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1. INTRODUGAO

A cultura do cafeeiro é prejudicada economicamente pela
incidéncia de um ndmero considerdvel de doengas. Entre estas
doengas, a antracnose é um dos fatores limitantes na producao.
Essa enfermidade é de ocorréncia generalizada na maioria das
regioes on&e a cultura do cafeeiro se desenvolve, havendo uma
variqgﬁo grande na natureza e intensidade dos danos por ela
provocados. Em muitos paises do continente Africano, em que o
café é cultivado, é a doenca mais grave do égfeeiro, afetando
principalmente os frutos verdes, alcancando perdas na produgao
que variam de 20% a 80% (KRANZ, 1988), onde & chamada de '"coffee
berry disease" ou CBD, cujo agente causal é uma forma especifica
do fungo Coelletotrichum coffeanum Noack (MC DONALD, 1926).

Q surgimento, na Africa, da forma patogénica de C.
coffeanum, provavelmente um mutante, foi devido a varios fatores
e, em parte, resultado de um desiquilibrio da populacao fdngica,

constituida de por vdrias espécies e estirpes de Colletotrichum,



)

afetada pelas repetidas pulverizagdes com fungicidas cipricos
utilizados no controle 3 ferrugem do cafeeiro (NUTMAM & ROBERTS,
1969; GRIFFTHS, 1972 e MULINGUE & GRIFFTHS, 1974).

Embora nao haja evidéncia comprovada até o momento da
existéncia da CBD no Brasil, efeito semelhante ao ocorrido na
Africa pode vir a ocorrer, uma vez que com o0 surgimento da
ferrugem, noséos cafezais vém sendo pulverizados periodicamente
com produtos cilpricos.

A espécie C. coffeanum é considerada como inexistente
causando danos em nosso pais. Entretanto em abril de 1990 foi
constatada sua presenca em uma lavoura de café localizada no
municipio de Cristais - MG, causando manchas ndao necréticas em
folhas e lesdes em frutos, sintomas semelhantes aos da mancha
manteigosa (WELLMAN, 1957). Posteriormente constatou-se mudas de
café atacadas por Colletotrichum gloeosporioides provenientes de
um viveiro localizado no municipio de Uberlandia - MG.

O presente trabalho visou estudar- a morfologia e
patogenicidade desses dois isolados obtidos nessas duas regioes
cafeeiras do Estado de Minas Gerais, bem como verificar seus
comportamentos quando submetidos ao c;escimento em meio de
cultura contendo concentrag¢des crescentes de fungicida cuprico,
desta forma tentando se estabelecer um confronto com a estirpe

patogénica de C. coffeanum presente nos cafezais da Africa.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nomeclatura e Taxonomia de Colletotrichum

As caracteristicas do género Colletotrichum e sua
divisao em espécies, sao discutidas por Arx, citado por
CARVAJAL (1987): os acérvulos sdo formados na epiderme do tecido
hospedeiro e, menos frequentemente sob a epiderme, o micélio,
proeminente e septado cresce nas células epidermais de células
mais ° profundas, orientando-se no sentido perpendicular a
superficie do substrato, fazendo pressdo sobre a parede externa
da epiderme e cuticula, de modo que esta se abre em locus ou
fendas. Os acérvulos podem, dentro de uma mesma espécie, e,
frequentemente sobre a mesma planta, vari;r em forma e tamanho. A
camada basal possui muitas vezes um estroma composto, as vezes
raso e fino, Muitas vezes os acérvulos estdo cobertos com um

grande nidmero de setas rejuvenecidas, marrons, ponteagudas para

cima, emergindo da parte basal. As células da camada basal se



transformam em conidiéforos com formato de bastao, geralmente com
1 a 2 septos. Os conidios surgem acrogenalmente e se soltam com
facilidade. Tém dimensao varidvel na faixa de 10 a 40 micra de
comprimento por 3 a 8 micra de espessura, sao elipticos,
cilindricos, fusiformes e, ainda, recurvados, unicelulares,
hialinos. Embora quando existe alta umidade, o grande ndimero de
confdios formam agregados mucilaginosos de cor vermelho <claro,
laranja, marrom ou esbranquicados. Os conidios sdo disseminados
pela 4&dgua, sobretudo por respingos de chuva. Na 4gua ocorre a
germinacao formando os tubos germinativos, posteriormente sao
formados os apressérios; estes podem se formar diretamente dos
confdios ou com mais frequéncia se formam nos tubos germinatives.
A partir dos apressérios nascem hifas de infec¢dao que perfuram a
cuticula, iniciando-se o processo de colonizacao.

A descrigao original da espécie C. coffeanum de acordo
com NOACK (1902), é a seguinte: acérvulos achatados, dispersos na
superficie superior das folhas ou ramos. Os conidios s@o quase
cilindricos, as vezes levemente curvados ou de forma um pouco
irregular com as extremidades arredondadas, de cor hialina, com
mucilagem granulada ou com pequenas gotas'brilhantes, medindo de
4 a 5 micra de largura e 12 a 18 micra de comprimento. As setas
inexistem quando os corpos frutfferos ainda sao novos, aparecendo
no entanto, a medida que atingem a maturidade; sendo cilindricas,
afiladas na extremidade, sem divisdes ou apenas levemente

septadas.



A forma patogénica de C. coffeanum que causa a CBD nos
cafezais da Africa foi caracterizada por MC DONALD (1926), pela
presenca de acérvulos com setas marrom escura afiladas, com 4 ou
mais septos medindo de 84 a 103 micra de comprimento. Os conidios
sdo tipicos em forma e medem 13,4 a 18,5 micra de comprimento por
4,8 a 6,6 micra de largura (média de 15,1 X 5,7 micra).

0 mesmo autor refere-se ainda & presenga de estirpes
nao patogénicas conjuntamente com a patogénica, sobre as plantas
atacadas. RAYNER (1952), diferencia a estirpe patogénica das nao
patogénicas pela presenca de micélio aéreo, de cor cinza escura,
e pela formagdo de conidios diretamente das hifas e nao em
acérvulos. Ele denominou essa forma patogénica de "variante
virulans". Outra diferenga citada por véArios autores é seu
crescimento muito lento em meio de cultura em relagcdao as formas
nao patogénicas.

. GIBBS (1969), coletou esporos de frutos verdes e
cerejas afetados, de vdrias regioes do Quénia, com os quais fez
isolamentos em meio de cultura contendo 0,02 % de streptomicina.
Obteve culturas puras da variante "virulans", bem como de outras
estirpes de Colletotrichum, sempre associada aquela. Fez também
isolamento a partir de conidios formados nos interndédios dos
ramos localizados logo abaixo daqueles que apresentavam a casca
necrosada e parda. Os isolamentos obtidos foram divididos em
quatro grupos, com as seguintes caracteristicas culturais:

cem: ' Crescimento rapido, abundante micélio aéreo claro, conidios



formados diretamente nas hifas;

cca: Crescimento moderado, micélio aéreo claro, pouco abundante,
confdios curtos, formados em acérvulos;

ccp: Crescimento lento, abundante micélio aéreo réseo, confidios
de forma mais alongada, alguns terminando em ponta em uma
das extremidades, formados diretamente sobre as hifas.

CBD ou varianfe "virulans": Crescimento lento, abundante micélio
aéreo de coloracgao cinza-escuro, conidios formados
diretamente sobre as hifas.

Hindorf citado por ROSSETTI et alii (1975), estudou as
caracteristicas culturais de um grande nGmero de cepas de
Colletotrichum isoladas de cafeeiros do Quénia, separando os
componentes da populagcao desse complexo. Com base nessas
caracteristicas apresentou a seguinte classificacédo:

I - C. coffeanum Noack - corresponde a forma "virulans" de RAYNER

(1952) e a forma CBD de GIBBS (1969). Caracteristicas: Micélio

inicialmente branco e depois cinza, marrom .escuro ou preto;

confdios cilindricos, arredondados nas duas extremidades, sempre
produzidos em hifas, nunca em acérvulos: a forma perfeita

Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld Ie Schrenk nunca foi

observada em cultura pura; patogénico em frutos verdes de café;

presente nos frutos em todos os estdgios, principalmente nos
verdes, nas flores, botdes florais, folhas e ramos; crescimento
lento em meio de cultura.

2 =- C. acutatum Simmonds - corresponde a forma ccp de GIBBS



(1969). Caracteristicas: micélio iniciamente branco, tornando-se
réseo e, eventualmente, vermelho escuro ou preto; conidios
fusiformes, com a base arredondada e a extremidade afilada,

produzidos em hifas e também em acérvulos de cor preta; afeta
virias espécies vegetais, causando podriddo dos frutos como em
Carica papaya, Fragaria sp e Lycopersicon esculentum na
Austrdlia; nd cafeeiro, distribuindo-se por todas as partes:
ramos, frutos verdes, cerejas, folhas; velocidade de crescimento
média em cultura.

3 - C. gloeosporioedes Penz., forma "micélio branco" -
corresponde a forma ccm de GIBBS (1969). Caracteristicas: micélio
branco ou cinza claro, conidios cilindricos com extremidade
arredondadas, produzidos em hifas e em acérvulos; capacidade de
produzir peritécios da forma perfeita G. cingulata em meio de
cultura, comum em ramos e folhas, ocasionalmente em café seco;
crescimento rdpido em cultura.

4 - C. gloeosporioides Penz, forma "micélio esverdeado" -
Caracteristicas: micélio inicialmente branco, tornando-se cinza
esverdeado e mais tarde marron; conidios cilindricos,
arredondados nas duas extremidades, as’ vezes recurvados, de
tamanho maior do que os das 3 formas precedentes; presenca da
forma perfeita G. cingulata em meio de cultura; crescimento lento
em meio de cultura,

5 - (€. gloeoporioides Penz - Corresponde a forma cca de GIBBS

(1969]. Caracteristicas: micélio escuro, escasso; conidios de



tamanho maior que os das formas precedentes, truncados na base e
de extremidades afiladas, formados em acérvulos pretos; comumente
encontrado sé nos ramos de cafeeiros; velocidade de crescimento
média em cultura.

