MEA 2% colonizado pelo fungo, foram retirados com uma
agulha esterilizada das margens de colénias do fungo de oito dias de idade e
transferidos para o centro de placas de Petri contendo meio MEA 2%. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco repeti¢Ses;
cada repeticdo foi uma placa de Petri. Os experimentos foram conduzidos em
cdmara de crescimento com fotoperiodo de doze horas nas temperaturas de 15°C,
20°C, 25°C e 30°C. Para determinar o crescimento micelial, foram realizadas
medi¢3es a cada 24 horas apés inoculagiio do fungo, dos diimetros das colénias
em posigdo ortogonal, durante oito dias. Os valores entre as diferengas do
didmetro médio do primeiro e do oitavo dia foram anotados. O indice de
velocidade de crescimento micelial (TVCM) foi calculado utilizando-se a férmula
de Manguire, adaptada por Oliveira (1991). '



I[VCM = ¥ (D-DayN

Em que:

D = didmetro médio atual

Da = diametro médio do dia anterior

N = namero de dias ap6s a inoculagéo

4.5 Colorac#io das colonias

A coloragdio das coldnias dos isolados foi observada em meio MEA 2%.
Caracteristicas da coldnia foram registradas 8 dias apés a inoculagdo do fungo na
placa de Petri. Este processo foi feito em fotoperiodo de 12 horas nas
temperaturas de 15°C, 20°C, 25 °C e 30°C e as leituras foram realizadas com
critério visual.

4.6 Dimenssio dos conidios

A dimens3o dos conidios para cada isolado foi obtida pela medicdo do
comprimento e largura de 100 conidios escolhidos ao acaso. Os conidios foram
obtidos a partir de acérvulos ou de colénias de oito dias de idade crescidas em
meio MEA 2%. As medi¢des foram realizadas com o auxilio de uma ocular

micrométrica.

4.7 Esporulacio e germinaciio de conidios e formacfio de septos

Os conidios foram obtidos a partir da lavagem da superficie de colonias
com agua destilada esterilizada. Os isolados foram inoculados em meio MEA 2%
a 15°C, 20°C, 25°C e 30°C. A capacidade de esporulagfio foi determinada a cada
24 horas, durante 8 dias. Foram colocados 5 mL de 4gua para cada placa de
Petri, obtendo-se uma suspens@o de esporo, filtrada em gaze e retirando-se uma

a

aliquota de 10pL para contagem do nimero de esporos mL' em cimara de
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Newbauer. Para a observagiio da germinagdo dos conidios, 50 pL da suspensdo
foram depositados em laminas de vidro escavadas. As liminas foram colocadas
em camara umida (placas de Petri com papel umedecido) durante 18 horas, a
25°C. A presenga de septos nos conidios germinados foi registrada em liminas
com o auxilio de um microscépio de luz. Em cada isolado, observaram-se 100
conidios, que foram considerados germinados apds emissdo do tubo germinativo

com pelo menos o comprimento do conidio e a produg¢io do apressério.

" 4.8 Observacio de acérvulos, setas e peritécios

As observagdes destas estruturas foram feitas em meio MEA 2% em
placas de Petri inoculadas com os diferentes isolados, nas temperaturas de 15°C,
20°C, 25°C e 30°C, durante 60 dias. Periodicamente, foram realizadas

preparagdes microscopicas.

4.9 Morfologia de apressoérios

Foi utilizado o método de germinagdo em limina de vidro. Os isolados
foram cultivados em meio MEA durante oito dias a 25°C em cémara de
germinag#o. Os conidios foram suspensos em agua destilada e esterilizada, sendo
uma gota dessa suspensdo depositada em uma limina e colocada em cdmara
umida durante 8 horas a 25°C em BOD. Os apressdrios de 20 conidios por

isolado foram caracterizados com auxilio de microscépio de luz.

4.10 Anilise estatistica

Foi realizada analise de varidncia para os dados de IVCM, comprimento
e largura de conidios e esporulagio. Na comparagio multipla de médias dessas
varidveis foi utilizado o teste de Scott Knott (p<0,05). Foi feita anilise de
regressio para [VCM e esporulagéio em fungdo da temperatura.

2



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Crescimento micelial didrio a virias temperaturas

O crescimento diario das colonias de isolados Colletotrichum spp. nas
temperaturas contempladas foi varidvel (Tabela 2). Na analise de varidncia para
a variavel IVCM houve diferenga significativa entre isolados (p<0,05) nas quatro
temperaturas. Os coeficientes de variagdo foram de 3,33; 7,36; 5,16 ¢ 13,73 nas
temperaturas de 15°C, 20°C, 25°C e 30°C, respectivamente. Na comparacio de
médias para a varidvel IVCM, de acordo com o teste de Scott Knott (p<0,05),
houve a conformagdo de 11, 4, 4 e 6 grupos para as mesmas temperaturas
(Tabela 2). Isto demonstra que variagdes de temperatura afetaram muito o
crescimento dos isolados de Colletotrichum spp. Estudos realizados por Vérzea
(1995) com isolados de trés espécies de Colletotrichum procedentes de café
demonstram que a temperatura foi o fator que ocasionou variagio no crescimento
didrio das coldnias do fungo. Dias (2002) observou que, na temperatura de 35°C,
o crescimento micelial de isolados desse fungo foi inibido.

Conforme anélise de variincia combinada dos dados, houve diferenca
significativa entre temperaturas, isolados e na interagio temperatura x isolados
(p<0,05). O coeficiente de variagdo foi de 7,7. Na comparacdo de médias para a
varidvel IVCM, de acordo com o teste de Scott Knott (p<0,05), houve a
conformagdio de 7 grupos (Tabela 2). Isolados 5 e 17, que sdo de cor rosa,

tiveram menor crescimento micelial € os isolados 22 € 27 0 de maior IVCM.
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TABELA 2 Indice de velocidade do crescimento micelial (TVCM) (cm) de
isolados de Colletotrichum spp. de café em meio malte-agar a
varias temperaturas, fotoperiodo de 12 horas. UFLA, Lavras,

2003.
Isolados Anilise Anilise Andlise Anilise Anilise
15°C 20°C 25°C 30°C combinada
1 0,671 £ 0,858 ¢ 1,048 a 0,530 d 0,777 ¢
2 0,674 f 0,830 ¢ 1,063 a 0,640 ¢ 0,802 d
3 0,613 h 0,910 b 1,063 a 0,589 d 0,794 d
4 0,575 i 0,871 ¢ 1,063 a 0,920 a 0,857 b
5 0,474 k 0,740 d 0,987 b 0,393 e 0,649 g
6 0,784 ¢ 0,909 b 0,869 d 0,174 f 0,684
7 0,613 h 0,743 d 0,888 d 0,530 d 0,693 f
8 0,643 g 0,901 b 1,063 a 0,760 b 0,842 ¢
9 0,610 h 0,829 ¢ 1,063 a 0,865 a 0,842 ¢
10 0,571 i 0,879 ¢ 1,038 a 0,978 a 0,866 b
11 0,828 b 0,929 b 1,053 a 0,540 d 0,837 ¢
12 0,638 g 0,775 d 0,960 ¢ 0,456 d 0,707 £
13 0,648 g 0,306 ¢ 0,976 ¢ 0,488 d 0,729 e
14 0,658 f 0,905 b 1,063 a 0,669 c 0,823 ¢
15 0,545 i 0,808 ¢ 1,003 b 0,644 ¢ 0,750 e
16 0,683 f 0,843 ¢ 1,043 a 0,980 a 0,887 b
17 0,503 j 0,755 d 0,936 ¢ 0,380 e 0,643 g
18 0642 ¢ 0,830 ¢ 0,813 d 0,788 b 0,768 ¢
19 0,646 g 0,830 ¢ 0,995 b 0,783 b 0,813 d
20 0,621 h 0,851 ¢ 0,855 d 0,845 a 0,793 d
21 0,875 a 0,897 b 0,968 ¢ 0,770 b 0,877 b
22 0,833 b 1,024 a 1,063 a 0,698 c 0,904 a
23 0,753 d 0,966 a 1,010 b 0,652 ¢ 0,845 ¢
24 0,664 f 0,890 b 0,993 b 0,693 ¢ 0,810 d
25 0,721 e 0,963 a 1,050 a 0,700 ¢ 0,858 b
26 0,719 e 0,855 ¢ 1,038 a 0,710 ¢ 0,830 ¢
27 0,813 b 0,980 a 1,038 a 0,905 a 0,934 a
28 0,690 f 0,878 ¢ 0,983 ¢ 0,611 d 0,790 d
29 0,681 f 0913 b 0,909 d 0,461 d 0,741 e
30 0,684 f 1,035 a 0,960 ¢ 0,766 b 0,861 b
31 0,808 b 0,844 ¢ 1,053 a 0,709 ¢ 0,853 b
32 0,758 d 0,906 b 0,964 ¢ 0,393 e 0,755 ¢
33 0,599 h 0,890 b 1,063 a 0,783 b 0,833 ¢
34 0,715 e 0,999 a 1,035 a 0,705 ¢ 0,864 b
35 0,680 f 1,007 a 1,063 a 0,780 b 0,883 b
Média 0,675 0,881 1,001 0,665 0,806

Comparagdo de médias para IVCM em cm. Valores seguidos da mesma letra na vertical
nio diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05).
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Na comparagio de médias para a variavel temperatura, de acordo com o
teste de Scott Knott (p<0,05), houve a conformacgdo de 3 grupos (Figura 1).
Observa-se que o maior valor de [VCM foi 1,001 e corresponde a temperatura de
25°C, sendo esta significativamente diferente dos outros valores. Isto indica que
os isolados tiveram o maior crescimento micelial didrio nessa temperatura. A
20°C, o IVCM foi de 0,88 e constitui um crescimento intermedidrio. Nao houve
diferenca significativa entre os valores de IVCM nas temperaturas de 15°C ¢
30°C, os IVCM foram de 0,68 e 0,67, respectivamente. Como observado nessas

temperaturas, o crescimento micelial do fungo diminui.
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FIGURA 1 Comparacdo de médias do indice de crescimento micelial (IVCM)
diario (cm) de isolados Colletotrichum spp. em quatro temperaturas.

Valores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Scott Knott (p<0,05). UFLA, Lavras, 2002.

A significancia da interagdo temperatura x isolados indica que existem

isolados com temperaturas especificas de crescimento. Por exemplo, o isolado 1,



que ocasiona sintomas de mancha manteigosa a 15°C, teve um IVCM de 0,671 e
0,53 a 30°C; ja no isolado 10, que ocasiona o mesmo sintoma, ocorreu o
contrario. O IVCM foi de 0,571 a 15°C e de 0,978 a 30°C. Comparando-se os
resultados de IVCM a 25°C com o critério de Waller et al. (1993) para distingdo
de isolados C. kahawae e C. gloeosporioides, o crescimento dos isolados aqui
estudados pode ser considerado de médio a rapido. De acordo com esta
caracteristica, os isolados enquadram-se dentro das espécies C. gloeosporioides e
C. acutatum. O IVCM também ¢é concordante com os relatados por outros
pesquisadores (Gunnell & Gubler, 1992; Virzea, 1995; Nechet, 2002; Virzea et
al., 2002) para isolados dessas espécies.

5.2 Dimensées e forma dos conidios

Os isolados de Colletotrichum spp. tém grande variagdo no comprimento
de conidio; entretanto, na largura é menor. O tamanho médio de comprimento de
conidio variou de 18,49um (no isolado 32) a 10,65um (isolado31) ¢ na largura
foi de 5,05um (isolado 5) a 4,0um (isolado 19). Estes dados estiio dentro da
variagdo encontrada por Feitosa et al. (1977) para isolados de Colletotrichum
spp. associados ao cafeeiro no estado de Sdo Paulo. Na Tabela 3, sdo
apresentadas as caracteristicas de comprimento e largura e a varia¢io de tamanho
de conidio para cada isolado. Nos isolados de C. kahawae, o tamanho médio de
comprimento e largura dos conidios variou entre 14,53 x 4,98um a 12,13 x
5,0um para os isolados Z1 e Cal, respectivamente. Estas dimensdes estio de
acordo com as descritas por Varzea (1995) para tal espécie. J4 o isolado de C.
gloeosporioides, procedente da China, apresentou 14,21 x 4,99um. Estas
dimens3es estdo proximas as de isolados de C. kahawae e alguns isolados de
Colletotrichum spp. do Brasil.
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TABELA 3 Caracteristicas microscopicas de conidios de Colletotrichum spp. ¢ C.
kahawae (Cal e Z1), associados ao cafeiro. UFLA, Lavras, 2003.

Isolado Varia¢do tamanho Comprimento médio Largura média
(upm) (pm) (pm)

1 10,0-16,0 x 4,0-5,0 12,92 e 4,77 b
2 9,0-16,0 x 4,0-5,0 12,60 f 4,80 b
3 9,0-27,0 x 4,0-5,0 13,65 e 4,80 b
4 7,0-15,0 x 4,0-5,0 11,19 g 4,58 c
5 8,0-17,0 x 5,0-6,0 12,63 f 5,05 a
6 9,0-26,0 x 4,0-5,0 12,93 e 4,90 b
7 10,0-17,0 x 5,0-6,0 13,18 e 5,01 a
8 9,0-18,0 x 5,0-5,0 12,81 e 5,00 a
9 8,0-15,0 x 4,0-5,0 12,18 f 4,88 b
10  10,0-23,0 x 4,0-5,0 15,29 c 4,98 a
11 8,0-19,0 x 4,0-5,0 12,58 f 4,98 a
12  10,0-20,0 x 5,0-5,0 14,58 d 5,00 a
13 11,0-22,0 x 4,0-6,0 15,73 c 5,00 a
14 14,0-24,0 x 5,0-6,0 17,13 b 5,01 a
15 10,0-21,0 x 4,0-5,0 16,32 b 4,46 [
16 10,0-18,0 x 4,0-5.,0 13,99 d 4,97 a
17  10,0-26,0 x 5,0-6,0 14,47 d 5,03 a
18 9,0-14,0 x 4,0-5,0 11,23 g 495 a
19  10,0-15,0 x 4,04,0 10,82 g 4,00 c
20 8,0-15,0 x 4,0-5,0 11,58 g 4,70 b
21 9,0-16,0 x 4,0-5,0 13,10 [ 445 ¢
22 10,0-15,0x 4,0-5,0 10,73 g 4,64 ¢
23 9,0-20,0 x 5,0-5,0 13,57 [ 5,00 a
24 9,0-15,0 x 4,0-5,0 11,55 g 4,82 b
25 9,0-15,0 x 4,0-5,0 12,94 e 4,80 b
26  10,0-16,0 x 4,0-5,0 12,31 f 4,89 b
27 10,0-16,0 x 5,0-5,0 12,24 f 5,00 a
28  10,0-20,0 x 5,0-5,0 15,02 ¢ 5,00 a
29  10,0-23,0 x 4,0-5,0 16,68 b 4,99 a
30 11,0-20,0 x 5,0-5,0 15,37 ¢ 5,00 a
31 9,0-13,0 x 4,0-5.0 10,65 g 4,84 b
32 10,0-25,0 x 5,0-5,0 18,49 a 5,00 a
33 8,0-15,0 x 4,0-5,0 11,93 g 4,84 b
34 10,0-22,0 x 4,0-5,0 12,40 f 4,90 b
35  10,0-20,0 x 4,0-5,0 14,45 d 4,94 a
Ch 9,0-21,0 x 4,0-5,0 14,21 d 4,99 a
Z1 9,0-34,0 x 4,0-5,0 14,53 d 498 a
Cal 9,0-21,0 x 4,0-5,0 12,13 f 5,00 a

Valores seguidos da mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott
Knott (p<0,05).

29



Conforme a anilise de varidncia da varidvel comprimento de conidios de
Colletotrichum spp. e de C. kahawae, houve diferenga significativa entre isolados
(p<0,05). O coeficiente de variagdo foi 5,04. Na comparagio de médias para
comprimento de conidios, de acordo com o teste de Scott Knott (p<0,05), houve a
conformacdo de sete grupos (Tabela 3). Isto demonstra a grande variagdo
existente no comprimento dos conidios dos isolados estudados.

Na andlise de varidncia para a varidvel largura de conidios de
Colletotrichum spp. ¢ de C. kahawae, também houve diferenga significativa entre
isolados (p<0,05). O coeficiente de variagdio foi 2,79. Na comparagio de médias
para essa varidvel, de acordo com o teste de Scott Knott (p<0,05), houve a
conformagdo de trés grupos (Tabela 3). No primeiro, ficaram agrupados os
isolados 5, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 23, 27, 28, 29, 30 32, 35, Cal,
Z1 e Ch. No segundo, agruparam-se os isolados 1, 2, 3, 6, 9, 20, 24, 25, 26, 31,
33 e 34, que apresentaram largura média entre 4,7 a 4,9um. No terceiro grupo, os
isolados 4, 15, 19, 21 e 22, que tiveram a menor largura de conidio, variando
entre 4 a 4,64um.

Valores dos parimetros moda e desvio padrio para comprimento e
largura de conidios, a relagdo de comprimento/largura e formato de acordo com o
critério de Feitosa et al. (1977) para cada isolado sdo apresentados na Tabela 4.
Observa-se que o desvio padrdo para comprimento de conidios € maior e varidvel
entre os isolados, comparado ao desvio padrio para a largura. Isso € devido &
heterogeneidade existente nos valores quantificados para essa caracteristica. Em
outras caracterizagdes de conidios, tem se encontrado variagdo para esta
caracteristica (Feitosa et al.,1977; Dorizzotto, 1993; Nechet, 2002) e, segundo
Virzea (1995), as dimensdes dos conidios de C. kahawae podem variar de acordo

com o substrato onde o fungo € desenvolvido.
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A relagiio comprimento/largura variou de 2,3 correspondente ao isolado
18 de Colletotrichum spp. a 3,7 nos isolados 15 e 32 de Colletotrichum spp. A
forma dos conidios com base nessa relagdo e critério de Feitosa et al. (1977) foi
cilindrica (C) para 15 isolados; cilindrica curta (Cc) para 13 isolados; fusiforme
(F) para S isolados e fusiforme muito longo (FF) em 2 isolados. De acordo com
esses resultados, observa-se que a maioria dos isolados tem forma cilindrica
(Figura 6D) e cilindrica curta. Para os isolados de C. kahawae a forma foi
cilindrica para o Cal e cilindrica curta para o Z1 (Figura 6C), ja para o isolado
Ch de C. gloeosporioides, a forma foi cilindrica. De acordo com o critério de
Sutton (1980, 1992) os isolados 5, 7 e 17 tém conidios retos, fusiformes, para os
demais isolados os conidios séio retos, cilindricos.

De 37 isolados de Colletotrichum spp. de S3o Paulo estudados por
Feitosa (1977), 24 produziram conidios de forma C; 6 Cc; 2 Ccc (cilindrico
muito curto); 3 do tipo F ¢ 2 de forma FF. Comparando-se os resultados desse
estudo observa-se que nas populacdes de Colletotrichum spp. associadas ao
cafeeiro em Sdo Paulo e MG prevalecem as formas cilindrica e cilindrica curta;
do mesmo modo, isolados de C. kahawae também apresentaram a mesma forma.
O critério utilizado por Feitosa (1977) ndio se enquadra dentro de aqueles
utilizados para determinagio de espécies, porém o critério de Sutton (1980, 1992)
¢ aplicdvel par esse objetivo.

Com base nos resultados de dimensdes dos conidios, torna-se dificil
caracterizar espécies de isolados de Colletotrichum spp. associadas ao cafeeiro.
Contudo, as caracteristicas de tamanho de conidios de isolados que ocasionam a
CBD e de isolados que ocasionam a mancha manteigosa em MG sdo semelhantes
¢ tiveram o mesmo agrupamento na probabilidade de 5%. Ja para a forma de
conidios, a maioria dos isolados aqui estudados enquadra-se nas caracteristicas de

C. gloeosporioides, segundo Sutton (1980) em meio PDA.
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TABELA 4 Paridmetros de variagdo no comprimento e largura dos conidios de
isolados de Colletotrichum spp. e de C. kahawae (Cal ¢ Z1) e sen
formato de acordo com Feitosa et al. (1977). UFLA, Lavras, 2003.

Isclado Moda Desvio padrio Desvio padrio  Relagio Forma dos
comp. ¢ larg.  comprimento largura comp.flarg.  conidios

1 13.5 €5.0 1,51 0,42 2,7 C
2 12,2 €52 1,36 0,51 2,6 c
3 14,7 5,0 3,10 0,40 2,8 c
4 11,48 ¢ 5,0 1,44 0,49 2.4 Cc
5 11,88 ¢ 5,0 1,63 0,10 2,5 Cc
6 12,71 €5,0 2,46 0,30 2,6 C
7 13,72¢5,0 1,64 0,10 2,6 c
8 12,78 ¢ 5,0 1,55 0,00 2,6 c
9 12,05 ¢ 5,0 1,37 0,32 2,5 Cc
10 13,6150 3,04 0,14 3,1 F
11 12,56 € 5,0 1,71 0,14 2,5 Cc
12 15,00 € 5,0 1,74 0,00 2,9 C
13 14,79 € 5,1 2,38 0,25 3,1 F
14  1681e 50 2,05 0,10 34 F
15  164le 4,0 2,46 0,50 3,7 FF
16  12,69¢50 1,85 0,17 2,7 c
17  14,60e5,0 2,32 0,17 2,9 C
18 9,92 5,0 1,18 0,38 2,3 Ce
19 10,1340 125 0,00 2,7 C
20 12,0 €50 1,39 0,46 2,5 Cc
21 12,68 € 4,0 1,47 0,5 2,9 C
2 10,06e4,0 1,19 0,46 2,5 Ce
23 14,91 ¢ 5,0 1,64 0,00 2,7 C
24 12,54 €5,0 1,48 0,39 2,4 Ce
25 12,67 ¢5,0 1,46 0,40 2,7 c
26 12,08e50 124 0,31 2,5 Cc
27 11,72¢5,0 1,13 0,00 2.4 Cc
28 15,50e50 1,50 0,00 3,0 c
29  1593e5,0 2,40 0,10 3,3 F
30 154150 2,13 0,00 3,1 F
31 9,65¢ 5,0 0,94 0,36 22 Cc
32 19,09¢50 2,39 0,00 3,7 FF
33 12,57 ¢ 5,0 1,15 0,37 2,5 Cc
34 11,71e50 2,19 0,30 2,5 Cc
35 14,91 ¢5,0 2,05 0,10 2,9 c
" Ch  13,94e50 2,20 0,10 2,8 C
Z1 12,76 € 5,0 3,76 0,14 2,9 c
Cal 11,7550 2,31 0,60 2,4 Cc

C=cilindrica; Cc=cilindrica curta; F=fusiforme; FF=fusiforme muito longo
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5.3 Efeito da temperatura na esporulagiio e germinaciio de conidios

A esporulagio foi diferente entre os isolados de Colletotrichum spp.
avaliados. Ela variou no tempo ap6s a inoculagfio no meio de cultura e € muito
influenciada pela temperatura (Figuras 2-4).

