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1 RESUMO

A cercosporiose do cafeairo, causada por Cercospora coffeicola Berk e
Cooke, é uma doenca importante porque prgudica 0 desenvolvimento do  cafediro,
princpamente em condigdes de vivero, pda intensa desfolha ragquitismo e araso no
crecimento. Em 1998, notou-se, em uma propriedade em Santa Jliana, Minas Gerals, intensa
desfolha de plantas no campo e presenca de manchas grandes e tipicas daqudlas causadas por
Cercospora, e 0s exames das lesdes mostraram conidios longos, mais finos na sua epessura,
hidinos e multissptados, sendo a morfologia dos conidios diferente da verificada no materid
provenientes de Paracatu, Monte Cameo e Santa Juliana, cidades Stuadas em Minas Geaals,
en 1986. Esss diferencas goresentadas na morfologia dos conidios foram  aribuides a
hipéteses, como a influéncia do ambiente, em funcéo da época do ano ou a exigéncia de mas
de um género do fungo provocando sntomas semehantes nas folhas dos cafeeiros. Os estudos
redizados para caracterizar os isolados de Cercospora do cafedro, coletados em diversos
municipios dos edados de S0 Paulo e Minas Geas, dravés da patogenicidede, morfologia
dos conidios fidologia técnices moleculares e sendbilidade a fungicidas, indicaam  a

inexigténcia de correlacdo entre esses parametros.



Na caracterizacdo morfolégica dos conidios, foram detectados trés
grupos de isolados, resultantes da associagdo, individud, das dimensdes maores intermediaias
emenores do comprimento, largura e nimero de septo dos conidios.

No tocante da caracterizacdo fidologica, ndo foi condatada corrdacéo
entre o crescimento micdia dos isolados e a producdo de conidios nos meios de cultura de V-8,
extrato de pé de café extrato de folha de café, e de cenoura. O meio de V-8 proporcionou maor
esporulacéo do fungo.

Nos testes “in vitro’, verificorse que a concentracdo minima inibitdria
diferiu, em funcdo dos produtos testados (azoxydrobin, benomyl, chlorothdonil, tebuconazole,

propiconazole, oxicloreto de cobre e methaaxyl-mancozeb) e dos isoladas do fungo.



MORPHOLOGY, PHYSOLOGY, PATHOGENICITY, AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION AND SENSBILITY TO FUNGICIDE OF Cercospora coffeicola.
Botucatu, 2002. Dissartacdo (Mestrado em AgronomialProtecdo de Plantas) — Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas, Universdade Edtadud Paulista

Author: ANA PAULA ZIMBARDI LOMBARDI
Adviser: CHUKICHI KUROZAWA

2 SUMMARY

Cercospora coffeicola Beerk e Cooke is a fungus which causes an
important diseese on coffee trees resulting on leaves shedding and dowing plant development.
In 1998, one isolate was sHected in Santa Juliana, Minas Gerais State, Brazil, wich have longer
and narow spores when compared isolates collected in Paracatl, Monte Carmedo and Santa
Juliana counties, in 1986.

Studies were made to characterize and compare different isolates by
pahogenicty ted, conida morphology, growth physology, molecules characteristics and
fungicides sensibility.

By conidia morphology three groups of isolaes were characterized
differing by conidia lengh, width and number of septa Physologicd characterization showed
no corrdation between mycdium growth on different media e conidia production. The best
sporulation was observed when the fungus was growed on V-8 medium.

By "in vitro" test it was showed that minimum inhibitory concentration
for fungus growing in the presence of fungicides (azoxystrobin, benomyl, chlorothdonil,
tebuconazole, propiconazole, oxicloreto de cobre e methdaxylmancozeb) varied as a function
of isolates.

Key words Cercospora coffeicola, coffee, characterization



3 INTRODUCAO

A cercogporiose do cafeeiro, causada por Cercospora coffeicola Berk e
Cooke, € uma doenca amplamente disseminada nas Américas e rdatada, pea primera vez, no
Bradl, em 1887 (Godoy et d.1997). Traa-se de uma doenca importante porque preudica o
desenvolvimento do cafedro, principdmente em condigdes de viveiro, pea intensa desfolha,
raquitismo e daraso no crexcimento. Em plantas adultas, €a pode provocar intensa desfolha
com reducdo da produtividede e na qudidade da sua bebida (Ferndndez-Borrero et d.,1982).
Esses danos sfo acentuados principdmente se a cultura for conduzida em condicbes ambientais
de baixa temperatura, dta umidade, ventos frios e em solos com deficiéncia de nitrogénio.

Em 1996, condatou-se dta incidéncia de cercosporiose nos cafezas
dos municipios de Paracatu, Monte Camedo e Santa Juliana, no estado de Minas Geras As
folhas, coletadas nessas regifes, apresentavam  Sintomaes  tipicos de  cercosporiose, mas 0S
conidios presentes ndo eram tipicos de Cercospora. Ido porque invés de conidios longos
hidinos e multissptados, os conidios eram cutos, mas largos e com menor nimero de septos,

aém de ndo serem hidinos (Chukichi Kurozawa, informaco pessod).



Em 1998, notorse, em uma propriedade em Santa Jlliang, Minas
Geaas, intensa desfolha de plantas com dguns meses no campo e presenca de manchas
grandes e tipicas daguelas causadas por Cercospora. As mudes foram introduzides do estado
de Sfo Pallo. Os exames em ladboradrio modraram conidios longos, mas finos na sua
espessura, hidinos e multiseptados. Portanto, a morfologia dos conidios era diferente daguela
veificada no maerid provenientes de Paracatu, Monte Cameo e Santa Juliana, cidades
Stuadas em Minas Gerals, em 1986. Essas diferencas gpresentadas na morfologia dos conidios
foram aribuidas a uma das duas hipdteses:

1. O ambiente em funcdo da época do ano, edaria interferindo na
morfologia dos conidios

2. As diferencas na morfologia e na coloragdo dos conidios seriam de
géneros de fungo diferentes, os quai's causariam sintomas semel hantes nas folhas dos cafegiros.

O presente trabaho teve como objetivo caracterizar os isolados de
Cercospora do cafedro coletados em diversos municipios dos esados de Sfo Paulo e Minas
Geaas, dravés da paogenicidade, morfologia, fisologia técnicas moleculares e senshilidede

afungicidas.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1. O patdgeno e a doerca

A cercoporiose, também conhecida como olho pardo, mancha dircular,
olho de pombo, mancha de hierro, chasparria, mancha dd fruto dd café e brown eye spat, é
uma das doencas mais antigas descritas na América e foi rdatada pela primera vez no Bradl,
em 1887. O seu agente causa € o fungo Cercospora coffeicola Berk e Cooke. Os sintomas
necréticos nas folhas sSo mais ou menos dirculares, com didmetro compreendido entre 05 - 1.5
cm, de coloragédo pardo-clara com centro brancoacinzentado e crcundadas por um hdo
anado. No centro das lesdes, gerdmente gparecem peguenas pontuagdes pretas que
congtituem estruturas de frutificacdo do fungo.

Atudmente, eda doenca eda presente de forma endémica em quase
todos os cafezais das regides de dta umidade, baixa temperatura, excesso de umidade no solo,
ventos frios, insolagdo intensa, solos de baixa fertilidade, solos arenosos, que sfo as condicles
que favorecem a esporulacdo do fungo. Entretanto, a severidade da infeccdo € condicionada
também a baixas condiches nutricionas do cafediro, princpdmente de nitrogénio (Ferndndez

Borrero e d., 1982, Godoy et d., 1997) e em locas onde ha intensa aplicacio de insdticida-



fungicdida sgémico, via solo, paa o0 controle do bicho mingro (Perileucoptera coffeella
Guéin-Menéville) e daferrugem (Hemileia vastatrix Berk e Br.).

Zambolin & d. (1999) citan que em 1971, ocorreu uma perda de
producdo de 30% no Edado do Espirito Santo, devido a ocorréncia de cercogporiose. Esse fato
comprova que, dependendo da regid e da conducdo da lavoura, a doenca pode causar
condderavel preuizo. |0 porque gpenas uma Unica lesfo na folha é suficiente para causar a
ua queda, principdmente ¢ a lesdo ediver proxima a sua nervura centrd (Zambolin e d.,
1999).

Sggundo Godoy e d. (1997), a cercogporiose do cafedro €
economicamente importante, porque provoca a desfolha prematura, queda de produgcdo e
pregudica a qudidade da bebida Nos frutos as lesies surgem quando anda sfo peguencs e o
atague aumenta apos a granacdon. As lesdes permanecem aé o amadurecimento dos frutos. O
dague € maor nas pates mas expodas a insolacdo, em forma de manchas cagtanhas,
deprimidas, que se dongan no sntido das extremidades. A medida que as manches
envehecem, das assumem um aspecto ressecado e escuro, promovendo a aderéncia do
pergaminho a polpa, e pode causxy o chochamento do gréo, que dificulta o bendfidamento ou
mesmo a sua queda antes da colheta Em condigdes de vivero, as mudas sofrem intensa
defolha, araso no crecimento e ragquitismo por causa da doenca principdmente em
condigdes de exceso de expodcdo lar, subdrato desequilibrado em rdacdo aos nutrientes e
subgrato compactado (Zambolin e d., 1999). A desfolha ocorre pea grande producéo de

etileno no processo de necrose.



4.2. Etiologia da doenga da Cercospora coffeicola

C. coffeicola € um fungo mitospdrico, que € uma dassficacéo atificid,
petence a “dassfformd Hyphomycetes, “ordemforma Monilides e “familigforma’
Dematiaceee (Agrios, 1998; Barnett e Hunter, 1998). O fungo forma estruturas denominadas
esporodoquios, que conddem de agregagdes de conididforos mas curtos produzidos numa
superficde edromaica, com formacdo de conidios nas extremidades Edtas estruturas possuem
coloracdo excura e B0 formados no centro das lesdes, onde os conididforos septedos e
clindricos em fasticulo mas ou menos compactos. Conidiogporos (Smpodulosporos)  longos,
Septados, coloracdo hidina e escura, obclavados ou cilindricos, retos ou curvos, 0s quas @
srem dedtacados dexam cicatrizes nos conidiosporos (Banett e Hunter, 1998). O fungo
produz conidios hidinos multissptados, com 100-270m de comprimento por 3-4m de diametro,
dilando-se paa a extremidede digd (Godoy e d., 1997). Segundo FerndndezBorrero e 4.
(1982), a cor do micdio cultivado “in vitro” pode vaiar de preto-esverdeada, no inicio do seu
desenvolvimento, a brancaleitosa ou parda-escura no find. No centro da colénia, a coloracéo €
gradativamente careada pda formacdo de um aglomerado de coniddforos com conidios e a
colénia promove um avermehamento do meio de culturade BDA no fundo da placa de Petri.

Sgundo Mitov (1971), as coldnias possuem coloragéo pardo-escura e
gradudmente o centro darda-se e forma um aglomerado de conidios e conididforos O autor
descreve que os conidios de C. coffeicola sdo hidinos septados, com 20-95 x 3555 mde
comprimento X largura, respectivamente, aderidos aos conidiGforos  septados,  pardo-clara,
formato aredondado e com 2595 m de comprimento. Mitov condatou, em dguns paises

grandes diferencas entre as medidas, das manchas, dos conididforos e conidios. Na india, os



conidios variavam de 40-60 x 354 m contendo de 2 a 3 septos, nes Antilhas, de 70-130 x 5
7me na Guatemda, as manchas eram pequenas com diametros de 2 a 3 mm, conidios de 75 x 3
me conidiéforos bagtante compridos de 100 - 300 m Na variedade Coffea arabica typica, assm
como na vaiedade Caurra, Mitov (1971) observou manches com didmetro de 15 - 20 an
com um centro branco em forma de ponto que as diferencia das manchas causadas por C.
coffeicola typica. Os conidios produzidos nestas manchas eran maores e vaiavam de 26,5 -
2365 x 45 - 65 m dguns dcancavam o comprimento de aé 370 m contendo mas de 20
septos transversais. Em dgumas ocasifes, os conidios estavam bagtante curvados enquanto que
a base da primera cdula era quase reta Os conididforos tinham a mesma cor que os de C.
coffeicola typica, mas eram menos curvados, embora na maoria dos casos fosse quase reto,
com a cdula apicd ligaramente aredondada. O autor concuiu recomendando que
caacteridicas goresentadas pelo fungo merecem um estudo mais gprofundedo para determinar

se hddguma corrdlaco dainfecgéo por ascosporos ou por agumaformaespecid do patdgeno.

4.3. Esporulagao do fungo

Em gerd, as egpécies de Cercospora caracterizam-s2 pdo crescimento
lento e por raramente ou nunca esporularem em meio de cultura (Nagd, 1934). Esses faores
dificutan  a sua dasdficacdo, biologia estudos gendticos, ditologicos, bem como a
identificacdo da espécie, inoculagbes cruzadas e trabdhos de deteccdo de resisténcia das
plantas a estes patdgenos.

A ocompos¢do do meo de cadtura influencda o ceximento, a
morfologia da coldnia e a esporulacdo da Cercospora sp. (Queiroz e Menezes, 1993). Vaios

trabahos mostram que os meios de culturas naturais, como decoctos e sucos feitos de folhas ou
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pates do tecido do hospedero sfo mais favoraves a esporulacdo de egpécies de Cercospora
(Diachun e Vdleu, 1941; Kilparick e Johnson, 1956; Murekishi et d., 1960; Berger e Hanson,
1963, Stavely e Nimmo, 1968; Chen & d., 1979; Siva & d., 1988). O fato de um subgraio ser
congderado adequado para o crescimento micdid de um fungo e nem sempre bom para a ua
esporulacdo, foi evidenciado em outros fitopatdgenos (Lilly e Barnett, 1951, Hawker, 1950,
1957; Cochrane, 1958; Griffin, 1994). Gerdmente, a producdo de conidios ocorre quando ha
uma exaudéo do meio de cultura, resultante da utilizacdo dos nutrientes pelo fungo, durante a
fase de crescimento vegetativo (Rosa e Menezes, 2001). Associadas a este processo podem
ocorrer dteragbes na composcdo do meio peos metabdlitos secundaios liberados peo fungo
(Rosa e Menezes, 2001). Segundo Hawker (1957), a mudanga no crescimento vegettivo, para
a eporulacdo, depende principdmente do grau de mauridade do micdio, acderado ou inibido
pelas condigbes de cultivo. De acordo com Griffin (1993), a esporulagdo € um proceso de
diferenciacB mas egpecifico, no qud a odulas reprodutives etéo envolvidas por
modificagbes morfoldgicas, fisoldgicas e bioquimicas.

Segundo FernandezBorrero et d. (1982), C. coffeicola é facilmente
isolado em meio de cultura, como ocorre com a maoria das egpécies do género Cercospora,
mes € dificl a sua egporulacdo “in vitro’. Hawker (1966), citado por Buitrago-Jaramillo e
Ferndndez-Borrero  (1982), verificou a exigéncia de interagbes entre substrato, temperatura,
regime de luz e pH, assm como a radiacdo ultravioleta, que condicionam a producéo de
conidios por Cercospora spp, hos meios de cultura,

Segundo dados da literatura, o crescimento de Cercospora € favorecido

em meo de cultura a base de mdte, cenoura e suas folhas ou mesmo suco de vegetais. Mas, em
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condigdes de camara de crescimento, em meio de cultura, o fungo se desenvolve mehor com o
aumento de horas de luz di&ia, onde a esporulacéo € mais abundante.