6 - G. cingulata (Stonem.) Spauld e Schrenk. Caracteristicas:
micélio ocasionalmente branco, estéril; forma peritécios em
cultura; resfrita a ramos e folhas; crescimento ré4pido em
cultura.

Nessa classificagcao, a forma de n2 1 é o agente causal
de CBD; as de ntimeros 2, 3, 5 e 6 as nao patogénicas; a de n2 4
apresenta certa patogenicidade (VERMEULEN, 1970).

Recentemente RODRIGUES et alii (1991), trabalhando com
isolados de (€. coffeanum que causam a CBD em Angola e Malawi,
encontraram caracteristicas morfolégicas diferentes do isolado
que causa a CBD no Quénia. Em um estudo seguinte RODRIGUES et
alii  (1992), trabalhando com inoculagoes cruzadas destes mesmos
isolados em cultivares de C. arabica oriundas -do Brasil e da
Colombia, evidenciaram a presen¢a de ragas fisiol6gicas de C.
coffeanum, uma vez que algumas progénies apresentaram resisténcia

¥

ao isolado do Quénia e suscetibilidade aos demais isolados.

2.2 Caracteristicas morfolégica dos apressérios

Uma caracteristica que pode colaborar com a taxonomia

de isqlados de Colletotrichum é a morfologia dos apressérios. De



acordo com SUTTON (1968), essa aracteristica em gramineas pode
ser uma caracteristica adicinal na taxonomia desses fungos, desde
que seja correlacionada com caracteristicas bilégicas adicionais.

Segundo SUTTON (1962) C. trichellum e C. dematium foram
considerados sindénimos por Von Arx em 1957, porém as
caracteristicas morfolégicas de seus apressérios diferenciam um
do outro. Além das diferéngas entre apressdrios existem
diferéngas morfolégicas entre seus conidios, acérvulos e
crescimento micelial em meio BDA.

SUTTON (1968) mostrou que existem diferéncgas
quantitativas e qualitativas entre apressérios produzidos por
isolados de Colletotrichum de cana - de - agdcar (C. falcatum) e
o de sorgo e milho (C. graminicola). H4 indicagcoes de diferéncas
morfolégicas entre as duas espécies e uma subdivisdo de C.
graminicola em , no minimo, 2 grupos diferentes. Portanto, a
uniad entre essas duas espécies feita por Von Arx em 1957, foi
considerada injustificdvel. Ainda segundo SUTTON (1968), a
maneira mais satisfatéria de distingdo entre os trés grupos de
Colletotrichum é a diferénga qualitativa de seus apressérios,

2.3 Importidncia e sintomas causados pela antracnose do

cafeeiro

O fungo Colletotrichum coffeanum foi constatado pela

primeira vez no Brasil, em 1901, associado a seca de Tamos



ponteiros de plantas de café, por Noack que assim o classificou

(PEREIRA & CHAVES, 1978). A doenca por tal fungo incitada pode

receber varios nomes: Antracnose do cafeeiro, Queima - castanha
("Brown blight"), "Die - back", Elon die - back e "Doenca da
queda do café". Nenhuma dessas doengas, entretanto, apresenta

gravidade compardvel a CBD ou "coffee berry disease" ou doenca -
da -  Dbaga <.do = cafeeiro (MC DONALD, 1926), enfermidade de
ocorréncia comum no Quénia e outros paises da Africa, onde causa
prejuizos consideréveis, pois ataca flores e frutos,
especialmente os verdes.

MC DONALD (1926), descreveu originalmente os sintomas
da CBD referindo-se ao ataque a frutos verdes, os quais inicia -
se por pequenas manchas necréticas escuras, ligeiramente
deprimidas, em qualquer regiao do fruto. Em condicoes favordveis
as manchas rapidamente se desenvolvem, aumentam de tamanho até
tomar todo o fruto. O interior dos graos fica negro, ressecado,
endurecido e totalmente destruido pelo patdégeno. O pedinculo dos
frutos também sao afetados. Sobre as lesdoes podem se desenvolver
pequenas pontuagoOes escuras, que sao os corpos de frutificagcao -
acérvulos - do fungo e, em condicoes de eievada umidade, aparecem
estruturas gelatinosas rosadas, formadas pelo conjunto de
esporos. Os frutos assim atacados caem facilmente.

NUTMAN (1970), refere-se a outro tipo de lesac dos
frutos, rasa, clara onde se formam acérvulos negros em circulos

concéntricos; esta lesao é superficial, ndo atingindo os tecidos
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internos. A qual classificou como do tipo "scab" e aquelas

descritas por MC DONALD (1926) como "ativas".

2.4 Relacdo da inidéncia da CBD com fungicidas cilpricos

No Quénia WALLIS & FIRMAN (1967), demonstraram que, em
certas circunstancias, a aplicacao de pulverizacgoes com
fungicidas cdpricos pode resultar em maior indice de infeccao de
CBD. FURTADO (1969), refere-se ao emprego generalizado de
fungicidas cipricos no Quénia, e principalmente ao efeito
"tonico" desses tratamentos. Segundo o autor, a auséncia de CBD
em dreas nao tratadas com clpricos, levou a conclusdo de que
esses fungicidas poderiam ter efeito de elevar o indice de
infeccao do patégeno, demonstrando em testes de campo e
labogatério que, o0 patdégeno € consistentemente mais abundante em
ramos pulverizados com cipricos do que nos ndo pulverizados.

NUTMAN & ROBERTS (1969) e VERMEULEQ (1970), também
relataram a ocorréncia muito menor de peritécios de G. cingulata,
em ramos pulverizados com cipricos, do que em ramos nao
pulverizados. Esse efeito dos fungicidas cipricos, aumentando a
incidéncia de CBD, foi posteriormente confirmada por GRIFFLTHS
(1972) e MULINGE & GRIFFLTHS (1974).

Hindorf <citado por ROSSETTI et alii (1975), constatou
maior frequéncia de C. coffeanum em folhas e casca dos ramos,

quando pulverizados com 6xido de cobre e com orto-difolatan,



enquanto que C. gloeosporioides nos ramos, foi em parte reduzido

pelos fungicidas.

2.5 Resisténcia varietal a Colletotrichum

Em relagao a resisténcia varietal a CBD, sabe-se que as
selecoes de Coffea arabica L. revelam graus variéveis de
resisténcia ao agente da antracnose, onde o Hibrido do Timor se
encontra em elevado grau de resisténcia (FIRMAN, 1964 e HOCKING,
1968). Dentre as variedades de boas qualidades comerciais,
plantadas no Quénia, a Blue mountain foi considerada bastante
resistente, em estudos feitos por NUTMAN (1970).

Para estudos sobre a resisténcia varietal, um novo
médodo vem sendo usado no Quénia, utilizando-se de plantulas nas
quais se inocula o hipocétilo, os cotilédones e discos de folhas
novas (CARVALHO et alii, 1978). por esse método, os primeiros
sintomas comegam a aparecer em 6 a 7 dias. Esses sintomas variam
desde pequenas lesoes superficiais no hipocétilo, até lesoes
numerosas e maiores, de cor preta; e mesmo estrangulamento da
haste e morte da plantula ( VAN DER VOSSE& et alii, 1976).

No Brasil houve indicios de um foco de CBD, em uma
lavoura de café situada no municipio mineiro de Ouro Fino, onde
um fungo do género Colletotrichum foi isolado de frutos de
cafeeiros e com patogenicidade <confirmada na Universidade

Agricola de WAGENINGEN na Holanda. Porém os testes de



patogenicidade efetuados em condig¢oes de laboratério e campo
sobre frutos verdes destacados € nao, respectivamente, nao
apresentaram resultados consistentes e positivos (ALMEIDA et
alii, 1983),

FEITOSA et alii ( 19773, isolaram 1517 cepas de
Colletotrichum de cafezais do Estado de Sio Paulo, testando a
patogenicidade de wum ndmero representativo destas cepas. A
patogenicidade em testes de laboratério foi baixa, mesmo as
isoladas de frutos apresentando lesdes. Quando comparadas com a
cepa CBD do Quénia eliminou-se a possibilidade de algumas destas
serem C. coffeanum.

Na Costa Rica (VARGAS & GONZALES, 1972), comprovaram
que o agente causal da "Mancha manteigosa", doenca comum sobre
Coffea arabica naquele pais, era causada por um fungo do género
Col!?totrichum e nao por virus, como WELLMAN (1957), havia
determinado anteriormente. Tal comprovac¢ao foi confirmada por
Sanches citado por MANSK & MATIELLO (1977) em 1976.

No Brasil BITANCOURT (1958), denomominou a "mancha
manteigosa" de mancha oleosa considerandora de pouca importéncia
sobre C. arabica no Estado de Sao Paulo. Porém para as condigoes
de algumas regides do Estado do Espirito Santo onde predomina o
cultivo do café "conilon" (Coffea canephora Pierre), héa a
descricdo de sintomas de desfolha e seca progressiva dos ramos da
extremidade para a base em plantas desta espécie. Isolamentos de

lesoes novas de folhas, ramos e frutos, obteve-se sempre coldnias
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tipicas de Colletotrichum spp (MANSK & MATIELLO, 1977). Mais
tarde AVILES et alii (1983), constataram graus intermedidrios do
ataque da "mancha manteigosa" sobre o café "conilon" na regiao
norte Fluminense, os quais propuzeram uma escala de resisténcia
das plantas: imune, moderadamente resistente, moderadamente
suscetivel e suscetivel. Acrescentam esses autores que a
quantidade de cada um dos tipos é varidvel entre as diversas
lavouras, predominando porém as do tipo moderadamente suscetivel

e suscetivel.