Conforme anilise de varidncia conjunta dos dados de esporulagio nas
temperaturas de 15°C, 20°C, 25°C e 30°C e oito leituras realizadas para cada
isolado, houve diferenga significativa entre tempos de avaliagdo, temperaturas,
isolados e nas interagBes tempos X temperaturas e temperaturas X isolados
(p<0,05). Na comparagdo de médias para a varidvel produgdo de conidios mL e,
de acordo com o teste de Scott Knott (p<0,05), houve a conformagio de 7 grupos
(Figura 2). Os isolados que apresentam crescimento liso e coloragio résea
(isolados S, 7 e 17) e o 23 estiio no grupo de menor esporulagio. Os de maior
esporulagio foram os isolados 13, 3, 12 e 32.

Na comparagiio de médias de produgdio de conidios ao longo do tempo,
(leituras) de acordo com o teste de Scott Knott (p<0,05), houve a conformacao de
quatro grupos. Nio existe diferenga significativa na esporulagéo entre 24 a 72
horas. A maior produgio de conidios foi alcangada as 192 horas apés a
inoculagdo do fungo no meio de cultura (Figura 3).

Na anilise de comparagiio de médias de produgdo de conidios por
temperatura, de acordo com o teste de Scott Knott (p<0,05), as quatro médias
foram significativamente diferentes. A temperatura em que houve a menor
esporulaggo foi 15°C e a maior esporulagdo foi a 25°C (Figura 4).

Na Figura 5, exemplificam-se curvas de regressio de IVCM e
esporulagio para os isolados S, 12, 14 e 32. Para estas caracteristicas, em todos
os isolados, o modelo de regressdo que mais se adaptou foi o quadrético. Estes
dados s3o concordantes com os citados por Feitosa et al. (1977) e Dias (2002),
que encontraram variagdes de esporulagdo e efeito de temperatura. -
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FIGURA 2 Comparagio da esporulagio de isolados Colletotrichum spp. em meio
malte 4gar 2%. Médias de conidios produzidos mL™ por isolado.
Anilise combinada nas temperaturas de 15°C, 20°C, 25°C e 30°C.
Valores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de

Scott Knott (p<0,05). UFLA, Lavras, 2003.
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FIGURA 3 Comparacdo da esporulaggo de isolados Coelletotrichum spp. em meio malte
dgar 2% em relagdo ao tempo de inoculacio, andlise combinada de quatro
temperaturas. Valores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Scott Knott (p<0,05). UFLA, Lavras, 2003.
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FIGURA 4 Comparagio da esporulacdo de isolados Colletotrichum spp. em meio maite
dgar 2% em relagdo a temperatura de incubacdo, andlise combinada de
quatro temperaturas. Valores seguidos da mesma letra nio diferem entre si
pelo teste de Scott Knott (p<0,05). UFLA, Lavras, 2003.
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diferentes temperaturas para os isolados 5, 12, 14 e 32 de
Colletotrichum spp. UFLA, Lavras, 2003.
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Conidios de Colletotrichum spp. tiveram de 70% a 100% de
germinagdo em dgua na concentragéio de 10° conidios mL", entre 24 a 192 horas
~ apés incubagéo do fungo a 15°C. Jé nas temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C, a
germinagdo variou entre 50% a 100%. As menores porcentagens de germinagao
de conidios foram observadas nos isolados de maior produgio de conidios. Isto
possivelmente deve-se 4 mucilagem conidial, em que existe um autoinibidor de
germinagdo denominado micosporina-alanina (Mercure et al., 1994; Bergstrom &
Nicholson, 1999).

5.4 Coloragciio das colénias

A coloragdo de coldnia foi uma caracteristica muito varidvel na maioria
dos isolados estudados (Tabela 6). Os isolados 5, 7 e 17 apresentaram coloragdo
résea e crescimento micelial superficial e permanecem com suas caracteristicas
quase constantes. As colGnias apresentaram virias tonalidades dentro de isolados
e dentro de um mesmo isolado ao longo do tempo, principalmente quando o fungo
foi repicado sucessivamente. A mudanga de cor foi observada apds 48 horas de
incubagsio do fungo no meio de cultura. Além disso, apés 72 horas de incubagdo
do fungo, ¢ comum o aparecimento de setores. Estes consistem em mudangas de
cor, de cinza ou esverdeado a branco e de rosa a cinza em forma de &ngulos
dentro da colénia. Apds 96 horas e 15°C, observaram-se tais caracteristicas nos
isolados 3, 4, 6, 8, 12, 14, 15, 22, 28, 23, 24, 25, 31, 33 e 35; a 20°C e apds 96
horas nos isolados 6, 9, 14, 20, 21, 23, 25, 4, 18 e 32; a 25°C e ap6s 120 horas,
nos isolados 1, 8, 11, 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, 25, 27, 28, 29, 30, 32, 33, 34,
16, 22, 29 e 30; e a 30°C e apds 72 horas nos isolados 1, 3, 4, 9, 10, 11, 12, 13,
15, 16, 20, 21, 22, 25, 26, 27, 28, 31, 32, 33, 34 e 35. Portanto, acontece em
43% e 28% dos isolados a 15°C e 20°C e em 63% para as temperaturas de 25°C ¢
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30°C, respectivamente. Observa-se que, sob maior temperatura, a ocorréncia de
formag@o de setores nas colSnias do fungo aumenta.

Crescimento irregular das colénias nas temperaturas de 15°C e 30°C
foi observado nos isolados 1, 9, 11, 12, 13, 15, 3, 4, 5, 7, 8, 22, 29 (os primeiros
6 isolados ocasionam o sintoma de mancha manteigosa). Este fendmeno
possivelmente deve-se a estresse ocasionado em temperaturas nio adequadas ao
desenvolvimento do fungo. A formacéio de anéis em forma concéntrica aconteceu
ap6s 72 horas nos isolados 1, 2, 3, 6, 7, 8, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 32, 33, 34 ¢ 35, em todas as temperaturas.

Com base nos resultados, pode-se afirmar que a coloragio de col6nias
de isolados de Colletotriclunn spp. é uma caracteristica muito varidvel e nio
adequada para fins taxonomicos deste fungo. Pode variar entre isolados, no
mesmo isolado, ao longo do tempo e com a temperatura. Nas colGnias também se
observa a formag3o de setores e anéis concéntricos. VariacSes de coloragdo de
Colletotrichum spp. ja foram citadas por Varzea (1995) e Gunnell & Gubler
(1992). Comparagdes realizadas no CIFC entre isolados que ocasionam a mancha
manteigosa no Brasil e os que ocasionam a CBD permitem afirmar que coloragéio
ndo é uma caracteristica que permita a sua distingdo, dado que séo semelhantes
(Figura 6-A). Portanto, o critério de coloragéio de colénia utilizado por Waller et
al. (1993) ¢ inconsistente para distingdo de espécies de Colletotrichum em café.
Entretanto, estes resultados sio importantes para o conhecimento da biologia do
fungo, armazenamento e repicagem adequada para fins de experimentagdo.

5.5 Presenca de acérvulos, setas e peritécios

Presenca de acérvulos foi observada para quase todos os isolados,
exceto nos isolados 5, 7, 17, 19 e 22. Destes, 0 5, 7 ¢ 17 séio de coloragiio rosea e
crescimento micelial superficial (Tabela 6). Todos os isolados aqui estudados tém
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a caracteristica de produzir conidios a partir de hifas simples e em acérvulos
(Figura 6 B e D). Acérvulos dos isolados que ocasionam a mancha manteigosa
sio de tonalidades cinza e alaranjada e, nos outros isolados, unicamente
alaranjada. Isso se deve a produgdo de massas de esporos dessa coloragdo.

A produciio de setas é comum nos isolados caracterizados. Podem ser
encontradas de maneira abundante, como nos isolados 2, 4, 20 e 27 ou de maneira
escassa (isolados 8, 9, 10, 11, 12, 16, 18, 21, 23, 24, 25, 26, 31, 33 e 35) (Tabela
6). O tamanho médio das setas foi de 84,2 x 3um para os isolados que ocasionam
a mancha manteigosa e de 68,8 x 3,6um nos isolados restantes. As setas sdo
retas, diminuindo gradualmente o didmetro no pice. A cor das setas ¢ marrom e
elas tém septos. Segundo Gunnell & Gubler (1992), o valor taxonémico das setas
¢ ignorado, porém, para os isolados de Colletotrichum por eles estudados, foi
importante. Sutton (1980) unicamente considera a presenga ou auséncia como
caracteristica para disting@o de espécies.

Viérzea (1995) menciona que a presenga de setas e acérvulos em meio
de cultura em isolados de C. kahawae n3o é comum. Nos poucos isolados que
apresentam, perdem esta caracteristica depois de repicagens sucessivas.
Entretanto, Waller et al. (1993) mencionam que isolados de C. kahawae ndo
produzem acérvulos em meio de cultura e utilizam esta caracteristica para
distingio de espécies. De acordo com o observado, estas caracteristicas podem ser
utilizadas para distingdo de espécies ou isolados de Colletotrichum de cafeeiro.

Foram observadas estruturas reprodutivas de Glomerella cingulata
(Phyllachoraceae), nos isolados 1, 2, 9, 10, 11, 12, 13 e 15 (ocasionam a mancha
manteigosa) 5 (coloragdo résea) e 29 (ocasiona seca de ponteiros), 10 dias apés
incubagdo do fungo em meio MEA 2%. Esta caracteristica ¢ importante porque
proporciona variabilidade genética no fungo e possivelmente lhe permite maior
adaptabilidade ambiental gerando ragas mais virulentas.
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TABELA 6 Caracteristicas culturais e reprodutivas de isolados de
Colletotrichum spp. associados ao cafeeiro. UFLA, Lavras,

2003.
Isolado Coloragio da Aspecto  setores Acér- Setas Perité-
colonia vulos cios

1 Cinza-escuro a esverdeado  Cotonoso + + - +
2 Cinza-escuro a esverdeado  Cotonoso + ++ +
3 Branca Cotonoso + + + -
4 Branca Cotonoso + + ++ *
5 Rdsea a salmdo Superficial - - +
6 Cinza-escuro Cotonoso + + - -
7 Résea a salmdo Superficial - - *
8 Cinza-escuro Cotonoso + + + -
9 Cinza-escuro a esverdeado  Cotonoso + + + +
10  Cinza-escuro a esverdeado Cotonoso + + + +
11 Cinza-escuro a esverdeado  Cotonoso + + + +
12 Cinza-escuro a esverdeado  Cotonoso + + + +
13 Cinza-escuro a esverdeado  Cotonoso + + - +
14 Branca Cotonoso + + - -
15  Cinza-escuro a esverdeado  Cotonoso + + - +
16  Cinza-escuro Cotonoso + + -
17  Résea a salmo Superficial - - -
18  Branca Cotonoso + + + *
19  Cinza-claro Cotonoso - - -
20 Cinza a verde-oliva Cotonoso + + ++ -
21 Branca Cotonoso + + + -
22  Branca Cotonoso + - - -
23  Branca Cotonoso + + + -
24 Cinza-claro Cotonoso + + + -
25 Branca Cotonoso + + + -
26  Esverdeado Cotonoso + + + -
27  Esverdeado Cotonoso + + ++ -
28 Cinza-escuro Cotonoso + + - -
29  Cinza-escuro Cotonoso + - +
30 Branca Cotonoso + - -
31 Branca Cotonoso + + + -
32  Cinza a esverdeado Cotonoso + + - -
33 Cinza-claro Cotonoso + + + -
34 Branca Cotonoso + + - -

35 Cinza a esverdeado Cotonoso + + +

+ Presente; ++ Presente em forma abundante; - Ausente; *Formagiio de penteclos sem
presenca de ascas, cotonoso = micélio com aspecto de algodiio.
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O ascoma observado em meio MEA 2%, apresenta-se de forma
arredondada ou globosa (Figura 6F), com didmetro médio de 90,5um, ascas
unitunicadas de 45um x 9um, normalmente com oito ascésporos por asca.
Ascésporos unicelulares, hialinos, ligeiramente curvados e com dapice
arredondado. Tamanho 15 x 5um. Dimensdes e formato destas estruturas estdo
de acordo com as relatadas para Glomerella (Bryson et al., 1992). De acordo
com estudos realizados por Vérzea (1995), isolados de C. kahawae ngo formaram
fase teleomorfica. Entretanto, Waller et al. (1993) ndo consideraram esta
caracteristica para distinglio de espécies de Colletotrichum spp. associadas a
café. Pelo fato desta caracteristica ser muito variavel e sé ter sido observada em
10 isolados, resulta pouco pratica para distingio de espécies e isolados deste

género.

5.6 Formacfio e morfologia de apressoérios

Conidios de Colletotrichum spp. iniciam a germinagdo entre 5 a 8
horas em agua destilada esterilizada a 25°C. A partir do conidio, um ou dois
tubos germinativos sdo formados, ocorrendo a formag&o de um septo no conidio e
um apressério. Esporadicamente foram observados dois apressérios. O
crescimento do tubo germinativo foi variivel antes da emissio do apressdrio, 3 a
34um. Os apressérios desenvolveram-se na extremidade do tubo germinativo ou
diretamente do conidio. O tamanho do apressério variou de 7 a 9um no
comprimento e de 6um a 7pm na largura. Os apressdrios sio pigmentados, de cor
marrom, predominando a forma clavada, raramente subglobosa (Figura 6F) e
constante para todos os isolados. DimensGes e formato dos apressérios aqui
descritos estdio de acordo com as referidas por Sutton (1980) para C.
gloeosporioides. Segundo Gunnell & Gubler (1992), o apressério produzido em
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meio de cultura ndo € til para a separagio de Colletotrichum spp., pois é muito
semelhante em tamanho e varia pouco na forma.

De acordo com os resultados, as caracteristicas morfoldgicas in vitro dos
isolados Colletotrichum spp. associados ao cafeeiro no estado de Minas Gerais
foram muito variaveis. Critérios morfolégicos de forma individual ndo constituem
critérios absolutos contundentes para fins taxonémicos e separagdo de espécies
deste fitopatégeno na cultura de café. Contudo, algumas caracteristicas dos
isolados que ocasionam o sintoma de mancha manteigosa sdo semelhantes a
alguns isolados que ocasionam a CBD. Portanto, caracteres morfoldgicos podem
ser utilizados de forma conjunta para a distingdo de espécies; a caracterizagdo
molecular torna-se uma alternativa importante para alcangar e complementar esse

objetivo.
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FIGURA 6 A. Coloragio de coldnias dos isolados Cal ¢ Z1 de Colletotrichum kahawae
¢ isolado 15 que ocasiona a mancha manteigosa; B. produgio de conidios
em hifas simples; C. conidios do isolado Z1; D. produgio de conidios em
fidlides em acérvulos; E. conidios germinados com apressorios; ¢ F.
peritécios (p) do isolado 1, que ocasionam o sintoma de mancha
manteigosa.
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6 CONCLUSOES

Houve variagdo das caracteristicas morfolégicas microscopicas,
macroscopicas e reprodutivas entre os isolados de Colletotrichum spp. estudados
em meio MEA.

O crescimento micelial da maioria dos isolados é rapido. Dada esta
caracteristica, esses isolados enquadram-se como C. gloeosporioides. Isolados de
crescimento intermédio, de coloragdio résea e conidios fusiformes os situam como
pertencentes a C. acutatum.

A esporulagiio foi afetada pela temperatura e tempo de incubagdo. O
melhor crescimento micelial foi observado a 25°C.

As dimensdes dos conidios de alguns isolados de Minas Gerais foram
semelhantes aos isolados de C. kahawae utilizados neste estudo. Esta
caracteristica ¢ varidvel e nfio € critério Gtil para separar espécies de
Colletotrichum associados ao cafeeiro.

Houve formag#o de .apressérios para todos os isolados caracterizados,
presenca de setas e acérvulos para a maioria.

Os isolados 1, 2, 5, 9, 10, 11, 12, 13, 15 e 29 produziram estruturas da
fase teleomorfica.

As caracteristicas de crescimento micelial, coloragio de colénia,
formag#o de acérvulos, produg#io de setas, esporulagdo, e formagéio do teleomorfo
podem ser utilizadas de forma conjunta, para distingio de isolados de
Colletotrichum spp. associados ao cafeeiro.

As caracteristicas morfolégicas e culturais dos isolados de
Colletotrichum spp. associados ao cafeeiro em Minas Gerais enquadram-se nas

espécies C. gloeosporioides e C. acutatum.
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CAPITULO 3

OROZCO MIRANDA, Edin Francisco. Determinaciio da resisténcia de
cultivares de café e evidenciacio de ragas fisiolégicas no patossistema café x
Colletotrichum gloeosporioides, no estado de Minas Gerais. 2003. p. 47-70.
Tese (Doutorado em Agronomia, Area de concentragio Fitopatologia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

1 RESUMO

A resisténcia de cultivares de café a Colletotrichum spp. tem sido testada
por meio de inoculagSes de suspensdes de conidios em hipocétilos. Objetivou-se,
neste trabalho, determinar a resisténcia de cultivares de café a Colletotrichum
gloeosporioides, caracterizar a sintomatologia apés inoculagdo, comparar aquela
ocasionada por C. kahawae e determinar a existéncia de racas fisiolégicas do
patégeno. Na Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, o delineamento
experimental foi em blocos casualizados em parcelas subdivididas, com quatro
repeticdes. Avaliaram-se a incidéncia e a severidade da doenca a cada cinco dias,
durante 30 dias apés inoculagdo. Neste ensaio, os primeiros sintomas de necrose
nos hipocétilos foram cbservados aos cinco dias apés inoculagio. Aos dez dias
foi observada morte de plintulas apenas nas cuitivares Catucai Vermelho e
Catucai Amarelo, procedentes de plantas com sintomas de mancha manteigosa.
Alguns isolados que ocasionam o sintoma de mancha manteigosa foram
tipificados como patogénicos. Houve diferenca significativa entre isolados,
cultivares e a interagio cultivar x isolado. Esta diferenga significativa evidencia a
presenca de racas deste fitopatogeno. Nas plantas assintométicas de café foram
encontrados 100% de incidéncia do fungo nos talos, valores varidveis nas folhas
cotiledonares e verdadeiras, sendo maior nas primeiras. Todas as cultivares de
café testadas no CIFC, Oeiras, Portugal foram suscetiveis ao isolado Cal de C.
kahawae. O periodo de incubagdo, sintomatologia e morte de hipocétilos de café
foram similares entre os isolados de C. kahawae e Colletotrichum
gloeosporioides do Brasil, nas relagdes compativeis. Estudos histopatolégicos
realizados no CIFC permitiram observar a colonizagio invasiva de
Colletotrichum gloeosporioides em hipocétilos.

! Comité de Orientacdo: Mario Sobral de Abreu -UFLA (Orientador)
Ana Isabel Faria Ribeiro-CIFC (Co-orientadora)

Vitor Manuel Pinto Varzea-CIFC (Co-orientador)

Mairio Licio Vilela de Resende-UFL A (Co-orientador)
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2 ABSTRACT

OROZCO MIRANDA, Edin Francisco. Determination of the resistance of
coffee cultivars and evidence of physiological races at coffee x Colletotrichum
gloeosporioides pathosystem, in the state of Minas Gerais. 2003. p. 47-70.
Thesis (Doctorate in Agronomy, Major -Phytopathology)- Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG.

Resistance of coffee cultivars to Colletotrichum spp. has been tested by
means of inoculation of suspensions of conidia on hypocotyls. The current work
was aimed at determining the resistance of coffee cultivars to Colletotrichum
gloeosporioides, characterizing the post-inoculation symptomatology compared
with that caused by C. kahawae and determining the existance of physiological
races of the pathogen. At “Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG”, the
experimental design was randomized blocks in split plots with four replicates.
The incidence and severity of the disease were evaluated every five days during
30 days after inoculation. In this trial, the first symptoms of necrosis on the
hypocotyls were observed five days after inoculation. At 10 days, death of
seedlings was observed only for cultivars Catucai Vermelho and Catucai Amarelo
originated from seeds harvested at plants with symptoms of buttery spot. Some
isolates, which cause the buttery spot symptom, were typified as pathogenic.
There were significant differences among isolates, cultivars and at the cultivar x
isolate interaction. This significant interaction is an evidence for the presence of
races of this pathogen. At simptomless coffee plants, 100% of incidence of the
fungus was detected on stems, variable proportions on cotyledonary and true
leaves, being greater in the former ones. All the cultivars tested at “Centro de
Investigagio das Ferrugens do Cafeeiro” (CIFC), Oeiras, Portugal were
susceptible to the isolate Cal of C. kahawae. The incubation period and
symptomatology at hypocotyls were similar for isolates of C. kahawae and those
compatible isolates of Colletotrichum gloeosporioides from Brazil.
Histophatolgical studies carried at CIFC allowed to observe the invasive
colonization of Colletotrichum gloeosporioides in coffee hypocotyls.

1 Guidance Committee: Mario Sobral de Abreu (Adviser)
Ana Isabel Faria Ribeiro-CIFC (Co-orientadora)

Vitor Manuel Pinto Virzea-CIFC (Co-orientador)
Mirio Lcio Vilela de Resende -UFLA (Co-adviser)
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3 INTRODUGAO

Testes de resisténcia de cultivares de café normalmente tém sido
realizados pela inoculagiio de isolados de Colletotrichum spp. em hipoctilos de
café na fase de "palito de fosforo” (5 a 6 semanas de idade) e a eficiéncia do
método tem sido pesquisada com bons resultados (Murakaru, 1976; van der
Vossen et al., 1977; Dorizzotto, 1993; Martinez & Zambrano, 1994; Beynon et
al., 1995; Vérzea, 1995; Vérzea et al., 2002; Orozco et al., 2002; Nechet, 2002).

O conhecimento e detecgfio de ragas fisiolégicas em Colletotrichum
kahawae sdo de grande importincia nos programas de melhoramento do cafeeiro
(Vérzea, 1995). Nesse contexto, ragas desse agente patogénico devem ser
incluidas nos testes visando a resisténcia de cultivares.

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar a resisténcia de varios gendétipos de
café a isolados de Colletotrichum spp. associados ao cafeeiro; caracterizar a
sintomatologia apés inoculagio, comparar aquela ocasionada por C. kahawae e
determinar a possivel existéncia de ragas fisiologicas nos isolados de

Colletotrichum spp. de MG.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolados do fungo

Na UFLA foram utilizados 10 isolados monospéricos de Colletotrichum
spp., referidos na Tabela 1. Os isolados identificados com os nimeros 1, 2, 11,
12, e 15 ocasionam o sintoma de mancha manteigosa; os isolados 4, 6, 14, 24 e
29 estdo associados & antracnose em frutos e seca de ponteiros. No CIFC, em
Oeiras, Portugal, foram testados os isolados 12, 15 e¢ comparados aos isolados
Z1, 29, Q2, e Cal de C. kahawae em hipocétilos de Catucai Amarelo € Vermelho
procedentes de sementes colhidas em plantas com sintoma de mancha manteigosa.
O isolado Cal, proveniente dos Camardes, também foi testado em hipocétilos das
cultivares descritas no item 4.2 deste capitulo. Como testemunha foi aplicada
dgua destilada esterilizada.