Echedi (1959), segundo Dd Pdoso et d. (1988), com o objetivo de
encontrar um meio de cultura que pomova uma boa esporulagdo da C. coffeicola, testou vérios
deles, compogtos de diferentes partes vegetais do cafedro e de outras plantas, e observou maior
esporulacio do fungo no meio de folha de cenoura-dgar a 24°C, em quatro dias, onde o regime
de luz néo afetou a esporulacéo do fungo.

Buitrago-Jaramillo e FernandezBorrero  (1982) citan  trabdhos de
Cadaio (1956) e Sddigi (1970). O primero autor conseguiu boa esporulacéo de C. coffeicola
em BDA ndo adidificado, previamente umedecido, e incubado a 24°C, enquanto que 0 segundo
Nao conseguiu obter a esporulagéo do fungo em BDA.

Dd Pdoso et d. (1989), edudando o efeto de diferentes meios de
cultura na esporulagcéo de C. coffeicola, concluiram que o regime de iluminacdo e o meio de
cultura sfo importantes na eporulacdo. O regime de iluminagdo continua foi mals indicado
para induzir a egporulacdo. Entre os meios de cultura tesados, o melhor meio foi 0 suco de
vegetas + Pawvit M, nos regimes de iluminacdo continua ou dtenada (9 horas de luz,
dternada com 15 horas de escuro). A maor eporulacdo foi constatada na avaiagcdo aos 7 dias
de incubacd e uma substancia reducdo na avdiagdo redizada aos 14 dias. Os autores
verificaram baixa correlacéo e negetiva entre esporulacdo e didmetro das colonias.

Del Peoso et d. (1989) condaaram anda que a adicdo do Panit-M
proporcionou  maor eporulagdo de C. coffeicola, pdo suprimento de sas mingas

amino&idos e vitaminas. Esses pesquisadores admitem que o Pawit-M  (formulacdo em
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drégess), aparentemente, foi superior a liquida quanto ao fornecimento de vitamina C, fodfao
di-basico de cdcio, sulfato ferroso e iodeto de potéssio.

Buitrago-Jaramillo e FenandezBorrero  (1982) obtiveram  maxima
esporulacdo no meio de FCA (folhas de café-agar), exposto a 9 horas de luz e 15 horas de
escuro. Os resultados obtidos em diversos experimentos sugerem que a luz é essencid paa a
sintese de subgtdncias que induzem atividades esporogénicas durante os primeros oito dias de
incubacdo.  Segundo Hawker (1966), ditado por Buitrago-Jaramillo e FerndndezBorrero
(1982), a esporulagéo ohtida pelas diferentes seqiiéncias de luz e escuro pode ser resultado de
uma modificagdo da capacidade de esporulacdo do fungo em resposta a uma troca na
cgpacidade de sintetizar d gumas enzimas necessarias.

Nagd (1934) obteve esporulacdo abundante de C. beticola em meo de
fohas de beterrdba-agar, enquanto que, em baaadextrose-dgar, houve maor crescimento da
colénia e peguena producdo de conidios. Kilpatrick e Johnsosn (1956), trabdhando com véaias
epécies de Cercospora, obtiveram esporulacdo em adbundancia em meio de decocto de folhas
de cenouradgar: C. canescens, C. brachiata, C. penniseti, C. zebrina e moderada esporulagéo
da C. capsici, C. kikuchi e C.sorghi. Murskishi e d. (1960) verificaram abundante esporulagéo
de C. apii no meo de decocto de folhas de cenouradgar e obtiveram duas a trés coletas e
producdes sucessivas de conidios.

Queiroz e Menezes (1993), Chen & d. (1979) e Cooperman e Jenkis
(1986) comprovaram que 0 meo de V-8 é o mdhor para a esporulacdo de vaias espéecies do
género Cercospora, tanto na presenca como na ausencia de luz. Queroz e Menezes (1993)
conseguiram a maior esporulacdo de C. nicotianae no mao de V-8, em regime de 12 horas de

luz e 12 horas de escuro.
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Savey e Nimmo (1968) verificaram a egporulacio de C. nicotianae em
meao sEmi-Hetivo contendo DL-Leucing, sacarose, extrato de leveduras, nutrientes mineras e
&gar em meio de suco de V-8.

Smith (1971) condatou eporulacdo em abundancia de C. arachidicola
em meo de extrao de avea agar, embora ete meo diferisse, quanto ao modo de preparo e
quanto as quantidedes de folhas de amendoim e de fainha de avela, do meio utilizado por
Abdou (1966).

Vega (1973) conseguiu mehor esporulacdo de C. sojina nos meios de
uco de V-8&ar e fainha de aveadgar, que em batatadextrose-égar e decocto de folhas de
cenouradgar, gpesar de ter verificado que este fungo, diferentemente de outras espécies de
Cercospora, esporulava facilmente em melo de cultura

Loch et a. (1975) veificaram grande viabilidade quanto a esporulacéo
de C. capsici nos meos de extrao de folhas de pimentdoégar, semi-sntético de Stavdy e
Nimmo e suco V-8-agar.

Cagtro e Codho (2000) obtiveram mehor esporulacddo da C. cruenta em
meo de cenouradextrose-&gar, 0 que demondra que este fungo possui habilidede em utiliza-lo
agmilando as subgéncias encontradas, suprindo as  exigéncdias metabdlicas paa o
desenvolvimento em meio  atificid. Estes autores verificaam também que a producdo dos
conidios comegou no 5° dia, ocorrendo o pico de esporulacdo no 8° dia de incubacio b regime
de luz continua Com o decdlinio da esporulecio gpds cato periodo de incubacdo do fungo,
houve a tendéncia destes meios propiciarem a formagdo de hifas estéreis (Lilly e Barnett, 1951)

0 que preudicou os resultados para a esporulacéo do fungo.
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A esporulacdo em epécies de Cercospora tem sSdo corrdlacionada com
a técnica de plagueamento do fungo em meios de cultura Nage e Dietz (1932), trabahando
com quatro espécies do fungo, verificaram que a esporulacdo ocorria somente quando as cepas
eram recentementes isoladas. Nagd (1934) concluiu que, em gerd, por tranferéncia de micdio
o fungo produzia somente hifas estéreis em meio de cultura, enquanto que, por transferéncia de
esporos, produzia colonias eporulantes. Goode e Brown (1970) verificalam que 0 uso de
conidios de C. citrullina paa o isolamento era importante para encontrar isolados com a
combinacéo de caracteres geneticos desg ados e com boa esporulago.

O periodo de egporulacdo também conditui uma importante informacéo
e vaia de acordo com a esgpécie em estudo. C. manihotae Chupp (1953) goresenta maior
esporulacdo entre 0 3° e o0 8° dia de incubagdo, C. henningsii, entre 0 3° e 0 72 diae C. caribaea,
atingiu o gpice de eporulacdo no 6° dia (Ribeiro et d., 1997).

Além do meo de cultura utilizado, a luz tem modrado grande influénca
sobre a quantidade de esporos produzidos em meo de cultura por muitos fungos (Moraes,
1977). Banett e Lilly (1950) condataram que um isolado de Choanephora cucurbitarum
requeria tanto luz, como escuro para a formagdo de conidios. Os autores sugeriram que a luz ou
auséncia afetava duas reagbes metabdlicas ou grupos de reacles, que SB0 essencias para a
formacdo de conidios deste fungo. A luz, gparentemente inibe a reacdo B, que € essencid para a
reacé0 A, que deve ocorrer no escuro ou com a luz de baixa intensdade. A reagéo na luz deve
Ser seguida pela reacdo no escuro paraaformacdo dos conidios.

Kilpatrick e Johnson (1956), trabdhando com véias egpécies de
Cercospora, com particular atencdo a C. kikuchii, verificaram que a esporulagéo foi maior nas

culturas expodtas a luz, mas que 0 escuro ndo suprimiu completamente a esporulacdo. Berger e
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Hanson (1963) também conseguram maior esporulacddo de C. zebrina nos isolados mantidos
0b |uz continua

Savdy e Nimmo (1969) veificaamn que a egporulacédo de C.
nicotianae, em meo de suco V-8&a, foi amentada pea exposcdo condante a luz
fluorescente (I&mpada de 15 watts colocadas a 24 cm acima da superficie do meio de cultura).

Smith (1971) utilizou o regime de luz continua, proporcionada por dues
lémpadas fluorescentes de 15 waits cada, a 31 cm do nive das culturas, durante quatorze dias
de incubacdo a 28°C, e obteve abundante esporulacdo de C. arachidicola em meio de extrato de
folhas de anendoim-avaa-égar.

Loch e a. (1975) verificaan em C. capsici um maor edimulo para
esporulacdo em meio de cultura de extrao de folhas de pimentéo-&gar, a 20°C, e sob regime de
doze horas de luz, dternadas com doze horas de escuro, em camaras incubadoras providas de
s lampadas fluorescentes de 15 waits cada, locdizadas a 10 cm de digéncia do meio de

cultura

4.4. Patogenicidade
Segundo Cagtand (1956), citedo por FerndndezBorrero et d. (1982), C.
coffeicola penetra nas folhas aravés dos etdmatos e as hifas colonizan o tecido inter e
intracdlulamente. Zambolin e d., (1999) descreve que os conidios deste fungo sfo formados
principdmente a noite e em dias frios e nublados, sendo disseminados peo vento e pda &gua
Se houver umidade rddiva suficiente, os conidios germinam e emitem tubo germinaivo que
penetra através das aberturas naturais nas faces inferior e superior das folhas do cafeeiro. As

cdulas a0 redor do locd onde houve a pendracdo do padgeno sofrem inicidmente uma
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plasmdlise, que as tornam trandlcidas e ddimitadas gpenas pelas paredes cdulares, razéo pda
qual gparece o tecido centrd dalesdo descorado.

As condigbes de temperaiura mais baixa associadas a dta umidade gpds
a inoculagdo assumem importancia rdevante no desenvolvimento da cercogporiose (Bitancourt,
1958; Gdli e Carvaho, 1980; Indituto Braslero de Café, 1985).

Segundo Welman e Quesada (1951) e Echedi (1959), os esporos de C.
coffeicola requerem um filme de &ua livre para germinar e temperaura de 24 a 30°C, para 0
crecimento e germinacd. Casda e Bracdo (1981) inocularam C. sojina em plantas de soja e
mantiveram sob dta umidade rddiva, proporcionada por cobertura de plagtico, por 48 horas ou
aé a avdiacdo find (Casda ¢ d., 1981). A temperatura na casa de vegetagdo variou entre 20°C
e 30°C. Nessas condigdes, ees obtiveram desenvolvimento da doenca.

O efdto da luz sobre 0 desenvolvimento da doenca, especidmente em
condigdes naturals, € menos efetivo que o0 da temperatura e umidade, embora se saba que a
intengdade e/ou duragdo da luminosdade pode aumentar ou reduzir tanto a suscetibilidede das
plantas "ainfeccdo como a severidade da doenca (Agrios, 1988).

A intenddade da cercosporiose no cafediro € influendada peo
ombreamento, sendo maor em platios inddados em pleno 0l (Echedi, 1959; Indituto
Brasleiro do Café 1985, Almeda 1986). Quesada (sd.), citado por Echedi (1959), condatou
gue ceafediros inoculados e matidos na sombra, por vaios meses, ndo exibiram dntomas da
doenca, enquanto que as plantas expodas a0 0l goresentaram grande quantidade de manchas
causadas peo patdgeno. Umas das posshilidades levantades pdo autor € que o padgeno
penetrou na planta antes da Ua exposcédo a0 0, mas nd houve nenhuma comprovacéo.

Echedi (1959) obsarvou os mesmos resultados obtidos por Quesada, onde a penetracéo dos
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fungos ocorreu aravés dos estbmeatos € em maor freqliéncia, nas plantas expostas ao sol. O
autor congderou que as plantas expostas ap 0l s umedecem e secam com mais facilidade que
as expogtas a sombra, favorecendo a penetracdo do fungo.

Quanto aos métodos de avdiacdo das egpécies de Cercospora do teste
de paogenicidade, ha diversos sstemas, ecdas e indices utilizados como: nimeo de lesdes
por folha (Echedi, 1959; Cdpouzos e Sdlknecht, 1967; Judd e Peterson, 1974; Vega e Kimai,
1976; Casda e Brancéo, 1981; Coopaman e Jekins 1986); proporcédo de plantas doentes (
Miller, 1969); proporcdo de desfolha (Echedi, 1959) e indice de infeccdo — rdlagdo entre
produto do nimero de lesbes e 0 nimero de folhas doentes e o nimero totd de folhes
(Fernandez-Borrero e Lopez-Duque, 1971; CadenaGomez, 1982). Esses méodos embora
sgam praicos e rdpidos, em mutos casos, perdem a precisio por serem, na maoria, arbitrarios

(Ferndndes, 1988).

4.5. Controle quimico

Gavez (1979), a0 tedar a dficiéndia de quatro fungicidas para 0 controle da
cercogporiose do cafedro agplicados a cada 21 dias, concluiu que os mas eficientes em ordem
decrescente, foram: Bayleton, Trimiltox Forte e Daconil. O Benlate ndo agpresentou boa eficiéncia
guando comparado com outros produtos testados. No entanto, Fernandez —Borrero e d. (1982), a0
tesar diversos fungicidas, visando o controle quimico da cercosporiose em mudas de cafedro em
viveiro, conduiram que o0 Benlae agoresentou desempenho superior em comparacdo aos demals,
uma vez que reduziu a infecgdb e a desfolha em nives dgnificativos Os  ditiocarbamatos
gpresentaram  também boa eficiéncia no controle da doenca e ndo prgjudicaram o desenvolvimento

das mudas.



18

Mitov (1971) cita que, na india, temse notado danos nes plantas novas ao
pulverizar com cdda borddesa e por isso recomenda sua agplicacdo somente nas plantas
desenvolvides

FernandezBorrero e LopezDuque (1971), edudando o efeito da adubacéo
e da aplicacdo de maneb no controle da cercosporiose do cefedro, concluiram que tanto o
nitrogénio como 0 maneb diminuiram sgnificativamente aincidéncia e a porcentagem de cesfolha

Pozza e d. (1997) tedaram véios fungicides em condigbes de viveiro,
empregando mudas de cafedro, para o controle do olho pardo, e concuiram que os mehores
tratamentos foram chlorothdonil  (1000g ia/ha) e macozeb + Odeo mined (1600 g
i.a/hat400mi/ha). Observaramse anda um efdto podtivo na reencdo de folhas quando s
golicou o oxicloreto de cobre a 1500g i.a/ha, 0 que amenizou 0 problema da desfolha causada pela

doenca

4.5.1. Egtrobilurinas

Na década de 60, descobriramse as propriedades antibidticas de um
grupo de fungos superiores, cogumelos comedtivels, petencentes a sub-divisito Basidiomycota,
classe Basdiomycetes, ordem Agaricales e familia Tricholomataceae, possuindo 147 géneros
com 101 snonimias e 2347 expécies, destacado-se duas de suas espécies devido a sua acéo
anti-fungica. Srobilurus tenacdlus (Pers: Fr,) Sing e Oudemansidla mucida (Sched.: Fr.)
Hohn. Eles sobrevivem nas floretas europdas, competindo por nutrientes com oS outros
fungos e a0 mesmo tempo iniblam a auacdo destes competidores araves de producdo de

subgténcias anti-fungicas (Lange et d., 1993).
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Os compodos nauras que originaran o0 grupo de  fungicidas
denominado como edrobilurines foram: edtrobilurines A e B extraido do fungo Strobilurus
tenacellus (Pers: Fr,) Sing e Oudemansiela mucida (Sched.. Fr.) Hohn, sendo que das
goreentam uma variada atividade bioldgica com potencid de uso completa contra  leveduras,
controlan 0 crecimento de dgumas bactérias Gram positivas, inibem o crescimento de cdlulas
humanas, de animas e uma ampla gama de fungos, induindo: Alternaria porri, Aspergillus
ochraceus, Botrytis cineria, Candida albicans, Cladosporium cladosporioides, Curvularia
lunata, Epicocum purpurascens, Mucor miehel, Neurospora crassa, Penicillium idandicum,
Penicillium notatum, Paecilomyces variotii, Phoma clematidina e Phytophthora infestans. Os
fungicides do grupo das edrobilurines auam dravés da inibicdo da cadeia respiratoria
mitocondrid, bloqueando a trandferéncia de eérons entre o citocromo b e o dtocromo ¢;
(Complexo ), sendo que eda inibicdo interfere na liberagdo de energia e consequentemente
na formacdo do ATP (Anke 1995; Frane et d. 1995; Kodler, 1998; Leroux, 1996; Ypema e
Gold, 1999).