3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado nos laboratérios de
fitopatologia e patologia de sementes do Departamento de
Fitossanidade da Escola Superior de Agricultura de Lavras (ESAL),

durante o ano de 1992 e inicio de 1993,

3.2 Isolados utilizados

Para a realizac¢ao dos ensaios foram utilizados dois
isolados de Colletotrichum oriundos de cafeeiros da cultivar
Mundo Novo, a saber: Isolado de Cristais - MG, obtido a partir de
folhas de plantas adultas, identificado como Colletotrichum
coffeanum Noack pelo professor Wademir de Albuquerque Cavalcante

do Departamento de Micologia da Universidade Federal de



Pernambuco; e 1isolado de Uberlandia MG, obtido a partir de
mudas com lesoes, enviadas a clfinica fitossanitaria do
Departamento de Fitossanidade da ESAL para identificacao onde foi
identificado como Colletotrichum gloeosporioides penz.. com

posterior cofirmacao na Universidade Rural de Pernambuco.

3.3 Técnica de isolamento e obtencdo de culturas monospéricas

Com a finalidade de se obter culturas puras dos
patégenos fizeram-se isolamentos a partir de lesoes jovens (sem
necrose) presentes nas folhas Com o auxflio de uma tesoura foram
retiradas pequenas secgOes da margem das lesOes, de tal maneira
que tivessem tecidos sadios e doentes, que em seguida foram
colocados em uma solugdo de dlcool a 50 % , por 30 segundos; e
ap6s esse tempo transferidos para uma solucdo de hipoclorito de
s6dié a 1%, também por 30 segundos; posteriormente lavadas em
dgua destilada e esterelizada; secadas em -papel toalha, e
transferidas para placas de Petri contendo BDA (extrato de
batata, 200 g; dextrose, 20 g; &4gar, 20g e 4gua, 1000 ml;
terramicina, 240 ppm/ml). As placas foram.incubadas a temperatura
de 22 t 20C e luz alternada em periodos de 12 horas. A medida que
surgiam as coldénias, foram as mesmas repicadas para novas placas
contendo meio BDA, para obtencdo da cultura pura.

Essas colonias purificadas foram wutilizadas para a

obtencao de culturas monospéricas. As placas adicionou-se 4gua



destilada esterelizada, obtendo-se uma suspensao de esporos de
concentragao baixa. Cerca de 0,2 ml desta suspensao foram
vertidos em placas de Petri contendo meio dgar - 4gua (4gar, 20 g
e dgua, 1000 ml). Apés 24 horas, em capela de fluxo laminar, sob
microscépio estereoscopico 0s esporos germinados foram
transferidos individualmente para placas contendo BDA, obtendo-se
dois isolados honospéricos para cada isolado do item 3.2

Os 1isolados obtidos foram conservados em 4gua pelo
método de Castellani, modificado por FIGUEIREDO (1967). O método
constituiu-se na transferéncia de discos de BDA com cultura dos
fungos para tubos de ensaio com 2/3 de dgua destilada
esterelizada. Os tubos foram vedados e armazenados em
refrigerador a temperatura de 10 * 20C. Os isolados foram

renovados a intervalos de 3 meses.

3.4 Dimensao dos conidios

Nos estudos das dimensdes dos conidios foram utilizados
0s isolados monospéricos descritos no item 3.3, cultivados em
meio BDA, durante 7 dias sob luz alternadé com escuro (12/12h) e
temperatura de 22 t 20C em incubadora. Apés esse periodo foram
determinados o comprimento e a largura dos conidios utilizando-se
0 micrémetro ocular de tambor de Huyghens, previamente calibrado

para objetiva de 40 x. A suspensiao de conidios foi obtida

adicinando-se 20 m! de 4gua destilada por placa e com auxilio de
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um pincel de pelos finos os esporos foram liberados; essa
suspensao foi filtrada através de uma camada dupla de gaze
esterelizada, a fim de eliminar fragmentos de micélio.

Para facilitar as leituras foi adicionado espalhante
Tweem 20, na proporcao de 1 gota para 100 ml de suspensdo. Foram
preparadas 4 laminas de cada isolado monospérico e medidos 25
conidios por lﬁmina tomados ao acaso, de modo a perfazer um total
de 100 medigoes por isolado monospérico. Para a distribuicido da

frequéncia, os valores observados foram aproximados segundo

DUDIENAS (1990).

3.5 Morfologia dos apressérios

Os isolados wutilizados neste experimento foram os
mesmos do experimento anterior. Os conidios produzidos durante 7
dias®™ em meio BDA, foram suspensos em 4&gua destilada e
esterelizada, sendo uma gota dessa suspensao depositada sobre uma
lamina de microscopia, que permaneceu em camara Umida, a
temperatura de 250C, em um fotoperiodo de 12 horas, até a
germinacao. Ap6s 24 horas os conidios forém coloridos com Azul de

Amann e a morfologia dos apressérios observada com auxilio de

microscépio btico.

3.6 Avaliacao do crescimento miceli

1l na presenca de cobre

O <crescimento micelial dos isolados foi avaliado em



cultura contendo concentrac¢oes crescentes de cobre. O fungicida
oxicloreto de cobre, na concentracio de 50 % de cobre metalico,
foi adicionado diretamente ao meio BDA autoclavado e a
temperatura de 45 * 10C. A partir desse meio, foram feitas
diluigoes para outros frascos contendo BDA em volumes
padronizados, . obtendo-se meios com concentracgdes de 2,5; 5,0;
10,0 20,0; 30,0 e 100 ppm, mais o controle em que foi utilizado
somente o meio BDA, sem fungicida. Os meios contendo o produto
nas diluigoes referidas foram vertidos em placas de Petri de 9 cm
de diametro, colocando-se 15 ml por placa, num total de 4
repetigoes para cada concentragao.

Trés (3) discos de 5 mm de diametro. retirados da
margem da coldnia de cada isolado crescido em BDA durante 7 dias,
conforme referido no item 3.3, foram transferidos e depositados
equi@istantes com a face micelial sobre o meio contendo
diferentes concentracgoes do fungicida cuprico.

Apés a transferéncia de cada isolado para cada uma das
concentragoes do produto, as placas foram colocadas em incubadora
A temperatura de 22 * 20C, por um periodo,de 7 dias.

Para a avaliacao do crescimento micelial fez-se a
medicdo diariamente de 2 diametros das coldnias em posigao
ortogonal por placa durante os 5 primeiros dias apés a semeadura
do inéculo. O indice de velocidade de crescimento micelial foi

calculado pela seguinte férmula.



(D-Da)

IVNCM= % » onde
N
IVCM = Indice de Velocidade de Crescimento Micelial
D = Diametro médio atual
Da = Didmetro médio do dia anterior
N = Ndmero de dias apés a inoculacao

A férmula utilizada na determinacido do indice de velocidade de
crescimento micelial é a mesma utilizada por Maguire, adaptada
por OLIVEIRA (1991)

Para a andlize estatistica os dados foram transformados
segundo arc. sen. yX+0,5/100

1.7 Selecdo do germoplasma

Mudas de cafeeiros (BETTENCOURT, 1981), em geracao Fj
descendente da planta 1 do cruzamento CIFC H 361 (CIFC 971/10
"Villa [Sarchi” X CIFC 832/2 - "Hibrido de! !Timor"), com |a
denominagao genérica de "Sarchimor" e designadas de UFV 973; trés

em geracgao Fq ¢ Fg oriundas da planta nimero 5 do cruzamento CIFC

HW 26 (CIFC 19/1 - "Caturra vermelho" com o CIFC 832/1 - "Hibrido
de Timor" denominadas de Catimor e uma eﬁ geragao F5 oriunda da
UFV 357 14, introdug¢ao do CIFC H 528 (CIFC 2482 - Catuai
Amarelo com CIFC HW 26/13 - Catimor) combina¢ao atualmente

designada de "Cavimor", e da linhagem LCP 379/19 da cultivar
Mundo Novo (tabela 1), foram utilizadas para a conducao dos

ensaios.



21

Tabela 1 - Progénies e linhagem de cafeeiros wutilizadas para o

estudo. ESAL, Lavras - MG, 1993,

PROGENIE/ CAFEEIRO GERACAO DENOMINAGAO
ORIGEM NO DO
LINHAGEM UFV OU IAC ESTUDADA GERMOPLASMA
URjio78  crFe m asist | seses | lEs SARCHIMOR
UFV 1075 CIFC H 528 357-14 Foy CAVIMOR
UFV 1603 CIFC HW 26/5 395-141 Fgq CATIMOR
UFV 3869 CIFC HW 26/5 1603-202 EP 20.1 Fg CATIMOR
UFV 3894 CIFC HW 26/5 1603-488 EP 20.1 Fg CATIMOR
LCP 379-19 = LCP 379-19 Sn Mundo Novo

3.8 Caracterizacgao patogénica dos isolados

Foram utilizadas nestes experimentos plantulas nos
estddios de "palito de fésforo" e "orelha de onga", frutos verdes
destacados e mudas de cafeeiros com 2 pares de folhas permanentes

inteiramente formadas.

3.8.1 Patogenicidade em pléantul

3.8.1.1. Obtencao das plantulas

As sementes das progénies de "Sarchimor", "Catimor" e

"Cavimor" wutilizadas para formacao das mudas foram obtidas do
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Banco de Germoplasma de cafeeiros resistentes a ferrugem da
Universidade Federal de Vigosa, com excessio das da linhagem de
Mundo Novo, as quais foram obtidas junto ao Banco de Germoplasmas
da ESAL.