TABELA 1 Procedéncia e relagiio dos isolados de Colletorichum spp. inoculados
em hipocétilos, na avaliagdo de resisténcia de cultivares de café.
UFLA, 2002 e no Centro de Investigag¢do das Ferrugens do Cafeeiro
(CIFC), Oeiras, Portugal, 2003.

Isolado __ Orgio Sintoma Procedéncia Data
1 Folha Mancha manteigosa Lavras, UFLA 2001
2 Folha Mancha manteigosa Piumhi 2001
4 Fruto Necrose Sto. Anténio do Amparo 2001
6 Ramo Seca de ponteiros Lavras, UFLA 2001
11 Fruto Mancha manteigosa Nepomuceno 2001
12 Folha Mancha manteigosa Pogo Fundo 2001
14 Fruto Antracnose Pogo Fundo 2001
15 Folha Mancha manteigosa Turvolédndia 2001

24* Fruto Necrose Araguari 1998
29 Ramo Seca de ponteiros Capelinha 2001
VA Fruto Necrose Zimbabwe' 1991
z9 Fruto Necrose Zimbabwe' 1997
Q2 Fruto Necrose Quénia 1989
Cal Fruto Necrose Camardes’ 1992

+ Proveniente de planta com sintoma de mancha manteigosa
* Identificado como C. gloeosporioides na Universidade Federal de Uberlindia/Depto.

Fitopatologia. 'Isolados identificados, foecidos e testados no CIFC.
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4.2 Cultivares de café

Foram avaliadas hipocétilos das cultivares Rl_xpi-MG 1192, Acaia
Cerrado MG 1474, Catuai Amarelo IAC 62, Catuai Vermelho LiC 99, Mundo
Novo IAC 319 - 19, Icatu IAC 3282, Katip6, Catucai Vermelho, Tupi’I’_AC 1669-
33 e Apoati da espécie C. canephora. Também foram contempladds no ensaio
hipocétilos de Catucai Amarelo ¢ Vermelho, produzidos a partir de sementes
procedentes de frutos colhidos em plantas com sintomas de mancha manteigosa.
As sementes foram obtidas no ensaio de avaliagio e selegdo de progénies
resistentes i ferrugem alaranjada do cafeeiro, projeto BIOEX/CNPq, localizado
no campus da UFLA.

4.3 Produciio dos hipocétilos

No ensaio realizado na UFLA, sementes das cultivares indicadas no item
anterior foram lavadas com agua de torneira durante trés horas, desinfestadas
com &lcool 50% por 50 segundos e em hipoclorito de sodio 1% por um minuto ¢
novamente lavadas com &gua destilada esterilizada. Essas sementes foram
colocadas para germinar em bandejas de plastico em papel de filtro umedecido a
25°C. No momento de surgimento da radicula foram semeadas em bandejas de
isopor contendo substrato Plantmax® onde permaneceram por 30 dias. Para a

avaliagdio realizada no CIFC, foi seguido o procedimento de Vdrzea (1995).

4.4 Inoculacio de hipocétilos e delineamento experimental

No ensaio realizado na UFLA foi utilizada a metodologia de van der
Vossen et al. (1977) e Virzea (1995) com modificagdes. Hipocdtilos na fase de
"palito de fésforo", de trés a cinco centimetros, foram inoculados com suspenses
de conidios numa concentragdo aproximada de 2x10° comidios mL'. Os

hipocétilos foram mantidos em cdmara imida 24 horas antes da inoculagdo. As
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inoculagdes foram feitas com o auxilio de um atomizador. Apés uma incubagio
de 48 horas, os hipocétilos foram reinoculados pelo mesmo processo. As bandejas
contendo os hipocétilos inoculados permaneceram durante o tempo da avaliagio
em cimara tmida, em cimara de crescimento a 25°C + 2°C e fotoperiodo de 12
horas. Foram inoculados 25 hipocétilos por cultivar utilizada como unidade
experimental. O delineamento experimental foi em blocos casualizados em
parcelas subdivididas, com quatro repetigbes. Avaliaram-se a incidéncia e a
severidade da doenga a cada cinco dias, tendo sido realizadas seis leituras. No
ensaio realizado no CIFC, foi utilizada a metodologia descrita por Varzea (1995).

Para este hltimo ensaio, n3o foi utilizado delineamento experimental.

. 4.5 Avalicdio de hipocétilos, intensidade da doenga e susceptibilidade

A leitura de reagdo para determinagio de classes de susceptibilidade para
cada cultivar nos hipocétilos inoculados na UFLA foi efetuada 30 dias apds a
inoculag3o, segundo a escala de notas de 0 a 4, adaptada no CIFC, por Véarzea
(1995) (Tabela 2).
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TABELA 2 Escala de avaliago utilizada em testes de inoculagdo de
Colletotrichum spp. em hipocétilos (escala adaptada por Varzea,
1995), UFLA, Lavras, 2002.

Tipo de reacio Descri¢io
(classe)
0 Auséncia de sintomas

1 Pequenas e poucas (1 a 2) lesGes cloréticas ou acastanhadas.

2 Mais de 2 lesdes acastanhadas ou lesdes coalescentes. O
diametro das lesdes excede 0,5 mm. Pontos pretos, quando
presentes s3o raros.

3 Extensas leses acastanhadas com numerosos pontos pretos
e/ou lesBes obscuras. As lesdes pretas podem rodear
completamente o hipocétilo, mas a parte terminal deste
permanece viva.

4 Hipocétilo morto.

A interpretagio dos resultados foi efetuada por meio do indice de
Intensidade de Doenga (IID), calculado pela férmula:

ID = S(N° de hipocétilos em cada classe x valor numérico de cada classe)
Nimero de hipocétilos em todas as classes x 4

De acordo aos valores obtidos para o IID, as cultivares avaliadas com os
isolados testados foram classificadas nas seguintes classes de susceptibilidade:
resistente (R) IID<0,25; moderadamente resistente (MR) 0,25 < IID<0,50;
moderadamente susceptivel (MS) 0,50<IID<0,75 e susceptivel (S) [ID>0,75.

4.6 Determinacfio da patogenicidade por meio de cortes histopatolégicos

A partir da inoculagio do fungo, foram realizados cortes dos hipocétilos

inoculados em diferentes tempos. No estudo foram utilizados materiais das
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cultivares Tupi e Catucai Vermelho, a primeira tipificada como resistente ¢ a
outra como suscetivel a isolados de Colletotrichum spp. de MG, principalmente
os que ocasionam o sintoma de mancha manteigosa. As sementes de Catucai
Vermelho foram provenientes de plantas com esse sintoma. Para a obtengdo dos
cortes, usou-se a técnica descrita por Rijo & Rodrigues (1978), que consistiu em
seccionar hipocétilos com um micrétomo de congelamento; os cortes com
espessura de 20-25 um obtidos foram montados numa mistura clara de azul de
algoddo em lactofenol. Este iiltimo procedimento foi realizado pela Dra. Maria do
Céu Silva, no CIFC.

4.7 Anilise estatistica
Com os dados de incidéncia da doenga, no ensaio realizado na UFLA, foi

realizada analise de varidncia com o programa SISVAR. Para a comparagio de
médias utilizou-se o teste de Scott Knott (p<0,05%). Dados obtidos no CIFC

foram analisados em forma descritiva.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintomas e incidéncia da doenca

No ensaio realizado na UFLA, os primeiros sintomas de necrose nos
hipocétilos foram observados aos cinco dias apés inoculagdo, apenas nos
hipocétilos das cultivares Catucai Vermelho (C11) e Catucai Amarelo (C12),
procedentes de plantas com sintomas de mancha manteigosa (MM) e inoculados
com os isolados 1, 2, 11, 12 e 15, os quais ocasionam o sintoma de MM. Aos dez
dias ap6s a inoculagdo, foi observada alta incidéncia de morte de pléntulas,
sendo, portanto, considerada uma rea¢dio compativel (Figura 1A-B).

Em testes realizados no CIFC, com hipocétilos das mesmas cultivares e
inoculados com os isolados Cal, Z9, Z1 e¢ Q2 de C. kahawae, ocorreram
situagdes similares. Sintomas de necrose foram observados aos quatro dias apés
- inoculago e morte de hipocétilos foi observada aos dez dias apés inoculag@o. Os
isolados Z9 e Cal de C. kahawae ocasionaram 100% de morte dos hipocétilos
entre 15 a 20 dias apés inoculagdo. Portanto, sintoma de necrose, tempo de
aparecimento dos sintomas ¢ morte de hipocétilos ocasionada por isolados de C.
kahawae e Colletotrichum spp. de MG acontecem de forma andloga em
cultivares de café suscetiveis a MM. Estas informagSes sdo concordantes com as
observagdes realizadas com outros isolados e cultivares (Varzea, 1995; Beynon et
al., 1995). Na Figura 2 exemplifica-se a evolugiio da doenga com dois tipos de
isolados: os origindrios do Brasil e os que ocasionam a CBD. Os hipocétilos
utilizados eram da cultivar Catucai Amarelo, cujas sementes originaram-se de
plantas com sintoma de MM.

Na Figura 3 é apresentado um resumo dos hipocétilos mortos, observado
30 dias apés inoculagdo dos isolados para todas as cultivares incluidas na UFLA.

Observa-se que existem cultivares resistentes a alguns isolados inoculados; desta
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FIGURA 1 Inoculagdo de isolados de Colletotrichum spp. em hipocétilos de
café: (A) hipocdtilos suscetiveis da cultivar Catucai Vermelho
procedentes de sementes colhidas de plantas com sintomas de
mancha manteigosa (CVMM) dez dias apés inoculagdo; (B)
sintomas de necrose e morte de hipocdtilos ocasionados por
Colletotrichum spp. com o isolado 12 procedente do Brasil; (C) re-
isolamento de Colletotrichum ssp. a partir de fragmentos de folhas
verdadeiras (no centro) e cotiledonares (na beira), de plantas
assintomaticas; (D) sintoma de necrose em hipocétilos da CVMM
ocasionado pelo isolado Cal de C. kahawae.
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FIGURA 2 Evolugido da incidéncia da doenga apds inoculagdo de isolados de

Colletotrichum kahawe (A) ensaio no Centro de Investigacdo das
Ferrugens do Cafeeiro e Colletotrichum spp. (B) na Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG. Teste realizado em hipocétilos de
café Catucai Amarelo, procedentes de plantas com sintoma de
mancha manteigosa. Isolados 11, 15 e 12 provocam sintoma de
mancha manteigosa. Isolado 29 ocasiona seca de ponteiros e Z1,
Z9, Cal e Q2 ocasionam a CBD na Africa.
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PLANTAS MORTAS (%

FIGURA 3 Nimero de plantas mortas 30 dias apSs inoculagéo dos isolados de
Colletotrichum spp. em hipocétilos de café nas cultivares: Cl =
Icatu, C2 = Catuai Vermelho, C3 = Tupi, C4 = Katip6, C5 = Mundo
Novo, C6 = Acaid Cerrado, C7 = Catucai, C8=Rubi, C9 = Catuai
Amarelo, C10 = Apoatd, C11 = Catucai Vermelho e C = 12 Catucaf
Amarelo. Nas cultivares C11 e C12 as sementes foram procedentes
de plantas com sintomas de mancha manteigosa. UFLA, 2002.
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maneira, relagdes incompativeis podem ser encontradas. Esta informagdo ¢é
concordante com as observagdes de Orozco et al. (2002).

De acordo com o critério de Waller et al. (1993), consideram-se
patogeénicos os isolados 12 e 15 na cultivar Catucai Vermelho (C11) e os isolados
1, 11, 12, 15 e 29 quando inoculados em hipocétilos de Catucai Amarelo (C12),
ambas provenientes de plantas com sintomas de MM. Os isolados fstﬁnt&s sdo
considerados ndo patogénicos (Tabela 3). Os isolados 1, 11, 12 e 15 foram
provenientes de plantas com sintomas de MM e o isolado 29 ocasionando sintoma
de seca de ponteiros em plantagdes de café em MG. Os isolados de C. kahawae,
utilizando-se o mesmo critério, foram c;msiderados patogénicos quando
inoculados nas cultivares C11 e C12. O isolado Cal da espécie C. kahawae, que
¢ considerado virulento no CIFC, foi testado posteriormente para vérias cultivares
e ocasionou altas porcentagens de morte de hipocdtilos nas cultivares: Icatu,
Catuai , Catuai Amarelo, Mundo Novo, Acaid Cerrado, Rubi, Katipd, Tupi e
Catucai Vermelho, assim € considerado patogénico

Os resultados obtidos na UFLA sfo contrastantes com os critérios de
Waller et al. (1993) na disting@o de isolados de Colletotrichum spp. procedentes
de MG e considerados neste estudo como patogénicos. Estes autores mencionam
que unicamente isolados de C. kahawae sdo patogénicos em hipocdtilos de café,
sendo, portanto um critério nfo eficiente para esse fim.

52 Classes de sucetibilidade por meio do indice de intensidade de doenca
Com base no critério de classes de suscetibilidade, as cultivares Catucai

Vermelho, Icatu, Catuai Vermelho e Amarelo, Mundo Novo, Acaid Cerrado,

Rubi, Katip6, Tupi e Catucai Vermelho e Amarelo, provenientes de plantas com

sintomas de MM foram suscetiveis ao isolado Cal de C. kahawae. Para os
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isolados de MG, unicamente foram tipificadas como suscetiveis as cultivares
Catucai Vermelho e Amarelo provenientes de plantas com sintomas de MM
quando inoculadas com os isolados 1, 2, 4, 11, 12, 15, 24 e 29 (Tabela 4). A
cultivar Icatu é considerada medianamente resistente para todos os isolados
testados. As cultivares Catucai e Tupi sdo resistentes a todos os isolados, exceto
para o isolado 12. Este critério de tipificac@io por suscetibilidade permitin fazer
uma melhor diferenciagéio, dado que é mais flexivel.

De acordo com os resultados e critérios utilizados na analise, nos isolados
associados ao cafeeiro em MG existem aqueles considerados patogénicos em
hipocétilosA das cultivares Catucai Vermelho e Amarelo procedentes de plantas
com sintoma de MM. Es_tés s isolados foram obtidos de plantas com o sintoma de
W@W@M. Isto mostra que, nesta interagdo,
existem relagdes compativeis e a existéncia de racas do patdgeno. A
su_’soin/blluh;dg_nssas cultivares de café é um carater genético hereditario. Este
tiltimo aspecto também foi observado por Vargas & Gonzalez (1972). Aqueles

que foram considerados no patogénicos ndo ocasionam sintomas. Na maioria das
cultivares neste estudo contempladas existem dlfa'entes niveis de resisténcia para
isolados de Colletotrichum spp. Mas, de acordo com as inoculagSes realizadas no
CIFC, estas cultivares sdo suscetiveis a C. kahawae, situagdo que necessita ser
considerada nos programas de methoramento.

Na anilise de varidncia da incidéncia da doenga, houve diferenca
significativa entre isolados (I), cultivares (C) e a interagfio C x I (p<0,05). Na
comparagio de médias para I de acordo com o teste de Scott Knott (p<0,05),
houve a conformagido de quatro grupos (Figura 4A). O isolado 12 ocasionou o
maior nimero de morte de hipocétilos. Este é procedente de Pogo Fundo e obtido
a partir de uma planta com sintomas de MM. As cuitivares Catucai Amarelo e
Vermelho, cujos hipocétilos foram procedentes de sementes retiradas de plantas
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com sintomas de MM, diferem entre si e das cultivares restantes (Figura 4B) e
foram as mais suscetiveis. N#o existe diferenca significativa entre as cultivares
Catuai, Icatu, Tupi, Rubi, Mundo Novo, Catuai Amarelo, Acaia Cerrado,
Katip6, Catucai e Apoatd quanto ao nimero de hipocdtilos mortos, para os
isolados testados. A significincia da interagio C x I indica que existem interagSes
diferenciais entre genétipos de cafeciros e isolados de Colletotrichum spp. e,
portanto, a existéncia de racas deste fitopatégeno. A existéncia de ragas em
isolados de C. kahawae foi demonstrada (Rodrigues et al., 1992; Virzea, 1995).

5.3 Incidéncia de Colletotrichum spp. em plantulas assintoméiticas de café

Aos sessenta dias ap6s a inoculagdo do patégeno nos hipocétilos de café
na UFLA, a incidéncia de Colletotrichum spp. na haste das plantulas
assintomaticas de café foi de 100%. Nas folhas cotiledonares e primeiro par de
folhas verdadeiras, os valores foram variiveis (Tabela 5 e 6) (Figura 1C).
Valores de 100% de incidéncia do fungo foram encontrados nas folhas
cotiledonares; os valores de incidéncia em folhas verdadeiras foram menores. Esta
informacdo permite inferir que, a partir de um ponto de entrada do patdgeno, este
coloniza a planta de forma invasiva. Para este caso, o fungo penetrou no
hipocétilo, dado que, no momento da inoculaggio, a plantula nfio tinha folhas. A
partir de entao, o fungo colonizou as folhas cotiledonares e, apds colonizou em
forma ascendente em direg@o dos novos tecidos da planta. Este comportamento ja
foi observado em C. trumcatum (Talamini et al, 2001) e C. graminicola
(Bergstrom e Nicholson, 1999). Infeccdo latente e incidéncia varidvel de
Colletotrichum spp., dependendo do érgéo da planta, j& foram relatados em café
(Rayner, 1948). Laténcia tem sido relatada em tecidos inoculados durante um
rapido crescimento vegetativo ¢ como fator de sobrevivéncia (Bergstrom &
Nicholson, 1999).
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FIGURA 4 Anélise combinada da resisténcia de 12 cultivares de café a Colletotrichum

spp- (A) incidéncia da doenca (hipocétilos mortos) de acordo com os
isolados; (B) incidéncia da doenca de acordo com as cultivares. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05). CVMM e CAMM = Catucai Vermelho e Amarelo procedente de
plantas com sintomas de mancha manteigosa.
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TABELA 3 Relagdo de patogenicidade de isolados de Colletotrichum spp. de
acordo com testes com hipocétilos de café, segundo o critério de
Waller et al. (1993)'. UFLA, Lavras, 2002 e Centro de Investigacdio
das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC) Oeiras, Portugal, 2003.

CULTIVAR ISOLADOS

1 2 4 6 11 12 14 15 24 29 Cal
Cgtueai Vermelhomm Np Np Np Np Np P Np P Np Np P
Cgt\ucai Amarelomm* P Np Np Np P P Np P Np P P
Catucai Np Np Np Np Np Np Np Np Np Np P
I%tu Np Np Np Np Np Np Np Np Np Np P
Catua Np Np Np Np Np Np Np Np Np Np P
Catuai Amarelo Np Np Np Np Np Np Np Np Np Np P
th\quovo Np Np Np Np Np Np Np Np Np Np P
Acaia Cerrado Np Np Np Np Np Np Np Np Np Np P
W Np Np Np Np Np Np Np Np Np Np P
Katipé Np Np Np Np Np Np Np Np Np Np P
'I\upi Np Np Np Np Np Np Np Np Np Np P
Apoata** Np Np Np Np Np Np Np Np Np Np -

'0s isolados sio considerados patogénicos quando ocorre mais de 25% de
plantulas mortas.

P = patogénico Np = Néo patogénico.

*mm = hipocétilos provenientes de sementes colhidas de plantas com sintoma de
mancha manteigosa

**Cultivar de Coffea canephora.
Isolado Catl foi fornecido e testado no CIFC em 2003.

63



TABELA 4 Classes de susceptibilidade de cultivares de café que mostraram
interagdo com os isolados de Colletotrichum spp. em testes com
hipocétilos de acordo com a escala adaptada por Varzea (1995),
Universidade de Lavras, 2002 e Centro de Investigagio das
Ferrugens do Cafeeiro (CIFC) Oeiras, Portugal, 2003.

CULTIVAR ISOLADOS
1 2 4 6 11 12 14 15 24 29 Cal
Catucai Vermelhomm S§ S S Mr Mr § S Ms S S S
CatucaiAmarelomm* S§ S Ms Mr § S Ms S§ S S S
Catucai R R R R R M R R R R S
Icatu Mr Mr Mr Mr Mr Mr Mr Mr Mr Mr S
Catuai Mt Mr Mr M Mr Mr Ms Mr R R S
Catuai Amarelo M R Mr Mr R Mr Mr R Mr Mr S
Mundo Novo R R M M Mr R Mr Mr Mr Mr S
Acaia Cerrado R M R M Mr Mr R Mr Mr R S
Rubi R M M M Mr Mr R R R M S
Katip6 M Mr Mr Mr R R Mr Mr Mr R S
Tupi R R R R R M R R R R S
Apoata** R M R R Mr Mr R Mr R R -

R = resistente, Mr = moderadamente resistente, Ms = moderadamente susceptivel, S =
susceptivel; *mm= hipocStilos provenientes de plantas com sintomas de mancha
manteigosa; **Cultivar de Coffea canephora; Isolado Cal foi fornecido e testado no
CIFC.



TABELA 5 Porcentagens de incidéncia de Colletotrichum spp. em folhas
cotiledonares de plantulas assintomaticas de café. Os isolamentos
foram realizados a partir de fragmentos de folhas em meio BDA,
sessenta dias ap6s inoculagdo do fungo. Médias de 40 plantas
amostradas por cultivar. UFLA, Lavras, 2002.

CULTIVARES ISOLADOS

12 1 29 6 14 15 4 11 24 2 T
Icatu 100 60 33 70 95 100 9 8 70 30 O
Catuai Vermelho 95 55 30 60 95 100 8 60 60 30 O
Tupi 8 75 45 65 60 65 100 20 70 50 O
Katipo 95 80 45 70 100 100 100 40 80 30 O
Mundo Novo 90 70 35 70 85 95 90 50 80 20 O
Acaia Cerrado 95 75 40 90 95 100 100 50 60 S50 O
Catucai 95 70 35 70 9 95 90 30 70 30 O
Rubi 8 70 38 65 95 100 70 30 9 S50 O
Catuai Amarelo 95 45 25 50 8 95 8 30 90 40 0
Apoata 90 60 35 8 75 80 8 40 70 10 O

T= testemunha (sem aplicagdo do fungo)

TABELA 6 Porcentagens de incidéncia de Colletotrichum spp. no primeiro par
de folhas verdadeiras em plantulas assintomaticas de café. Os
isolamentos foram realizados a partir de fragmentos de folhas em
meio BDA, sessenta dias apds inoculagdo do fungo. Médias de 40
plantas amostradas por cultivar. UFLA, Lavras, 2002.