As moléculas dos compodos pertencentes a0 grupo  das
edrobilurinas, auam preventivamente inibindo a geminacdo dos egporos dos fungos
fitopatogénicos, goresentando agdo curativa e eradicante e inibindo o desenvolvimento dos
fungos nos edadios inicias de pds-germinacdo, apresentando anda dividade anti-esporulante,
As moléculas sfo aisorvidas pelas folhas de forma gradud e condante, promovendo protecéo
na supeficie por tempo mas prolongado e difundindo-se pela folha, goresentando gerdmente,
uma didribuicdo uniforme. Com o amento da umidade (orvaho, chuva, pulverizagéo, ec), a
redigribuicio  supeficid e dsorcdo das moléculas S0 incrementadas. A estrobilurina

goresenta também  difusio trandaminar, de cdula a cdula Ou sga, quando esta molécula for
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aplicada sobre a superficie da folha, gpds certo periodo esta apresentard uma certa protecéo
também na face oposta Esta molécula modrase segura tanto no maenuseio quanto na
utilizac8o, sendo rapidamente decomposta no ambiente e néo provocando efeitos fitotoxicos

A sdetividade das edrobilurines parece estar baseeda ndo sobre
as diferencas de dtios mitocondrias dos organismos dvos, mes dm sobre as diferencas
esruturais de membranas cdulares na penetracdo e degradacZo dos fungos, vegetas e animas.
O ingrediente aivo aua em doses que ndo dingem as mitocdndrias em cdulas de plantas ou
animas, evitando riscos (Leroux, 1996; Miller, 1997).

A dickia do fungidda CGA 279202 no controle de Cercosporidium
personatum, Puccinia arachidis e Cercospora arachidicola, em amendoim, foi demodrada por
Margot et d.(1998) onde, na média de nove experimentos o fungicida apresentou para C.
personatum e C. arachidicola controle superior a 85% e paa ferrugem (P. arachidis) um
controle de 78%. O dessmpenho do azoxydrobim no controle do “Md de Sgaokd’
(Mycosphaerella musicola) na cultura da bananera foi avdiado por Sdgado (1998). O autor
concluiu que com a utilizacdo de adjuvantes, a doses de azoxystrobin mantiveram a doenca em
baixos niveis na cultura Para o controle do patdgeno Mycosphaerdlla fijiensis, Margot et d.
(1998) relataram que ocorreu um excelente controle da doenca.

Nas culturas de beteraba e cenoura, Garcia Junior (1998 ab) reaou
bom desempenho do produto, nes doses de 6 a 8g i.a/100 litros de agua no controle de
Cercospora beticola e Alternaria dauci, respectivamente, e congtatou ainda folhas verdes um
efaito fitotbnico por mais tempo.

O controle quimico da cercosporiose do cafedro foi avdiado por

Gdli (1998), onde s utilizaeam diferentes doses de azoxydrobin associadas a diferentes
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concentragbes de adjuvantes comparadas a0 tratamento padrdo da cultura com cobre.
Resultados semehantes aos de Gdli (1998), no controle de cercosporiose, foram observados
em outros expeimentos comparaivos de principios aivos, para 0 controle de fungos, porém,
no traamento com edrubiluring observou-se melhor controle da ferrugem (Hemilea vadtatrix),
Phoma (Phoma sp.) e da mancha de Ascochyta (Ascochyta .), resultando um mehor
enfolhamento das culturas com maturacdo e colheita mas uniforme. Avdiando a acéo da
chuva no desempenho do azoxydrobin para o controle da ferrugem (Hemilea vadatrix) do
cafedro, Tofoli (1998) demongtrou que a ocorréncia de 30 mm de chuva a intervdos de 60 a
120 minutos apés a pulveizacdo inteferiu pouco no desampenho do  principio  divo,

maostrando suamaior persiténcia se comparado ao oxicloreto de cobre.

45.2. Triazois

Os triazdis sfo fungicides orgénicos, em sua maoria de acéo
Sgémica de forma acropetd, sendo composto pela adicdo de radicais quimicos diferentes a
uma molécula bésca de 1,24-triazol. S0 dassficados quimicamente como: @) triazdis com
radicas ceto; triadimefol; b) triazdis com radicas ced: propiconazole e etaconazole, )
triazGis com radicas hidroxi: triadimenol, bitertanol e didobutrazole d) triazdis sem  outros
grupos funcionais: fluatrimazol (Kramer, 1986).

Com a evolugdo da agricultura nos Ultimos anos, esses produtos
foran lagamente utilizados e de red importancia, pois possuem ceata combinecdo de
caracteridicas podtivas, como: reducdo do risco da perda de eficiéncia por promover a
ingabilidade dos fungos resigentes devada fungitoxicidede a grande nimero de patdgenos

causadores de doencas importantes para agricultura como: ferrugens, oidios, e manchas foliares
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tanto em culturas olericolas como em frutiferas e em cereais; possui efeto resdud prolongado,
posshilitando maor intervdo entre as golicagbes, reduzindo 0 nimero de traamentos e de
doses, rdpida pendtracdo e trandocacdo nos tecidos evitando a lixiviagdo, permitindo boa
digribuicdo pea planta e possui acdo curativa sobre as infegfes ja iniciadas, posshilitando a
sua utilizacio com base em nives de controle pré-esabdecidos evitando-s2 gastos com
aplicagdes preventivas desnecessérias.

Quanto a0 modo de acdo, os fungicidas triazdis podem auar
como protetores ou como curativos Como protetores, a agdo toxica € exercida sobre a
germinecdo dos esporos, formacdo do tubo germindivo e no goressorio. Mas, a inibicdo é
apenas parcid, pois pode ocorrer a penetragdo do patdgenos nos tecidos tratados. Com sua
ac20 curdiva, 0 desenvolvimento de haudtdrios €lou crescimento micdid nos tecidos S0
inibidos pela presenca do fungicida

As cdulas dos fungos quando em contao com os fungicides
triazdis, acumulam eserdis como o 44-dmeil e o 4a-meil, ambos possuidores do radicd
14a-metil, provocando a indivacdo do processo de demetilacdo do lansoterol, aé compostos
intermediarios, percurssores do ergoderol (Gadher et d., 1983. Ede fato estd associado a
ocupacdo peo fungicida dos dtios aivos dedinados a ligagdo da enzima 14a-demetilase a0
citocromo P-450, que é cadizador da reecdo de oxidacdodo 14a-metil aé 14a-hdroximetil,
sendo o primeiro passo No processo da demetilacdo(Buchanauer, 1987; Henry, 1987).

Com a deficiéncia do ergosterdl e 0 acimulo de compostos
intermedi&rios haverd a inducdo da formacdo de membranas dAterndivas e a desorganizecdo da

esrutura cdular (Forcelini, 1988). A adicdo de ergosterol as céules tratadas com o fungicida



23

néo promoverd a reversio deste processo, pois as posigies a ee dettinadas sdo ocupadas por
outros esterdis (Kato, 1986).

O processo de demetilacdo é condderada como cader
fungigdtico e obtida em concentragbes ou em doses menores do fungicida Quando utilizamse
doses elevadas, condatase a ocorréncia de danos dirgtamente na membrang, dém de
dteragbes morfologicas identificadas por inchamento de cdulas, por vacuolizaCio excessva,
septacdo incompleta, gparecimento de vesiculas entre a membrana e a parede cdular, dém de
formacdo de incdusdes membranosas (Kato, 1986). Mas o principd €feito eda rdacionado a
inibicdo de demetilacdn. Segundo Buchenauer (1978 e 1987), os fungicdas compreendidos
dentro deste grupo quimico ndo afetam sgnificativamente a oxidacdo dos aglcares e a sintese
de proteinas e dos acidos nucléicos (DNA e RNA).

Atudmente, os fungicidas triazdis regidrados paa 0 usO no
Brasl <o triadmefon, triadimenol, bitetanol, propiconezole, tebuconazole,  dproconazole,
flutriafol etricidazole.

O propiconazole caracteriza-se pelo seu amplo espectro de acéo,
controlando  eficientemente  ferrugens, oidios e manchas foliares induzides por fungos dos
géneros Bipolaris, Cercospora, Drechdera, Rynchosporium e Stagonospora. Ese fungicida
tem gdo lagamente utilizado nes culturas de trigo e cevada e 0 sau uso em fruteras e
olericolas tem sdo muito pesquisada, mostrando-se amplamente possive.

O tebuconazole age de modo gmila ab propiconazole, que
representa uma evolugdo no espectro de acdo dos triazdis, por goresentar uma maior toxicidede
em rdacédo aos fungos impefetos Este fao permitiu maor utilizacdo em diferentes culturas

como, cereals, olericolas e ornamentais, Nndo gpenas para o controle de ferrugens e oidios, mas
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principdmente a0 controle das manchas foliares, causadas pelas egpécies de Alternaria e
Cercospora.

A utilizacdo dos triazis dedina-se a0 tratamento de sementes, a
parte aérea e deraiz e dos fungos de solo para o controle de doencas de plantas.

Apbds o0 desenvolvimento de triazdis de amplo espectro de acfo,
como 0s propiconazole e o tebuconazole, a eficdénda de controle foi ampliada & manchas
foliares (hemintosporiose e septoriose) e as doengas de espigas como mancha da gluma e
giberdla (Forcelli, 1987). O controle das doengas também € eficaz nas doencas em fruteiras,
peos triazdis como ferugem em nectarina (Nogueira, 1991), cercosporiose em  banandra
(Nogueirae Santas, 1992) e sarna damacieira (Brignani Neto et d., 1989).

A uilizacdo desses fungicides também se modra eficaz na
cultura do amendoim (Lopes & d., 1993), baaa e fdjéo (Goulat, 1989) e em dlericolas, como
dho (Costa e Ventura, 1989). Nesse sntido, os resultados experimentas tém demonstrado
efidéncia do difenoconazole (Dahmen e Staub, 1992) e do tebuconazole (Cavete et d., 1992),
produtos com menor nimero de gplicagbes proporcionam Gtimo controle de manches causadas

por Alternaria.

4.5.3. Benzimidazois
Os principais benzimidazdis utilizados no controle de doengas de
plantas sdo: bemonyl, carbendazim, tidbendazole fungicides tiofanaios tiofanato, tiofanto
metilico, NF-48 e fuberidazole.
O beomyl é conheddo como  metil-n-(1-butilcarbamoil)-2-

benzimidazole carbamato. Posui dividade ds@mica , com funcdo eradicante e protetora



25

contra grande espectro de doengas causadas por fungos nas mas variadas culturas, embora néo
possua acdo acaricida, € aivo como ovicida de écaros (Dep e Kldpping, 1968).

No Bradl, os fungicides benzimidazdis tém sau  emprego
recomendado para a aplicacdo a parte agrea de diferentes culturas, no tratamento de sementes,
em plantas ornamentals, em esséncias floretas no tratamento de mudas, dém de ser utilizado
amplamente na pds colheita (Compéndio, 1993).

Os organismos Vivos possuem dta capacidade de se adgptarem as
condigdes do melo ambiente. Edta adaptebilidade dos seres vivos pode ocorrer devido as
condigdes do ambiente, promovido pedas mudangas provocades pdo homem, no caso, pea
utilizacdo de defensvos agricolas Casos muito conhecidos sf0 0s de adgptabilidede das
bectérias a antibidticos, dos insetos a insdicidas e de fungos a fungicidas (Dekker, 1977). O
aurgimento de dguns fungos resdentes a fungicidas, que inicidmente eam eficientes no
controle de certas doegas, ultimamente etd se tornando um problema preocupante (Dep,
1980).

A resgéncia a benomyl no controle do oildio das curcubitacess,
caussdo peo fungo Sphaerotheca fuliginea, foi condaada por Schroeder e Provibente, em
1969, decorrido gpenas um ano da introducdo do fungicida no mercado. Bollen e Scholten
(1971) rdaaram a resgéncia do fungo Botrytis cinerea ao fungicida benomyl, na cultura do
ciclame, em condigdes de casa de vegetacdo na Alemanha, onde foram isolados de plantas
doentes uma raca tolerante a dtas concentragbes do produto. Estes autores reportam que
observaeam a ocorréncia de resgénca cuzeda também aos fungicidas tisbendazole,
fuberidazole e ao tiofanato metilico. Vargas J. (1973) condatou resultados semehantes com o

fungo Erysiphe graminis, isolado de Poa proatensis. Clarkk et d. (1974), a0 andisar isolados de
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Cercospora arachidicola e de Cercosporidium personatum, provenientes de campos de
amendoim infectados, condataram a toleréncia ao benomyl em doses dez vezes mas devadas
gue as normas. Georgopoulos e Dovas (1973) rdaaram sobre a resséncia ao benomyl pdo
fungo Cercospora beticola em beteraba agucareira, na Grécia, durante 1970 e 1972
Entretanto, em 1972, a doenca amentou rgpidamente e ndo foi controlada devido ao
surgimento de resgéncia a benzimidazdis Doves et d.(1976) concluiram que a adaptabilidede
das linhagens resgentes ndo diferia des sendiveis, vido que sua fregliéncia na populacéo
permanecia congtante, mesmo na auséncia do fungicida

Esdudando o mesmo problema nos Edados Unidos Ruppd
(1975) conduiu que as linhagens de Cercospora beticola resgentes a benzimidazdis néo
diferiam das sensives quanto a0 crecimento e eporulacdo “in vitro” ou patogenicidede e
esporulacédo “in vivo'. Mais tarde, Ruppd e d. (1980) verificaram que as linhagens resstentes
goresentavam um dto grau de perdgéncia na auséncia do benomyl, mesmo em campos onde
outros fungicidas estavam sendo usados.

A inibicdo do crescimento “in vitro’ de C. capsici isolado de
Capscum foi tetada em meo de cultura com nove fungicidas, em concentragbes variando de
50-300ppm. Kore et d. (1989) observaram que 0 crescimento néo foi inibido por oxicoreto de
cobre, zineb, mancozeb, dithianon, iprodione e captafdl a S50ppm, mes a inibicdo SO ocorreu a
dtas concentragdes. O carbendazin e o tiofanato ndo permitiram bom crescimento do C.
capsici a50 ppm.