Para a formag¢ao das mudas fez-se a pré germinacdo das
sementes, através da distribuig¢do das mesmas em caixas plasticas
(40 cm de comprimento por 20 cm de largura e 13 cm de altura)
contendo laminas de saco de aniagem esterelizadas e umedecidas,
onde permaneceram até o surgimento da radicula (fase de
esporinha). Em seguida as sementes pré germinadas foram repicadas
para substratos acondicinados em caixas plasticas idénticas as
usadas na pré germinacao. O substrato, segundo recomendacgoes de
GUIMARAES et alii (1989), foi costituido de terra de sub-solo de
um latossolo roxo (700 |) misturada a esterco de curral curtido
(300 1), ambos previamente pencirados e fertilizados quimicamente
com 5 Kg de superfosfato simples e 0,5 Kg de cloreto de potéssio.
Esse substrato fo: tratado com brometo de metila (quantidade =

150 ml/m3) .

Obteve-se 0 in6culo de suspensao de esporos
provenientes de culturas dos isolados de Cristais (I isolado) e
Uberlandia (11 isolado) em BDA com 7 dias de idade. As suspensoes

de esporos foram preparadas colocando-se 10 ml de dgua destilada
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e esterilizada nas placas de Petri contendo as colénias do fungo.
Com o auxilio de um bisturi friccionaram-se levemente as coldnias
obtendo-se suspensdes que foram filtradas através de uma camada
dupla de gaze para eliminar os residuos. Com a finalidade de
evitar que os esporos ficassem aglomerados foi adicionado a
suspensao o espalhante Tween 20, na proporcao de 1 gota para 100
ml de susﬁens&o. As concentragOes das suspensoes foram
determinadas com um hemocitdmetro. Através de diluigoes,
ajustaram-se as suspensdes para a concentracio de 2x106 esporos
por ml, inoculando-se a seguir as plantulas, que 24 horas antes
foram colocadas em cdmara Umida e auséncia de luz. A inoculacdo
foir feita por meio de um atomizador De vilbiss no 15 ,
atomizando-se as plantulas até o ponto de escorrimento; as
testemunhas foram atomizadas com dgua destilada esterelizada. Em
seguida estas pladntulas foram acondicionadas em camara Umida por
48 horas, a temperatura de 22 * 20C, na auséncia de luz. Apo6s
este periodo procedeu-se a uma segunda inoculagcdao nos mesmos
padroes acima descritos.

Apos o periodo de incubacgao, todas as bandejas foram
mantidas em cdmara de crescimento a lempe;atura de 22 + 20C, num
fotoperiodo de 12 horas.

Com 15, 25 e 35 dias apés a data da primeira inoculacao
as mudas foram individualmente avaliadas pela observagao dos
sintomas da doenc¢a no hipocétilo, segundo a escala de VAN DER

VOSSEN et alii (1976), com modificagoes (tabela 2).



Tabela 2 - Critério de avaliacao do espectro de reacado a
Colletotrichum spp apresentado por plantulas de

café. ESAL, Lavras - MG, 1993.

1 Auséncia de reacao visivel

Lesocs superficiais castanhas

3] Lesoes mais profundas e escuras

4 LesOoes escuras com inicio de estrangulamento
5 Estrangulamento mais pronunciado

6 pladntula morta

Para o teste de patogenicidade em plantulas foi seguido
0 delineamento experimental com blocos casualizados, onde a
unidade experimental correspondeu a bandeja contendo de 20 a 30
plantulas com 3 repetigoes.

Foram feitas as andlises de varidancia do indice de
doen¢a (ID), conforme férmula proposta por Cirwlli & Alexander

segundo LIMA (1981).
ID = —-———- Xx 100, onde )

ID = Indice de doencga

F = Nimero de pldntulas com determinado grau de infeccao
V = Grau de infecgao

N = Nimero total de pldntulas inoculadas

X = Grau mdximo de infeccao



Foram utili1zadas mudas das mesmas progénies ( exceto a
progeénie UFV-3869) e a linhagem da cultivar Mundo Novo utilizadas
no teste com plantulas

Procedeu se a inoculag¢ao de mudas com 2 pares de folhas
inteiramente formados. A metodologia de inoculacdo foi a mesma
descrita no item 3 & 1 2

O parametio avaliado foi o numero médio de lesoes
formados por folha Para tal, dois dias apés a segunda inoculacéao
foram marcadas 4 plantas por parcela, das quais foram retiradas.,
no 200 dia ap6s a inoculagao, o 10 par de folha inteiramente
formada do 4pice para a base de cada planta, para a contagem das
lesoes com auxilio de um contraste de foco luminoso. Para a

andlise estatistica transformou-se os dados para JX+0,5 .

3.8.3 Patogenicidade em frutos verdes destacados
Foram wusados neste ensaio frutos verdes de café
oriundos das mesmas plantas em estudo coforme a tabela 1. Os

frutos foram lavados com detergente, colocados em um recipiente

aberto e mantidos a temperatura ambiente (22 - 250C) por dois
dias. Ap6s esse periodo os frutos que apresentaram lesoes foram
descartados. Frutos verdes e sadios foram entao colocados em

caixas de Gerbox previamente desinfetadas com 4lcoo] a 50% e



hipoclorito de sédio a 1%. Nas caixas Gerbox contendo areia tmida
esterelizada, foram colocandos 25 frutos por caixa; em seguida os
frutos foram inoculados com gotas (0,02 ml) da suspensao
padronizada de esporos (2 100 esporos/ml), as quais eram
depositadas na superficie dos frutos com o auxilio de uma
"finepipeta", . tomando-se o cuidado de nao ferir a superficie do
fruto. O indculo foi preparado segundo a metodologia descrita no
item 3.8.1.2,

As caixas contendo os frutos inoculados foram fechadas
com tampas plédsticas transparentes e colocadas em cdmara
climatizada com temperatura de 22 + 20C.

As avaliacgoes do nimero de frutos afetados foram feitas
aos 15, 21, 28 e 35 dias ap6és a inoculagao

Para o teste de patogenicidade em frutos verdes foi
segu{do o delineamento experimental com blocos casualizados, onde
a unidade experimental foi a caixa de Gerbox com 25 frutos, e, os
tratamentos, os isolados testados mais a testemunha constituida
de frutos inoculados com dgua destilada esterelizada, repetidos
quatro vezes. Para a andlise estatistica dos dados fez-se a

transformacao para arc.sen {X+0,

3.9 Efeito da inoculacao dupla e da concentracao do inéculo

Com 0 objetivo de avaliar se a diluigao na

concentrag¢ao de indculo juntamente com a inoculagao dupla em



intervalo de 48 horas exercem efeito sobre o nimero de lesdes
produzidas por C. coffeanum em folhas jovens e maduras, montou-se
um experimento adicional.

Mudas da linhagem LCP 379/19 da Cultivar Mundo Novo com
4 pares de folhas permanentes, foram utilizadas no experimento.

Procedeu-se a inoculagao (como descrito no item
2 Fiesiai s ) das mudas transplantadas em caixas plasticas
(40x20x13cm), que 24 horas antes foram colocadas em camara uUmida.
48 horas apos repetiu-se a inoculag¢ao nos tratamentos.

0 experimento foi instalado inteiramente casualizado em
casa de vegetacao em um delineamento fatorial com 6 tratamentos
[ inoculacgao dupla e simples X 3 concentragoes de
indculo:(2,5x106; 2,Sx105; 2,5x104 esporos/ml)]. Cada tratamento
foir repetido 2 vezes.

] O parametro avaliado foi o numero de lesoes formadas no
150 dia apds a inoculacao. Para tal coletou-se 4 pares de folhas
jovens (19 par inteiramente formado no Apice da planta)
previamente marcados (290 dia apés a inoculacao) de plantas
distintas, das quais foram coletadas também 1 par de folhas
madurtas (19 par formado apés as folhas cotiledonares) para a
contagem das  lesoes. Para analise estatistica dos dados fez a

transformacao para yX+0,5 .



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao morfoldégica dos isolados

Para a caracterizacgao morfolégica levou-se em
consideragao as caracteristicas dos isolados em meio de «cultura,

as dimensoes dos conidios e a morfologia dos apressérios.

4.1.1 Caracteristicas culturais

Em meio de cultura BDA os isolados oriundos de Cristais
e Uberlandia apresentaram caracteristicas distintas, o que
possibilitou a diferenciacao dos mesmos.

O isolado de Cristais apresentou micélio iniciamente
claro escurecendo com o envelhecimento das coldénias, tomando uma
coloracao cinza-esverdeada onde se produziu esporulacao moderada.
Vista lateralmente, as coldnias apresentaram alto relevo nitido

em relacgao ao meio. Na base da placa observou-se uma



coloracao cinza-esverdeada escura. Observou-se um crescimento
rdpido, tendo aos sete dias ocorrido a total ocupagcao das placas,
quando surgiram massas mucilaginosas de cor rosa a vermelho
tijolo compostas por um grande nimero de conidios e desprovidas
de setas, séndo os conidios alongados, alguns afinados em uma
das extremidades, formados diretamente nas hifas. A forma
perfeita G!oﬁerefla cingulata (Stonem.) Spauld e Schrenk em
momento algum foi observada em cultura pura.

O isolado de Uberlandia apresentou micélio inicialmente
claro escurecendo também com o envelhecimento das coldnias, onde
produziu abundante esporulag¢ao, tomando uma colorag¢ao cinza com
um aspecto réseo quando visto de cima. Observagoes laterais das
colbnias evidenciaram, no confronto com o isolado de Cristais, um
relevo menos acentuado, e auséncia de massa mucilaginosa de
conidios com o envelhecimento da coldnia. Foram constatados
conidios «curtos e arredondados nas duas extremidades, nao
produzidos das hifas mas sim em acérvulos com setas. A semelhanca
do isolado de Cristais, a forma perfeita nao foi observada.