CULTIVARES ISOLADOS

12 1 29 6 14 15 4 11 24 2 T
Icatu 1 5 10 10 5 10 10 60 O 10 0
Catuai 40 5 5 5 5 30 O 0 0 0 0
Tupi _ 25 15 5 10 5 60 5 0 10 O 0
Katipé 30 10 10 15 5 30 10 20 10 O 0
Mundo novo 20 0O 5 5 10 30 10 0 10 O 0
Acaia cerrado 5 5 20 5 15 50 &0 O 0 20 0
Catucai 25 0 5 10 5 20 20 O 0 10 o0
Rubi 10 5 15 10 15 20 10 20 10 10 0O
Catuai Amarelo 25 5 5 10 10 20 O 0 0 0 0
Apoata 10 10 5 5 5 10 30 O 0 0 0

T= testemunha (sem aplicagdo do fungo)
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5.4 Cortes histopatolégicos e patogenicidade de Colletotrichum spp. em café

Nove dias ap6s inoculagéo de Colletotrichum spp. com o isolado 12 em
hipocétilos susceptiveis de café da cultivar Catucai Vermelho, foram observadas
leses pretas nos hipocétilos e esporulagio do fungo.

Os cortes transversais destes hipocétilos doentes mostram que o fungo
infecta a planta. As hifas do fungo colonizam os tecidos, provocando necrose e
morte (Figuras 7 A-D). Cortes transvers.ais de hipocdtilos de café da cultivar
Tupi considerada resistente e inoculados com o mesmo patégeno mostram que,
aos dez dias apds inoculagdio, apresentam formagdo de sintomas de lesdes tipo
crosta (“scab lesion™). Este, possivelmente, ¢ um mecanismo de resisténcia ao
ataque do patégeno (Figura 7E-F)

Estes resultados sdo concordantes aos relatos de Orozco et al. (2002).
Estes autores mencionam que no patossistema Colletotrichum spp. café no
Brasil, existem relagSes compativeis e inoompﬁtiveis. Assim como demonstrado
por meio destas pesquisas, nas lavouras &e café no l;rasil existem isolados

patogénicos de Colletotrichum spp., situagio que merece atengdo.
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FIGURA 7 Corte transversal de hipocotilos suscetiveis de café Catucai Vermelho
infectados por Colletotrichum spp, isolado 12 que ocasiona a mancha
manteigosa. A. seta preta sinaliza tecido vivo e as brancas as hifas do fungo
e células necrosadas, aos nove dias apés inoculagio; B-C Detalhe da foto A;
D. tecidos necrosados, setas sinalizam acérvulos; E. segdo transversal de um
hipocétilo da cultivar Tupi, com resisténcia ao patégeno, 10 dias apos
inoculagdo com o mesmo isolado, observam-se sintomas de leses tipo
crosta (“scab lesion”); F. Detalhe da foto E, setas sinalizam a crosta
formada. Fotos A-F; efectuados por Dra. Maria do Céu Silva, CIFC.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os critérios utilizados para se determinar a
patogenicidade, existem isolados patogénicos e ndio patogénicos, associados ao
cafeeiro em Minas Gerais, Brasil. "

Ap6s a inoculagio do fungo, O perfodo de incubagéo, sintomatologia e
morte de hipocétilos de café foram similares entre os isolados de C. kahawae e
Colletotrichum gloeosporioides do Brasil, nas relagdes compativeis. Estudos
histopatolégicos realizados no CIFC permitiram observar a colonizagio invasiva
de Colletotrichum gloeosporioides em hipocétilos.

Todas as cultivares avaliadas foram suscetiveis ao isolado Cal de C.
kahawae. As cultivares Catucai Vermelho ¢ Amarelo, provenientes de plantas
com sintomas de mancha manteigosa, foram suscetiveis aos isolados 1, 2, 4, 11,
12, 15,24 € 29.

Houve interagdo diferencial entre genétipos de cafeeiros e isolados de
Colletotrichum spp. e portanto, a existéncia de ragas deste agente fitopatogénico.

A partir de um ponto de entrada do fungo na planta, este coloniza de

forma invasiva, sem manifestagdo de sintomas.
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CAPITULO 4

OROZCO MIRANDA, Edin Francisco. Patogenicidade de isolados de
Colletotrichum spp. e C. kahawae em frutos de café. 2003. p. 71-87 Tese
(Doutorado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

1 RESUMO

Testes de patogenicidade de Colletotrichum spp. t€m sido realizados por
meio de inoculagBes de suspensdes de conidios em frutos verdes de café na fase
de desenvolvimento. Objetivou-se, nesta pesquisa, determinar a patogenicidade de
isolados de Colletotrichum spp. em frutos de café de diferentes cultivares,
caracterizar os sintomas apés inoculagio e comparar aquela ocasionada por C.
kahawae. Os ensaios foram realizados na UFLA, Lavras, Minas Gerais, em 2002
e no Centro de Investigagio das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), Oeiras, Portugal,
em 2003. As porcentagens de frutos necrosados e periodo de incubagdo foram
variaveis de acordo com isolados e cultivares. Na UFLA, os primeiros sintomas
de necrose em frutos inoculados foram observados entre 6 a 9 dias apds
inoculaggio. Valores maximos de 28% de frutos necrosados foram observados 15
dias apés inoculagio com o isolado 21 na cultivar Catuai Amarelo e de 25% com
os isolados 11, 12, 13 e 15 na cultivar Mundo Novo. Estes uitimos isolados
ocasionam o sintoma de mancha manteigosa. Houve diferenga significativa entre
isolados, cultivares e a interagdo cultivar x isolado. Na avaliagdo realizada no
CIFC, sintomas de necrose em frutos de café foram observados aos 4 e aos 7
dias, para os isolados que ocasionam a CBD. Para isolados procedentes de MG,
os sintomas manifestaram-se 9 dias apés inoculagfio. Os isolados que ocasionam
a CBD manifestaram 100% de incidéncia de necrose mos frutos na cultivar
Catuai. Contudo, o isolado 15, que ocasiona sintomas de mancha manteigosa,
manifestou 83% de incidéncia de necrose em frutos na mesma cultivar. Os
sintomas de necrose foram similares para os isolados que ocasionam a CBD e os
que ocasionam a mancha manteigosa. Outro sintoma observado apds inoculagio
do fungo é o amadurecimento rapido que ocorre nos frutos sem sintomas de
necrose; aqueles utilizados como testemunha permanecem verdes.

! Comité de Orientagdo: Mario Sobral de Abreu -UFLA (Orientador)
Ana Isabel Faria Ribeiro-CIFC (Co-orientadora)

Vitor Manuel Pinto Varzea-CIFC (Co-orientador)

Mirio Liicio Vilela de Resende-UFLA (Co-orientador)
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2 ABSTRACT

OROZCO MIRANDA, Edin Francisco. Pathogenicity of isolates of
Colletotrichum spp. e C. kahawae in coffee berries. 2003. p. 71-87 Thesis
(Doctorate in Phytopathology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

Pathogenicity tests of Colletotrichum spp. have been accomplished by
means of suspension inoculations of conidia in unripe coffee berries in the
developmental phase. The current work was aimed at determining the
pathogenicity of isolates of Colletotrichum spp. on coffee berries of different
cultivars, characterizing the post-inoculation symptoms and comparing them to
that brought about by C. kahawae. Two trials were conducted at UFLA in
Lavras, Minas Gerais, in 2002 and in the “Centro de Investigagdo das Ferrugens
do Cafeeiro” (CIFC), Oeiras, Portugal, in 2003. The percentages of necrosed
berries and icubation period were variable according to isolates and cultivars. At
UFLA, the first necrosis symptoms on inoculated berries were noticed between 6
to 9 days after inoculation. Maximum values of 28% of necrosed berries were
observed 15 days after inoculation with the isolate 21 on the cultivar Catuai
Amarelo and of 25% with isolates 11, 12, 13 and 15 on the cultivar Mundo Novo.
These Iatter isolates cause symptoms of buttery spot. There was a significant
difference among isolates, cultivars and within the interaction isolate x cultivar.
At CIFC, necrosis symptoms on coffee berries were observed at 4 and 7 days for
the isolates which caused CBD. For isolates from MG, the symptoms occurred 9
days after inoculation. The isolates, which caused CBD, gave rise to 100% of
incidence of necrosis on berries of the cultivar Catuai. However, isolate 15, which
causes symptoms of buttery spot displayed 83% of incidence of necrosis on
berries of the same cultivar. The necrosis symptoms were similar for alll isolates.
Another symptom found after inoculation was the fast ripening occurring on
berries without necrosis symptoms; those utilized as control remained unripe.

) Guidance Committee: Mario Sobral de Abreu (Adviser)
Amna Isabel Faria Ribeiro-CIFC (Co-adviser)

Vitor Manuel Pinto Varzea-CIFC (Co-adviser)

Mirio Litcio Vilela de Resende - UFLA (Co-adviser)



3 INTRODUCAO

A patogenicidade de isolados de Colletotrichum spp. tem sido relatada
em vérias ocasides. Este fungo tem causado problemas de necrose em cafeeiro em
condigbes de campo. Em ensaios de laboratdrio, tém sido observado em
inoculagdes em frutos verdes de café na fase de desenvolvimento, diferentes
comportamentos (Vargas & Gonzalez, 1972; Dorizzoto, 1993; Vérzea, 1995;
Nechet & Abreu, 2002; Almeida et al., 1979; Figueredo & Mariotto, 1978).
Variabilidade genética entre isolados que ocasionam a doenga denominada "coffee
berry disease” (CBD) infectando frutos de um local a outro também ja foi
demonstrada (Vérzea, 1995; Rodrigues et al., 1991).

Este estudo foi realizado com o objetivo de determinar a patogenicidade
de isolados de Colletotrichum spp. em frutos de café de diferentes cultivares e
caracterizar a sintomatologia ap6s inoculagdo e comparar aquela ocasionada por
C. kahawae.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Isolados do fungo

Foram realizados dois ensaios. O primeiro na UFLA, MG em 2002,
utilizando-se 27 isolados monospéricos de Colletotrichum spp. referidos na
Tabela 1. Os isolados identificados com os mimeros 22 a 28 foram obtidos no
Departamento de Fitopatologia na Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Os
isolados 22, 23, 24 e 25 foram determinados na UFU como C. gloeosporioides.
Os restantes foram coletados em varios locais de MG.

O segundo ensaio foi realizado no Centro de Investigagio das Ferrugens
do Cafeeiro (CIFC), Oeiras, Portugal, em 2003. Nesse centro de pesquisa foi
avaliada a patogenicidade dos isolados 12, 15, 29 e 36, procedentes de MG e Cal

e Z9, os quais ocasionam a CBD e foram fornecidos no CIFC (Tabela 1).

4.2 Cultivares de café

Na UFLA, foram usados frutos verdes destacados das cultivares: Rubi-
MG 1192, Acaii Cerrado MG 1474, Catuai Amarelo IAC 62, Catuai Vermelho
IAC 99, Mundo Novo IAC 319 - 19, Icatu JAC 3282, Katip6, Catucai Vermelho,
Tupi IAC 1669-33 e Apoatd da espécie C. canephora. No CIFC, utilizaram-se
frutos verdes destacados de C. arabica da cultivar Catuai, considerada
susceptivel ao C. kahawae.

4.3 Inéculo do fungo

O inéculo foi obtido do plaqueamento dos isolados em meio MEA 2%.
As culturas foram crescidas a4 temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 hores,
para o estudo UFLA/2002. No ensaio realizado no CIFC, os isolados cresceram
em placas de Petri no meio de cultura gelose de extracto de malte 3,4%. As
placas com os isolamentos foram mantidas a 23°C.
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TABELA 1 Relagéio e procedéncia dos isolados de Colletotrichum spp. utilizados
em testes de patogenicidade em frutos, na UFLA, Lavras (2002) e
no Centro de Investigagio das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC),

Qeiras, Portugal, 2003.

Isolado  Orgio Sintoma Procedéncia Data
1 Folha Mancha manteigosa Lavras,UFLA 2001
2 Folha Mancha manteigosa Piumhi 2001
3 Folha Necrose Sto. Ant6nio do Amparo 2001
4 Fruto Necrose Sto. Anténio do Amparo 2001
5 Folha Necrose Ouro Fino 2001
6 Ramo Seca de ponteiros Lavras, UFLA 2001
7 Ramo Seca de ponteiros Lavras, UFLA 2001
8 Ramo Necrose Boa Esperanga 1998
9 Folha Mancha manteigosa Nepomuceno 2001
10 Ramo Seca de ponteiros” Nepomuceno 2001
11 Fruto Mancha manteigosa Nepomuceno 2001
12 Folha Mancha manteigosa Pogo Fundo 2001
13 Fruto Antracnose’ Pogo Fundo 2001
14 Fruto Antracnose Pogo Fundo 2001
152 Folha Mancha manteigosa Turvolindia 2001
16 Ramo Necrose Ibituruna 1998
18 Ramo Necrose Varginha 1998
19 Ramo Necrose Patrocinio 1999
20 Folha Necrose Guaxupé 1998
21 Folha Necrose Piumhui 1998
22 Fruto Necrose Araguari 1998
23* Fruto Necrose Araguari 1998
24* Fruto Necrose Araguari 1998
25% Fruto Necrose Canad 1998
26 Fruto Necrose Teixeiras 1998
27 Fruto Necrose Patrocinio 1998
28 Fruto Necrose Araguari 1998
29? Ramo Seca de ponteiros Capelinha 2001
36° Folha Mancha manteigosa Lavras, UFLA 2002
Ch Fruto Necrose China' 1994
Z1 Fruto Necrose Zimbabwe' 1991
Z9? Fruto Necrose Zimbabwe' 1997
Cal’ Fruto Necrose Camardes' 1992

+ Proveniente de planta com sintoma de mancha manteigosa

* Isolados identificados como C. gloeosporioides na UFU/Depto. Fitopatologia.

'Isolados identificados e fornecidos no CIFC
?Isolados incluidos em ensaios de patogenicidade em fiutos da cultivar Catuai no CIFC.
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4.4 Inoculaciio de frutos verdes destacados

Para o ensaio realizado na UFLA/2002, foram utilizados frutos verdes
colhidos de plantas de café em fase de experimentagdo, nas quais ndo foram
aplicados fungicidas (projeto BIOEX/CNPq localizado no campus da UFLA). Os
frutos cothidos no campo foram levados ao laboratério, desinfestados com alcoot
50% por 30 segundos, hipoclorito de sédio 1% por um minuto e lavados com
4gua destilada esterelizada. Aqueles que apresentaram lesGes foram descartados.
Os frutos foram colocados em caixas plasticas (40 x 25 cm) previamente
desinfestadas com 4lcool 50% e hipoclorito de sédio 2%, contendo areia iimida
esterelizada em autoclave. A inoculagdo foi realizada pela pulverizagéo dos frutos
com suspensio de esporos numa concentragio de 2x10° conidios mL", com um
pulverizador manual tipo De Vilbis. Os frutos utilizados como testemunha foram
inoculados com igua destilada esterelizada. Apés inoculagdio, os frutos foram
colocados em cdmara Umida. O experimento foi conduzido em cimara
climatizada a 22 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas. O delineamento experimental
utilizado foi em blocos casualizados, em parcelas subdivididas com trés
repeticdes. A unidade experimental foi constituida de 40 frutos colocados a uma
distdncia de 2,5x1 c¢m. Foram avaliadas a incidéncia (frutos necrosados) e a
severidade da doenca, tendo sido realizadas cinco leituras a cada trés dias apds a
inoculagéo.

No ensaio realizado no CIFC, frutos verdes em desenvolvimento
destacados foram colhidos, lavados em dgua destilada esterelizada e colocados
sobre esponjas de nylon umedecidas dentro de bandejas de plistico. Cada fruto
foi inoculado com a suspensdio de conidios com a concentragéo de 2 x 10°
conidios mL™ proveniente de colonias com 12 dias de idade, colocando 50pL da
suspens3o por fruto com uma finapipeta. Os frutos utilizados como testemunha
" foram inoculados com Agua destilada esterelizada. As bandejas contendo os frutos
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inoculados foram colocadas em cimara imida. Estas permaneceram, durante o
ensaio, numa cimara de crescimento com temperatura de 22°C e fotoperiodo de
12 horas. Para cada isolado foram inoculados 12 frutos com duas repeticdes.
Apés a inoculagio do patégeno, foram realizadas seis leituras da incidéncia da

doenga e dos sintomas nos frutos a cada trés dias.

4.5 Anilise estatistica

Com os dados das leituras realizadas no ensaio realizado na UFLA, foi
calculada a 4rea abaixo da curva de incidéncia de doenga (AACI). Os dados
foram transformados em Logiox e realizada analise de varidncia para esta
varidvel utilizando o programa SISVAR. Na comparaggo de médias onde houve
diferenga significativa, foi realizado o teste de Scott Knott (p<0,05%). Com os
dados obtidos no CIFC, foi feita andlise descritiva.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Patogenicidade observada no ensaio realizado na UFLA, em 2002

Os primeiros sintomas de necrose em frutos de café ocasionados por
alguns isolados foram observados entre 6 a 9 dias apds aplicagdo do patdgeno.
Sintomas consistiram em pontuagdes pretas de 1-2 mm de didmetro e estas lesGes
incrementam o tamanho até necrosar o fruto por completo. Na testemunha, os
frutos permaneceram com a coloragéio verde (Figura 4B). O niimero de frutos
necrosados foi varidvel de acordo com a cultivar e isolados testados. Valor
mdximo de 28% de frutos necrosados foi observadol5 dias apés inoculagdo do
isolado 21 na cultivar Catuai Amarelo. Os isolados que ocasionam os sintomas de
mancha manteigosa, identificados com os nimeros 11, 12, 13 15, ocasionaram
25% de necrose na cultivar Mundo Novo. Na cultivar Tupi foram observados
niveis mais baixos de necrose em frutos para a maior parte dos isolados testados
neste estudo (Figura 4A). Entretanto, esta cultivar apresentou 18% de necrose
quando inoculada com o isolado 15, que ocasiona a mancha manteigosa. Estes
resuitados sfio congruentes aos citados por outros pesquisadores.

Feitosa et al. (1977) estudaram varios isolados e obtiveram baixa
patogenicidade, com valores méximos de 23% de frutos necrosados. Dorizzoto
(1993) obteve valores varidveis de acordo com a progénie de café estudada, com
valores maximos de 71% aos 35 dias apés inoculagio. Nechet & Abreu (2002)
observaram sintomas de infecdo em frutos verdes de café¢ aos 10 dias apds
inoculagdo, com valores méximos de 51,27% aos 30 dias apds inoculagéo, sendo
os isolados considerados patogénicos.

Na anilise de varidncia da varidvel AACI, houve diferenca significativa
entre isolados, cultivares e a interacéio cultivar*isolado (p<0,05). Na comparag#o

de médias para isolados, de acordo com o teste de Scott Knott (p<0,05), houve a

78



conformacdo de trés grupos (Figura 1). Os isolados 21, 8, 27, 12,13, 24, 10, 19,
9, 14, 16, 4, 18, 11, 6 e 3 conformam o primeiro grupo € ocasionaram os maiores
valores de incidéncia de doenga. No segundo grupo estdo os isolados 22, 28, 20,
25, 15, 29, 26, 23, 5, 2 e 1. O terceiro grupo foi constituido pela testemunha.

Para cultivares, ndio houve diferenga significativa entre as cultivares Tupi
e Catucai, ¢ apresentaram o menor nimero de frutos necrosados para todos os
isolados de Colletotrichum spp. inoculados (Figura 2). Em um outro grupo, estdo
incluidas as cultivares Icatu e Apoatd, que sdo geneticamente semelhantes. A
cultivar Icatu foi obtida de uma hibrida¢do interespecifica, entre C. canephora e
a cultivar Bourbon Vermelho de C. arabica; a Apoatd é uma cultivar de C.
canephora (Mendes & Guimardes, 1997). Segundo Carvalho et al. (1976), o
germoplasma de Icatu foi selecionado no Quénia por mostrar certa resisténcia
genética ao agente da CBD. As cultivares Mundo Novo, Rubi, Catuai Amarelo,
Catuai Vermelho, Acaid Cerrado ¢ Katipé apresentaram o maior numero de
frutos necrosados.

Segundo Dorizzotto (1993), as progénies de Catimor, Sarchimor,
Cavimor e cuitivar Mundo Novo mostraram-se suscetiveis a um isolado que
ocasiona a mancha manteigosa. A significancia da interagfio cultivar*isolado
indica que existem interagdes diferenciais entre frutos das cultivares de café
contempladas e os isolados inoculados.

Embora esta nfio seja uma metodologia especifica para testar a existéncia
de racas fisiolégicas do patdgeno, parece promissora para tal fim e merece ser
estudada. A existéncia de ragas do patogeno que ocasiona a CBD na Africa ja foi
demonstrada em isolamentos de C. kahawae em cafeeiro em testes de resisténcia
utilizando hipocétilos (Rodrigues et al., 1992; Véarzea, 1995). A partir destes
resultados, torna-se importante considerar este comportamento dos isolados de
Colletotrichum spp. nos programas de methoramento.
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ISOLADOS
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FIGURA 1 Patogenicidade de isolados Colletotrichum spp. em frutos verdes de café.
Valores seguidos da mesma letra no diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05).
AACI=4rea abaixo da curva de incidéncia da doenga. UFLA, Lavras, 2002.
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FIGURA 2 Patogenicidade de isolados de Colletotrichum spp. em frutos verdes
de cultivares de café. Comparagio de médias para cultivares.
Valores seguidos da mesma letra na vertical nfio diferem entre si
pelo teste de Scott Knott (p<0,05). AACI=éarea abaixo da curva de
incidéncia da doenga ocasionada por Colletotrichum spp. UFLA,
Lavras, 2002,

5.2 Patogenicidade e sintomas observados no ensaio realizado no CIFC/2003

Os primeiros sintomas de necrose foram observados nos frutos

.\‘c

inoculados com isolados de C. kahawae aos quatro dias apds inoculag@o para o
isolado Cal e aos sete dias para o isolado Z9. Os sintomas constituem pequenas )\

lesGes pretas e deprimidas que aumentam rapidamente de tamanho até necrosar )
completamente o fruto. Quanto aos isolamentos procedentes do Brasil, os isolados
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15 e 36 ocasionaram sintomas de necrose em frutos e estes foram observados aos
9 e 16 dias apds inoculagdo, respectivamente para cada isolado (Figura 3).

Segundo Jeffries & Dodd (1990), as diferencas entre isolados de
Colletotricum spp. sdo evidentes quanto & sua relativa patogenicidade ou
viruléncia em frutos. Contudo, os isolados 15 e 36, que ocasionam o sintoma de
mancha manteigosa em cafeeiros no Brasil, manifestaram sintomas de necrose
similar aqueles que ocasionam a CBD (Figura 4). Segundo Virzea (1995),
Hindorf (1970), isolados de C. gloeosporioides podem causar este sintoma.
Entretanto, estes resultados sdo contraditérios as afirmacGes de Waller et al.
(1993).

Baseado nos resultados, os isolados que ocasionama CBD e o 15 e 36 de
Colletotricum spp. contemplados nesta pesquisa foram patogénicos em frutos de
café da cultivar Catuai e diferiram no tempo de aparecimento de sintomas.
Portanto, estudos histopatologicos séo necessarios para demonstrar como ocorre
o processo de colonizagiio de tecidos com os isolados oriundos do Brasil. Nos
frutos necrosados foi também observada formagéo de acévulos com presenga de
setas e esporulagéo do fungo (Figura 4E-F).