Via de regra, as linhagens resgentes a um benzimidezol sfo resgentes

aos outros do mesmo grupo, ido € apresentam ressténcia cruzada (Miller e Hetcher, 1974,

Davidse, 1982). O mecanismo responsvel por esta corrdlacdo, segundo Georgopoulos (1982
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d), deve-se @ fao dos benzimidazdis compartilharem de um mesmo modo de agdo. Entretanto,
h4 uma excecdo, Tuyl e d.(1974) obsarvaan a ocorréncia de mutantes de Aspergillus
nidullans , resstentes a benomyl, mas eram sensiveis a thiabendazol, e mutantes resigtentes a
thiabendazol eram mai's sensivels a benomyl do que outra linhagem.

Os problemas de resigéncia relacionados aos benzimidazdis néo
eséo unicamente redtrito a0 seu usD intensvo, mas também peo fato de auarem em um Unico
stio especifico do metabolismo do padgeno, e pda maoria dos fungos possuirem edtirpes
resdentes na sua populacdo origind (Delp, 1980). O fao da resigéncia aos benzimidazdis

serem resultante de um processo de selegéo naturd também é relatado por Ghini (1987).

4.6. Caracterizacdo molecular

A identificacdo e caacterizacdp de fungos SO oS primeros
pasns, paa a redizacdo do conhecimento agprofundedo de um  determinado  patGgeno.
Tradiciondmente a identificacdo dos fungos € feta bascada em caracterigicas morfoldgicas,
mas que edtas podem levar a controvérsas quanto a identificacdo de espécies, dém destes ndo
serem  sUficientemente  acurados para separar individuos a nive  subespecificos.  Atudmente
técnicas moleculares 2o ferramentas importantes e com dto grau de precisio, sendo utilizada
amplamente na taxonomia e na caracterizacdo de fungos.

O objeivo da sgemdica de fungos é organizé-los em grupos que
fadlitem a identificacdo de egpécie e a possivd corrdacéo entre elas. Para se dcancar td
objetivo, 0 qud esd dirdamente ligado a quantidade de carecteridicas digonivels para a
andise. Deve-e resdtar que a espécie € a unidade fundamentd para a dassificacdo bioldgica,

embora hga controvérsas devido a problemas tedricos e praticos O conceto mais tradiciond
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€ 0 que ddimita a troca genética, denominado de genoespécie. Em fungos que possuem o ddo
sexud ja descrito, as genoespécies S0 todas as populagbes que podem cruzar e produzir
progénie vidvd. Ede conceto € de difidl agplicacdo nos deuteromicetos, pois nNdo possuem o
cddo sxud. Os organismos que goreentan  dmilaidades garas e que  diferem
substancidmente de outros grupos de individuos sB0 denominados de taxoegpécie. Quando 0s
dois concetos, genoespécie e taxoespécie s coincidem, formase o nomespécie (Betioli e d.,
1995).

Geadmente os fungos o dassficados em espécies de acordo
com as caacterigicas morfddgicas. Mas edte tipo de andise é deficitaia em termos de
diginguir a homologia e convegéncia (Samuds e Sffat, 1995). Eda dificuldede é muito
comum nos 95 % dos fungos, 0s quas ndo = conhecem a fase sexuada, antes agrupados na
subdivisito Deuteromycotina e audmente sendo consderados como  fungos  mitosporicos.
Edes fungos sfo agrupados pea auséncia do cdo sxud, o que ndo indica uma rdacdo
filogen&tica, mas uma convergéncdia de dguma caracteridica (Bertioli, et d., 1995). Portanto,
tas caracterigicas ndo permitem a predicdo de relacéo filogenética entre os géneros anamorfos
ou ainda entre egpécies do mesmo género (Samuds e Sieffert, 1995).

A caacteizacdo de fungos consse na determinacdo da
vaidbilidade genética interespecifica, assm como na identificacdo a nived de populacéo,
isolado ou linhagem. A caracterizacéo de fungos tem véaios objeivos tas como: ducidacdo das
reegies filogenéticas das populagbes, identificacdo de linhagens por razles préticas, como:
gpidemiologia,  monitoramento  de  patdgenos,  registro e patenteamento  de  linhagens
modificadas geneticamente, autenticacido de acessos em colegdes fungices E importante a

determinacd da variabilidade genética dos fungos fitopatogénicos, com a findidade de
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fornecer subsidios, para 0 desenvolvimento de cultivares de plantas que goresentam resigéncia
duradoura a estes patdgenos. Sendo que é vitd a obtencdo de isolados representativos de uma
determinada espécie para serem usados nos hiocensaios das plantas modificadas por engenharia
gendtica

Com 0 passr dos anos Os processos envolvidos no estudo de
fungos foran cada vez mas ofidicadas induindo o gorimoramento na microscopia dtica e
getronica, 0 desenvolvimento de meios de culturas diferencias, a cgpacidade de comparar
enzimas e metabdlitos secundaios, o desenvolvimento de técnicas imunoldgica entre outras.
Edes méodos avdian caracteridicas de expressio genbmica, podendo ser muitas vezes de
forma incongante, devido a vaiagbes fisologicas €lou ambientas A extrema pladicidade
fenotipica, observada em vaios tipos de quantificacdo, especidmente em fungos, pode
prejudicar aprecisio daandise (Bettioli et d., 1995).

O uxn de critéios morfolégicos € o0 primero paso paa a
identificacdo de dguns fungos, mas pode ndo ser completamente de forma precisa Devido a
dgumas diferencas a nivel subcdular podem ndo s expressas a nivel de caracteridticas
morfolégicas e dgumas diferencas nas caacteidicas morfoldgicas podem ser pea
ingabilidede de isolado ou de condigdes de cultivo (Feron, 1978, Schechter e Hal, 1973).
Através desta dfirmacdo, condtaase que os resultados obtidos com base nos critéios
fenotipicos devem s confirmados com as técnicas mais gpuradas , como por exemplo aravés
de métodos genéticas.

A andise direla de DNA ofereceu uma nova dimensio no
agrupamento de taxa em caracterigicas verdadeiras, ndo ujeitas a variaghes, podendo, portanto,

diferenciar  homologia de convergéncia As andisss de DNA oferecem maor precissio na



diferenciacdo intraespecifica, que via de regra, ndo pode ser dcancada de maneira consstente
dravés de apenas andises morfoldgicas do fungo. E importante enfocar que na maioria dos
casos, as classficagbes baseadas em marcadores moleculares (DNA) colaboram diretamente nas
classificaghes baseadas em dados morfol dgicos

Os marcadores moleculares esd sendo cada vez mais utilizados
paa a caacterizacdo das populagbes de fungos fitopatogénicos. Os marcadores podem ser
usados para avdiar nives de diversdade genética e rdagbes filogenéticas inter e intra
especificas, dém de identificar racas e patdtipos. Os marcadores que estdo sendo locdlizados
perto de genes de aviruléncia est@ sendo mapeados visando a clonagem destes genes e a sua
utilizacdo em programas de melhoramento genético.

A reecdo de Polimease em Cadea (PCR) consste na
amplificaco “in vitro” de regides de DNA, flanqueadas por inibidores (primers), através da
enzima Taqg DNA polimerase. A reacd0 é baseada em variagbes de temperaturas e condste em
trés etagios desnauracdo do DNA - dvo (90 a 96°C), ligacdo do primer ao DNA-dvo (35 a
65°C) e extensio enzimdica da fita de DNA recem amplificada, sendo que neste paso, dNTPs
S50 adicionados as bases complementares da fita de DNA dvo pda Tag polimerase (72°C). Os
componentes da reecdo sfo: DNA-dvo, primers, Taq polimerase, dNTPs e tampdo da enzima
(EDTA, Tris, detergente néo-ionico e MgClh). A amplificacdo do DNA por PCR permite a
replicagdo in vivo de regides sdlecionadas do DNA (Milis e Falona, 1987; Saiki et d., 1989).

A técnica do PCR proporcionou um avango muito grande no ramo
da taxonomia, i0 por oferecer resultados rapidos, precisos para a identificaco e caracterizacéo
de fungos do que quaquer outra técnica descrita A utilizacdo da técnica do PCR também pode

s utilizada para DNA fingerprinting, amplificando regides deatdrias do genoma, oferecendo
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padrbes Unicos para cada espécie ou para cada isolado (Caetano-Anadllés et d., 1991; Wdsh e
Mcddland, 1991; Willans & d., 1990). Além deste fato, edta técnica também pode ser utilizada
para amplificar regibes de DNA de segiéncia conhecidas, como genes que codificam rRNA,
genes de MDNA, genes de tRNA (Wdsh e Mc Cldland, 1991), microsadites (Chardesworth,
1994) e outro genes funcionais para a deteccdo especifica Com o desenvolvimento da técnica
de PCR, polimorfismos podem ser observados pea divagem de produtos de amplificacdo com
enzimas de restricdo. Os produtos de clivagem podem ser observados em gel de agarose corados
com brometo de etidio, ssm necessdade do Southern blot, smplificando aandise.

Recentemente, Williams e d. (1990) dexcreveran uma nova
clase de marcadores moleculares chamada RAPD (Radom Amplified Polymorphic DNA). A
técnica se originou dravés da modificacdo da técnica origind de PCR (Polymerase Chain
Reection), destrita por Saki et d. (1988). Ao invés de se utilizar um par de oligonucectideos
iniciadores  (primers) longos e epecidmente desenvolvidos para amplificar uma  seqiéncia
especifica, utiliza-se um Unico primer abitr&io de poucos pares de bases (910). Edes
“primers’ e ligam a véaios locos diferentes, com a findidade de amplificar seqiiéncias
degtdriss de um DNA dvo. Teoricamente, o nimero de fragmentos de DNA amplificados
depende do comprimento do primer e do tamanho do genoma dvo. A amplificacio € baseada
na probabilidede de uma dada sqiiéncia de DNA (complementar aguela do primer) ocorrer no
genoma, em fitas opodas do DNA, em orientacdo opoda, e dentro de uma digéncia
amplificavd pda ewima Tag polimerase Os primers  utilizados SSo de seqiiéncia desatoria,
contém peo menos 50% de G+C, e ndo goresentam seqléncias repetidas e invertidas. Os
produtos de amplificacd sio separados em detroforese em ge de agarose e visudizados sob

luz utravioleta. Os polimorfiamos resultam de trocas no ditio de ligagdo do primer (mutages
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de ponto), que impossbilitam uma associagdo etdve com o primer, ou por meio de trocas que
dterem 0 tamanho ou a segiéncia do DNA dvo, como inversies, deegles e inser¢des (Waugh
e Powdl, 1992). Essa técnica, segundo Waugh e Powdl (1992), possui v&ias vantagens por ser
amples e rgoida, utilizando pequenas quantidades de DNA, nd ewvolvendo o0 uso de
radiodtividede, dém de ser bedante goropriada paa 0 usw em laga esxda io € no
melhoramento de plantas e no estudo de genética de populagdes e de biodiversdade.

S0 vaias as golicagdes da técnica de RAPD, como por exemplo:
na eaboracio de mapas gendticos detdhados, de dta dengdade, para diversos organismos
diferentes, usando o mesmo conjunto de primers deadrios (Tingey et d., 1991), posshilita
acderar programas de retrocruzamento, pois permite sdecionar no DNA, nas populagdes
segregantes, os individuos que mas se assemedham ao progenitor recorrente, diminuindo desta
fooma o nimero de retrocruzamentos necessaios (Tankdey e d., 1989), permite daborar
edudos de vaiadilidade genélica em vaios organismos Hu e Queros (1991) utilizaram
marcadores RAPD na identificacdo de cultivares de brécolis e cowve-flor. Granja-Martin et d.
(1993) caracterizaram a raca 2 de Fusarium oxysporum f. sp. pis por meo do uo de
marcadores moleculares RAPD. Guthrir et d. (1992) deservolveram um Sdema paa a
identificaco de isolados de Colletotrichum graminicola, utilizando marcadores de RAPD, que
permite a sdecido de materias por meo de identificacdo de marcadores moleculares ligados a
genes de interesse. Também tem Sdo muito Util na identificacdo e dassficacdo dos isolados de
Rhizoctonia solani em grupos de anastomose (Duncan et d., 1993; Freeman e Rodriguez,
1995), na spaacdo de espécies de Colletotrichum (gloeosporioides, acutatum e fragariae)
responsaveis pea antracnose do morangueiro (Sreenivasaprasad e d., 1992) e na congdrucéo de

mapa genético em Neurospora crassa (Williams, 1991)



O PCR é uma técnica que envolve a sintese enzimédtica in vitro de
milhGes de copias de um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase.
A reecdo de PCR s bassia no andamento e extensio enzimdica de um pa de
oligonudeotideos (pequenas moléculas de DNA de fita amples) utilizades como “primers’, que
ddimitan a seqiéncia de DNA de fita dupla dvo da amplificacdo. Edes “primers’ sdo
dntetizados  atificadmente de mandra que Suas SqUéncias de  nudeotideos sgam

complementares especificas que flanqueiam a regido avo.



5 MATERIAL E METODOS

Os expeaimentos foram conduzidos nos laboratdrios e casa de
vegetacdo do Departamento de Producdo Vegetd - Setor Defesa Ftossanitéia da Faculdade de

Ciéncias Agrondmicas - UNESP, campus de Botucatu - S.P..

5.1. Estabelecimento de colecdo de isolados de C. coffeicola e manutegdo de

aulturas
5.1.1. Colegéo de isolados

Para a redizacdo dos expeimentos, foram utilizados os isolados de C.
coffeicola, provenientes de regies produtoras de café (Coffea arabica L.) de diversos
municipios dos edados de Sfo Paulo e Minas Gerals, mantidos na micoteca do Departamento
de Producdo Vegetd - Setor Defesa Ftossanit&ia da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas -

UNESP, campus de Botucatu - S.P (Quadro 1.).



Quadro 1 Rdagdo de isolados de C. coffeicola, com respectivos municipios e datas de
isolamentos, mantidos na micoteca do Laboratdrio de Fitopatologia do Departamento
de Producdo Vegetd - Setor Defesa Ftossanitaria da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas— UNESP/Botucatu - S.P.

Cadigo dos isolados Municipio de procedéncia Data deisolamento
C-258 Paracati —-MG 13/06/96
C-25M Paracati — MG 23/07/96
C-25M-1 Paracati — MG 23/07/96
C-25/0-2 Paracatii — MG 23/07/96
C-2581-B Santa Juliana— MG 23/07/9%
C-2583-B Santa Jliana— MG 23/07/96
C-254 Santa Jliana— MG 23/07/96
C-25%4-B Santa Juliana— MG 23/07/96
C-25% Paracatii — MG 24/07/96
C-27134-2 Santa Jliana— MG 15/05/98
C-2734-3 Santa Jliana— MG 15/05/98
C-2738-1 Botucatu — SP 05/06/98
C-2738-2 Botucatu — SP 05/06/98
C-2739-1 Botucatu — SP 05/06/98
C-2739-2 Botucatu — SP 05/06/98
C-27309-3 Botucatu — SP 05/06/98
C-2/1-1 S50 Manud — SP 08/07/98
C-2/-1-2 S50 Manud — SP 08/07/98
C-27-1-C S0 Manud — SP 08/07/98
C-2/3-1 Patos de Minas — MG 17/07/98
C-27/3-3 Patos de Minas — MG 17/07/98
C-2M4-2 Patosde Minas - MG 17/07/98
C-2M4-3 Patosde Minas - MG 17/07/98
C-27183-1 S2o Gotardo - MG 21/05/99
C-2734-2 S2o0 Gotardo - MG 21/05/99
C-27/34-4 S20 Gotardo - MG 21/05/99
C-2734-5 S3o Gotardo - MG 21/05/99
C-2785-1 S2o Gotardo - MG 21/05/99
C-2785-3 Patosde Minas - MG 21/05/99
C-2785-4 Patosde Minas - MG 21/05/99
C-27%6-3 Santa uliana- MG 21/05/99
C- 2787 Patosde Minas - MG 21/05/99
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5.1.2. Isolamento a partir detecidos vegetais infectados

Folhas de cafedro com sntomas tipicos de cercosporiose foram
coletadas nas regides produtoras de café no Estado de S0 Paulo. Os materias foram coletados
nos seguintes municipios Vea Cruz, Gaca, Jilio de Mexuita, Firgl, Mailia Manduri,
Ribeirdo do Sul, Alvaro de Cavaho, Guarantd, Ourinhos, Pirgui e Presdente Alves (Quadro
2.).