Em considerando as caracteristicas culturais, foi fécil
diferenciar os dois isolados em estudo. ’

Baseado na literatura existente, e nos resultados
obtidos observa-se semelhancas entre o isolado de Cristais, e a
forma patogénica de Colletotrichum coffeanum Noack de ocorréncia
nos cafezais da Africa, principalmente no que diz respeito a

produgdo de confdios diretamente das hifas. Porém, difere em



outros aspectos como o crescimento rdpido em meio de <cultura e
coloragao cinza-esverdeada das colonias velhas, j4 que a forma
patogénica CBD de GIBBS (1969), correspondente a de nimero 1 de
Hindorf citado por ROSSETTI et alli (1975), apresenta crescimento
lento e coloragao cinza-escura.

Este isolado assemelha-se em todos os aspectos
culturais ao ﬁgenle da mancha manteigosa descrito por VARGAS &
GONZALEZ (1972), levando a crer tratar-se do mesmo patégeno, uma
vez que os sintomas produzidos em folhas também sao semelhantes,
porém este aspecto serd discutido posteriormente.

O isolado de Colletotrichum gloeosporioides Penz.
oriundo de Uberlandia ndao se assemelha a nenhum isolado obtido na
Africa nem mesmo aos da mesma espécie estudados por Hindorf

citado por ROSSETTI et alli (1975).

4'1.2 Dimensao dos conidios

No tabela 3 encontra-se a ditribui¢ao da porcentagem do
nimero de confidios dentro de classes de comprimento, dos isolados
monospéricos de Cristais. '

Verificou-se que os isolados Cristais-1 e Cristais-2 de
. coffeanum apresentaram uma porcentagem de conidios com

comprimento acima de 18 e 17 micra respectivamente. O comprimento

médio dos conidios do isolado Cristais-1 foi de 18,18 micra e do



Tabela 3. Distribuicao de frequéncia dos comprimentos do conidios dos isolados
monosporicos de Colletotrichum coffeanum oriundos de Cristais. ESAL,

lavras - MG, 1993.

Porcentagem de conidios por
classe de comprimento (em micra) Média*x* CV
ISOLADOS ~ ———————mmmmmmm (em micra) (%)
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Grist#is-1 0 "0l 5 17 23- 30 19 8 4 200 ‘4 18,18 8,97
Cristais-2 3 12 7 14 18 21 8 8 5 4 0 0 17,26 12,90
Média 1,58 160 60 1035 20,5) 25,5 13,5 B 4,5 340535 055
* Cada classe de comprimento agrupa valores em intervalos

compreendidos entre 0,4 micra abaixo e 0,5 micra acima do nimero inteiro.

¥* Média de 100 conidios.

Tabela 4. Distribuicao de frequéncia dos comprimentos dos conidios dos
isolados monospdricos de Colletotrichum gloeosporioides oriundos

de Uberliandia. ESAL, Lavras - MG, 1993.

Porcentagem de conidios por

classe de comprimento (em micra) Média** cv
IS ADD S o e e e g (em micra) (%)
11% 12 13 14 15 16 17
Uberlandia-1 3 13 30 27 21 ) 1 13,62 8,71
Uberlandia-2 0 6 29 32 26 6 1 14,03 7,36
Média 1,5 9,5 2055520, 5 23518550 1
* cada classe de comprimento agrupa valores em intervalos compreendidos

entre 0,4 micra abaixo e¢ 0,5 micra acima do nimero inteiro.

¥¥  Média de 100 conidios.



isolado Cristais-2 foi de 17,26 micra e o coeficiente de variacao
do comprimento dos conidios desses mesmos isolados foi de 8,97% e
12,90% respectivamente. A variacao do comprimento dos conidios do
isolado Cristais-1 esteve entre 14,96 e 23,98 micra, j& o
comprimento dos conidios do isolado Cristais-2 variou entre 13,10
e 22,44 micra.

A distribuiqéo da porcentagem do nimero de conidios
dentro de <classes de comprimento, dos 1isolados monospdricos
obtidos do material oriundo de Ubrldndia encontra-se na tabela 4.

Os dois isolados de C. gloeosporioides apresentaram uma
porcentagem de conidios com comprimento médio pouco acima de 13
micra. O comprimento médio dos conidios foi de 13,62 micra para o
isolado Uberldndia-1 e 14,03 micra para o isolado Uberlandia-2,
sendo o coeficiente de varia¢ao para estes isolados de 8,71% e

7,36% respectivamente. O comprimento dos conidios do isolado

Uberf{dandia-1 evidenciou distribui¢ao na faixa de 11,22 - 16,50
micra e os do isolado Uberlandia-2 na faixa de 11,66 - 17,66
micra.

Na tabela 5 encontra-se a distribui¢ao da porcentagem
do nuimero de conidios dentro de classes d; largura, dos isolados
monospéricos obtidos de Cristais, e na tabela 6 o0s valores
referentes aos isolados monospéricos obtidos de Uberlandia.

Foi observada uma variacao de largura da ordem de 2,86

a 4,95 micra para oa isolado Cristais-1 (média 3,87 micra) e de

2,64 a 6,60 micra (média 4,87 micra) para o isolado Cristais-2. O



Tabela 5. Distribuigcao de frequéncia das larguras dos conidios
dos isolados monospdricos de Colletotrichum coffeanum
oriundos de Cristais. ESAL, Lavras - MG, 1993.

Porcentagem de conidios por

classe de largura ( em micra) Médiax* CcvV
ISOLADQS  —rmememeece o (em micra) (%)
3% 4 5 6 7
Cristais-1 20 69 11 0 0 3,87 112827
Cristais-2 4 34 35 21 6 4,87 18,36
Média 12 51,5 23 10,5 3
¥ Cada classe de largura agrupa valores em intervalos

compreendidos entre 0,4 micra abaixo e 0,5 micra acima do
nimero inteiro.
¥ Média de 100 conidios.
Tabela 6. Distribuigao frequéncia das larguras dos conidios dos
isolados monospéricos de Colletotrichum gloeosporioides
oriundos de Uberlandia. ESAL, Lavras - MG, 1993.

Porcentagem de conidios por

classe de largura (em micra) Média#** cVv
ISOLADPS = = | ==ccmmm—m— o (em micra) (%)
4% 5 6 7
Uberlandia-1 34 61 5 0 4,67 10,28
Uberlandia-2 0 19 65 16 5,88 9,02
Média 157 40 35 8
¥ Cada classe de largura agrupa valores em intervalos

compreendidos entre 0,4 micra abaixo e 0,5 micra acima do

‘namero inteiro.
¥ ¥ Média de 100 conidios



coeficiente de variacdo da largura dos conidios dos isolados
Cristais-1 e Cristais-2 foi de 12,27% e 18,36% respectivamente.

A largura média dos conidios do isolado Uberlandia-1
foi de 4,67 micra e do isolado Uberlandia-2 5,88 micra e o
coeficiente de variacdo foi de 10,28% e 9,02% respectivamente.

Os resultados expostos nos tabelas 3,4,5 e 6 mostram
que h4 uma variacgdo entre os isolados monospéricos de C.coffeanum
e C. gloeosporioides. O isolado Cristais-1 apresentou conidios
mais compridos e mais estreitos (média de 18,18 x 3,87 micra), ao
contrario do isolado Cristais-2 que apresentou confidios mais
curtos, porém mais largos (média de 17,26 x 4,86 micra). O
isolado Uberlandia-1 apresentou confdios mais curtos e mais
estreitos (média 13,62 x 4,67 micra) em relagdo ao isolado
Uberlandia-2 (média 14,03 x 5,88).

Os resultados observados revelam uma diferenca nas
dimensoes dos conidios dos dois isolados, e uma variacdao entre as
culturas monospéricas. As dimensoes dos conidios do isolado de C.
coffeanum oriundo de Cristais se enquadram nas dimensoes
descritas por NOACK (1902), que determinou para a espécie uma
variacao de 12,5 - 19,0 x 4 - 5 hicra nas’dimensaes dos conidios
(SUTTON 1980). Os comprimentos médios dos confdios observados
neste trabalho estao um pouco acima dos observadas por MC DONALD
(1926) para a forma patogénica CBD, as quais apresentam média de
15,1 micra, porém a largura média esta abaixo do isolado da

Africa, qual seja: 5,7 micra.



As medidas dos conidios dos isolados de Cristais estao
préximas aquelas observadas por VARGAS & GONZALES (1972), em
estudos sobre o agente da mancha manteigosa na Costa Rica. Os
quais observaram que os conidios do fungo do género
Colletotrichum agente da enfermidade mediam em média 20,5 x 4,9
micra com uma variacao de 17,7 - 22,8 x 3,8 - 5,7 micra. Tal
seme |l hancga auménta a possibilidade de que a enfermidade estudada
neste trabalho seja a mancha manteigosa.

Quanto as dimensoes dos conidios do isolado de C.

gloevsporioides oriundo de Uberldndia, verificou-se estarem

dentro dos limites estabelecidos por Arx citado por CARVAJAL
(1987), para a espécie, quais sejam: conidios em média de 12 - 19
micra de comprimento por 1 - 6 micra de largura.

Apesar da variacao nas dimensoes entre os isolados
monospéricos dos dois isolados, nido houve variagdo quanto as
caracteristicas culturais dos referidos isolados. Tal variacgao
foi observada por LIMA (1981) em seus estudos com isolados
monospoéricos de C. gossypii South Var.cephalosporioides A. S.
Costa obtidos de lesOes de ramulose de algodoeiro.