Outro sintoma observado neste experimento foi o0 amadurecimento ripido
dos frutos apés inoculagfio com o patégeno; frutos utilizados como testemunha e
inoculados com agua esterelizada permaneceram verdes.
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FRUTOS NECROSADOS (%)

FIGURA 3 Avaliagio de patogenicidade de Colletotrichum spp. em frutos
verdes de café ardbica (Coffea arabica) cultivar Catuaf. Incidéncia
da doenga e tempo de aparecimento de sintomas. Isolados Cal e Z9
pertencem a Colletotrichum kahawae; 12, 15 e 36 ocasionam o
sintoma de mancha manteigosa e 29, seca de ponteiros. Oeiras,
Portugal, 2003.
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FIGURA 4 (A) Smtomas ocastonados por isolados de Co!.’erarr;chum spp em f'rutos de
café 15 dias apos a inoculagdo, seta sinaliza frutos sem necrose da cultivar
Tupi; (B) testemunha; (C) sintomas do isolado Cal que ocasiona a CBD
comparado a testemunha; (D) de direita para esquerda sintomas de necrose
do isolado Cal, Z9 de C. kahawae e do isolado 15 que ocasiona a mancha
manteigosa no Brasil; (E) conidios ¢ setas em frutos da cultivar Catuai, aos
18 dias ap6s inoculagdo, isolado Cal, 25x; (F) setas e conidios em frutos aos
18 dias apos inoculagdo, isolado 15, 25x.
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6 CONCLUSOES

As porcentagens de frutos necrosados e tempo de aparecimento de
sintomas foram varidveis de acordo com os isolados e a cultivar. Na UFLA, os
primeiros sintomas de necrose em frutos inoculados foram observados entre 6 a 9
dias apos aplicagio do fungo. Valores méximos de 28% de frutos necrosados
foram observados 15 dias apés inoculagdo com o isolado 21 na cultivar Catuai
Amarelo e de 25% com os isolados 11, 12, 13 e 15 na cultivar Mundo Novo.

No CIFC, os primeiros sintomas de necrose em frutos de café foram
observados aos 4 e 7 dias apds inoculagdo para os isolados que ocasionam a
CBD. Para isolados de Minas Gerais, o tempo de aparecimento de sintomas foi de
9 dias apds a aplicagio do patégeno. Os isolados que ocasionam a CBD
provocaram 100% de incidéncia de necrose nos frutos na cultivar Catuai. O
isolado 15, que ocasiona sintomas da mancha manteigosa, manifestou 83% de
incidéncia de necrose em frutos da mesma cultivar.

Os sintomas de necrose foram similares para os isolados que ocasionam a
CBD e os que ocasionam a mancha manteigosa.

Os frutos inoculados com Colletotrichum spp., que nio necrosaram,
mostraram amadurecimento répido apds a inoculagéo com o fitopatégeno e os
utilizados como testemunha ¢ inoculados com 4agua esterelizada permaneceram
verdes.
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CAPITULO 5

OROZCO MIRANDA, Edin Francisco. Incidéncia de Colletotrichum spp. em
frutos maduros, endocarpo, sementes e sua transmissio pelas sementes de
café. 2003. p. 88-100. Tese (Doutorado em Agronomia, Area de concentrago
Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

1 RESUMO

A semente é um importante veiculo de transmissdo, disseminacfio e
sobrevivéncia de fitopatogenos. A transmissdo pelas sementes do fungo
Colletotrichum spp. ja foi mencionada em outras culturas. Estudos para verificar
a transmissfio desse microrganismo pelas sementes de café sdo praticamente
inexistentes e as informagdes disponiveis de pesquisas séo escassas. O objetivo
deste estudo foi determinar incidéncia de Colletotrichum spp. em frutos de café
maduros, no endocarpo e sementes, assim como a transmisséio pelas sementes.
Foram contempladas as cultivares: Rubi-MG 1192, Acaid Cerrado MG 1474,
Catuai Amarelo IAC 62, Catuai Vermelho IAC 99, Mundo Novo IAC 319-19,
Icatu IAC 3282, Katip6, Tupi IAC 1669-33, Catucai Vermelho sem sintomas de
mancha manteigosa, Catucai Vermelho ¢ Amarelo com sintomas de mancha
manteigosa e um genétipo de C. camephora da cultivar Apoatd. Frutos,
endocarpo e sementes, separadamente, foram submetidos a teste de sanidade em
meio BDA. A incidéncia de Colletotrichum spp. em frutos de café cereja maduros
foi alta. Valores de 100% foram encontrados em frutos procedentes de plantas da
cultivar Catucai Amarelo e Vermelho com sintomas de mancha manteigosa. Nas
outras cultivares, os valores estiveram entre 96% a 80%, exceto na cultivar
Apoatd (26%). Provavelmente, C. canephora apresenta resisténcia a este
fitopatégeno. A incidéncia encontrada no endocarpo e nas sementes foi variavel,
de acordo com a cultivar e lote de semente analisado. Os valores de incidéncia do
fungo variaram entre 0%-17% nas sementes ¢ 0%-8 % no endocarpo. Nos testes
de transmissio, o fungo foi re-isolado em 100% a partir de fragmentos de raizes e
talo nas plintulas procedentes de sementes tipificadas com a presenga do fungo
nos testes de sanidade. A incidéncia em frutos de café ¢ alta, pode ou nio ser re-
isolado da semente, dependendo da cultivar e, quando presente, esse fitopatégeno
¢ transmitido pelas sementes.
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2 ABSTRACT

OROZCO MIRANDA, Edin Francisco. Incidence of Colletotrichum spp. on
ripe berries, endocarp, seeds and their transmission by coffee seeds. 2003.
p-88-100. Thesis (Doctorate in Agronomy, Major in Phytopathology) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

The seed is an important vehicle of transmission, dissemination and
survival of plant pathogens. Colletotrichum spp. transmission by seeds has
already been mentioned in other crops. Studies to verify the transmission of that
microorganism by coffec seeds are practically inexistent and the available
research information is scarce. The objective of this study was to determine the
incidence of Colletotrichum spp. on ripe coffee berries, in the endocarp and
seeds, as well as the transmission by sceds. The cuitivars Rubi-MG 1192, Acaia
Cerrado MG 1474, Catuai Amarelo IAC 62, Catuai Vermelho IAC 99, Mundo
Novo IAC 319 - 19, Icatu IAC 3282, Katips, Tupi IAC 1669-33, Catucai
Vermelho without symptoms of buttery spot, Catucai Vermelho and Amarelo
with symptoms of buttery spot and a genotype of C. canephora of the cultivar
Apoatd were assessed. Berries, endocarp and seeds alone were submitted to
healthy tests in BDA medium. The incidence of Colletotrichum spp. in ripe
cherry berries was high. Values of 100% were found on berries from plants of the
cultivar Catucai Amarelo and Vermelho with symptoms of buttery spot. For other
cultivars the values laid between 96% and 80%, except for the cultivar Apoati
(26%). Probably, C. canephora presents resistance on fruit to this pathogen. The
incidence found in the endocarp and in seeds was variable, according to the
cultivar and lot of seed analyzed. The incidence values of the fungus ranged from
0% to 17% in seeds and 0% to 8 % in the endocarp. The fungus was re-isolated
in a 100% fragments of roots and stems of seedlings originated from seeds
typified as ‘with the presence of the fungus’ in healthy tests. The incidence on
berries is usually high, it may or may not be re-isolated from the seeds, depending
on the cultivar and when present, that pathogen is transmitted by the seeds.
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3 INTRODUCAO

A semente é um importante veiculo de transmissdo, disseminacio e
sobrevivéncia de fitopatdgenos. Estes podem ser localizados em diferentes partes
dela. Existem relatos de transmiss3o pela semente do fungo Colletotrichum em
vérias culturas (Neergaard, 1979; Machado, 1994; Tanaka & Machado, 1985;
Tanaka, 1994; Talamini et al., 2001). Segundo Machado (1994), a importincia
da ocorréncia de patégenos em sementes pode ser avaliada sob diferentes
objetivos, culminando todos com o aspecto econémico que cada interacdo
patégeno-hospedeiro determina. Na cultura do café, no Brasil, Noack (1902)
relatou a presenca desse fitopatogeno associado a frutos do cafeeiro. Alves &
Castro (1998) mencionam que Colletotrichum sp. pode ser encontrado nas fases
de verde-cana e cereja. Orozco et al. (2002a, b) realizaram estudos de incidéncia
e transmissdo de Colletotrichum spp. em frutos e sementes de café com um
reduzido nimero de cultivares e concluiram que a presenga de Colletotrichum
spp. em frutos de café é elevada ¢ esse fitopatdgeno € transmitido pela semente.

O objetivo deste estudo foi determinar incidéncia de Colletotrichum spp.
em frutos de café cereja maduros com e sem sintomas de antracnose, no
endocarpo e semente (endosperma e embrifio) e sua transmissio pela semente

cultivares de Coffea arabica L. e C. canephora.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Genétipos de café e origem

Frutos maduros de café foram colhidos no ensaio de selegdo de progénies
resistentes & ferrugem alaranjada do cafeeiro, projeto BIOEX/CNPq, localizado
no campus da UFLA. Desses frutos foram retiradas as sementes, fermentadas por
24 horas, lavadas e depois secas 4 sombra; essa semente foi armazenada em
cAmara fria a 10°C. Foram contempladas as cultivares: Rubi-MG 1192, Acaid
Cerrado MG 1474, Catuai Amarelo IAC 62, Catuai Vermelho IAC 99, Mundo
Novo IAC 319 - 19, Icatu IAC 3282, Katipé, Tupi IAC 1669-33, Catucai
Vermelho sem sintomas de mancha manteigosa e um genétipo de C. canephora
da cultivar Apoati, e frutos e sementes da cultivar Catucai Vermelho e Amarelo

com sintomas de mancha manteigosa.

4.2 Determinagio da incidéncia de Colletotrichum spp. em frutos

Na determinagio da incidéncia do fungo foram avaliados 200 frutos por
cada cultivar. Os frutos foram pré-lavados em 4gua, desinfestados um minuto em
alcool 50%, trés minutos em hipoclorito de sédio 1%, lavados com agua destilada
e esterilizada e secos em papel filtro. O experimento foi realizado em
delineamento de blocos inteiramente casualizados, com oito repeti¢Ses e repetido
trés vezes. Os frutos foram colocados em meio BDA e incubados em cdmara de
crescimento a 20°C, fotoperiodo de 12 horas. A avaliagio foi realizada aos sete
dias ap6s o plaqueamento, determinando-se a incidéncia do fitopatogeno nas

colonias que desenvolveram no meio de cultura originadas dos frutos.
4.3 Determinacfio da incidéncia no endocarpo e semente

Os testes de sanidade foram feitos nas cultivares indicadas no item

anterior. Esses testes foram realizados para o endocarpo (pergaminho) e a
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semente (endosperma e embrido) de forma separada. O endocarpo foi retirado da
semente de forma manual. O experimento foi realizado em delineamento de blocos
inteiramente casualizados, com oito repetigdes e repetido duas vezes. As sementes
foram pré-tratadas com alcool etilico (50%) por 30 segundos e hipoclorito de
sodio (1%) por um minuto, colocados em meio BDA e incubadas em camara de
crescimento a 20°C, fotoperiodo de 12 horas. A avaliagdo foi realizada aos sete
dias apds o plaqueamento. Determinou-se a incidéncia do fungo nas colSnias que

desenvolveram do endocarpo e semente no meio de cultura.

4.4 Determinaciio da transmissio de Colletotrichum spp. em sementes

Naquelas sementes das cultivares indicadas no item 4.1, nas quais foi
detectada a presenga do fungo, foram selecionadas e semeadas individualmente
em copos contendo areia esterilizada. Estes foram colocados em condigGes
controladas em cimara de crescimento ¢ fotoperiodo de 12 horas a 25°C. As
plantulas de aproximadamente 5-6 centimetros obtidas a partir dessas sementes
na fase de "palito de fésforo" foram destacadas e seccionadas. Os fragmentos de
raiz, haste e folhas foram desinfestados com 4lcool etilico e hipoclorito de sédio e
plaqueados em meio MEA 2%, separadamente.

4.5 Andlise estatistica

Com os dados de incidéncia de Colletotrichum spp em frutos, foi
realizada andlise de varidncia para esta varidvel utilizando o programa SAS. Na
comparagio de médias onde houve diferenca significativa, foi realizado o teste de
Tukey (p<0,05%). Com os dados de incidéncia do fungo no endocarpo, semente e
transmiss3o foi feita andlise descritiva.
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5 RESULTADOS

5.1 Incidéncia de Colletotrichum spp. em frutos

Foram observadas porcentagens diferentes de - incidéncia de
Colletotrichum spp. em frutos de acordo com as cultivares estudadas. Conforme
a anélise de varidncia conjunta dos valores de incidéncia do patégeno para os trés
ensaios estudados, houve diferenca significativa entre cultivares, ensaios e a
interagio cultivar*ensaio (p<0,05). O coeficiente de variagdo foi de 5,5%. De
acordo com o teste de Tukey (p<0,05), para os valores de incidéncia de

Colletotrichum spp., houve a separagiio de cultivares em cinco grupos (Figura 1).
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FIGURA 1 Incidéncia de Colletotrichuam spp. em frutos cereja de 12 cultivares de café:
médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05). CVMM= Catucai Vermelho procedente de plantas com sintoma
de mancha manteigosa. CAMM= Catucai Amarelo procedente de plantas
com sintoma de mancha manteigosa.
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Estes resultados indicam que certas cultivares de café sio mais
colonizadas pelo fungo e constituem methores hospedeiras. Incidéncia de 100%
foi encontrada nos frutos das cultivares Catucai Vermelho e Amarelo procedentes
de plantas com sintomas de mancha manteigosa, sendo este material, portanto,
suscetivel a este patdgeno. Nestas plantas, normalmente, existe uma abscisdo de
frutos ocasionada pelo fungo e aqueles frutos que chegam a amadurecer tém alta
incidéncia do patdgeno. Nas cultivares restantes de café arabica, os valores de
incidéncia de Colletotrichum spp. variaram entre 96% a 80% considerados altos.
O menor valor de incidéncia foi de 26%, observado na cultivar Apoats,
considerado relativamente baixo em relagdo as outras cultivares, possivelmente
tem mecanismos de resisténcia contra este fitopatégeno, situagio que deve ser
considerada para melhoramento de café visando resisténcia a Colletotrichum spp.
Estes resultados concordam com estudos preliminares realizados por Orozco et
al. (2002a, b).

5.2 Incidéncia de Colletotrichum spp. no endocarpo e sementes

A incidéncia do fungo foi varidvel, de acordo com a cultivar, parte
estudada e lote de semente analisado. Foi maior naquelas sementes provenientes
de frutos com mancha manteigosa das cultivares Catuai Amarelo e Vermelho,
Catucai e Acaia Cerrado. Néo foi encontrada a presenca do fungo nas cultivares,
Catuai Vermelho, Rubi, Katip6 e Apotd. Os valores de incidéncia do fungo foram
de 0-17% nas sementes e 0-8 % no endocarpo (Figura 2).

De acordo com anélise descritiva da incidéncia de Colletotrichum spp. no
endocarpo e semente de café por meio da técnica "Box Plot" no primeiro ensaio
(Figura 3-A), observa-se que hd evidéncias significativas na incidéncia deste
fungo. Assim, existem diferengas entre as cultivares e o érgdo estudado. Neste
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sentido, verifica-se que a cultivar com maior varifincia corresponde a cultivar

Catucai Amarelo proveniente de sementes com mancha manteigosa.
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FIGURA 2 Incidéncia de Colletotrichum spp. quantificada em testes de sanidade
realizados em sementes e no endocarpo (valores correspondem a 400
observagdes para cada). CVMM = Catucai Vermelho procedente de
plantas com mancha manteigosa. CAMM = Catucai Amarelo
procedente de plantas com mancha manteigosa.

As cultivares Catucai Amarelo proveniente de sementes com mancha
manteigosa-semente (plcll), Catucai Vermelho proveniente de sementes com
mancha manteigosa-semente e endocarpo, respectivamente (plcl2) (p2ci2),
Acaid Cerrado-semente e endocarpo (plc6) p2c6, Catucai-semente (plc7), e
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Catucai-endocarpo (p2c7) apresentam-se homogéneas. No caso de observagdes
extremas ("outliers"), estas foram diagnosticadas apenas para as cultivares
relacionadas a cultivar Mundo Novo, o que sugere que sementes com o fungo
podem ser encontradas em forma esporddica para esta cultivar. As demais
cultivares apresentaram variabilidade nula, nio foi encontrada a presenca do
fungo.

No segundo ensaio (Figura 3-B), pode-se verificar que ha evidéncias
significativas de que as cultivares relacionadas a cultivar Catucai Amarelo
provenientes de sementes com mancha manteigosa (plcll) (p2cll) de igual
forma que no primeiro ensaio, apresentaram maior variabilidade. Para este
ensaio, as cultivares apresentaram um nimero maior de observagdes extremas,
"outliers” e também a maioria dos tratamentos apresentou variabilidade nula, o

que impossibilité a inferéncia estatistica.
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FIGURA 3 Andlise descritiva da incidéncia de Colletotrichum spp. no
endocarpo ¢ semente de café por meio de "Box Plot". A. primeiro
ensaio; B. segundo ensaio. P1 = semente, P2 = endocarpo, C =
cultivar, 1 = Icatu, 2 = Catuai Vermelho, 3 = Tupi, 4 = Katipé, 5 =
Mundo Novo, 6 = Acaid Cerrado, 7 = Catucai, 8 = Rubi, 9 = Catuai
Amarelo, 10 = Apoatd, 11 e 12 = Catucai Amarelo ¢ Vermelho,
respectivamente, provenientes de plantas com sintoma de mancha
mateigosa. *observagdes extremas = "outliers”, - = mediana, * =
média.
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5.3 Transmissdo de Colletotrichum spp. em semeutes

O fungo foi re-isolado em 100% de todas as plintulas que foram
amostradas. Essas originaram-se das sementes retiradas dos ensaios dos testes de
sanidade nas cultivares onde o fungo foi encontrado, principaimente das
cultivares Catucai Vermelho ¢ Amarelo com mancha manteigosa.

De acordo com o observado, col6nias do fungo Colletotrichum spp.
desenvolveram a partir de fragmentos de raizes e talo das plintulas que foram
colocados no meio MEA. Na inoculagdo de folhas cotiledonares nio foi
observado crescimento do fungo. Infecgdo latente e incidéncia varidvel de
Colletotrichum spp., dependendo do drgdo da planta, ja foram relatadas na
cultura de café (Rayner, 1948). De acordo com estes resultados, o fungo
possivelmente penetra inicialmente nas raizes no momento da germinagdo e, apds,
transloca-se para o talo. Este tipo de transmissdo ja foi observado para a espécie
C. truncatum (Neergaard, 1979; Talamini et al., 2001). Conforme observado
nesta pesquisa, na interagio Colletotrichum spp. x cafeeiro, esse fitopatégeno é
transmitido pelas sementes. A transmissdo pela semente é importante, dado que
possibilita a passagém do patégeno de uma geragiio a outra, a partir daquelas
sementes com a presenga do fungo. Este fato merece atengdo, pois foi
determinado que as cultivares mais suscetiveis ao patégeno apresentam maior

incidéncia do fungo nas sementes.
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6 CONCLUSOES

A incidéncia de Colletotrichum spp. em frutos de café maduros foi alta.
Valores de 100% foram encontrados em frutos procedentes de plantas da cultivar
Catucai com sintomas de mancha manteigosa. A cultivar Apoati, C. canephora,
parece apresentar resisténcia a este fitopatégeno.

A incidéncia de Colletotrichum spp. encontrada no endocarpo e nas
sementes foi varidvel de acordo com a cultivar e o lote de semente analisado. Os
valores encontrados foram de 0%-17% nas sementes e 0%-8 % no endocarpo.

As cultivares Catucai Vermelho e Amarelo, suscetiveis a Colletotrichum
spp., provenientes de plantas com sintomas de mancha manteigosa, apresentaram
as maiores porcentages do fungo nas sementes.

O fungo foi re-isolado 100% a partir de plaqueamento de fragmentos de
raizes e talo de hipocétilos de todas as plintulas amostradas. Esse fitopatégeno €

transmitido pelas sementes.

99



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVES, E. CASTRO, H. A. de. Fungos associados ao café (Coffea arabica L.)
nas fases de pré e pos-colheita em lavouras da regido de Lavras. Summa
Phytopathologica, Piracicaba, v. 24, n. 1, p. 4-7, jan./mar. 1998.

NEERGAARD, P. Seed pathology. London: Macmillan Preess, 1979. 839 p.

MACHADO, J. C. Padrdes de tolerdncia de patégenos associados & sementes.
Revisdo Anual de Patologia de Plantas, Passo Fundo, v. 2, p. 229-263, 1994.

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

OROZCO MIRANDA, E. F.; FREITAS, M.; PIGOZZO, P.; ABREU, M. S.
Incidéncia de Colletotrichum spp. em frutos cereja e sementes de café arabica
(coffea arabica). In: SIMPOSIO BRASILEIRO DE PATOLOGIA DE
SEMENTES, 7.,2002, Sete Lagoas- MG. Anais... Sete Lagoas, 2002a. p.59.

OROZCO MIRANDA, E. F.; FREITAS, M.; PIGOZZO, P.; ABREU, M. S.
Transmissio de Colletotrichum spp. por sementes de café arabica (Coffea
arabica) In: SIMPOSIO BRASILEIRO DE PATOLOGIA DE SEMENTES, 7.,
2002, Sete Lagoas- MG. Anais... Sete Lagoas, 2002b. p.93.

RAYNER, R. W. Latent infection in Coffea arabica L. Nature, London, v. 161
n. 4085, p.245-246, Feb. 1948.

TALAMINL V.; POZZA, E. A.; MACHADO J.; OLIVEIRA, F. A.
Epidemiologia de doengas associadas a Colletotrichum spp. transmitidas por
sementes. Revisiio Anual de Patologia de Plantas, Passo Fundo, v. 2, p. 219-
248, 2001.

TANAKA, M. A.; MACHADO, J. Patologia de sementes. Informe
Agropecusrio, Belo Horizonte, v. 10, p. 219-243, 1985.

TANAKA, M.A. Patogenos causadores de tombamento do algodoeiro e seus

efeitos sobre a germina¢io das sementes em diferentes temperaturas.
Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v. 19, n. 1, mar. 1994.

100



CAPITULO 6

OROZCO MIRANDA, Edin Francisco. Caracterizagiio bioquimica de isolados
de Colletotrichum spp. obtidos de cafeeiro no estado de Minas Gerais. 2003.
p. 101-112. Tese (Doutorado em Agronomia, Area de concentragio
Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.'