O isdlamento do patdgeno foi fato pdo mé&odo direlo, no quad com o
auxilio de um microscopio esterosoopio, para auxiliar na visudizacdo des edrutures do fungo, e
de uma agulha, os conidios foram transferidos das lesdes, para 0s tubos de ensao contendo
meio de BDA (Menezes e Slva-Halin, 1997). A incubacdo foi feta em edufa tipo BOD
(Biochemicd Oxigen Demand), sob regime de luz cortinua, a 25°C, peo periodo de 7 dias
Apds um periodo de incubacdo, evidenciando-s2 0 crexcimento micdlid tipico de Cercospora,
fragmentos da regido da periferia da colonia foram retirados e tranderidos para tubos de ensaio
com meo de BDA indinado. As trandferéncias de fragmentos de hifas foram fetas em

processos consecutivos até a obten¢do de culturas puras e uniformes.

5.1.3. Preservacéao dos isolados
Os isolados foram preservados em tubos contendo meo de cultura de
PSA (Peptona Sacarose Agar) e cobertos com dleo minerd (Nujol) autoclavado e em frascos de
penicilina com &gua dedilada edteilizada, lacrados com tampa metdica (Cagtdlani, 1967). Os

tubos e frascos foram devidamente identificados e mantidos em temperatura ambiente,
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Quadro 2. Reacdo de isolados de C. coffeicola, com regpectivos municipios e daas dos
isolamentos, coletados nas regides produtoras da cultura no Estado de S2o Paulo

Cadigo dos isolados Municipio de procedéncia Data deisolamento
C-2824 VeraCruz (SP) 19/05/00
C-2825 Garca(SP) 19/05/00
C-2826 Garca(SP) 19/05/00
C-2827 Jllio de Mesquita (SP) 19/05/00
C-2828 Rirgu (SP) 19/05/00
C-2829 Ourinhos (SP) 19/05/00
C-2830 Marilia(SP) 19/05/00
C-2831 Manduri (SP) 19/05/00
C-2832 Firgui (SP) 19/05/00
C-2833 Presidente Alves (SP) 19/05/00
C-284 Firgu (SP) 19/05/00
C-283% Pirgu (SP) 19/05/00
C-283%6 Marilia(SP) 19/05/00
C-2837 Riberdo do Sul (SP) 19/05/00
C-2838 Limite de municipio entre Garca/Vera Cruz (SP) 19/05/00
C-2839 Limite de municipio entre Garcal\VVera Cruz (SP) 19/05/00
C-2840 Limite de municipio entre GarcalVera Cruz (SP) 19/05/00
C-2841 Alvaro de Carvalho (SP) 19/05/00
C-2842 Alvaro de Carvaho (SP) 19/05/00
C-2843 Guaranta (SP) 19/05/00
C-2844 Ourinhos (SP) 19/05/00
C-2845 Guaranta (SP) 19/05/00

5.2. Caracterizagdo morfolGgica
5.2.1. Producdo de conidios

Foram sdecionados 21 isolados, provenientes de diferentes municipios
dos Edados de Séo Paulo e Minas Geras, para a mensuracéo dos conidios. Os isolados foram
sdlecionados de acordo com a producdo de conidios (Quadro 3.).

Para a obtencdo do indculo, trandferiu-se uma porcdo da coldnia de cada
isolado, mantido pdo méodo de Caddlani, para tubos de ensao contendo meio de BDA. ApdGs
uma semana, trés porgbes da coldnia foram trandferidas para placas de Petri, contendo meio de

V-8 e incubados por sgte dias, 0b regime de luz cortinua, com a temperatura oscilando de 22°C



a 25°C. A iluminacdo era feita com lampadas fluorescentes, tipo luz do dia de 15 waits
Stuadas 45 cm acima das placas de Petri.

No inicio, com excecdo de dguns isolados, a maoria goresentava baixa
esporulagdn, mas formava grande quantidade de conididforos. Para que houvesse a producéo de
conidios, foram feitos dois plagueamentos sucessvos de conidios produzidos em meio de V-8 e

incubados nas condi¢des citadas anteriomente.

Quadro 3. Isolados de C. coffeicola, provenientes de diversos municipios dos Edtados de Séo
Paulo e Minas Gerals, para a caracterizacdo morfol 6gico.

Cdédigo dosisolados Municipio de procedéncia
C-2568 Paracatu (MG)
C-27343 Santa uliana (MG)
C-27382 Botucatu (SP)
C-27393 Botucatu (SP)
C-2/51-1 S50 Manud (SP)
C-2751-2 Soo Manud (SP)
C-27531 Patos de Minas (MG)
C-2r%42 Patos de Minas (MG)
C-27845 Sbo Gotardo (MG)
Cc-27851 Séo Gotardo (MG)
C-27863 Santa uliana (MG)
C-28% Garca (SP)
C-2826 Garca (SP)
C—-2828 Pirgu (SP)
C-283% Pirgu (SP)
C-2836 Mailia (SP)
C-2837 Ribeiréo do Sul (SP)
C—-2838 Limite de municipio entre GarcalVVera Cruz (SP)
C—-2840 Limite de municipio entre GarcalVVera Cruz (SP)
C-2844 Ourinhos (SP)

C—2845 Guaranta (SP)
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5.2.2. Mensuracao de conidios dosisolados de C. coffeicola

Foran mensurados 50 conidios de cada isolado, condderando-s2 o
comprimento (C), largura (L) e o nimero de septos (N.S) Para este procedimento, utilizou-se
microscopio Gtico, com objetiva 40x e a ocula MQ 018 e as laminas previamente preparadas
contendo conidios do fungo e o corante lactofenal.

Dos resultados obtidos das mensuragfes, cdculaamse a média e o
desvio padrdo e veificaramse as amplitudes méxima e minima, para cada isolado. Para
compaar 0s resultados obtidos dos 21 isolados, utilizaramse dados quantitaivos, os quais
foram submetidos aos méodos multivariados de Andise de Agrupamento (AA) e Andie de
Componentes Principais (ACP) (Snesth e Sokd, 1973), para caracterizar as amodras quanto
Uas dissmilaridades Como indicadores ou variaveis originas, foram sdecionados 21 isolados
com taxas adequadas de eporulacédo (VI) do conjunto de 54 isolados utilizados Com base neta
slecdo, foram redizadas as AA e ACP paa o nimero totd de individuos caracterizados
morfologicamente.

A Andise de Agrupamento foi efeuada entre os 21 isolados,
empregando-se a Digéncia Eudlidiana Média para cada conjunto de vaiaveis originas,
utilizando-se 0 méodo de paeamento por média aitméica Imples e 0 desvio padréo
(dgoritmo  UPGMA-Ralph, 1970) e o resultado find goresentado sob a forma de
dendrograma hier&rquico.

Com base na matriz origind de dados foram também cdculados os
componentes  principals padronizados, Y1 e Yp, paa cada amodragem, de forma a serem
centrados na origem, conforme preconiza a ACP (Morrison, 1967). Esta andise possibilitou

verificar a cgpacidade discriminatdria das vaidveis originas em processo de formagdo dos



agrupamentos, portanto, empregada para reduzir o conjunto de indicadores de cada
amodragem, a duas novas vaiaves ndo corrdacionadas, que SSo 0S componentes principas
Y1 e Y. A digpersdo das amostragens entre os exos ortogonais Y; e Yz foi expressa por meio
de uma figura bidimensond. Os agrupamentos formados na AA e na ACP representam
classes dentro das quais es@0 locdizadas unidades (N0 caso, amodtragens) que sfo Smilares

entre 9, por compartilharem caracteristicas seme hantes (Curi, 1991).

5.3. Efeitosde meios de cultura no crescimento micelial e na esporulagéo
Ese edudo fo redizado em 11 dos 54 isolados (Quadro 4), em quatro
meios de culturas (V-8, extrato de cenoura, extrato de pod de café e extrato de folhas de café).

Paraa sdlecfo dos isolados, foram consderadas a sua procedéncia e esporul agzo.

Quadro 4. Isolados de C. coffeicola e sua procedéncia para edudo de crescimento micdid e
esporulacdo em quatro meios de cultura.

Caodigo dosisolados Municipio de procedéncia
C-2568 Paracatu (MG)
C-27343 Santa Jliana (MG)
C-27382 Botucatu (SP)
C-2751-2 S2o Manud (SP)
C-27%42 Patos de Minas (MG)
C-27845 S2o Gotardo (MG)
C-2825 Garca (SP)
C—2828 Pirgu (SP)
C-283% Marilia (SP)
C-2837 Ribeiréo do Sul (SP)

C—2842 Alvaro de Carvaho (SP)
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Paa a obtencdo do indculo, utilizaramse 0s mesmos  procedimentos
descritos no item 521, a 25°C e 0b luz condante com lampadas fluorescentes, tipo luz do dig,
de 15watts, Stuadas 45cm acima das placas de Petri.

Apés ste dias tranderiu-se um disco de micdio de 5mm de didmetro
para o centro de cada placa de Petri, contendo 20mL de cada um dos meios de culturas.

- Meio de V-8 CaCO; 30g, &ga 159 e 4gua dedtilada 800mL
Apbs a autodavagem, adicdonaramse assepticamente 200mL de suco de vegetas — V-8 e
5nymL de oxiteraciding, para minimizar as contaminagbes bacterianas provenientes do suco,
adaptacdo para o antibidtico utilizado por Del Peloso et d.(1989).

- Meio de cenoura (CDA): Extrao de cenoura 200g, dextrose 20g,
&ar 179, &ua dedilada g.sp. 1000mL. Antes de autoclavar os ingredientes, obteve-se 0 extrato
da cenoura em 400mL de &gua dedtilada, e a seguir coou-2 em filtro de papd e completou-se 0
volume para 1000mL (Castro e Coého, 2000).

- Extrato de p6 de café - agar (EPCA): 21g de café torrado e
moido fino foran colocados em filtro “Mditd’ adgptados em um funil e em elenmeyer e
depois foram vertidos 250mL de &gua dedilada fervente Ao filtrado adicionaram-se 15g de
&gar e iguadedtilada até completar 1000mL (Dd Pdoso et d., 1989).

- Extrato de folhas de café — agar (EFCA): triturou-se 800g de
folhas sadias @ café no liquidificador por 3 minutos em 2000mL de &ua dedilada e levada a0
fogo por 3 minutos com a findidade de extrar os extraos das folhas Em 1000mL do extrato
coado em papd “Mditd’ adicionou-se 159 de agar .

Todos os meos de cultura preparados foram autocdavados a 121°C por

30 minutos.
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Apbs a repicagem neses meos de cultura, o fungo foi incubado nas
mesmas condi¢cles ja citadas anteriormente, a 25°C e 0b a luz congante (luz fluorescente, tipo
luz do dia, de 15 wetts), posicionadas a 45 cm acima das placas de Petri.

As avdiaghes foram redizadas aos 7, 10 e 14 dias de incubacdo (El-
Ghdl & d., 1982. Em cada época de avdiacdo, mensurouse, perpendicularmente, dois
diametros de cada colonia com auxilio de uma régua milimetrada, cdculado-se depois a
média (Rosa e Menezes, 2001). Poderiormente, retiraramse quatro discos de micdio de 5mm
da periferia da colonia com o auxilio de um vazador de rolha Os discos foram colocados em
um tubo de ensdo contendo ImL de &ua dedilada edeilizada e agitados por 3 minutos, com
axilio de um agitador de tubos AP-56 - Phoenix. Apds este procedimento contou-se a
quantidade de conidios por anostraem camara de Neubauer.

Paa cada isolado, redizaramrse trés repeticdes e o0 ddineamento
edatigico utilizado foi o intdramente casudizado, em aranjo faoid de 11 x 3
correpondentes a 11 isolados e trés periodos de avdiagbes, perfazendo um totd de 33
tratamentos para cada meio de cultura tedado e cdculou-se, paa cada meo de cultura, a
correlagd do crescimento da colénia e a quantidade de conidios (x 10* conidiosmL) de todos

osisolados.

5.4. Teste de patogenicidade

5.4.1. Obtencdo das mudas
Sementes de café (Coffea arabica L.), pertencentes ao cultivar Catuai
anado, foran plantadas em sacos de polidileno de 11 x 20cm (didmetro x dtura), que

continham uma migdura autoclaveda de 60% de solo argiloso (Laossolo roxo) e 40% de esterco



de gado curtido e 0,1% (p/v) da formulacdo 4-14-8. No periodo da obtencdo das mudas em
vivero, ndo < redizaan pulveizagbes com defendvos agricolas nem  adubacéo

complementar.

5.4.2.0bten¢do do indeulo

Para 0 tede de patogenicidade, utilizaramse todos os 49 isolados que
est8o relacionados nos Quadros 1 e 2.

Para a obtencdo do indculo, trandferiu-se uma parcdo da coldnia de cada
isolado, conservado pdo méodo de Cedtdlani (1967), para tubos de ensao contendo meio de
BDA. ApGs uma semana, trés porgbes da colénia foram trandferidas para placa de Petri
contendo melo de V-8. Todos os isolados foram incubados por sete dias, condigBes de outras a
25°C e sob a luz congante (luz fluorescente, tipo luz do dia, de 15 watts), posicionadas a 45 cm
acima das placas de Petri.

A inoculagdo fol obtida edicdonando-se, em cada placa de Petri, 10mL
de &ua dedilada edterilizada contendo 0,01% de Tween-20. Para desdojar 0s conidios dos
conididforos, utilizou-se um pincd de cerdes macias. A operacdo foi repetida com mais 10mL
de agua ederilizada, logo gpds a primera extracdn. Para a inoculagdo, as suspensdes de
conidios foram filtradas em dupla camada de gaze previamente ederilizada, com a findidade de
separar 0 micdio dos conidios. A quantificagdo dos conidios na suspenso foi feita com auxilio

dalamina de Neubaver e depois padronizados & concentragzo de 10°conidios/mL



5.4.3. Inoculagéo

As mudas com 4 a 6 pares de folhas foram mantidas em camara Umida
durante 48 horas antes da inoculagéo.

A inoculacdo foi redizada por aspersio de conidios na face abaxid da
folha com auxilio de um pulverizador manud com capacidade de 500mL.

Apbs a inoculagdo, as plantas foran mantides em camara Umida por 72

horas em condi¢éo de casa-de-vegetacdo, com controle parcid de temperatura e umidade.