Pelos valores de coeficiente dé variacao calculados,
nota-se gque ha uma variac¢ao grande no comprimento e na largura
dos conidios dos isolados estudados especialmente para o 1isolado

de Cristais (C. coffeanum). Tal observagcao foi feita por RAYNER

(1952) para a forma patogénica CBD (virulans) no Quénia.



4.1.3 Morfologia dos apressérios

Quanto a morfologia de apressérios nao houve diferenca
entre os isolados de Cristais e Uberlandia.

A germinag¢ao dos conidios foi observada 24 horas apés a
suspensao dos mesmos em dgua. Logo apO6s a germinacao evidenciou-
se a formacéd dos apressédrios. Estes apareceram diretamente nos
conidios ou em ramificagoes secundarios do tubo germinativo ou
ainda diretamente nos tubos germinativos. Verificou-se a formacao
de um ou dois apressérios no mesmo conidio, a formacao de um
apressério e um tubo germinativo sem apressério e também a

formagao de apenas um ou dois tubos germinativos no mesmo

conidio.

Quanto a forma 0s apressorios apresentaram-se
arredondados, um pouco clavados ou lobados, quando vistos de
cima. Vistos de lado tinham formato de taga. No inicio da
formacao os apressOrios eram hialinos e, " posteriormente,

adquiriam uma colora¢ao marrom.

Os apressorios de C. coffeanum oriundo do material do
municipio de Cristais foram muito sémelhantcs aos de G
gloeosporioides oriundo de material de Uberlédndia, porém houve a
formagcao de um nuimero menor de apressérios no isolado de
Cristais. Nao foi observada alguma caracteristica marcante que

pudesse diferenciar os dois isolados. SUTTON, (1968) encontrou em

seus estudos diferengas marcantes entre os apressérios de dois



isolados de C. graminicola , fato nao ocorrido neste trabalho.
Segundo SKOROPAD (1967), a maioria das espécies do género
Colletotrichum forma apressérios, e, suas caracteristicas
morfolégicas e a fisiologia de sua formagdo é influenciadas pela
presenca de nutrientes e por estimulos de contato.

Pelas caracteristicas morfolégicas estudadas neste
trabalho foi‘ possivel a diferenciacao dos dois fungos, exceto
pelas caracteristicas morfolégicas dos apressérios. Segundo LIMA
(1981) somente as caracteristicas morfolégicas sdo insuficientes
para a caracterizacao de espécies e racas, havendo a necessidade
de se realizar testes de patogenicidade para evidenciar tais

diferencas.

4.2 Efeito do cobre sobre o crescimento micelial

Os resultados do indice de velocidade de <crescimento

micelial (IVCM) dos quatro isolados monospéricos dentro de cada

concentracao do fungicida oxicloreto de cobre, encontram-se no

tabela 7. Observa-se que em todas as concentragoes do produto
i

houve uma reacao diferenciada dos isolados ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey. Na maioria das concentracoes,
inclusive na testemunha o isolado Cristais—-1 apresentou um IVCM
superior aos demais, sendo igual ao isolado Uberlandia-2 na
concentragao de Sppm e aos isolados Uberlandia-1 e Uberlandia-2

nas dosagens de 20 ¢ 30ppm. Em todas as dosagens do produto,



Tabela 7 - Indice médio de velocidade de crescimento micelial de
culturas monospéricas de Colletotrichum sob
diferentes concentragoes do fungicida Oxicloreto de

cobre em meio de cultura. ESAL, Lavras - MG, 1993.

DOSES (ppm)

0 2,5 5 10 20 30 100

Cristais - 1 2,22 a 2,02 a 2,17a 2,27a 2,11 a 2,05a 1,04 a
Cristais - 2 Iy12:= ¢ 1,09 e 1,13 « 1513 'c 1,058 by 1,10 b 0.00 |c
Uberlandia - 1 1,82 b 1,52 b 1,5 b 1,85 b 1,95a 1,93 a 0,75 b

Uberlandia - 2 1,77 b 1,82 ab 2,13 a 2,04 ab 2,00 a 1,87 a 0,81 ab

As médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo apresentam

diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5%.

inclusive na testemunha o isolado Cristais-2 apresentou um IVCM
estatisticamente inferior aos demais. Nas dosagens de 2.5, 5, 10
e 100ppm o isolado Uberldndia-2 apresentou um IVCM ligeiramente
superior ao isolado Uberlandia-1. ’

Pelos resultados expostos nota-se uma diferenga entre
os isolados monospdricos em todas as concentracdes do produto,
principalmente entre os 1isolados Cristais-1 e Cristais-2,
difereng¢a esta evidenciada também na dimensdo dos conidios dos

referidos isolados.

Para a comparac¢ao das concentracoes do fungicida dentro



de cada isolado monospérico foi realizado a andlise de regressao.
A figura 1 mostra as curvas referentes aos quatro isolados, as
quais sao representadas por equag¢oes de segundo grau. Para o
isolado Cristais-1 até a dosagem de 30ppm nao houve inibicdo do
crescimento micelial, entretanto na dosagem de 100ppm houve uma
redug¢ao do crescimento pela metade. Tal efeito segue a equacao de
regressio estimada Y = 9.3896 + 0.0019X - 0.0002X2 com R2 = 0.97.
Para o 1isolado Cristais-2 o comportamento foi semelhante ao
Cristais-1, ou seja, apenas a dosagem maior (100ppm) foi capaz de
inibir o crescimento micelial, porém nesta, a inibicao foi total.
Este comportamento foi explicado pela equagao de regressao
estimada Y = 7.2683 + 0.0092X - 0.0004X2 com R2 = 0.99. O
crescimento micelial do isolado Uberlandia-1 também somente foi
inibido na dosagem de 100ppm, sendo este efeito explicado pela
equacao de regressdao estimada Y = 8.3724 + 0.0380X - 0.0006)(2 com
RZ £ 0.93. 0 isolado Uberlandia-2 apresentou um comportamento

semelhante aos demais isolados. Quando comparado ao outro isolado

monospérico de (. gloeosporioides este isolado apresentou um

crescimento ligeiramente superior nas dosagens de 2.5, 5, e
’

10ppm. O efeito do crescimento micelial desse isolado nas

dosagens do produto ¢é explicado pela equacao de regressao

estimada Y = 8.9091 + 0.0140X - 0.0004X2 com RZ2 = 0.95.
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Indice de velocidade de
crescimento micelial

1.2 T e
0.9
&61
0.3 -
os=H— | ; | | 4 >
0 2.6 6 10 20 30 100
DOSES (ppm)
“== Cristals - 1 —+— Cristais - 2
—*— Uberlandia - 1 —8-- Uberlandia - 2
Figura 1. Efeito do fungicida Oxicloreto de cobre sobre o

crescimento micelial dos quatro isolados monospéricos

O efeito do cobre "in vitro" sobre C. coffeanum foi
estudado por HOCKING (1967), onde ele avaliou o efeito da solucao
de cobre nas dosagens de 0, 0.5, 1, 2,J4, 8 e 16ppm sobre a
germinacao dos confdios. A germinacdao foi reduzida a 86% na
dosagem de O0.5ppm e, a 35% na dosagem de lppm e a 0% nas demais
dosagens. No presente estudo houve a producdo de conidios até a

dosagem de 30ppm, porém nao foi estudado o efeito do cobre sobre

a germinag¢ao dos conidios.
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Pelos resultados obtidos neste estudo nao foi possivel
determinar com precisdo se os isolados estudados, especialmente o
de C. coffeanum apresentaram adaptabilidade quando na presenca de
cobre, porém esta hip6tese nio estd destarcada, uma vez que na
dosagem de 100ppm os isolados estudados, com excessdao do isolado
Cristais-2, formaram clamidosporos. Tal fato nos sugere que,
poderia haver uma possivel germinacao destes clamidosporos no
campo, seguido de pulverizacdes cipricas, propiciando o
surgimento de isolados tolerantes ao produto. Fato que
provavelmente ocorreu com a CBD na Africa (FURTADO, 1969 e

GRIFFITHS, 1972).

4.3 Patogenicidade dos isolados

Para os testes de patogenicidade ndao foram utilizados
0s mesmos isolados monospéricos estudados nos testes anteriores,
uma vez que estes perderam a patogenicidade. Procedeu-se entdao a

novos reisolamentos.

4.3.1 Patogenicidade em pléntulas

Os resultados dos indices médios de doenca (1D)
calculados para as progénies inoculadas com dgua, C. coffeanum e
C. gloeosporioides aos 15, 25, e 35 dias ap6s a inoculacdo

encontram-se no tabela §.
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Foi constatado através da andlise de varianca efeito
significativo para os tratamentos.

Decorridos 15 dias da inoculagdo ja se observou nos
tratamentos em que as progénies e a linhagem foram inoculadas com
os dois isolados, fndices de doenca superiores as testemunhas,
embora nao tenha havido diferenca estatistica pelo teste de tukey
a 5% de probabilidade.

Efeito significativo foi observado aos 25 dias apés a
inoculacdo. As progénies UFV 1603 e UFV 3894 (Catimor Fq e Fs
respectivamente) apresentaram um fndice de doenca superior as
demais, quando inoculadas com C. coffeanum, com uma ligeira
superioridade para a progénie da geracao Fq. O isolado de C.
coffeanum induziu quase sempre indices de doenca superiores as
testemunhas e C. gloeosporioides. Este 1dltimo se igualou a
testemunha nas progénies UFV 1075 (Cavimor), UFV 973 (Sarchimor)
e nd linhagem da cultivar Mundo Novo, somente se igualando ao
isolado de C. coffeanum na progénie UFV 3869 (Catimor Fgu).