1 RESUMO

A caracterizagio bioquimica de isolados de Colletotrichum spp. €
utilizada como critério taxonémico. Objetivou-se, neste trabalho, estudar o
comportamento de 35 isolados de Colletotrichum spp. associados ao cafeeiro em
Minas Gerais, quanto & capacidade de utilizar 4cido citrico e tartarato de aménio
com fins de diferenciagfio de espécies. Ainda, foi analisado o pH do meio liquido
de crescimento dos isolados. O estudo como de fontes de carbono foi realizado na
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. A anlise de pH foi realizada no
Centro de Investigagio das Ferrugens do Cafeeiro, Oeiras, Portugal, onde foram
comparados isolados que ocasionam a CBD e um isolado de C. gloeosporioides
procedente da China. No teste de acido citrico e tartarato, apés uma semana da
inoculagiio, no tratamento testemunha positiva (meio base + glucose), houve
mudanga de coloragio do meio para todos os isolados, indicando sua
metabolizagio. Na testemunha negativa (meio base, sem fonte de carbono) néio
houve crescimento e nem mudanga de cor. Onde foi adicionado tartarato, todos os
isolados tiveram a capacidade de utilizar essa fonte de carbono e a resposta foi
considerada positiva. No meio base com citrato, a resposta foi negativa; os
isolados foram incapazes de utilizar essa fonte de carbono. De acordo com este
teste, conclui-se que os isolados caracterizados de Minas Gerais metabolizaram
tartarato como Gnica fonte de carbono, portanto, nio pertencem a Colletotrichum
kahawae. Em relacdo 4 técnica, ¢é efetiva, dado que permite verificar a utilizagdo
dessas fontes de carbono pelos isolados. E um teste de simples execugdio, barato,
rapido e importante na tipificagio de espécies. Foi encontrada variagio entre
valores de pH dos isolados de Colletotrichum spp. e diferenca significativa.
Existe certa tendéncia dos isolados que ocasionam a CBD em acidificar o meio
liquido. Na comparagio de médias de pH, isolados de MG tiveram o mesmo
agrupamento de isolados de C. kahawae. Este teste é ndo prético para selecionar
espécies, embora esta caracteristica possa ser mais estudada.
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2 ABSTRACT

OROZCO MIRANDA, EDIN FRANCISCO. Biochemical characterization of
isolates of Colletotrichum spp. obtained from coffee tree in the state of Minas
Gerais. 2003. p. 101-112. Thesis (Doctorate in Agronomy, Major in
Phytopathology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

The biochemical characterization of Colletotrichum isolates is utilized as
a taxonomic criterion. The current capter was aimed at studing the behavior of 35
Colletotrichum spp. isolates associated with the coffee tree in Minas Gerais in
relation to their capacity of utilizing citric acid and ammonium tartarate with
purposes of differentiation of species. Further, the pH of the liquid growth
medium was analyzed. The study of sources of carbon was conducted at the
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. The pH analysis was done in the
Centro de Investigagdo das Ferrugens do Cafeeiro, QOeiras, Portugal, where
isolates which cause CBD and one C. gloeosporioides isolate from China were
compared. One week after inoculation, at the positive control treatment (basal
medium + glucose), there was a change of color of the medium for all the isolates
denoting its metabolization. In the negative control (basal medium without a
source of carbon), there was neither growth nor color change. Where tartarate
was added, all isolates had the capacity to utilize that source of carbon and the
response was considered positive. In the basal medium with citrate, the response
was negative, the isolates were unable to utilize that source of carbon. According
to this test, isolates here characterized not belonging to C. kahawae, because this
species can not utilize citrate or tartarate as single sources of carbon. As regards
to this technique, it is effective, since it enables to verify the use of these sources
of carbon by the isolates. It a test of easy accomplishment, cheap, fast and
important for typifying the species. There were significant differences between the
pH of the isolates grown in liquid medium. There was a trend for CBD isolates
which to acidify the liquid medium. According to the pH test performed, isolates
from Brazil grouped together. Therefore, this test is not practical to screen
species, though, that characteristic should be more studied.

|Guidance Committee: Mario Sobral de Abreu (Adviser)
Ana Isabel Faria Ribeiro-CIFC (Co-adviser)

Vitor Manuel Pinto Varzea-CIFC (Co-adviser)

Miério Licio Vilela de Resende -UFLA (Co-adviser)
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3 INTRODUCAO

Nos paises da América, Colletotrichum spp. tem sido associado a vérios
sintomas. Na maioria das publicagdes, o agente etioldgico € relatado unicamente
como Colletotrichum spp. (Schieber et al., 1970; Almeida et al, 1979;
Dorizzotto, 1993; Alves & Castro, 1998; Nechet, 1999; Orozco et al., 2002;
Dias, 2002). Entretanto, a mengdo da espécie deste fitopatogeno é importante,
devido ao fato de que na cultura de café existem populagSes de espécies.

Na determinagio de espécies deste fungo para café, sio utilizados
critérios de caracteristicas patogénicas, metabdlicas e culturais de isolados
frescos (Waller et al, 1993, Virzea et al, 2002). Waller et al. (1993)
contemplaram esses critérios para a mudanga do nome de C. coffeanum sensu
Hindorf para Colletotrichum kahawae J. M. Waller e P.D. Bridge, sp. nov. A
proposta ¢ utilizada, mas ainda apresenta algumas limitagSes para tipificar os
isolados de C. kahawae de isolados de C. gloeosporioides (Véirzea, 1995;
Orozco, 2002). Por isso, é necessario continuar com as pesquisas nessa area.

Em relagiio as caracteristicas bioquimicas de isolados de Colletotrichum
spp., menciona-se que C. kahawae nio pode utilizar citrato ou tartarato como
tinicas fontes de carbono (Waller et al, 1993), embora outras espécies possam
(Waller et al, 1993; Varzea, 1995).

Vérzea (1995) estudou o pH final do meio liquido de crescimento de
isolados de Colletotrichum spp. tendo encontrado grande variabilidade de valores
de pH entre os diferentes isolados estudados. Observou-se que isolados de C.
kahawae tendem acidificar o meio liquido. A partir deste resultado, o autor sugere

que essa caracteristica seja mais explorada.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Teste de tartarato de aménio e fcido citrico

Foram estudados 35 isolados coletados em locais de MG (Tabela 1).

Os meios de cultura e metodologia utilizados foram de acordo com
Bridge (1985) e Paterson & Bridge (1994). Foi usado o meio B (Lynch et al.,
1981) como meio base, cuja composicio ¢ NHH,PO,, lg; KCl, 0,2g;
MgS0,.7H,;0, 0,2g; bromocresol piirpura, 0,05g. O meio base foi suplementado
com tartarato de aménio ou acido citrico (1% p/v). Testemunha positiva e
negativa contendo, respectivamente, glucose ¢ nenhuma fonte adicional de
carbono, foram incluidas para cada isolado. O pH de todos os meios foi ajustado
a 4,5 antes da esterilizagdo em autoclave a 120°C por 20 minutos. Foram
colocados 10 mL dos diferentes meios liquidos em tubos de ensaio. Em cada tubo,
depositaram-se 2 discos de 5 mm didmetro contendo o fungo desenvolvido em
meio B solidificado com agar. As leituras foram realizadas visualmente, 8 dias

ap6s inoculagdo, observando-se a mudanga de coloragdo dos meios.

4.2 pH do meio liquido de crescimento dos isolados de Colletotrichium spp.

O estudo foi realizado no CIFC, em 2003. Além dos isolados
apresentados na Tabela 1, foram incluidos quatro isolados de C. kahawae € um
isolado de C. gloeosporioides oriundo da China. Para cada isolado, fragmentos
de cinco milimetros de diimetro foram cortados das col6nias crescidas de meio
MEA 2% em placas de Petri. Foram usados para inocular 50 mL de meio liquido
MEA, pH inicial de 5,4, contido em baldes erlenmeyer de 250 mL. As culturas
cresceram durante 15 dias sem agitag8o a 22°C. Para cada isolado foi lido o pH
final do meio liquido com o auxilio de um potenciémetro. Foram realizadas duas

repeticdes para cada isolado. Com os valores foi realizada andlise de varidncia.
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TABELA 1 Procedéncia e relagio dos isolados de Colletotrichum spp. utilizados
na caracterizagio bioquimica. UFLA, Lavras, 2003.

Isolado __ Orgdo_ Sintoma Procedéncia Data
1 Folha Mancha manteigosa Lavras, UFLA 2001
2 Folha Mancha manteigosa Piumhi 2001
3 Folha Necrose Sto. Anténio do Amparo 2001
4 Fruto Necrose Sto. Anténio do Amparo 2001
5 Folha Necrose Ouro Fino 2001
6 Ramo Seca de ponteiros Lavras, UFLA 2001
7 Ramo Seca de ponteiros Lavras, UFLA 2001
8 Ramo Necrose Boa Esperanga 1998
9 Folha Mancha manteigosa Nepomuceno 2001
10 Ramo Seca de ponteiros” Nepomuceno 2001
11 Fruto Mancha manteigosa Nepomuceno 2001
12 Folha Mancha manteigosa Pogo Fundo 2001
13 Fruto Antracnose” Pogo Fundo 2001
14 Fruto Antracnose Pogo Fundo 2001
15 Folha Mancha manteigosa Turvolandia 2001
16 Ramo Necrose Tbituruna 1998
17 Ramo Necrose Muzambinho 2001
18 Ramo Necrose Varginha 1998
19 Ramo Necrose Patrocinio 1999

20 Folha Necrose Guaxupé 1998
21 Folha Necrose Piumhui 1998
2+ Fruto Necrose Araguari 1998
23* Fruto Necrose Araguari 1998
24* Fruto Necrose Araguari 1998
25* Fruto Necrose Canad 1998
26 Fruto Necrose Teixeiras 1998
27 Fruto Necrose Patrocinio 1998
28 Fruto Necrose Araguari 1998
29 Ramo Seca de ponteiros Capelinha 2001
30 Fruto Necrose Ouro Fino 2000
31 Ramo Necrose Tjaci 2001
32 Ramo Necrose Cristais 2002
33 Ramo Necrose Cristais 2002
34 Fruto Necrose Cristais 2002
35 Folha Necrose Campo Belo 2002

+ Proveniente de planta com sintoma de mancha manteigosa
* [Isolados identificados como C. gloeosporioides na Universidade Federal de
Uberlandia/Depto. de Fitopatologia.
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5 RESULTADOS
5.1 Teste de tartarato de aménio e dcido citrico

No tratamento testemunha positiva (meio base + glucose), oito dias apés
a inoculagdo, houve mudanga de coloragdo do meio para todos os isolados de
Colletotrichum spp., indicando sua utilizagdo. Na testemunha negativa (meio
base, sem fonte de carbono) nio houve crescimento nem mudanga de cor do meio.
No tratamento onde foi adicionado tartarato, todos os isolados tiveram a
capacidade de utilizar essa fonte de carbono e a resposta foi considerada positiva.
Ja no tratamento em que foi adicionado citrato, a resposta foi negativa, dado que
os isolados foram incapazes de utilizar essa fonte de carbono (Tabela 2). Estes
resultados séio anidlogos aos encontrados por Varzea (1995) para isolados de C.
gloeosporioides e C. acutatum.

De acordo com os resultados e o critério de caracterizagiio bioquimica
utilizado por Waller et al. (1993), para tipificar espécies de isolados de
Colletotrichum spp. em cafeeiro, conclui-se que os isolados de Minas Gerais,
aqui caracterizados, podem pertencer a outras espécies, mas nio a C. kahawae.
Isto porque os isolados que ocasionam a CBD nio podem utilizar citrato ou
tartarato como tnicas fontes de carbono.

A técnica de utilizagéio do citrato ou tartarato para separar isolados de
Colletotrichum spp. é efetiva, dado que permite verificar a utilizagdo dessas
fontes de carbono pelos isolados desse fungo. Contudo, € um teste de simples
execugdio, econdmico, rapido e importante na tipificagio de espécies de
Colletotrichum associadas ao cafeeiro. Pode ser utilizada de maneira imediata
como rotina em laboratérios de quarentena e diagnose para indicar a presenga ou
auséncia de isolados de Colletotrichum kahawae em material vegetal de café.
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TABELA 2 Resultados da utilizagdo de tartarato e de citrato por isolados de
Colletotrichum spp. oito dias ap6s a inoculagio em meio base
(testemunha negativa), meio base com glucose (testemunha
positiva), em meio base com citrato ¢ meio base com tartarato.

UFLA, Lavras, 2003.
Isolados Meio base Meio base Meio base Meio base
com glucese Com citrato com tartarato

1 - + - +
2 - + - +
3 - + - +
4 - + - +
5 - + - +
6 - + - +
7 - + - +
8 - + - +
9 - + - +
10 - + - +
11 - + - +
12 - + - +
13 - + - -+
14 - + - +
15 - + - +
16 - + - +
17 - + - +
18 - + - +
19 - + - o+
20 - -+ - +
21 - + - +
22 - + - +
23 - + - +
24 - + - +
25 - + - +
26 - + - +
27 - + - +
28 - + - +
29 - + - +
30 - + - +
31 - + - +
32 - + - +
33 - + - +
34 - + - +
35 - + - +

+ = metaboliza¢do, - = ndo metaboliza¢do
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Pode ser 1til como técnica complementar na caracterizagio morfoldgica,
molecular e patogénica de isolados de Colletotrichum spp., dado que uso de um
critério pode apresentar limitagdes para tipificar isolados de C. kahawae de
isolados de C. gloeosporioides, tal como indicado por Varzea (1995) e Orozco,
et al. (2002a).

5.2 pH do meio liquido de crescimento dos isolados de Colletotrichum spp.

Na avaliagdo do pH final do meio liquido, foi encontrada variagé@o entre
valores de pH dos isolados de Colletotrichum spp. estudados. Conforme a analise
de pH, houve diferenga significativa entre isolados (p<0,05). Na comparagio de
médias, de acordo com o teste de Scott Knott (p<0,05), houve a conformacéo de
trés grupos (Figura 1). No grupo com valores de menor acidez, o isolado Q2 de
C. kahawae apresentou o menor valor de pH com 3,3 e o isolado 15 apresentou
7,7 no grupo de isolados que tiveram maior pH. Este ultimo isolado ocasiona
sintomas de mancha manteigosa.

Com base nos resultados, observa-se que existe certa tendéncia dos
isolados que ocasionam a CBD acidificar o meio liquido, tal como relatado por
Vérzea (1995). Entretanto, de acordo ao teste Scott Knott (p<0,05) realizado na
comparagiio de medias de pH, isolados procedentes do Brasil tém o mesmo
agrupamento. Por exemplo, os isolados Q2, Z2 ¢ Z1 de C. kahawae estio dentro
do grupo cujo pH variou de 3,4 (isolado Q2) a 5 (isolado 34) (Figura 1). Ja no
segundo grupo, o isolado Cal de C. kahawae esti agrupado entre isolados do
Brasil; o pH deste grupo variou de.5,8 (isolado 4) a 6,9 (isolado 18). O terceiro
grupo abrange isolados do Brasil e o isolado Ch procedente da China. O pH deste
tiltimo grupo variou entre 7 (isolado 19) a 7,7 (isolado 15). Assim, esse teste é
pouco pratico para selecionar espécies, embora esta caracteristica possa ser mais

estudada.
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FIGURA 1 Comparagio de pH final do meio extrato de malte 2% liquido de crescimento
de isolados de Colletotrichum spp. Valores seguidos da mesma letra na
vertical n3o diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05). *Isolados de
C. kahawae. UFLA, Lavras, 2003.
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6 CONCLUSOES

Os isolados caracterizados de Minas Gerais metabolizaram tartarato
como unica fonte de carbono, portanto, ndo pertencem a Colletotrichum
kahawae.

A técnica de citrato e tartarato como fontes de carbono para tipificar
isolados de Colletotrichum spp. associados ao cafeeiro € efetiva, dado que
permite verificar a utilizagio dessas fontes de energia pelos isolados. E um teste
de simples execugfio, econdmico € rapido.

Foi encontrada variago entre valores de pH dos isolados de
Colletotrichum spp. estudados e na andlise de varidncia houve diferenca
significativa para essa varidvel.

Existe certa tendéncia dos isolados que ocasionam a CBD em acidificar o
meio liquido, mas alguns isolados de Minas Gerais tiveram o mesmo
agrupamento. Portanto, este teste € pouco prético para selecionar espécies deste
fungo.
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CAPITULO 7

OROZCO MIRANDA, Edin Francisco. Caracterizagiio molecular de isolados
de Colletotrichum spp. e Colletotrichum kahawae obtidos de cafeeiro, por
meio de marcadores RAPD e SSR. 2003. p.113-138. Tese (Doutorado em
Agronomia, Area de concentragdo Fitopatologia)-UFLA, Lavras, MG'.

1 RESUMO

Colletotrichum spp. € um patigeno importante associado & cultura do
café. C. kahawae ocasiona a CBD na Affica, porém, ndo foi confirmada sua
presenca na América. Objetivou-se, neste trabalho, realizar a caracterizagdo
molecular de isolados de Colletotrichum spp. associados ao cafeeiro por meio de
marcadores RAPD (“random amplified polymorphic DNA”) e SSR (“simple
sequence repeats™) para determinar a variabilidade genética e o parentesco entre
os isolados do fungo no Brasil e alguns isolados que ocasionam a CBD. Assim,
30 isolados de Colletotrichum spp. procedentes de Minas Gerais (MG), Brasil,
um isolado de C. gloeosporioides da China (Ch) e quatro isolados de C. kahawae
foram estudados. As similaridades genéticas foram estimadas a partir das bandas
polimérficas geradas por oito e dois "primers” para RAPD e SSR,
respectivamente. Os resultados obtidos com a técnica RAPD estabelecem um
coeficiente de similaridade maior de 80% para o grupo C. kahawae; nos isolados
de MG, o coeficiente de similaridade variou entre 12% a 97%; entre isolados de
C. kahawae e de Colletotrichum spp. oriundos de MG, 12-15%; entre o Ch e os
isolados de MG, 48% e entre o Ch e C. kahawae, 12%. Os resultados obtidos por
SSR estabelecem um coeficiente de similaridade de 100% para o grupo C.
kahawae; nos isolados de MG o coeficiente de similaridade variou entre 67% a
100%, entre os isolados de C. kahawae e de Colletotrichum spp. de MG, 63%;
entre o Ch e os isolados de MG, 96% e entre o Ch e C. kahawae 67%. Ambas as
técnicas permitiram a separagio clara dos isolados procedentes de MG e aqueles
que ocasionam a CBD. Os isolados de MG, incluindo os que ocasionam a
mancha manteigosa, apresentam um grau de variabilidade genética considerdvel e
agrupam-se juntamente com o isolado de C. gloeosporioides da China. Com base
no agrupamento dos isolados determinados na andlise fenética, nos padrdes
consistentes de polimorfismos gen6micos obtidos com as técnicas de RAPD e
SSR e na associacdo de caracteres morfol6gicos dos isolados estudados, pode-se
inferir que no grupo de isolados de MG existem duas espécies. C. acutatum,
isolados 5, 7 e 17 e C. gloeosporioides para os demais.
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" 2 ABSTRACT

OROZCO MIRANDA, Edin Francisco. Molecular characterization of isolates of
Colletotrichum spp. and Colletotrichum kahawae obtained from the coffee tree
by means of RAPD and SSR markers. 2003. p.113-138. Thesis (Doctorate in
Agronomy, Major in Phytopathology)-UFLA, Lavras, MG'.

Colletotrichum spp. is an important pathogen associated with coffee. In
Africa, C. kahawae causes CBD, attacking developing unripe berries and it is the
main factor limiting production. However, its presence was not confirmed in
America. The current chapter was aimed at performing the molecular
characterization of Colletotrichum spp. isolates associated with coffee (C.
arabica), by means of RAPD markers (random amplified polymorphic DNA) and
SSR (simple sequence repeats) in order to determine the genetic variability and the
relationship betwen fungal isolates from Minas Gerais (MG), Brazil and some
isolates which cause CBD. Thus, 30 isolates of Colletotrichum spp. from
different locations of MG, one isolate of C. gloeosporioides from China (Ch) and
four isolates of C. kahawae were studied. The genetic similarities were estimated
from the polymorphic bands generated by eight and two primers for RAPD and
SSR, respectively. The results obtained with the RAPD technique established a
coefficient of similarity greater than 80% for the group of C. kahawae; amongst
isolates from MG, the similarity coefficient ranged from 12% to 97%; amongst
isolates of C. kahawae and of Colletotrichum spp. from MG, 12-15%; amongst
Ch and isolates from MG, 48% and between the Ch and C. kahawae, 12%. The
results obtained by SSR established a similarity coefficient of 100% for the C.
kahawae group; within isolates of MG, the similarity coefficient ranged from 67%
to 100%, amongst the isolates of C. kahawae and Colletotrichum spp. from MG,
63%; amongst Ch and the isolates from MG, 96% and between Ch and C.
kahawae, 67%. Both techniques enabled the clear separation of the isolates from
Brazil and those which caused CBD. The isolates from MG, including those
causing buttery spot, showed a marked degree of genetic variability and formed a
group together with the isolate of C. gloeosporioides from China. Based on
grouping of the isolates determinated whith the fenetic analysis, in the solid
patterns of genomic polimorfisms obtained with RAPD and SSR, and in the
association of morphologic characters of the isolates, it is inferred that, within the
group of isolates from Minas Gerais, there are two species. C. acutatum for
isolates 5, 7 and 17 and C. gloeosporioides for the remaining ones.

Guidance Committee: Mario Sobral de Abreu (Adviser)
Ana Isabel Faria Ribeiro-CIFC (Co-adviser)

Vitor Manuel Pinto Varzea-CIFC (Co-adviser)

Mirio Licio Vilela de Resende - UFLA (Co-adviser)
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3 INTRODUCAO

O relato original de Colletotrichum spp. associado ao cafeeiro no Brasil
foi feito por Noack, em 1901 (Noack, 1902). Na Africa, C. kahawae ocasiona a

\ doenga conhecida como “coffee berry disease” (CBD), que ataca frutos verdes em
°' ; desenvolvimento ¢ é o principal fator limitante da produgéo (Beynon et al. 1995;

/

Waller et al., 1993). Apesar da presenga dessa espécie ainda ndo ter sido relatada
na América, a ocorréncia de Colletotrichum spp. é generalizada nas regides
cafeicultoras brasileiras. No entanto, as poucas pesquisas jé realizadas no Brasil
para esse fitopatogeno, incluindo testes de patogenicidade com vérios isolados de

fungo em plintulas, mudas e frutos, ndo permitiram ainda esclarecer a

 importancia do género Colletotrichum spp. como patégeno do cafeeiro e nem

identificar as espécies a que pertencem aquelas populagSes do fungo presentes
nas lavouras brasileiras.

Uma vez que o patossistema Colletotrichum spp. x cafeeiro no Brasil
ainda ndo se encontra bem elucidado, estudos nas diversas 4reas do conhecimento

serdio essenciais para a prevengio de problemas econdmicos sérios que poderdo

ser ocasionados, caso a doenga venha a tornar-se epidémica nos paises produtores

de café da América.