5.4.4. Avaliagao

Foram redizadas cinco avdiaghes a cada stte dias, a patir do 12° aé o
40° dia apos a inoculagdo. Os dntomas da doenca foram avdiados nas folhas locdizadas no
terco médio das plantas.

Para as avdiagbes, adaptou-se 0 método utilizado por Fernandez (1988).
Ao invés da porcentagem da aea foliar afetada adotaramse notas correspondentes a intervalos
de &eafaliar afetada, conforme apresentadas na Figura 1 e Quadro 5.

Para cada isolado, foram redizadas trés repeticbes, sendo cada parcela
representada por um vaso contendo uma planta O ddineamento experimentd utilizado foi o

inteiramente casudizado.
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6% 12% 18% 25% 50%

Quadro 5. Adgptacéo da escda diagraméica da porcentagem de aea foliar lesonada por C.

coffeicola para notas.

Areafoliar afetada (Fernandes, 1989) % deéareafoliar afetada Notas

Sam sntomas 0

6% aé 6% 1

12% 6,1% a12% 2

18% 12,1%a18% 3

25% 18,1% a25% 4

50% 25,1% a50% 5

Acimade 50% ou folha caida 6

Para complementar a andise de <obrevivéncia, cdculorse a média
aritmética smples das 3 repeticdes de cada isolado, separadamente, por avadiacdo, e andisaram+
* 0s reultados obtidos dos 49 isolados. Paa tanto, utilizaram-se dados quantitativos e

submetidos aos méodos multivariados de Andise de Agrupamento (AA) e a Andie de
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Componentes Principais (ACP) (Sneeth e Sokd, 1973), para caracterizar as amodras quanto as
suas dissimilaridades.

A Andise de Agupamento foi €feuada entre os 49 isolados,
empregando-se a Digéncia Eudidiana Média para cada conjunto de varidves originas, aravés
do méodo de pareamento por média aitméica smples e o desvio padrdo (dgoritmo UPGMA -
Rolph, 1970). O resultado find é gpresentado sob a forma de dendrograma hierarquico.

Com base na mariz origind de dados, foram também cdculados os
componentes principais padronizados, Y1 e Y,, paa cada amodragem, de forma a serem
centrados na origem, conforme preconiza a ACP (Morrison, 1967). Eda andise posshilitou
verifica a cgpacidade discriminatdria des varidvels originds em processo de formagdo dos
agrupamentos  sendo, portanto, empregada para reduzir o conjurto de indicadores de cada
amogragem, a duas novas vaiavels ndo corrdacionadas, que S8 0s componentes principas, Yi
e Y2. A dispersio das amostragens entre os eixos ortogonas Yi e Y2 foi expressa por melo de
uma figura bidimensond. Os agrupamentos formados na AA e na ACP representam classes
dentro das quas esd0 locdizadas unidedes (no caso, amodragens) que sSo Smilares entre 9,

por compartilharem caracterigticas seme hantes (Curi, 1991).
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55. Caracterizagdo dos isolados de C. coffeicola por marcadores moleculares
RAPD (Randon Amplified Polymorphic DNA)
5.5.1.0btenc&o do inéculo
Para a caracterizacdo molecular utilizaramse 18 isolados que et@ no
Quadro 6.
Para a obtencdo do inoculo, adotaram-se 0s mesmos procedimentos
citados no item 521. Apds uma semang, trés porces da colbnia foram trandferides para placa

de Petri contendo meio deV-8

Quadro 6. Isolados de C. coffeicola, provenientes de vaios municipios dos Estados de Séo
Paulo e de Minas Gerals, para a caracterizacéo molecular.

Caodigo dosisolados Municipio de procedéncia
C-2568 Paracatt (MG)
C-25791 Paracatu (MG)
C-27343 Santa Jliana (MG)
C-27382 Botucatu (SP)
C-27392 Botucatu (SP)
C-2751-1 Soo Manud (SP)
C-2751-C S2o Manud (SP)
C-27543 Patos de Minas (MG)
C-27845 Séo Gotardo (MG)
C-27853 Petos de Minas (MG)
C-27863 Santa Jliana (MG)
C-2824 VeraCruz (SP)
C-2825 Garca (SP)
C—-2826 Garca (SP)
C-2828 Pirgu (SP)
C-2829 Ourinhos (SP)
C-2830 Marilia (SP)
C-283% Rrgu (SP)




5.5.2.Extrac&o do DNA total

Utilizowese 0 protocolo gorimorado para Colletotrichum gloeosporioides
e Fusarium oxysporum (Kuramae-lzioka, 1997), adaptado para o Cercospora, onde trés discos
de micdlio de 0,5cm de didmetro foram retirados de culturas crescidas em V-8,

Os micdlios dos isolados foram lavados trés vezes com &gua dedtilada
esterilizada, secos em Speed Vac e armazenados a - 20°C até a extracdo do DNA.

Para a extracdo do DNA totd, os micdlios foram triturados com auxilio
do pidilo e dmdaiz em nitrogénio liquido e gods ressugpendidos com 70m de tamp@ de
extracdo (100mM Tris pH 80, 50mM EDTA, Ph 80, 50Mm NaCl, 20% sodium dodecyl
alfate). O homogenizado foi incubado por 30 minutos a 65°C, em banho-maria, sob agitacéo.
Adidonou-se 500nh de acetato de potésso 5M as amodiras e estas foram colocadas em banho
de gdo por 30 minutos, sendo redizada a inversio a cada 5 minutos Centrifugaram-se as
anogras por 10 minutos a 12.000rcf. O sobrenadante fol extraido mas uma vez com
clorofédmio dcod isoamilico (25:1). Em cada amodra fo adicdonado um volume de
isopropanol  para precipitar 0 DNA, sendo redizada nova centrifugecd por 10 minutos a
12.000rcf. O “pdlet” foi lavado com 700nt de etanol 70% e centrifugedo por 5 minutos. Secou-
s 0 “pdlet” em Speedvac por 10 minutos O DNA foi dissolvido em /10TE (10mM Tris, pH
80, ImM EDTA) e traados com 40 ng/ml de Rnase Dnasefree a 37°C, durante 3 horas. A
quantificacd do DNA foi fata em GenQuant (Pharmacid). Foi lida a razéo Azsomm/A2somm de
todas as amodras de DNA, para determinar a qualidade do DNA, a qud estava entre 1,72 a 1,83
indicando que estavam livres de proteinas e carboidratos. Todas as amodras de DNA foram
mantides a —20°C aé o momento das reagdes de RAPD (Polimorfismo de DNA amplificado ao

acaso).
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5.5.3. Rexzdesde RAPD

Os “primers’ utilizados para as reagbes de RAPD foram OPG 04, OPG-
09, OPG13, OPG14, OPG18, OPP-05 OPP-19, provenientes dos “kits G e P da
Operon(Opeon Technologies Inc. Alameda, CA) (Quadro 7.). Os procedimentos para as reagOes
de RAPD foram bascamente agudes descritos por Willians et d. (1990). Foram utilizadas
placas de ELISA com 96 cdulas para as reegbes, onde cada uma continha 10X tampé&o PCR,
15mM MgCl, ; 25mM de cada um dos quaro dNTPs 5ng de “prime”, 5ng de DNA
gendmico e 1,0 unidade de Taq DNA polimerase O volume de 20nh de reacéo foi coberto com
30nh de dleo minerd. Para as amplificagbes, o termociclador foi programado para um cido a
96°C por 2 minutos, sguido de 35cidos a 96°C por 1 minuto, 35°C por 1 minuto, 72°C por 1,5
minuto e um ddo a 72°C por 5 minutos

Em cada tubo contendo 20 nt de reecdb e em 200ng do marcador
molecular Ladder 1Kb foi adicionado 4,0nh de tampé&o de caregamento (40% de sacarose e
025% bromofenol azul) (Sambrook e d., 1989). Os produtos de RAPD e o marcador
molecular foram separados em gel de agaose a 15% em TBE (0,IM de Tris-HCl, 01M de
&ddo bdrico, 0,02mM de EDTA, pH 8,3) contendo 10mg/ml de brometo de etidio (Sambrook et
d. 1989), numa voltagem gproximada de 5V/cm de gd. Os géis foram fotografados e impressos

em branco e preto em gpardho “Eagle Eye’ , paraandise



Quadro 7. Segiéncia dos “primers’ usados em resgdes de RAPD para determinar a Smilaridade
gendtica entre osisolados de C. coffeicola.

Caodigo —OPERON Segiéncia (5 para3)
OPG-04 AGCGTGTCTG
OPG-09 CTGACGTCAC
OPG-13 CTCTCCGCCA
OPG-14 GGATGAGACC
OPG-18 GGCTCATGTG
OPP-05 CTGAGACGGA
OPP-19 GGGAAGGACA
5.5.4. Avaliagéo

As andises dos dados do polimorfismos de DNA amplificados ao acaso
(RAPD) foram redizadas no programa computaciond NTSYSpc 1.8, Numed Taxonomy and
Multivariate Andyds System (Rohlf, 1992).

Os dados foram regidrados na forma de auséncialpresenca de bandas de
gd. Bandas de mesmo comprimento foram condderadas como idénticas. Estes dados foram
codificados naformabinaria (1 paraa presenca e 0 paraa auséncia).

A digéncia genética entre os isolados de C. coffeicola foi determinada
pelo coeficiente Sample Matching.

A mariz de diganda fol, em seguida, transformada num dendrograma
utilizandose o méodo SAHN Clugeing (sequentid agglomerative, hierarchicd and nested)

sob procedimento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Averaging).
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5.6. Sensbilidade “in vitro” de C. coffeicola a diferentes fungicidas

Foram redizados dois experimentos “in vitro’, paa deerminar a
fungitoxicidade dos produtos ao patdgeno em edudo. Optou-se pdo teste de produtos
tradiciondmente recomendados para 0 controle da doenga, dém de outros fungicides néo
egoecificos. Os produtos tetados com 0 nome comercid, principio aivo, formulacdo e grupo
quimico encontram:se no Quadro 8.

No primeiro experimento, fol tetado o comportamento de sste isolados
do fungo (Quadro 9) aos produtos nas mesmas concentragbes de 0, 1, 10, 50 e 100ng/mL. O
segundo  experimento  foi  redizado com base nos resultados obtidos na senshilidade dos
isolados aos fungicides no primeiro expeimento e utilizaramse oito novos isolados (Quadro
10) e mantendose gpenas como iolados padrbes, C-2568 e C-2734-3. As concentragdes

utilizadas para cada fungicida sfo gpresentadas no Quadro 11.

Quadro 8 Nome comercd, principio aivo, formulacdb e grupo quimico dos fungicides
utilizados nos testes de sensibilidade “in vitro” dosisolados de C. coffeicola

Nome comercial Principio ativo Formulacéo Grupo quimico
Amistar Azoxystrobin granulos dispersiveis em agua estrobilurina
Benlate 500 Benomyl pé-molhével benzimidazol
Bravonil Ultrex Chlorothdonil grénulos dispersiveis em agua ftdonitrila
Daconil Chlorothd onil pé-molhéve ftelonitrila
Falicur Tebuconazole pé-molhével triazol

Juno Propiconazole conc. Emulsonave triazol
Reconil Oxicloreto de cobre pé-molhével clprico
Ridomil- Metaaxyl+mancozeb pé-molhéve daninato +

Mancozeb ditiocarbamato
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Quadro 9. Isolados de C. coffeicola caacterizados quanto a sendbilidade aos fungicidas

(Primeiro experimento).
Cadigo dosisolados Municipio de procedéncia
C—-2568 Paracatu (MG)
C-257191 Paracatu (MG)
C-27343 Santa Jliana(MG)
C-27382 Botucatu (SP)
C-27393 Botucatu (SP)
C-27531 Petos de Minas (MG)
C-21%42 Patos de Minas (MG)

Quadro 10. Isolados de C. coffeicola caacterizados quanto a sendbilidade aos fungicida

(Segundo experimento).

Cddigo dosisolados Municipio de procedéncia
C-2588 Paracati (MG)
C-2r34-3 Santa Jliana (MG)
C-2828 Pirgu (SP)
C—-2840 Garcal VeraCruz (SP)
C-28% Marilia (SP)
C-28%5 Garca (SP)
C-28% Pirgt (SP)
C-2844 Ourinhos (SP)
C-2837 Ribeiréo do Sul (SP)

C-284%5 Guaranta (SP)




Quadro 11. Fungicidas e suas concentragdes Uutilizadas nos tetes de senshilidade “in vitro”
dos isolados de C. coffeicola (Segundo experimento).

Nome comercial Principio ativo Concentracdes de principio ativo testados
Amistar Azoxystrobin 0 10 100

Benlate 500 Benomyl 0 1 100

Daconil Chlorothdonil 0 10 100

Falicur Tebuconazole 0 10 100

Juno Propiconazole 0 10 100

Reconil Oxicloreto de cobre 0 100 1000 1500
Ridomil-Mancozeb Metdaxyl+mancozeb 0 10 100

5.6.1. Obtencdo dos discos de micélio
Paa a obtencBo dos discos de micdio, adotaram-se 0S mMesmos
procedimentos citados no item 5.2.1.
Cada disco de micdio de 5mm de didmetro foi tranderido paa uma
placa de Peri, contendo 0 meo de cultura com fungicdda Os isolados foram incubados em

esufa sem iluminacdo, a 25°C.

5.6.2. Prepar o do meio de cultura com fungicidas
Os fungicides foram adicionados a0 meo de cultura de BDA, gds a
autoclavagem, para que apresentassem as concentragbes finais de principio divo de cada
produto conforme ditados no item 56. O benomyl foi previamente dissolvido em acetona e

depoais diluido em &gua destilada eterilizada (Remiro e Kimati, 1978).

5.6.3. Avaliacdo
Nos dois experimentos, foram redizadas avdiages aos 5, 7 e 10 dias de

incubacdo, aravés das medigdes perpendiculares dos didmetros de cada colbnia.



O ddineamento experimentd do primero experimento foi  interamente
casudizado, em aranjo fatorid de 5 x 3, correspondente as doses 0, 1, 10, 50 e 100ny/mL e trés
periodos de avdiagies pefazendo um totd de 15 traamentos para cada isolado, com 4
repeticoes, sendo cada parcela representada por uma placa de Petri.

O ddineamento expaimentd do segundo experimento  foi o
inteiramente casudizado, em aranjo fatorid com 4x 3 (oxicloreto de cobre) e 3 x 3 (paa os
demais) correspondentes as quatro e trés doses, respectivamente, e trés periodos de avaliaghes,
perfazendo um totd de 12 tratamentos (oxicloreto de cobre) e 9 (paa 0s demas) para cada
isolado, com 4 repeticdes, sendo cada parcda representada por uma placa de Petri.

Paa a andise eddigtica, 0s dados foram transformados em (0,5+X)Y?,

sendo x o vaor do didmetro médio da coldnia e andisados em programa estatistico SANEST.



6 RESULTADOS

6.1. Caracterizagcao morfologica
Os dados das médias amplitudes, desvio padrdo referentes a0

comprimento, largura e nimero de sptos dos conidios C. coffeicola sdo gpresentados no

Quadro 12.

A amplitude do comprimento de conidios entre os isolados vaiou de
1204m para o0 isolado C-2753-1, a 27348mpaa o ilado C-2825. As maores variagdes foram
obsarvades nos isolados G-2836 (91,59m - 244,89m), C-2840 (10256m - 21801n) e C-2785-1
(2688m - 141,04m e as menores, paa C-2826 (22,15m - 6300nm), C-2754-2 (1506m - 59,77n)
e C-2751-1 (28,17m- 76,11n).