Comportamento semelhante aos 25 dias apdés a inoculacgao
foi observado aos 35 dias, com algumas alteracdoes. A progénie UFV
3869 inoculada com C. coffeanum apresenéou-se estatisticamente
superior as demais. Ja a progénie UFV 1603 gque aos 25 dias
apresentou indice de doenca superior as demais, aqui se mostrou
semelhante.

Todas as progénies testadas mostraram-se suscetiveis

aos dois isolados, especialmente ao isolado de C. coffeanum.
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Tabela 8 - Indice médio de doenca (%), em ensaio sobre a

patogenicidade dos isolados em plantulas de cafeeiros,
ESAL, Lavras - MG, 1993.

TRATAMENTOSE & L 8 s e e e I e oo
15 DIAS 25 DIAS 35 DIAS
1 UFV-1075  (Controle) 16,67 a 16,67 ¢ 16,67 e
2 UFV-973 . (Controle) 16,67 a 16,67 c 16,67 e
3 UFV-1603 (Controle) 16,67 a 16,67 c 16,67 e
4 UFV-3869 (Controle) 16,67 a 16,67 c 16,67 e
5 UFV-3894 (Controle) 16,67 a 16,67 c 16,67 e
6 Mundo Novo (Controle) 16,67 a 16,67 c 16,67 e
7 UFV-1075 (I isolado*) 17,36 a 24,44 abc 29,86 bcde
8 UFV-973 (I isolado) 18,89 a 25,99 abc 27,37 cde
9 UFV-1603 (I isolado) 21,04 a 37,56 a 31,93 bcd
10 UFV-3869 (I isolado) 19,45 a 24,77 abc 47,35 a
11 U§V~3894 (I isolado) 21,93 a 37,46 ab 42,46 ab
12 Mundo Novo (I isolado) 22,95 a 28,87 abc 25,09 cde
13 UFV-1075 (11 isolado**) 17,39 a 20,97 | 48 20,00 cde
14 UFV-973 (II isolado) 19,93 a 21,23 c 21,25 cde
15 UFV-1603 (II isolado) 19,04 a 22,42  bc 26,72 cde
16 UFV-3869 (II isolado) 18,98 a 23,23 abc 33,33 abcd
17 UFV-3894 (II isolado) 19,94 a 22,97 abc 34,57 abc
18 Mundo Novo (II isolado) 18,47 a 21,31 c 18,78 de

As médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao apresentam
diferéngas significativas. pelo teste de Tukey a 5%.

¢ C.coffeanum +** C. gloeosporioides
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Este no entanto ndo apresentou severidade comparédvel ao da CBD, a
qual em 20 dias induz morte total em pladntulas susceptiveis (VAN
DER VOSSEN et alii, 1976). A linhagem da cultivar Mundo Novo
apresentou um indice de doenga inferior as demais. Este fato é
relevante uma vez que, foi em uma linhagem desta cultivar
constatada a presenca de C. coffeanum no municipio de Cristais, o
que mostra frhgilidade das progénies e linhagem testadas quanto
a resisténcia a fungos do género Colletotrichum, o que pode
limitar o uso deste material em futuros programas de melhoramento
visando resisténcia a fungos do referido género. RODRIGUES et
alii (1992), também observaram susceptibilidade em progénies de
Sarchimor, Catimor e Mundo Novo, quando inoculadas com isolados
que causam a CBD. Sendo que a progénie de Mundo Novo foi
susceptivel aos isolados de Malawi e Angola, e resistente ao
isolado do Quénia, fato que os autores atribuem a existéncia de

ragas fisiolb6gicas de C. coffeanum.

4.3.2 Patogenicidade em frutos verdes destacados

As porcentagens médias de frutoé verdes infectados aos
14, 21, 28 e 35 dias apés a inoculacdo com os dois isolados e
dgua encontram-se na tabela 9,

Nota-se uma maior porcentagem de frutos afetados aos 14
dias apbs a inoculagdo da progénie UFV 973 (Sarchimor), com uma

ligeira superioridade para os frutos inoculados com C}
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Tabela 9 - Porcentagem média de frutos afetados em ensaio sobre a

patogenicidade dos isolados sobre frutos verdes, ESAL,

Lavras - MG, 1993,

6 Mundo Novo
7 UFV-1075

8 UFV-973

9 UFV-1603
10 UFV-3869
11 UFV-3869
12 Mundo Novo
13 UFV-1075
14 UFV-973

15 UFV-1603
16 UFV-3869

17 UFV-3894

% DE FRUTOS AFETADOS

14 DIAS 21 DIAS 28 DIAS 35 DIAS
(Controle) 0,00 b 0,00 e 0,00 f 0,00 e
(Controle) 0,00 b 0,00 e 0,00 f 0,00 e
(Controle) 0,00 b 0,00 e 0,00 f 0,00 e
(Controle) 0,00 b 0,00 e 0,00 f 0,00 e
(Controle) 0,00 b 0,00 e 0,00 f 0,00 e
(Controle) 0,00 b 0,00 e 0,00 f 0,00 e
(I isolado®) 6,41 ab 16,96 ab 28,33 abc 35,56 b
(I isolado) 13,70 a 21,56 ab 33,88 ab 59,61 a
(I isolado) 7,15 ab 11?22 abc 14,91 bcde 23,63 be
(I isolado) 5,91 ab 11,72 abc 18,79 bed 27,18 bc
(I isolado) 2,63 ab 6,68 bcde 12,67 «cde 15,16 «cd
(I isolado) 0,63 b 2,67 cde 8,52 de 15,60 bcd
(11 isolado**) 2,67 ab 3,19 «cde 11,22 ' cde 21,89 bc
(IT isolado) 14,86 a 25,78 a , 48,98 a 70,61 a
(I1 isolado) 6,67 ab 8,70 abcd 10,54 cde 15,54 «cd
(IT isolado) 11,22 a 19,25 ab 26,58 abc 32,36 bc
(IT isolado) 5,13 ab 11,45 abc 17,40 bed 21,07 bc

b 0,63 de 3,39 f 4,94 de

18 Mundo Novo (11 isolado) 0,00

médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas
diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5%.

t C. coffeanum

¥**xC. gloeosporioides

nao

apresentam



gloeosporioides. Tal observacdao se repetiu nas outras leituras
chegando préximo a 71% de infec¢ao aos 35 dias apés a inoculagdo.
As demais progénies apresentaram graus intermedidrios de infeccdo
com destaque para a progénie UFV 1075 (Cavimor), porém nesta o
isolado de C. coffeanum se mostrou mais agressivo. A linhagem
de Mundo Nqvo apresentou em todas as leituras um menor
porcentagem de frutos infectados, a exemplo do que ocorreu no
teste de inocula¢dao em pldntulas. As progénies de Catimor
apresentaram uma menor porcentagem de frutos infectados que as
demais, efeito contrdrio ao ocorrido no teste com plantulas.

As lesovs formadas sobre os frutos foram superficiais,
nao ating:ndo os tecidos internos dos mesmos, comportamento
verificado também por VARGAS & GONZALEZ (1972) em seus estudos de
inoculagcao de frutos verdes com Colletotrichum sp, agente da
mancpa manteigosa na Costa Rica. Tal fato, aliado a uma
patogenicidade semelhante entre os dois isolados aqui estudados,
reforca a hipdtese de que o isolado de €. coffeanum nao seja
agente da CBD. Os resultados obtidos foram superiores aos obtidos
por FEITOSA et alii (1977), que obtiveram um mdximo de 23% de
frutos afetados em seus estudos com 70 isolados de Colletotrichum
obtidos de ramos e frutos de cafeeiros.

As progénies de Catimor, Sarchimor e Cavimor e a
cultivar de Mundo Novo testadas se mostraram todas susceptiveis
aos dois isolados, a exemplo do que ocorrev no teste com

plantulas. Portanto a mesma considerag¢ao sobre futuros trabalhos
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em melhoranento pode ser feita, uma vez que o teste com frutos
verdes destacados é uma das formas mais confidveis de se avaliar

a resisténcia (BOCK, 1956).

4.3.3 Patogenicidade em mudas

0 isolado de €. gloeosporioides nédo se mostrou
patogénico a nenhuma das progénies e linhagem testadas na fase de
muda. J4, o isolado de C. coffeanum induziu o aparecimento de
lesoes nas folhas, o que possibilitou a quantificacdo das mesmas.
Estas lesOes se iniciam por pequenos pontos nao necréticos sobre
a epiderme superior das folhas jovens, a qual fica ligeiramente
deprimida, mais facilmente visivel em contraste de luz. Sintomas
estes idénticos aos descritos por VARGAS & GONZALEZ (1972), para
a mqncha manteigosa. Este fato, que acrescido das observgoes
morfolégicas, nos leva a crer que o isolado de C. coffeanum aqui
estudado € agente da mancha manteigosa.

Na tabela 10 estd representada a anélise estatistica
dos dados referentes ao nimero médio de lesdées formadas por folha
nas progénies e na linhagem testadas. Nota-se que todas as
progénies apresentaram um grande ndmero de lesoes por folha, com
destaque para a progénie UFV 1603 (Catimor Fq), que, foi
estatisticamente superior as demais ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. A linhagem de Mundo Novo

apresentou um nimero de lesoes por folha bem préximo a progénie
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Tabela 10. Ndmero médio de lesoes por folha em teste de
patogenicidade com Colletotrichum coffeanum, ESAL,

lavras - MG, 1993.

PROGENIE/LINHAGEM LESOES POR FOLHA

Badic s s T T e
2 = UEV=973 . 24,64 bc

3 - UFV-1603 43,91 a

4 - UFV-3894 37,50 ab

5 - Mundo Novo LCP 379/19 37,26 ab

As médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo apresentam

diferenga significativa pelo teste de Tukey a 5%.