Menciona-se que heterocariose e parassexualidade sdo fatores
determinantes na heterogeneidade fenotipica de Colletotrichum spp. (Jeffries &
Dodd, 1990). Assim, o conhecimento do grau de variabilidade genética e a
determinacdio das relagdes filogenéticas entre as populagles de Colletotrichum
spp. constituem a base para o delineamento de estratégias de controle da doenga e
da taxonomia do fungo (Lopez, 2001).

A caracterizacio e a identificagéo das espéci$ requerem um sistema de

marcadores flexivel e confiavel, capaz de resolver com elevado rigor questdes
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taxonémicas e filogenéticas. Este tipo de estudos baseia-se na avaliagdo de
caracteristicas morfoldgicas, bem como na utilizagdo de técnicas moleculares que
constituem hoje em dia um forte complemento & caracterizagiio morfologica das
espécies. Ao contrario dos métodos taxonSmicos clissicos, os métodos
moleculares permitem a anilise de grandes populagdes num curto espago de
tempo, com sensibilidade e especificidade. A caracterizagio molecular faz a
anilise global do genoma por meio de técnicas de detegdo de semelhangas e/ou
diferengas genomicas, como a hibridagdo do DNA, os polimorfismos de restri¢do
e os polimorfismos gen6micos.

Entre as principais técnicas moleculares relatadas para andlise genética
de fungos, encontra-se o uso de isoenzimas, RFLP (“restriction fragment length
polymorfism”), AFLP (“amplified fragment length polymorfism”), RAPD
(“random amplified polymorphic DNA”) e SSR (“simple sequence repeats”™)
(Beynon et al.,, 1995; Majer et al., 1996; Edel, 1998; Ferreira & Grattapaglia,
1998).

Nechet (1999) estudou a variabilidade em Colletotrichum spp.
procedente do Brasil, com anilise eletroforética das isoenzimas ADH (élcool
desidrogenase), ACP (fosfatase dacida), EST (esterase) ¢ MDH (malato
desidrogenase), tendo concluido que, com essa técnica, foi possivel diferenciar os
isolados estudados. Virios autores (Rodriguez & Redman, 1992;
Sreenivasaprasad et al., 1993; Edel, 1998; Ferreira & Grattapaglia, 1998)
relataram a utilizagdo de técnicas moleculares, como RFLP, RAPD, ITS

" (“internally transcribed spacer”) e SSR, em estudos de variabilidade genética de
Colletotrichum spp. Por exemplo, Sreenivasaprasad et al. (1993) utilizaram as
técnicas RFLP de DNA ribossomal e mitocondrial, RAPD e seqiienciamento da
regido ITS para elucidar a variagio molecular de isolados de Colletotrichum spp.

procedentes de diferentes espécies vegetais, tendo concluido que ambas as
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técnicas permitiram o agrupamento de isolados de C. kahawae e a sua
diferenciagio dos isolados de C. gloeosporioides. Rodriguez & Redman (1992) e
Edel (1998) mencionam que a técnica de RAPD esta sendo amplamente utilizada
para anilise de genoma de Colletotrichum, dado que ¢ sensitiva e permite a
identificagsio das diferencas entre isolados, assim como de espécies. Segundo
Rocheta et al. (1999), a utilizagdo de SSR e RAPD permitiu a diferenciagdo intra
¢ interespecifica de Colletotrichum spp. Utilizando as técnicas RFLPs, Beynon et
al. (1995) estudaram a variacdio genética entre 25 isolados de Colletotrichum
kahawae provenientes de diferentes locais da Africa, concluindo ndo ter sido
detectado polimorfismo entre esses isolados. Porém, a técnica permitiu a
separacio de isolados de C. kahawae dos isolados de C. gloeosporioides e C.
acutatum. Silva et al. (1998) estudaram as caracteristicas genéticas de 17
isolados de Colletotrichum spp. provenientes de Minas Gerais, Brasil, com
técnica de RAPD e, com base nos polimorfismos detectados, concluiram que
existem varios patdtipos infectando as lavouras de café nessa regiao.

Na seqiiéncia da analise bioquimica dos isolados do Brasil, (Capitulo 6,
desta tese) foi realizada a caracterizacéio molecular de isolados de Colletotrichum
spp. € Colletotrichum kahawae obtidos de cafeeiro, por meio de marcadores
RAPD e SSR. O trabalho teve como objetivo a determinagdo da variabilidade
genética e do parentesco entre isolados do fungo existentes no estado de Minas
Gerais e alguns isolados que ocasionam a CBD.

Na descrigdo do trabalho serfio utilizadas as seguintes abreviagdes: SSR=
"simple sequence repeats” = seqiiéncias simples repetidas = microssatélite e
RAPD = “random amplified polymorphic DNA” = DNA polimdérfico amplificado

ao acaso.
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.4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolados estudados e culturas utilizadas

Foram utilizados trinta isolados coletados em varios locais do estado de
Minas Gerais. Para comparagio, foram incluidos quatro isolados de C. kahawae
provenientes de paises africanos e um isolado de C. gloeosporioides oriundo da
China. Estes altimos foram fornecidos pelo Centro de Investigagio das Ferrugens
do Cafeeiro (CIFC), local onde foi realizado o estudo, no ano 2003.

O micélio utilizado para extragio de DNA para a anilise molecular foi
proveniente de culturas monospéricas de isolados de Colletotrichum spp. A
origem dos isolados estudados, assim como o érgdo da planta e sintoma a que
estava associado, sdo apresentados na Tabela 1. Na maioria dos casos, os
isolados foram provenientes de lavouras de café com problemas relevantes na
produtividade.

4.2 Preparaciio dos isolados e extraciio de DNA

Os isolados cresceram separadamente em 50 mL de meio liquido
contendo malte 3% e peptona 0,5%, esterilizado em autoclave a uma atmosfera de
pressdo e 120°C por 20 minutos. Foram realizadas duas repeticdes para cada
isolado. No meio liquido, foram colocados cinco fragmentos contendo o micélio
do fungo previamente crescido em meio malte dgar (3%). As culturas foram
incubadas & temperatura de 20°C + 2°C em earlenmeyers de 250 mL, durante 12
dias. Apds crescimento, o micélio dos isolados foi coletado e filtrado em gaze.
Imediatamente, foi congelado com nitrogénio liquido, macerado e armazenado a
-80°C até sua utilizagio. O DNA das amostras foi extraido utilizando-se a
metodologia citada por Raeder & Broda (1985).

118



TABELA 1 Procedéncia e relagiio dos isolados de Colletotrichum spp. utilizados
na caracterizagio molecular realizados no Centro de Investigagdo
das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), Oeiras, Portugal, 2003.

Isolado __ Orgdo Sintoma Procedéncia Data
2 Folha Mancha manteigosa Piumhi 2001
3 Folha Necrose Sto. Anténio do Amparo 2001
4 Fruto Necrose Sto. Anténio do Amparo 2001
5 Folha Necrose Quro Fino 2001
6 Ramo Seca de ponteiros Lavras, UFLA 2001
7 Ramo Seca de ponteiros Lavras, UFLA 2001
8 Ramo Necrose Boa Esperanga 1998
9 Folha Mancha manteigosa Nepomuceno 2001
10 Ramo Seca de ponteiros” Nepomuceno 2001
11 Fruto Mancha manteigosa Nepomuceno 2001
12 Folha Mancha manteigosa Pog¢o Fundo 2001
13 Fruto Antracnose” Pogo Fundo 2001
14 Fruto Antracnose Poco Fundo 2001
15 Folha Mancha manteigosa Turvolidndia 2001
16 Ramo Necrose Ibituruna 1998
17 Ramo Necrose Muzambinho 2001
18 Ramo Necrose Varginha 1998
19 Ramo Necrose Patrocinio 1999
21 Fotha Necrose Piumhi 1998

23* Fruto Necrose Araguari 1998
24* Fruto Necrose Araguari 1998
25* Fruto Necrose Canai 1998
26 Fruto Necrose Teixeiras 1998
28 Fruto Necrose Araguari 1998
29 Ramo Seca de ponteiros Capelinha 2001
30 Fruto Necrose Ouro Fino 2000
31 Ramo Necrose Ijaci 2001
32 Ramo Necrose Cristais 2002
34 Fruto Necrose Cristais 2002
35 Folha Necrose Campo Belo 2002
36 Folha Mancha manteigosa Lavras, UFLA 2002
Ch Fruto Necrose China' 1994
Z1 Fruto Necrose Zimbabwe' 1991
z9 Fruto Necrose Zimbabwe' 1997
Cal Fruto Necrose Camardes’ 1992

+ Proveniente de planta com sintoma de mancha manteigosa

* Isolados identificados como C. gloeosporioides na Universidade Federal de

Uberlandia (UFU)/Depto. Fitopatologia. UFLA= Universidade Federal de Lavras.
Isolados identificados e fornecidos no CIFC
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4.3 "Primers"” para RAPD

Foram testados 44 "primers" dos "kits" A, C, D, F (Operon Technologies
Inc., USA), nos isolados 5, 7, 12, 34 e 28 da lista indicada na Tabela 1. Com
base no polimorfismo e definicdo de bandas, selecionaram-se os "primers™
OPD3, OPDS5, OPD6, OPD7, OPD8, OPD12, OPF1, OPF3, OPF4, OPF6,
OPF7, OPF11, OPF12, OPF14, OPF20, OPC14 e OPC16. Estes "primers"
foram, entdo, testados para os 35 isolados em estudo. Com base nos critérios de
polimorfismo, defini¢do de bandas e repetitividade dos resultados em 50% dos
isolados, foram utilizados os "primers" OPC14, OPDS5, OPD6, OPD8, OPD12,
OPF1, OPF4 e OPF6 para este estudo.

4.4 "Primers" para SSR

Foram testados quatro "primers" GAGGGTGGCGGTTCT, (GTGCM,
(TGTG)5 e (GACA), provenientes de Gibco-BRL, Life Technologies, UK. Com
base na defini¢do de bandas, polimorfismo e repetitividade dos resultados em
50% dos isolados, foram selecionados os “"primers” (GTGC)M4 e
GAGGGTGGCGGTTCT (M13) para anilise final.

4.5 PCR e eletroforese

O protocolo para PCR foi adaptado de Williams et al. (1990) para o
método de RAPD e de Martin et al. (1998) para SSR. As reagdes para PCR
foram realizadas com uma mistura de Tris-HCI] pH 8,4 a 20 mM; KCl a 50 mM;
MgChLa 3 mM; dNTPs a 0,2 mM; “primer” a 0,3 pM; 50 ng de DNA gendmico
e 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, UK), num volume total de 25 pL.
Para cada “primer” usado, foi incluido um controle negativo, no qual nio foi
colocado DNA molde. As reagdes de PCR foram efetuadas num termociclador

PTC-100 (MJ Research, Inc.), utilizando-se o seguinte programa: denaturagdo
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inicial (RAPD: 2 min a 94°C; SSR: 5 min a 94°C); 40 ciclos: denaturacio (1 min
a 94°C), anelamento (RAPD: 1 min a 35°C; SSR: 1 min a 58°C para o "primer"
(GTGC)4 e a 55°C para o “primer” M13) e extens3o (2 min a 72° C); extensdo
final (5 min a 72°C).

As bandas amplificadas por PCR foram separadas por eletroforese em
gel de agarose a 1% , corado com 0,5pg/mL brometo de etidio, em tampao TAE
ix, a 100 V, por 90 minutos. Foi utilizado como marcador de peso molecular
APst I (11.5-0.015 Kb). A visualizagdo dos produtos de PCR foi realizada
colocando o gel scbre uma fonte de luz UV e as imagens fotogréficas adquiridas

com uma miquina Polaroid DS 34.

4.6 Nimero total de bandas, polimorfismo, bandas exclusivas e poder de
resolucdo dos "primers"

A partir dos padrdes eletroforéticos obtidos para cada um dos “primers”,
efetuou-se a contagem do nimero total de bandas e determinou-se a porcentagem
de bandas polimérficas. A determinagio dos "fingerprintings" foi realizada
visualmente. Foram excluidas as bandas ténues e as bandas amplificadas também
nas reagdes controle, contemplando-se na anilise estatistica, as bandas com boa
definiciio. Foram consideradas como bandas exclusivas aquelas presentes em
apenas um dos isolados. O cilculo do poder de resolugfio dos "primers" foi
determinado de acordo com Prevost & Wilkinson (1999), por meio da férmula
Rp= I Ib em que Ib ("informativeness band") =1-[2x(0.5-p)], p= proporgéio de
isolados testados contendo a banda. ‘

4.7 Anilise fenética

Com base nos “fingerprintings” obtidos, construiram-se matrizes
retangulares individuais para cada um dos “primers’ utilizados. A construgio das
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matrizes foi baseada em presenca (1) ou auséncia (0) de cada uma das bandas em
todos os isolados. A anilise das matrizes foi realizada com o aplicativo
SIMQUAL do NTSYSpc verséio 2,02h (Applied Biostatistics Inc., USA). Em
seguida, foi aplicado o método de aglomeragdo pela média aritmética (UPGMA),
baseado no coeficiente de semelhanca de Dice (Priest & Austin, 1993),
utilizando-se para tal o aplicativo SHAN do NTSYSpc. O agrupamento dos
isolados foi obtido com o aplicativo TREE do NTSYSpc, sob a forma de
dendrogramas. O coeficiente de correlagio cofenética foi calculado com o
programa MXCOMP do NTSYSpec. Coeficientes de correlagdo cofenética r > 0,9
foram considerados como sendo bons.

A andlise fenética foi efetuada com base nas matrizes individuais geradas
por cada “primer”, nas matrizes totais de cada um dos métodos, resuitantes da
jungdo das matrizes individuais, e na matriz total, resultante da combinacio de
todas as matrizes individuais.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Amplifica¢io por RAPD

Com base no calculo dos poderes de resolug@o (Tabela 2), os “primers”
OPF1, OPDS, OPC14, OPF6, e OPDI2 revelaram ser os mais eficientes para
discriminar geneticamente os isolados de Colletotrichum spp. aqui estudados. O
namero total de bandas amplificadas por RAPD variou entre 7 ¢ 14, sendo o
menor para os “primers” OPF4 e OPD6 e o maior para o “primer” OPF6. Em
geral, os fragmentos amplificados para os "primers" estudados situaram-se entre
3 e 0,3 Kb. Conforme indicado na Tabela 2, 76 bandas poﬁmérﬁcas
reproduziveis foram obtidas e 9 bandas exclusivas (Figura 1) foram gerados a
partir dos oito "primers" testados. Os padrdes de bandas exclusivas obtidos neste
estudo poderfio constituir ferramentas para o desenvolvimento de marcadores
moleculares de tipificagdo intraespecifica de Colletotrichum spp. Os padrSes de
amplificagiio obtidos com os “primers” OPF6 e OPC14 sdo apresentados nas
Figuras 1 e 2, respectivamente.

De forma geral, observa-se que o padréo de bandas apresentado pelo
grupo de isolados que ocasionam a CBD ¢é bem definido e exclusivo em relagdo
aos isolados do Brasil. Da mesma forma, o padriio de bandas amplificado nos
isolados 36, 2, 9, 10, 11, 12, 13, e 15, que ocasionam o sintoma de mancha
manteigosa, ¢ bastante similar. A semelhanga dos padroes de amplificagdio
(“fingerprintings™) e as caracteristicas morfolégicas entre os isolados do Brasil
causadores da mancha manteigosa e do isolado chinés (Ch) parecem sugerir que

estes isolados pertencem & mesma espécie.
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TABELA 2 Numero total de bandas (TB), bandas polimérficas (BP),

percentagem de bandas polimérficas (P %), nimero de isolados
diferentes (ID), poder de resolugio (Rp) e nimero de bandas
exclusivas (BE) obtidos com cada "primer”, CIFC, 2003.

"PRIMER" TB BP P (%) 1)) Rp BE

OPCl14 9 9 100 1 4,53 0
OPD5 9 9 100 2 3,20 2
OPD6 7 7 100 4 2,62 1
OPD8 10 10 100 4 4,88 2
OPDI12 11 11 100 3 4,21 1
OPF1 9 9 100 2 4,88 1
OPF4 7 100 2 2,57 1
OPF6 14 14 100 5 4,71 1
Total RAPD 76 76 100 23 31,6 9
(GCGCQC), 10 10 1060 2 3,36 1
M13 12 12 100 4,38 2
Total SSR 22 22 100 7,74 3

RAPD + MS 98 98 100 29 39,34 12

ID =n° de isolados com um "fingerprinting" Gnico/exclusivo

A semelhanga dos “fingerprints” dos isolados 5, 7 e 17 corrobora os
resultados da caracterizagfio morfoldgica (Capitulo 2 desta tese). Esses isolados
sdo de coloragdio résea e crescimento micelial lento, o que leva a inferir que
pertencem a C. acutatum. Para os isolados restantes de Minas Gerais, devido &
semelhanca que apresentam entre caracteristicas morfologicas e moleculares com

o isolado chinés, parecem pertencer a C. gloeosporioides. Estes resultados
também sdo suportados pelas observac3es realizadas na UFU, onde foram

classificados os isolados 23, 24 e 25 como C. gloeosporioides.
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FIGURA 1 Caracterizacdo molecular de isolados de Colletotrichum spp.,
associados ao cafeeiro: marcadores RAPD, "primer" OPF6.
I=isolado, Ch, isolado Colletotrichum gloeosporioides. Pocos 2 e
20 (A), 1 e 20 (B) correspondem ao marcador de peso molecular
A/Pst 1. De cima para baixo, as setas a esquerda apontam para as
bandas com os seguintes tamanhos: 11,5, 1,2, 0.8 ¢ 0,22 Kb.
CK=padrdo de bandas para os isolados de C. kahawae, MM=
padrdao de bandas para os isolados que ocasionam sintomas de
mancha manteigosa no Brasil e CR= padrdo de bandas para os
isolados de coloracdo résea. Seta no I-29 sinaliza banda
exclusiva.
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FIGURA 2 Caracterizagao molecular de isolados de Colletotrichum spp.,
associados ao cafeeiro: marcadores RAPD, primer OPCIl4.
I=isolado, Ch, isolado Colletotrichum gloeosporioides. Pogos 2 e
20 (A), 1 e 20 (B) correspondem ao marcador de peso molecular
A/Pst 1. De cima para baixo, as setas a esquerda apontam para as
bandas com os seguintes tamanhos: 11,5, 1,2, 0.8 e 0,22 Kb.
CKs=padrdo de bandas para os isolados de C. kahawae, MM=
padrao de bandas para os isolados que ocasionam sintomas de
mancha manteigosa no Brasil e CR=padrdo de bandas para os
isolados de coloragdo résea.

126



5.2 Anilise fenética dos RAPD

Resultados da anilise fenética conjunta para RAPD permitiram a
tipificag@io dos isolados estudados. Conforme se pode constatar no dendrograma
apresentado na Figura 3, existem dois grandes grupos, que se subdividem em dois
e quatro subgrupos, respectivamente, que, de forma geral, corroboram os
resultados obtidos nas observagdes morfoldgicas que foram discutidas no
Capitulo 2 desta tese.

Os isolados 5, 7 e 17 pertencem ao primeiro subgrupo, Figura 3, que
foram considerados morfologicamente idénticos, por apresentarem micélio de
coloragiio résea, crescimento micelial lento e caracteres de conidios retos,
fusiformes. De acordo com a separagio na anilise fenética do grupo total de
isolados estudados do Brasil e suas respectivas caracteristicas morfologicas, estes
enquadram-se em Colletotrichum acutatum. O coeficiente de similaridade deste
grupo foi de cerca de 55%.

O segundo subgrupo engloba os isolados 14, 12, 13, 32, 36, 15, 28 ¢ Ch
de C. gloeosporioides procedente da China. Este resultado permite inferir que
isolados de Minas Gerais, neste subgrupo, pertencem a C. gloeosporioides. Os
isolados 12, 13, 15 e 36 ocasionam o sintoma de mancha manteigosa; os isolados
14, 28 e 32 causam outros sintomas em frutos e ramos. O coeficiente de
similaridade entre estes isolados variou entre 48% a 97% e, de acordo com o
dendrograma, apresentam alta variabilidade.

O subgrupo 3 abrange os isolados: 3, 4, 16, 19, 26, 24, 25, 30, 35, 31,
34,21,23,6, 8,2, 10,9 e 11. Estes isolados foram coletados em diferentes locais
de MG, associados a varios sintomas e com caracteristicas morfologicas bastante
parecidas, excetuando-se os isolados 2, 10, 9 e 11, que ocasionam o sintoma da

mancha manteigosa. Os isolados 23, 24 e 25, identificados como sendo da espécie
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C. gloeosporioides e que foram cedidos no Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), ficaram dentro deste subgrupo. O
coeficiente de similaridade entre os isolados deste grupo foi maior que 53%.

O quarto subgrupo é formado unicamente pelo isolado 29, procedente do
Brasil, céracterizado por ser um dos poucos isolados que formam estruturas da
fase teleomérfica de C. gloeosporioides em meio de cultura.

O subgrupo 5 reine os isolados que ocasionam a CBD, pertencentes a
espécie C. kahawae. Estes isolados tiveram coeficiente de semelhanca maior que
80%, sendo geneticamente semelhantes.

O grupo de isolados de C. Ww apresenta-se altamente homogéneo,
com um coeficiente de similaridade maior que 80%. O coeficiente de similaridade
dos isolados procedentes do Brasil variou entre 12% e 97%, enquanto o grau de
variabilidade genética entre isolados de C. kahawae e de Colletotrichum spp.
oriundos do Brasil, atingiu os 85% (coeficiente de semelhanga de 15%). Entre o
Ch e os isolados do Brasil, o coeficiente de similaridade foi de 48%; entre 0 Ch e
C. kahawae, 12%.

De forma geral, verifica-se que existe uma consideravel variabilidade
genética entre os isolados de Colletotrichum spp. estudados. Houve concordancia
entre observagdes morfologicas e da anilise molecular. Estes resultados
corroboram com os obtidos por Begnon et al. (1995), Silva et al. (1998) e
Rocheta et al. (1999) utilizando a mesma técnica € patossistema.

Além da variabilidade genética observada nos isolados de Colletotrichum
spp. com o marcador RAPD, a técnica permitiu a separagdo clara dos isolados
oriundos do Brasil e os pertencentes a C. kahawae procedentes da Africa. A
informagdo obtida neste estudo parece confirmar que a espécie C. kahawae, que
ocasiona a CBD, ndo existe no Brasil na cultura do café. Esta informagdo ¢
congruente com as afirmagdes de Waller et al. (1993) baseadas em estudos de
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morfologia, metabolismo e patogenicidade de isolados de Colletotrichum ¢ de

Sreenivasaprasad et al. (1993) utilizando marcadores RF LP.