Em relacdo a largura dos conidios, a maior foi obsarveda no isolado G
2730-3 com 1,08me a maor paa G283 com a 4,95m Os isolados que goresentaram maiores
vaiagdes na largura, em ordem decrescente, foram: C-2836 (2,37m - 495), C-2835 (1,29 -
3667 e C-2739-3 (1,08m - 344m e os com menores foran CG-2786-3 (0,08m- 021n), G2753-

1(344m- 4,737) e C-2826 (1,08m- 2,37n).
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A amplitude no nimero de septos variou de 2 (G-27851) a 46 (C-2840).
As maores amplitudes agpresentadas foram: 12-46 (G-2840), 11-29 (C-2753-1), 4-20 (G28298) e
11-29 (C-2845); e as menores foram: 5-19 (C-2835), 410 (C-2568) e 3-9 (C-2784-5)
Os resultados obtidos com a utilizacd do méodo multivariado de andise eddidica encontram+
se no Quadro 13 e nas Figuras 2 e 3. O resultado da Andise de Agrupamento goresentado na
forma de dendrograma (Figura 2) e modra a condituicdo de trés grupos principas. O grupo 1
(Gy) é condiituido pelos isolados de menor comprimento, largura e nimero de septos e aorange
ste representantes. C-2568 (Paracatl - MG), G-2754-2 (Patos de Minas - MG), G-2825 (Gargca
— SP), C-2784-5 (Sio Gotardo — MG), G2826 (Gaca — SP), G27/51-1 e G2751-2 (S0 Manud
— SP). Pode-s= condderar que os isolados deste grupo apresertam, em média, 0S menores
vadores de amplitude e de média, maor desvio padréo, para 0 comprimento e largura, € menor
desvio padréo, para 0 nUmero de septos em comparaco aos isolados dos grupos 2 e 3. O grupo
2 (Gy) é condiituido peos isolados C-27382 e C-27393 (Botucau-SP), C-2828 e C-283%5
(Argu-SP), C-2838 (Limite dos municipios GacaVea Cruz-SP), C-27851 (Sfo Gotardo-
MG), CG-2844 (Ourinhos-SP), C-2786-3 (Santa Juliana -MG), cujos vdores sfo intermediaios
aos grupos 1 e 3, em rdacdo a amplitude, média de comprimento, nimero de septos, maor
vdor de amplitide e média dos septos, 0 que comprova que o comprimento Né Posi
corrdlacd com a largura e com 0 nimero de septos. O grupo 3 € condituido pelos isolados G
27134-3 (Sata dlianaMG), C-2837 (Ribérdo do SukSP), C-2836 (MailiaSP), C-2753-1
(Patos de MinesMG), C-2845 (GuarantadSP), C-2840(Limite de municipios GarcaVera Cruz-
SP) que possuem maor comprimento, largura e nimero de septos em rdacdo aos outros dois
grupos. O codficiente de corrdacdo cofenético foi de 0,89, evidenciando o bom gude da andise

efetuada.
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Quadro 12. Reaultados médios obtidos na mensuracdo dos conidios de 21 isolados de C.

coffeicola.
| solados/ Fonte Comprimento Largura N° de septos
(m) (m)
C -2568 40,27+/-13,83 1,78+/-0,39 6,52+/-1,72
(21,93-75,47) (1,29-2,80) (4-10)
C-2734-3 135,43+/-33,42 3,51+/-0,42 12,14+/-3,99
(85,36-189,20) (2,80-4,52) (7-20)
C-2738-2 46,59+/-23,64 2,35+/-0,44 6,94+/-3,52
(21,72-104,28) (1,51-323) (3-17)
C—-2739-3 80,11+/-17,90 2,15+/-0,56 8,46+/-2,45
(42.57-109-65) (1,08-3,44) (4-15)
C-2751-1 52,81+/-13,97 1,74+/-0,40 9,74+/-2,61
(28,17-76,11) (1,08-2,58) (6-16)
C-2751-2 47,00+/-16,90 2,16+/-0,61 7,40+/-2,47
(24,72-87,72) (1,51-5,00) (4-16)
C-2753-1 212,70+/-36,84 3,95+/-0,39 19,48+/-5,01
(162,11-273,48) (3,44-4,73) (11-29)
C—-2754-2 30,63+/-11,12 1,83+/-0,43 6,94+/-2,82
(15,05-59,77) (1,08-3,01) (3-14)
C-2784-5 38,96+/-13,34 2,35+/-0,53 5,16+/-1,19
(26,02-79,34) (1,08-3,01) (39
C-2785-1 57,87+/-28,39 2,95+/-0,51 5,96+/-2,32
(26,88-141,04) (1,94-3,66) (2-10)
C-2786-3 64,63+/-21,78 2,97+/-0,67 8,04+/-2,55
(45,05-124,49) (1,72-4,09) (4-13)
C-2825 31,35+/-13,99 2,26+/-0,44 5,76+/-2,52
(12,04-61,06) (1,29-3,01) (312)
C-2826 10,47+/-34,95 1,82+/-0,60 6,66+/-1,99
(22,15-63,00) (1,08-2,37) (3-11)
C-2828 60,58+/-24,78 2,33+/-0,49 10,60+/-4,10
(17,20-99,12) (1,72-3,44) (4-20)
C-2835 53,44+/-15,39 2,28+/-0,50 10,58+/-4,10
(32,47-80,84) (1,29-3,66) (5-19)
C —-2836 143,89+/-34.80 3,56+/-0,70 14,90+/-3,34
(91,59-244,89) (2,37-4,95) (10-22)
C-2837 135,43+/-33,08 3,51+/-0,42 12,14+/-3,95
(85,36-187,91) (2,80-4,52) (7-20)
C-2838 69,88+/-19,82 2,61+/-0,62 13,04+/-2,14
(44,51-115,46) (1,51-3,66) 6-16
C-2840 163,65+/-28,14 2,03+/-0,28 28,52+/-0,86
(102,56-218,01) (1,51-2,58) (12-46)
C-2844 60,32+/-27,95 2,15+/-0,51 9,06+/-7,28
(22,15-122,34) (1,29-2,58 (4-18)
C-2845 212,78+/-37,21 3,95+/-0,40 19,48+/-5,06

(162,11-269,61) (323-4,73) (11-29)
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O Quadro 13 gpresenta os coeficientes de corrdacdo entre os 9
indicadores ou vaiaves originas (amplitudes maxima, minima e a média do comprimento,
largura e nimero de septos dos conidios dos isolados) com maores indices de Vdor de
Importancia) aos dois componentes principas (Y1 €Y2), bem como as porcentagens de
informacles retida (% de variancid) e acumulada As vaiaveis foram ordenadas quanto a sua
contribuicBo para 0s componentes Y1 €Y, 0 que reflete seu poder descriminatério em relacdo as
amogtragens, expresso pelo seu vaor absoluto.

Paa o primero componente principd (Y1), as vaidvels foram
ordenadas de acordo com a variacdo do poder discriminatdrio. Neste caso, a vaidve com o
maor poder discriminadrio, paa sgpaa os isolados em grupos foi o comprimento (médio,
maximo e minima), seguidos pelo Nimero de septos e, por Ultimo, pdalargura

Para 0 segundo componente principd (Y2), observouse que a largura
(minima, média e maxima), seguidos pedo comprimento e nimero de septos, goresentaram, em
odem decrescente, maior poder discriminatdrio com 11,31% de vdor da informag@o retida por
edte componente. A informacdo acumulada pelos dois primeros componentes principais foi de

89,07%.
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Quadro 13. Corrdagbes entre as variaveis originais referentes & avdiacd para 0 comprimento,
largura e nimero de septos de 21 isolados de C. coffeicola aos dois componentes
principas, Y1 e Y, a ordenacdo (ord.) das vaidves quanto ap seu poder
discriminatério e porcentagem de informac2o retidae acumuladaem Y1 e Yo.

Variaveisoriginais Y, (ord.) Y, (ord.)
Comprimento médio dos conidios 09754 (1) 0,0935 (4)
Comprimento méximo dos conidios 09697 (2 -0,0872 (6)
Comprimento minimo dos conidios 0,969 (3) -0,0406 (5)
Larguramédia dos conidios 0,7610 (7) 03758 (3)
Larguraméxima dos conidios 08733 (5) 0,3859 (2
Largura minima dos conidios 06926 (9) 05170 (1)
N° médio de septos dos conidios 08447 (6) -0,4233 (8)
N° maximo de septos dos conidios 09042 (4) -0,3586 (7)
N° minimo de septos dos conidios 0,7443 (8) -05844 (9)
Informacdo Retida (%) 71,76 1131
Informacdo Acumulada (%) 717,76 89,07

A digpaso gdica das 21 amodras (Figura 3) utilizando-se os
componentes  principais Y1 e Yp, modra a semehanga do dendrograma (Figura 2); uma
didribuicBgo seqliencid das amostragens. As amodtragens do G se caracterizam por apresentar
vadores minimos do comprimento, largura e nimero de septos dos conidios dos isolados. O G,
goresenta valores intermedi&ios das vaiaves em rdagdo aos outros grupos O & agrupa os
isolados de maores vadores De um modo gerd, 0s grupos s diggesam no grdfico
sglencidmente, em sentido crescente em rdacd a0 exo Y formando trés  grupos
condderavdmente digintos entre 9. Assm sendo, o isolado G-2751-2, encontrase no extremo
negativo do exo Y; , pois posui 0 menor vaor de comprimento, e o isolado G2845 locdizase

no extremo pasgitivo do exo, pois possui 0 maor vaor.



QB0 D0 4370 n34a 168 0080 £ 000

| P Pp——— -"*..r_____---.-‘.--"l--ﬂ--l"‘--ll-——---“ ------ |

T _2%6&

Figura 2. Dendrograma resultante da Andise de Agrupamento das mensuragbes dos conidios de
isolados de C. coffeicola , utilizando-se a Digténcia Eudlidiana Média
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Figura 3. Disgpersio grdfica dos 21 isolados de C. coffeicolla, caracterizados quanto ao fator
morfolGgico, utilizando-se os dois primeiras componentes principais (Y1 € Y2).
6.2. Meos de cultura para a esporulagdo do fungo

Os resultados obtidos da esporulagéo de 11 isolados de C. coffeicola
em quaro meios de cultura (V-8, meio de cenoura, po de café &gar e extrato de folha de café),
S80 gpresentados nos Quadros 14 a 18 e Hgura 4.

Os resultados das trés épocas de avdiacdo (7, 10 e 14 dias apbs o
plagueamento) da egporulacdo do fungo, em quaro meos de cultura foram avdiados
separadamente e as médias comparadas pelo teste de Tukey a nivd de 5% de probdidade. A
maor esporulacio dos isolados ocorreu aos 10 diass (2 avdiagdo), em todos os meos de
cultura

G2
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Para s veificar o pico de esporulagdo dos isolados de C. coffeicola,
redizou-se a andlise edaidica, utilizando-se 0 teste de Tukey a 5%, consderando-se as médias
finas dos isolados, nos respectivos periodos de avdiacdo como sendo as repetigdes, razéo pea
qua as médias obtidas nas avdiacles diferenciaram das médias obtidas no Quadro 14.

Com base nos resultados mosgtrados no Quadro 15, condaouse que,

entre 0s meios testados, 0 V-8 proporcionou maior esporulacéo do fungo.

Quadro 14. Producio média de conidios por onze isolados de C. coffeicola, avaiados em trés
épocas (7, 10 e 14 dias), em quatro meios de cultura

Meosdecultura Conidios produzidos (x10" mL) nas avaliagGes

12 28 3@ DMS CV(%)

(Tukey 5%)
V-8 112987 2632A 6,50 C 45 2930
CDA 16,01 A 15,45 A 1107B 318 B
EPCA 2176 A 1898 A 706B 402 4309
EFCA 430B 981 A 856 A 318 B3R

D Na linha, médias seguides pda mesma lera nfo diferem Sgnificativamente entre 9,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade
- V-8 — meo de V-8 CDA- meo de cenouradggar; ECA — meo de pd de caé agar;
EFCA — meo de extrato de folhas de café

Os readltados da influncia dos meios de cultura sobre a esporulacéo
dos onze isolados encontram-se nos Quadros 15 a 18. No meo de V-8, o isolado mas
esporulante, em média, foi 0 C-27382 (21,75 x10%conidiosmL) e os menos esporulantes foram
os C-2837 (1069 x1CtconidiosmL) e C-2568 (1047 x1CtconidiosmL) (Quedro 15). No meio
de cenoura (Quadro 16) o isolado mais esporulante foi o C-2842 (2038 x1G*conidiosmL) e os
menos esporulantes foram C-2837 (11,08 x10%conidiosmL) e C-2836 (11,36 x1C*conidiosmL).
No meio de pd de café agar, o isolado C-2825 (22,03 x10*conidiosmL) foi 0 que mais produziu

esporos e 0 C-2842 (10,72 x10%conidiosmL) menos esporulante (Quadro 17). No Quadro 18



(meio de foha de caé) observou-se que os isolados C-2568, C-2825 e G2828, com médies de
1061 x10'conidicsmL, 1036 x10%conidiosmL e 811 x10*conidiosmL, respectivamente,
foran 0s mas egporulates enquanto que o isolado C-2837 goresantou média de 4,86

x10*conidiog/mL.

Quadro 15. Médias de conidios produzidos por 11 isolados de C.coffeicola, avdiados em trés

épocas (7, 10 e 14 dias) no meio de V-8.

| solados Conidios produzidos (x10* /mL) nas avaliagoes
12 2 3 Média

C —2568 458fB 925hbB 17,58 cdA 10,47d
C-2734-2 36,00 8A 425bB 8,25 deB 16,16 abcd
C—-2738-2 16,33 cdeB 2,75hC 46,16 aA 21,75a
C-2751-2 32,83 aA 783 bB 416€eB 14,94 bed
C-2754-2 791eC 2841 aA 16,58 cdB 17,63 abc
C -2784-5 791&B 425bB 26,16 bcA 12,77 bed
C -2825 22,66 bcA 7,00 bB 6,58 deB 12,08 cd
C-2828 8,91 defB 2333 8A 8,58 deB 13,61 bed
C —2836 18,75 cdeB 825hC 29,33 bA 18,77 ab
C-2837 8,91 defAB 6,50 bB 16,66 cdA 10,69d
C—-2842 19,08 cdA 1058 bA 10,16 deA 13,27 bed
Média 16,71 A 10,21 B 17,29 A
CV(%) =2764

- Na couna e na linha médias sguides pda mesma ldra mindscula e maldscula
respectivamente, néo diferem seguinificativamente pelo tete de Tukey a nivd de 5% de
probebilidade.