UFV 1603, o que confirma a susceptibilidade desta <cultivar ao

patégeno em estudo, na qual foi constatada a presenga da
enfe?midade.

Os valores obtidos estao pr6ximos aos obtidos por

VARGAS & GONZALES (1972), em seus estudos com o agente da mancha
manteigosa.

f Os resultados expostos confirmam as observagoes feitas

anteriormente, com relacdo a suceptibilidade das progénies e da

cultivar testadas a8 C. coffeanum.

4.4 Efeito da inoculacao dupla e da concentracdo do inéculo

0 efeito da inoculacdo dupla dentro de cada
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concentracao de inéculo para folhas jovens e velhas encontra-se
na tabela 11. Nota-se que nao houve diferenca significativa pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade entre a inoculacdao dupla
ap6s 48 horas e inoculacgao simples para as trés concentragdes de

in6culo, tanto para folhas jovens como para folhas velhas.

Tabela 11. Nimero médio de lesdes formadas por folha jovens e
velhas 1inoculadas com trés concentragoes de |.C.

coffeanum com e sem inoculagao dupla, ESAL, Lavras -

SIMPLES 79,01 a 101,76 a 54,07 a 21,19 a 26,44 a 12,88 a
DUPLA 114,01 a 81,32 a 69,07 a 24,44 a 15,01 a 16,31 a

As médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao apresentam

diferengca significativa pelo teste de Tukey a 5%.

A figura 2 ilustra o efeito da concentracao dentro dos
tratamentos com e sem inoculac¢ao dupla apés 48 horas, para folhas
jovens. O tratamento que nao recebeu a inoculacgao dupla
apresentou um nimero maior de lesoes por folha na concentragdao de
2,5x105. Tal efeito segue a equacio de regressao estimada Y =
44,6532 - 11,0268 X + 1,4356 X2 com R? = 1,0. Para o tratamento

que recebeu a inoculacao dupla houve uma tendéncia de diminuigao



50

do ntimero de lesdes com a diminuicdo da concentragao, porém o
efeito segue a equagiao de regressdao de segundo grau estimada Y =
- 123,0816 + 58,5822 X - 5,6551 X2 com R2 = 1,0, pois nas duas
concentracoes mais baixas os valores estiveram bastante préximos.

O efeito da concentracdo dentro dos tratamentos com e
sem inoculagcao dupla apés 48 horas para folhas velhas esta
ilustrado na figura 3. Comportamento semelhante ao ocorrido com
folhas jovens foi observado nas folhas velhas. O tratamento que
recebeu a inoculac¢ao dupla apresentou um menor ndmero de lesoes
quando na concentracgao de 2,5x106. Tal efeito € explicado pela
equacao de regressao estimada Y = - 68,1108 + 31,6245 X - 3,0181
x2 com R2? = 1,0. J& o tratamento que nao recebeu a inoculacgao
dupla apresentou um maximo em nimero de lesdes na concentracgao de
2,5x105. Este comportamento é explicado pela equagdo de regressao
estimada Y = 45,5738 - 15,2761 X + 1,6689 X2 com R2 = 1,0.

Os resultados expostos revelaram que a inoculacao dupla
induziu um maior ndimero de lesoes por folhas na; concentragoes de
2,5x105 e 2,Sx104 esporos por mililitro. Na concentracao de
2,5x105 esporos por mililitro, o tratamento que mnao recebeu
inoculagao dupla foi sempre superior ao que recebeu.

BOCK (1956), em estudos com o agente da CBD demonstrou
que em suspensoes onde os esporos sdo muitos numerosos, a
porcentagem de germinagdo é reduzida, sendo que o 6timo de
germinagcao foi obtido com concentracoes entre 10° e 106 esporos

por mililitro.
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de lesoes formadas em folhas jovens com inoculagao
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Os resultados obtidos no tratamento em que nao foi
realizada a 1inoculacao dupla, tanto em folhas jovens como em
folhas velhas, corroboram c¢om os de BOCK, uma VvezZz dque na
concentragao de 2.5x10S , foi obtido um maior nimero de lesoes
por folha do que nas outras duas concentracoes. Porém quando

efetuou-se a inoculagao dupla efeito inverso foi observado.
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5. CONCLUSOES

1. O isolado de Colletotrichum coffeanum Noack apresenta algumas
caracteristicas morfolégicas idénticas &s do agente da CBD, porém

nao se trata do variante "virulans".

20 0 isolado de Colletotrichum gloeosporioides Penz. &
morfolégicamente semelhante as formas comumente encontradas no
Brasil e diferente das formas da mesma espécie presentes nos

cafezais da Africa.

3. A morfologia dos apressérios nao foi um bom parametro

morfolégico para a caracterizacao dos isolados.

4, Todos dois 1isolados se mostraram tolerantes as dosagens de
cobre testadas, necessitando de maiores estudos para se chegar
a resultados definitivos sobre o comportamento dos mesmos em

relagcdo a esse produto.
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6. RESUMO

0 presente trabalho teve como objetivos a
caracterizacao morfologica e averiguacao da patogenicidade de
isolados de Colletotrichum sp. obtidos de regioes cafeeiras do
Estado de Minas Gerais, bem como verificar o comportamento dos
mesmos quando submetidos ao crescimento em meio de cultura
contendo concentragoes crescentes (0, 2.5, 5, 10, 20, 30, 100ppm)
de fungicida clprico, a fim de se estabelecer um confronto com os
dados contidos na literatura sobre a estirpe pégogénica agente da
CBD presente nos cafezais da Africa.

Os dois isolados apresentaram ¢rescimento micelial e
esporulacao normal até a concentracao de 30ppm, diminuindo
somente a 100ppm, onde nao houve formag¢ado de conidios, havendo no
entanto a formacao de clamidosporos.

O isolado identificado como C. coffeanum apresentou

producao de confdios a partir de hifas e colénias de coloracgao

cinza-esverdeada, caracteristicas que se assemelham as do agente
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da CBD desritas por MC DONALD (1926).
Para o teste de patogenicidade dos isolados procedeu-se
a inoculagcao dos mesmos em pladntulas, mudas e frutos verdes de

cinco progénies originadas do Hibrido do Timor provenientes do

Banco de Germoplasmas da Universidade Federal de Vicosa e mais
uma linhagem da cultivar Mundo Novo proveniente do Banco de
Germoplasmas da ESAL. Nenhuma das progénies e linhagem testadas
mostraram-se resistentes aos isolados dos dois fungos, o que poe
em divida a possibilidade de utilizacdao desse material em futuros
programas de melhoramento visando resisténcia & fungos do género
Colletotrichum.

C. coffeanum nao apresentou patogenicidade superior a
C. gloeosporioides em frutos verdes destacados, o que nos leva a
concluir nao tratar-se da estirpe patogénica CBD _presente nos
cafezais da Africa. Este isolado é agente da mancha manteigosa,
uma vez que em teste de inoculagdo em mudas induziu o surgimento
de lesoes tipicas desta enfermidade nas folhas dos cafeeiros.

Em ensaio adicional avaliou-se a inoculagao dupla apés
48 horas da primeira, em trés concentracoes de inéculo (2,5x106;
2,5x10° e 2,5x10% conidios por mililitro) do isolado de C.
coffeanum. Quando nao se efetuou a inoculacao dupla a
concentragﬁo que induziu maior nimero de lesdes por folha foi a

de 2,Sx10S conidios por mililitro.



7. SUGESTOES

Com base neste trabalho evidencia-se a necessidade de
maiores estudos envolvendo isolados de Colletotrichum coffeanum.
Sugere-se trabalhar com diversas concentra¢oes de inéculo,
procurando-se desta maneira relacionar o ocorrido na concentracéao

de 2,5 x 10% esporos/ml com a existéncia de resisténcia induzida.



8. SUMMARY

The main objectives of the present work were the
morphological characterization and investigation of the
pathogenicity of Colletotrichum sp strains in coffee growing
regions of Minas Gerais, as well to verify the behavior of
thenselves when subject to growth in culture medium containing
growing concentrations (0, 2.5, 5, 10, 20, 30, 100ppm) of copper
fungicide, in order to establish a comparison with the data
obtained in the literature about the pathogenic strain, agent of
CBD present in Africa’s coffee plantations.

The two strains showed both mycelial growth and normal
sporulation up to concentration of 30ppm, decreasing only at
100ppm, where there was no conidial formation, ocurring,
nevertheless, formation of chlamydospores.

The strain identified as C. coffeanum presented
conidial production from hiphae and grey-greenish colored
colonies, with characteristics resembling those of the CBD agent

described by MC DONALD (1926).



For the pathogenicity test of the strains, the
inocculation of themselves was performed in seedlings, cuttings
and green berrys of five progenies from Timor Hibrid, proceeding
from the Germoplasm Bank of the Universidade Federal de Vigosa,
and a further line of Mundo Novo cultivar proceeding from the

ESAL Germoplasm Bank. None of these progenies and line tested

revelead themselves resistent to the two strains of the two
fungi, which arraigns the possibility to utilize that material in
future breeding programs, objectiving resistence to
Colletotrichum genus fungi.

C. coffeanum did not show pathogenicity superior to C.
gloeosporioides in detached green berries, which led us to
conclude that it is not related to the CBD pathogenic strain
present in Africa’s coffee plantatiqns. This strain is the agent
of blister spot, and once under inoculation test in cuttings, it
induct the the development of typical lesions in coffee tree
leaves.

In an aditionmal trial, the double inoculation was
evaluated after 48 hrs from the first one, in three
concentrations of inoculum (2,5x106; 2,5x105 and 2,5x104 conidia
per ml) of the strain of €. coffeanum. When the double
inoculation was not undertaken, the concetration which induced
greatest number of lesions per leaf was that of 2,5x10S conidia

per ml.
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