RERERBREREE S CORGRKG
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FIGURA 3 Dendrograma obtido por meio da andlise conjunta com oito "primers”
marcadores RAPD, mostrando as inter-relagdes de isolados de
Colletotrichum spp., utilizando o coeficiente de Dice e o método de
agrupamento UPGMA. I = isolado, Ch = isolado Colletotrichum
gloeosporioides procedente da China; Z1, Z9, Q2 e Cal = isolados
de Colletotrichum kahawae.

5.3 Amplificagiio por SSR
O poder de resolugédo, determinado de acordo com Prevost & Wilkinson
(1999), foi de 4,38 e 3,36 para os "primers” (M13) e (GTGC)4, respectivamente.
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De acordo com estes valores, o "primer” M13 permitiu a melhor discriminagéio
dos isolados estudados. Conforme indicado na Tabela 2, 22 bandas polimoérficas
reproduziveis foram observadas com dois "primers", sendo 10 e 12 o niimero de
bandas correspondentes aos "primers" (GTGC)4 e MI13, respectivamente. O
tamanho de bandas amplificadas variou entre 3 a 0,3 Kb. Foram obtidas 1 e 2
bandas exclusivas para os mesmos "primers", respectivamente (Figura 4).

Nos “fingerprints” do “primer” (GTGCM, observa-se que o padrdo de
bandas apresentado pelo grupo de isolados do grupo C. kahawae, dos isolados 2,
9, 10, 11, 12, 13, 15, 36 que ocasionam a mancha manteigosa e dos isolados 5, 7
e 17 caracterizados por posuirem micélio résea, foi bem definido (Figura 4). Os
“fingerprints™ obtidos com o “primer” M13 (resultados ndo apresentados) foram
quase idénticos em todos os isolados. Mesmo ndo sendo especificos para isolados
de Colletotrichum spp. associados ao cafeeiro, estes “primers” revelaram um
padrdo consistente de polimorfismos genémicos conduzindo & amplificagio de
bandas caracteristicas para os isolados de Colletotrichum spp. procedentes do
Brasil e para os isolados de C. kahawae.

5.4 Anilise fenética de SSR

Resultados da andlise fenética conjunta para SSR permitiram um
agrupamento dos isolados semelhante ao obtido por meio de RAPD.

No dendrograma gerado foram obtidos dois grandes grupos a partir dos
35 isolados estudados (Figura 5). O primeiro grupo subdividiu-se em seis
subgrupos (subgrupo 1 a 6) e o segundo grupo inclui apenas um subgrupo
(subgrupo 7) que apenas engloba os C. kahawae. No primeiro subgrupo, ficaram
os isolados 5, 12, 13, 7 e 17, com um coeficiente de similaridade de 85%; os
isolados 12 e 13, que ocasionam o sintoma da mancha manteigosa, tém 100% de
semelhanca. No segundo, ficaram os isolados 3, 16, 35 e 34, com um coeficiente
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de semelhanca de 94% e os isolados 24, 4, e 25, com coeficiente de 87%. No
terceiro grupo, os isolados 6, 8, 29, 30, 21, 26, 19, 2, 31, 10, 9 e 11
apresentaram-se bastante idénticos com coeficiente de semelhanga minimo de
85%; os isolados 2, 9, 10 e 11 também ocasionam o sintoma de mancha
manteigosa. O isolado 23, classificado na Universidade Federal de Uberlindia
como C. gloeosporioides, constitui o quarto subgrupo. O subgrupo 5, com um
alto nivel de parentesco (95% de semelhanca), abrange os isolados 32, 36, 15 ¢
Ch de C. gloeosporioides procedente da China. As relagdes filogenéticas obtidas
entre o isolado chinés e os isolados que ocasionam o sintoma de mancha
manteigosa (36 e 15) sugerem que os isolados que ocasionam esse sintoma no
cafeeiro pertencem a C. gloeosporioides. Este resultado esta de acordo com o
resultado obtido com a técnica RAPD. No sexto subgrupo, os isolados 14 ¢ 28
tém coeficiente de similaridade de 82%. No sétimo subgrupo, com um alto nivel
de relacionamento (100% de semelhanga), estdo os isolados Z1, Cal, Q2 e Z2,
pertencentes a espécie C. kahawae, um grupo totalmente diferente daqueles
isolados do Brasil e China.

Ao contririo dos isolados de C. kahawae, procedentes da Africa,
observou-se considerivel variabilidade genética entre os isolados de
Colletotrichum spp. procedentes do Brasil. Neste caso, o coeficiente de
semelhanga variou entre 67% e 100% e entre os isolados de C. kahawae ¢ de
Colletotrichum spp. oriundos de Minas Gerais, 62%. A discrepancia observada
entre os coeficientes de similaridade obtidos pelos dois métodos poderd ser
atribuida ao reduzido niimero de “primers” usado na anilise ou ainda a um menor
poder discriminante da técnica SSR. Mesmo assim, o uso de marcadores
moleculares SSR para este estudo permitiu o agrupamento de-isolados pelo
sintoma que ocasionam, pelas caracteristicas morfolégicas e espécies. Os

resultados obtidos sugerem que esta técnica parece ser eficiente para caracterizar
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isolados de Colletotrichum spp. Contudo, para este estudo, o uso de RAPD foi de

maior eficiéncia na definigdo dos padrdes para os isolados caracterizados.

5.5 Aniilise conjunta dos dados de marcadores RAPD e SSR

A anilise conjunta dos resultados de RAPD e SSR foi feita para gerar
um dendrograma baseado num maior nimero de “primers” e obter uma melhor
tipificacdo dos isolados e consisténcia nos resultados. O dendrograma gerado na
analise conjunta de dados (Figura 6) foi analogo ao obtido com RAPD.

As técnicas RAPD e SSR mostraram-se apropriadas para tipificar os
isolados de Colletotrichum spp. Os resultados obtidos com ambas as técnicas
permitiram constatar que os isolados de Colletotrichum spp. aqui estudados e
associados &s lavouras de cafeeiro em Minas Gerais ndo pertencem 2 espécie C.
kahawae. Ainda, os “fingerprints” tipicos observados para C. kahawae facilitardo
a detecgdio ripida desta espécie em estudos futuros, caso a doenga apareca no
Brasil.

Com base no agrupamento dos isolados determinados na anilise fenética,
nos padrdes consistentes de polimorfismos genomicos obtidos com as técnicas de
RAPD, SSR e na associagdo de caracteres morfolégicos dos isolados estudados,
infere-se que no grupo de isolados de Minas Gerais, Brasil existem duas espécies.
C. acutatum (isolados 5, 7 e 17) e C. gloeosporioides para os restantes. A
elevada variabilidade genética observada nos isolados considerados como C.
. gloeosporioides, associados a sintomas de mancha manteigosa, seca de ponteiros
" e necrose em frutos, pode explicar a existéncia de ragas patogénicas dessa

mﬁécie, tal como demonstrado nos Capitulos 3 e 4 desta tese.
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FIGURA 4 Caracterizacio molecular de isolados de Colletotrichum spp.
associados ao cafeeiro: marcadores SSR, "primer" (GTGC)M. I =
isolado, Ch, isolado de C. gloeosporioides. Pogos 2 € 20 (A), 1 e
20 (B) correspondem ao marcador de peso molecular A/Pst 1. De
cima para baixo, as setas & esquerda apontam para as bandas de
tamanho 11,5, 1,2, 0.8 ¢ 0,22 Kb. CK = padrado de bandas para os
isolados de C. kahawae, MM = padrio de bandas para os isolados
que ocasionam sintomas de mancha manteigosa no Brasil e CR =
padrio de bandas para os isolados de coloragéo résea. Seta no I-15
sinaliza banda exclusiva.
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FIGURA 5 Caracterizagio molecular de isolados de Colletotrichum spp.,
dendrograma de isolados de Colletotrichum spp. obtidos com
marcadores SSR, utilizando o coeficiente de Dice e o método de
agrupamento UPGMA. I = isolado, Ch = isolado Colletotrichum

gloeosporioides procedente da China; Z1, Z9, Q2 e Cal =
isolados de Colletotrichum kahawae.
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FIGURA 6 Caracterizagio molecular de isolados de Colletotrichum spp.,
dendrograma de anslise conjunta de oito e dois "primers” de RAPD
e SSR, respectivamente, utilizando o coeficiente de Dice e o
método de agrupamento UPGMA. I = isolado, Ch = isolado
Colletotrichum gloeosporioides procedente da China; Z1, Z9, Q2
e Cal = isolados de Colletotrichum kahawae.
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6 CONCLUSOES

As técnicas RAPD e SSR mostraram-se apropriadas para tipificar os
isolados de Colletotrichum spp. Os isolados de Colletotrichum spp. aqui
estudados e associados as lavouras de cafeeiro em Minas Gerais nido pertencem a
espécie C. kahawae.

Na técnica RAPD, os “primers” OPF1, OPF6, OPD8, OPC14 e OPDI12
foram os mais eficientes para discriminar geneticamente isolados de
Colletotrichum spp.; no caso da SSR, o “primer” M13 apresentou o maior poder

O dendrograma gerado na anilise conjunta de dados de RAPD e SSR foi
analogo ao obtido com RAPD.

O elevado coeficiente de similaridade determinado na analise fenética
entre o grupo de isolados de C. kahawae indica que este grupo parece ser
geneticamente muito homogéneo. No caso dos isolados procedentes do Brasil, os
coeficientes de similaridade tiveram maior variagio. O isolado chinés apresentou
maior semelhanca genética com o grupo de isolados do Brasil.

Baseado nas relagdes filogenéticas, determinadas na anilise fenética com
as técnicas RAPD e SSR, entre o isolado chinés e os isolados que ocasionam o
sintoma de mancha manteigosa, pode-se inferir que os isolados associados a esse
sintoma no cafeeiro pertencentem a Colletotrichum gloeosporioides.

De acordo com os resulados da caracterizagdo molecular e asociagdo com
os estudos morfolégicos, conclui-se que os isolados de Minas Gerais, 5, 7 ¢ 17
pertencem a C. acutatum € os demais a C. gloeosporioides.

A elevada variabilidade genética observada nos isolados considerados
como C. gloeosporioides, associados a sintomas de mancha manteigosa, seca de
ponteiros e necrose em frutos, pode explicar a existéncia de ragas patogénicas

desta espécie.
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CONSIDERACOES FINAIS

O patossistema Colletotrichum x cafeeiro no estado de Minas Gerais ¢
muito importante e complexo. Tratam-se de populagdes de espécies de
Colletotrichum associadas ao café, ocasionando diversos sintomas ou
colonizando as plantas de forma invasiva sem manifestagdo de sintomas. Os
isolados contemplados neste estudo foram provenientes de material vegetativo
com sintomas de antracnose em folhas, frutos, mancha manteigosa, queda de
flores e frutos ¢ seca de ponteiros.

Com base nas caracteristicas morfol6gicas, culturais, bioquimicas, na
caracterizagiio molecular e nos ensaios de patogenicidade em frutos verdes e com
hipocétilos, conclui-se que os isolados de Colletotrichum spp. estudados,
provenientes de cafeeiro em Minas Gerais, Brasil, pertencem as espécies C.
acutatum (isolados 5, 7 e 17) e C. gloeosporioides (restantes isolados). Os
isolados considerados como C. gloeosporioides, que ocasionam os sintomas de
mancha manteigosa, seca de ponteiros e necrose em frutos, constituem racas
patogénicas desta espécie, tal como foi demonstrado no Capitulo 3 desta tese.
Propde-se que, a partir destes estudos, seja utilizada a denominaggo
CoIIetotﬁcldan gloeosporioides raga mancha manteigosa, para todos os isolados
do fungo que ocasionam aquele sintoma.

Por meio das técnicas de caracterizagiio molecular, bioquimica e algumas
caracteristicas morfolégicas, demonstrou-se que os isolados do Brasil diferem
claramente de C. kahawae. O fato de ndo pertencer a essa espécie ndo implica
que estes isolados nfio sejam patogénicos. Resultados dos testes de resisténcia em
hipocétilos e cortes histopatolégicos (Capitulo 3 desta tese) e testes de

)u patogenicidade em frutos (Capitulo 4) permitiram concluir que existem isolados

associados ao cafeeiro em MG que siio patogénicos. Isto contrape-se aquelas
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afirmacdes segundo as quais os isolados deste fungo associados ao cafeeiro no

'Brasil sdo “ndo patogénicos, secundarios, saprofitas ou oportunistas”. Varzea
(1995) menciona que determinados isolados C. gloeosporioides comportam-se
como patogénicos sob condigdes ambientais especiais. Sabe-se que toda doenga é
_ produto de uma interag3o entre o patdgeno, hospedeiro € o ambiente favoravel
para que ocorra. Possivelmente, as condigdes ambientais em Minas Gerais,
! principalmente o clima, nio sdo as adequadas para o desenvolvimento de
epidemias. Isto deve ser estudado com trabalhos epidemioldgicos ¢ outras dreas
do conhecimento de maneira interdisciplinar para a prevencdo de problemas
" faturos.

Estudos de patogenicidade em- frutos de café ardbica livres de
Colletotrichum realizados no Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro
(CIFC), em Oeifés, Portugal, permitiram observar a patogenicidade do isolado 15
(ocasiona sintoma de mancha manteigosa) de forma similar aquela manifestada
pelos isolados Cal, Z1 e Z9 que ocasionam a CBD, mesmo nio sendo das
mesmas espécies.

Estudos histopatolégicos realizados no CIFC permitiram também
observar que o patégeno infecta a planta quando existe suscetibilidade, como no
caso da cultivar Catucai Vermelho, suscetivel a isolados que ocasionam mancha
manteigosa (por exemplo, isolado 12). O fungo invade os tecidos da planta, as
hifas colonizam os tecidos provocando necrose e morte. Cortes transversais de
hipocétilos de café da cultivar Tupi, que foi considerada resistente (Capitulo 3
desta tese), mostram que, aos dez dias apds inoculagio com o isolado 12
considerado patogénico, houve formagdio de lesSes tipo crosta (“scab lesion™).
Este, possivelmente, é um mecanismo de resisténcia ao ataque do patégeno e deve
ser mais explorado por meio de histopatologia e aproveitado pelos programas de
melhoramento para orientar as pesquisas de resisténcia a este fitopatogeno.
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Algumas das técnicas utilizadas para caracterizar os isolados e
determinar as espécies, individualmente mostraram-se eficientes, porém, a
utilizagdio destas de forma conjunta é necessria para dar solidez aos resultados.

Na caracterizagio morfolégica foi encontrada grande variagdo das
caracteristicas estudadas. Assim, alguns critérios utilizados com este método
cléssico para determinagdo de espécies tém limitages. Por exemplo, a coloragdo
dos isolados que ocasionam a mancha manteigosa no Brasil foi semelhante a
coloragdio de alguns isolados de C. kahawae (Figura 6A, Capitulo 2). Contudo,
este critério foi usado por Waller et al. (1993) para distingao de isolados de C.
kahawae de isolados de C. gloeosporioides, associadas ao cafeeiro. O
crescimento micelial da maioria dos isolados foi considerado como rapido (8,5 a
10,6 mm d* a 25°C). Foi ttil na tipificagdo dos isolados de MG aqui estudados,
pelo fato de os isolados de C. kahawae serem de crescimento lento (2-4 mm d”' a
25°C) (Waller et al., 1993). A temperatura influencia muito as caracteristicas
desse microrganismo. A methor temperatura para o crescimento micelial desses
isolados foi a 25°C.

Tamanho e forma de conidios foram varidveis e néo foram considerados
bons critérios para caracterizagio dos isolados. Por exemplo, no agrupamento
pelo teste de Scott Knott (p<0,05) para dimensdes de conidios, isolados que
ocasionam a CBD foram agrupados com alguns dos isolados do Brasil. Assim,
sfio caracteres pouco confidveis para tipificar espécies, embora sejam critérios
utilizados por Sutton (1980). Formag#o e forma dos apressorios foram constantes
para todos os isolados. Observou-se presenga ou auséncia de formagio de
acérvulos e de estruturas da fase teleomérfica. Esta ultima caracteristica deve ser
mais estudada como critério para diferencia¢do de isolados, principalmente os que
ocasionam mancha manteigosa. A formagio do teleomorfo deve ser considerada

como outra importante caracteristica para tipificagdo de espécies, por ndo ser
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comum em isolados de C. kahawae (Waller et al., 1993; Vérzea, 1995). Também
porque permite variabilidade do fungo, geragio de novas ragas e adaptagio ao
ambiente. Provavelmente, esta caracteristica esti ligada & patogenicidade
observada nos isolados que ocasionam mancha manteigosa. Assim, para esta
pesquisa, os caracteres morfolégicos ndo foram utilizados de forma individual
para discriminar os isolados de Colletotrichum associados ao cafeeiro, porém, de
forma conjunta permitiram a identificaco de espécies.

Na determinagio da resisténcia de cultivares de café (Capitulo 3 desta
tese), foi evidenciada a existéncia de ragas fisioldgicas. Este fato ja foi cbservado
para os isolados que ocasionam a CBD (Viérzea et al., 2002), sendo esta outra
caracteristica biologica comum entre as espécies de Colletotrichum associadas ao
cafeeiro na Africa e América. Ainda, nas inoculages de hipocétilos realizadas no
CIFC, o tempo de aparecimento dos sintomas, sintomatologia e morte de
hipocétilos de café foram andlogos entre os isolados de C. kahawae e
Colletotrihcum spp. do Brasil, nas relagbes consideradas compativeis. Nos
ensaios conduzidos na UFLA, de novo, foi constatada a colonizagéio invasiva do
fungo sem manifestaciio de sintomas nas plintulas de café. Este ultimo aspecto
foi observado e citado por Orozco et al. (2002c). A partir destes resultados, testes
em hipocétilos deverdo ser realizados com varios isolados. Os métodos de
controle devem considerar a biologia deste fitopatdgeno. Por exemplo, recepa de
plantas doentes com mancha manteigosa ndo solucionam o problema dado que
existe um fator de suscetibilidade no hospedeiro e associagdo do patdgeno. As
aplicacdes de produtos fungicidas de contacto podem ter pouco sucesso e os
sistémicos devem .ser previamente testados para serem recomendados.
Melkoramento orientado a resisténcia vertical ndo é pratico, dado que se trata de

uma cultura perene.
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Os testes de inoculagio do fungo em hipocétilos também permitiram
demonstrar que nas cultivares utilizadas pelos agricultores, existem variedades
com diferentes graus de resisténcia e existem aquelas suscetiveis. No CIFC, foi
determinado que todas as cultivares comerciais utilizadas pelos agricultores no
Brasil foram suscetiveis ao isolado Cal de C. kahawae. Este fato é preocupante,
pois nio existem fontes de resisténcia 8 CBD, caso algum dia esta doenca aparega
na América.

Os testes de patogenicidade dos isolados em frutos verdes de café
permitem obter uma estimativa da patogenicidade dos isolados de acordo com os
sintomas de necrose que sdo observados. Porém, tém a limitante de que alguns
frutos colhidos no campo chegam com presenga de Colletotrichum. Isto pode
prejudicar as avaliagdes e ocasionar erros. Entretanto, em ensaios realizados no
CIFC com frutos livres do patdgeno, sintomas de necrose em frutos de café foram
observados 4 e 7 dias para os isolados que ocasionam a CBD. Para isolados
procedentes de MG, os sintomas manifestaram-se nove dias apés infecgdo do
patdgeno. Os isolados que ocasionam a CBD ocasionaram 100% de incidéncia de
necrose nos frutos na cultivar Catucai e o isolado 15, que ocasiona a mancha
manteigosa no Brasil, manifestou 83% de incidéncia de necrose em frutos na
mesma cultivar, diferindo no tempo de ocorréncia da doenga.

Com isto, fica demonstrada a patogenicidade de alguns isolados do Brasil
¢ testes de patogenicidade em frutos verdes tornam-se efetivos. A produgdo
controlada de frutos para esse objetivo evitaria esses problemas. Ainda, os
sintomas de necrose observados em frutos foram similares para os isolados que
ocasionam a CBD e os que ocasionam a mancha manteigosa. O amadurecimento
rapido que ocorre quando os frutos sdio inoculados com o fungo deve ser

pesquisado in situ para avaliar o efeito na produtividade. Estes resultados séo
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coerentes com o primeiro alerta de patogenicidade de Colletotrichum em cafeeiro,
dado por Dorizzotto & Abreu (1993), em MG.

Foi determinada alta incidéncia do fungo em frutos maduros e semente. A
partir dessas observagdes, estes érgdos sdo importantes veiculos de disseminaggo,
sobrevivéncia e transmissio de Colletotrichum spp. em cafeeiro. O fungo é
encontrado no endocarpo e na semente em porcentagens variaveis de acordo com
a resisténcia da cultivar. Pode ser transmitido pela semente de café, tal como
relatado por Orozco et al. (2002a, b) e como acontece em outras espécies
botinicas, com outras espécies deste fungo. Este fato chama a atengfio para
aqueles isolados que sdo patogénicos; por ser o indculo primario, ha colonizagio
do fitopatégeno na planta e trata-se de um fungo policiclico. Testes de sanidade,
niveis de tolerdncia e qualidade na produciio de mudas sdo necessérios, visando
qualidade das mudas para os agricultores.

Como os isolados de C. kahawae nio tém capacidade de utilizar acido
citrico e tartarato de amdnio como fontes de carbono (Waller et al., 1993), o uso
desta técnica torna-se efetiva porque permite diferenciar isolados de C. kahawae
de outras espécies. Porém, tem a desvantagem de ndo permitir diferenciar
espécies como C. gloeosporioides e C. acutatum. Neste sentido, os critérios de
morfologia podem solucionar esta limitante. O estudo de pH também pode ser
mais explorado.

Na parte molecular, as técnicas RAPD e SSR mostraram-se apropriadas
para tipificar os isolados de Colletotrichum spp., concluindo-se que os isolados
aqui estudados e associados as lavouras de cafeeiro no Brasil ndo pertencem a
espécie C. kahawae. Portanto, estas técnicas podem ser utilizadas com sucesso na
caracterizagio de isolados em pesquisas futuras. O isolado chinés pertencente a
C. gloeosporioides, que foi incluido no estudo, apresentou maior semelhanca

genética com o grupo de isolados do Brasil, confirmando, dessa forma, a relagdo
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dos isolados do Brasil dentro das espécies consideradas. Ainda, os “fingerprints”
tipicos observados para C. kahawae facilitardo a detecgdo rapida desta espécie
em estudos futuros, caso a doenca aparesa no Brasil. Também, a caracterizagdo
molecular de isolados associados ao cafeeiro por meio destas técnicas é um
critério importante para tipificar espécies deste fungo. Constataram-se
semelhangas com trabalhos efetuados anteriormente em caracterizagGes de
isolados de Colletotrichum spp. associados ao cafeeiro (Sreenivasaprasad et al.,
1993; Rocheta et al., 1999; Silva et al., 1998). A conclusio de que a espécie C.
kahawae que ocasiona a CBD no existe em MG e a determinagdo das espécies
existentes no patossistema Colletotrichum x café messa regido, econdmica ¢
politicamente, é importante para a cafeicultura nacional, dado que o Brasil € o

maior produtor mundial de café.
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