Quadro 16. Médias de conidios produzidos por 11 isolados de C.coffeicola, avdiados em trés

épocas (7, 10 e 14 dias) do meio de cenoura (CDA)

| solados Conidios produzidos (x10" /mL) nas avaliagGes

18 2 3k Média
C —2568 8,83 deC 17,25 bB 21,16 bcA 15,75 bc
C-2734-2 2358 aA 11,08 cdC 15,25 defB 16,63 b
C—-2738-2 9,08 deB 7,75 deB 19,00 bcdA 11,94 ef
C—-2751-2 11,33 cdB 14,00 bcAB 16,66 deA 14,00 cde
C-2754-2 5,66 eB 18,16 abA 1883 cdA 14,22 bede
C -2784-5 11,16 cdB 9,16 deB 15,25 defA 11,86 ef
C -2825 15,50 bcA 8,83 deB 14,08 efA 12,80 def
C —2828 5,66 eC 11,16 cdB 29,00 aA 15,27 bed
C —-2836 15,08 bcA 7,50 deB 1150 fA 11,36 f
C-2837 1591 bA 583eC 11501B 11,08f
C-2842 16,00 bB 2191 aA 2350 bA 20,38 a
Média 12,53 B 12,06 B 17,72 A
CV(%)=11,36

Na couna e na linhag médias sguides pda mesma lera mindscula e madscula
respectivamente, ndo diferem dgnificativamente pedo tete de Tukey a nivd de 5% de
probebilidade.

Quadro 17. Médias de conidios produzidos por 11 isolados de C.coffeicola, avdiados em trés
épocas (7, 10 e 14 dias) do meio de pd de café (EPCA)

| solados Conidios produzidos (x10" /mL) nas avaliagdes

12 2 R M édia
C — 2568 12,16 deC 2425 bA 19,16 bodB 18,52 b
C -2734-2 17,41 bodB 3808 Aa 7,25fgC 20,91 ab
C —2738-2 15,83 coB 5,66 eC 23,83 abA 1511 ¢
C—2751-2 29,08 aA 17,00 cdB 10,91 fC 19,00 ab
C —2754-2 583fC 1550 0B 21,08 acA 14,13 cd
C —2784-5 1391 cdB 5,00 eC 25,66 aA 14,86 cd
C -2825 2219 bB 41,16 aA 2,75¢gC 22,03 a
C-2828 7,16 &B 13,08 dA 14,41 deA 11,55 de
C -2836 18,66 bcA 11,91 0B 14,50 deAB 15,02 ¢
C —2837 18,08 bcA 250 €B 16,50 cdeA 12,36 cde
C —2842 6,75 B 22,25 beA 31608 10,72 e
M édia 15,19B 17,85 A 14,47 B
CV(%) =1333

Na ocouna e na linhaa médias seguides pda mesma lera mindscula e madscula
respectivamente, ndo diferem dgnificativamente pedo tete de Tukey a nivd de 5% de
probabilidade.



Quadro 18. Médias de conidios produzidos por 11 isolados de C.coffeicola, avdiados em trés
épocas (7, 10 e 14 dias) do meio de extrato de folhas de café-agar (EFCA).

| solados Conidios produzidos (x10" /mL) nas avaliacGes

1@ 2 32 Média
C — 2568 1241 abA 1391 aA 5,50 cdB 10,61 a
C-2734-2 950 cA 258fB 3,25 deB 5,11 cd
C—-2738-2 441dC 8,00 cdeB 11,83 aA 8,08 b
C—-2751-2 11,33 abcA 6,91 deB 283deC 7,02 b
C—-2754-2 1350 aA 841 cdeB 153eC 7,81b
C-2784-5 6,58 dB 11,66 abA 5,00 coB 7,75b
C-2825 11,33 acA 891 ciB 10,83aAB 10,36 a
C—2828 1241 abA 10,00 bcB 191eC 8,11b
C —2836 500dB 6,33 deB 9,25 abA 6,86 b
C —2837 1,33 eB 6,16 eA 7,08 bcA 4,86 d
C —2842 9,91 bcA 291fC 6,91 bcB 6,58 bc
Média 8,88 A 7,80 B 59C
CV(%) =1333

Na coluna e na linhaa médias seguidas pda mesma ldra mindscula e madscula
repectivamente, ndo diferem dgnificativamente pdo tete de Tukey a nivd de 5% de
probabilidade.

Examinando-s2 a Figura 4, obsarvase que ndo houve corrdacdo entre o
crexcimento micdid dos isolados e a producdo de conidios Eda informacdo pode ser
congtatada através dos vaores de R? (Coeficiente de Determinacdo), que variaram de 0,0032 a
0,3658. Paraque a corrdacéo fosse significativa, estes vaores deveriam estar acima de 0,80.

Na Fgura 4-1., observouse que exidiu uma forte tendéncia de queda na
producdo dos conidios com o crescimento micelid do fungo. No meio de folha de caé (Figura
4-2), condatou-s= que tendéncia para um pequeno aumento na esporulacdo dos isoledos foi
crexcente @é um determinado  ponto, goroximadamente 30 cm de didmetro, a patir do qud
ocorreu uma edtabilizacdo na producdo de conidios Os isolados cultivados em meio de cenoura

gpresentaram uma tendéncia de pequena queda na esporulacdo (Figura 4-3) de acordo com O

aumento do didmetro da colénia Quando as colbnias aingiram aproximadamente 2,00cm de
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didmearo dguns isolados goresentaram dta egporulacdo no meio de V-8 e depois néo

mantiveram o mesmo nive (Figura4-4).

1) 2)
70
70 ~ 2
R’ =0,3658 50- R®=0,2103
60
qg 50 é 50
x _ x i
3 40 A . 3 40
€ 30 . ‘0 2 30+
5 * ° /o)
O 20 O 20
<,
10 N “ lo -
L4
0 T T 1 0 - T .u T 1
0 2 4 6 0 2 4 6
Crescimento (cm) Crescimento (cm)
3) 4)
70 - ) 70 7 2
= R"=0,0059
60 - R®=0,0032 60 .
Kb B 501 ~
x
2 40 1 g 40 T .&
5 30 TN S 30 AN
e c A
S 20- R L o S 201 P D
10 { @B ¢ 10 - “a m’
L 4 *
. L ~N (4
0 T T | 0 T T 1
0 2 4 6 0 2 4 6
Crescimento (cm) Crescimento (cm)

Fgura 4. Corrdacdo entre o crecimento da coldnia e a quatidede de conidios
(x10%conidicsmL) de onze isolados de C. coffeicola nos meios de cultura P6 de

café (1), Folhade café (2), melo de cenoura (3) emeio de V-8 (4).
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6.3. Teste de patogenicidade

Os resultados das cinco avaiagbes do tese de patogenicidade (Area
foliar ledonada), de 49 isolados encontramse no Quadro 19. A Fgura 5 iludra a severidade
dos isolados na mesma época de avdiacio. Os resultados da utilizagid do méodo multivariado
de andie edatidica S0 agpresentados no Quadro 20 e nas Figuras 6 e 7. A Andie de
Agrupamento é goresentada na forma de dendrograma (Figura 7 ), onde é modrada a
condtituic&o de trés principal's grupos.

O gupo 1 (G) abrange dez isolados C-2568, C-2751-1, C-2825, C-
2iA-3, C-2835, G282, C-2838 C-2837, C-2830 e C-2844. Edes isolados foram agrupados
pelas caracteridicas Smilares quanto a patogenicidade, onde o grau de severidade foi
intermediaia aos dois outros grupos, mes goresentando sSntomas desde a primera avdiagéo,
redizada aos 12 dias gp0s a inoculagdo. Neste grupo, as médias das notes da &ea foliar
lesonada variaram de 0,00 a 0,33 (12 avdiacén), de 0,33 a 1,66 (2 e 3 avdiagén), de 1,33 a
3,00 (4*avdiacdo) e 2,33 a 3,00 (5*avdiacdo).

Os 3 isdlados do grupo 2 (&) goresentaram dois comportamentos
didintos sendo que dezessas dos isolados ndo foram patogénicos C-2579, C-2581-B, C-2583-
B, C-2584, C-2585 (C27381, C-27/39-1, C-27/39-3 C-2/53-3 C-27/A-3, CG2/835 C2/84-2,
C-2784-3, C-27844, C271854 e C-2824. Os quinze isolados retantes agpresentaram  indice
inferior de &ea foliar lesonada, em rdacdd a0 grupo 2,. e os sntomas foram evidenciados a
partir da segunda avdiacdo (19° dia gpds ainoculacéo).

O grupo 3 (&), condituido peos isolados C-2828 (Pirgu - SP), C-
2845 (Guarantd - SP), C — 2829 (Ourinhos - SP), C — 2836 (Mailia - SP), G2843 (Guaranta —

SP), C-2842 (Alvaro de Cavaho - SP), apresentaram maior severidade em relago aos outros



dois. As médias das notas da &ea foliar lesonada foram: 0,33-1,00 (1Pavdiacéo), 1,66-366
(Pavdiagdn), 2,00500 (Favdiacdo), 366533 (Favdiacdn) e a 433533 (Savdiacdn). O
codficiente de corrdlacéo cofenético foi 0,89, evidenciando 0 bom guste da andise efetuada.

O quadro 20 aoresenta os coeficientes de corrdacdo entre os 5
indicadores ou variaves originas (13 22 3 4% e 5 avdiagbes) com maiores indices de Vdor de
Importéncia aos dois componentes principas (Y1 €Yz), bem como as porcentagens de
informagbes  retida (% de variancia) e acumulada. As varidvels foram ordenadas quanto a sua
contribuicio para os componentes Yi eY,, 0 que reflete seu poder discriminatdrio em rdlacéo as
amodiragens, expresso por seu vaor absoluto.

Para 0 primaro componente principal (Y1), & vaiaves com maor
poder discriminatdrio entre as amodragens, em ordem decrescente, etéo: favdiacdo, 5°
avdiacdo, 3 avdiagdo, 2 avdiacdh e a 18 avdiagdp. O componente principd Y foi
responsdve por 96,16% das informagdes contidas nas cinco varidvels andisadas.

Para 0 ssgundo componente principd (Y), obsarva-se que as 22 3 5°
avdiaghes, goresentaram em ordem decrescente, maior poder discriminatdrio, sendo de 2,65%
o vdor da informacdo retida por este componente. A informacdo acumulada pdos dois
primeiros componentes principais foi 98,81%.

A digpaso gdica das 21 amodras (Figura 6), utlizando-se os
componentes principais Y1 e Y2 , modra a ssmdhanca do dendrograma (Figura 7), uma
digribuicdo segliencid das amodragens. As amosragens do G2 se  caracterizam  por
goresentarem everidade intermediaia aos dois grupos. No G1, 16 dos 32 isolados ndo se
goresentaram  patogénicos. Os isolados restantes foram inferiores na patogenicidede em rdacéo

a todos os isolados avdiados Em G3, obsava-se aumento progressivo dos vaores de Y1, o que
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representa 0 aumento da severidede dos isolados, onde o isolado CG-2842 foi o mas patogénico

detodos.

C-2568 C-2734-2

C—-2842

Fgura 5. Folhas de café inoculades com C. coffeicola e goresentando sintomas apds 33 dias de

inoculagdo (4° avaiacé).
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Quadro 19. Severidade média de infeccéo de 49 isolados de C. coffeicola, em cinco épocas de

avdiacéo.
Severidade
| solados 1%Avaliag 8o 22Avaliagdo JFAvaliagéo 42Avaliacéo 5fAvaliagéo
C- 2568 033* 033 033 2,00 2,33
C-2579 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C-2579-1 0,00 033 033 133 1,66
C-2581-B 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C-2583-B 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C-2584 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C- 2585 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C—-2734-2 0,33 1,00 1,00 1,00 1,00
C-2734-3 0,00 1,00 2,00 2,66 3,66
C-2738-1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C-2738-2 033 033 033 1,00 1,00
C-2739-1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C-2739-2 0,00 033 033 1,00 1,00
C-2739-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C-2751-1 033 0,66 0,66 133 2,66
C-2751-2 033 033 033 033 0,33
C-2751-c 0,00 0,66 133 133 1,66
C-2753-1 0,00 0,66 1,00 1,00 1,33
C-2753-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C-2754-2 033 0,66 0,66 1,00 1,00
C-2754-3 000 0,00 0,00 0,00 0,00
C-2783-1 0,00 0,00 033 1,00 1,00
C-2783-5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C-2784-2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C-2784-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C-2784-4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C-2784-5 033 033 033 0,66 0,66
C-2785-1 0,00 0,00 033 033 0,33
C-2785-3 0,00 033 033 0,66 0,66
C-2785-4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C-2786-3 033 033 033 1,00 1,00
C-2787 0,00 0,00 0,00 0,00 0,33
C-2824 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C-2825 033 0,66 0,66 1,66 2,33
C- 2826 033 133 1,66 233 2,66
C-2828 0,66 3,00 333 433 5,00
C-2829 1,00 200 2,66 433 5,00
C-2830 0,00 133 1,66 2,66 3,00
C-2834 0,00 033 033 1,00 1,33
C-2835 033 1,00 233 333 3,66
C- 2836 0,66 1,66 2,00 4,66 5,00
C-2837 033 133 1,66 1,66 2,66
C-2838 033 0,66 1,66 233 2,66
C-2840 0,00 033 033 033 0,66
C-2841 0,00 033 0,66 0,66 0,66
C-2842 0,66 3,66 5,00 533 533
C-2843 0,66 1,66 2,00 433 4,33
C-2844 033 1,66 1,66 3,00 3,00
C—2845 033 233 3,00 3,66 433
Testemunha 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

¥ Média de trés repeticdes. Nota: (0- sem sintoma; 1 — até 6%; 2 —de 6,1 a 12%; 3- de12,1a18%; 4— 181 a
25%; 5— 25,1 a50%; 6 — acima de 50% de dreafoliar lesionada ou folha caida.
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Quadro 20. Corrdagbes entre as vaiaves originas das avdiagbes da patogenicidade dos 49
isolados de C. coffeicola aos dois componentes principas Y1 e Y, a ordenacéo (ord.)
das vaiaves quanto a0 seu poder discriminatdrio e porcentagem de informacéo
retidae acumuladaem Y e Ys.

Variaveisoriginais Y, (ord.) Y, (ord.)
TAvdiacio 08053 (5) “0,0931 (4)
22 Avaliagio 0944 (4) 02704 (1)
BAvdiagio 09533 (3) 02697 (2)
42 Avaliagio 09928 (1) -0,0731 (5)
52 Avaliagio 09910 (2) -01136 (3)
Informacéo Retida (%) 96,16 266
Informagéo Acumulada (%) 96,16 9881
037 Y2
G3
825 / C-784 ’\
., G2 c-2734-2 Gl / \
C-2783-1 @ ( . C-2823 )
C-2751-2 C-2841 C-2753-1 \ C-2830 *
. o oo ¥ ® cos
e BETTYS aeeN | ]
04 BB o F27382 o heas 0x-2838 ¥ 04°72838 0,6 08 1 12
c®786-3 ¢ C-2734-3 o vi
005 C-2825 *
o2 Cc-2751-1 Cc-2843
PR
o C-2568
C-2836
L’ C-2579/ C-2583-B 1'8-2584 | C-C-2585 / C-2738-1/ C-2739-1/ C-2739-3/ C-2753-3
C-C-2754-3/ C-2783-5/ 2784-2 / C-2784-3 / 2784-4/ C-2785-4 / C-2824

Fgura 6

Digpersio gréfica dos 49 isolados de C. coffeicolla, caracterizados quanto a

patogenicidade, utilizando-se os dois componentes principais (Y1 e Y2).
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FHgua 7. Dendrograma gerado pdo agrupamento UPGA, baseado no codficiente Simple
Matching, a patir das Smilaridades obtides peos isolados de C. coffeicola avdiados
na caracterizacdo patogénica
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64. Caracterizagdo dos isolados de C. coffeicola por marcadores molaculares

RAPD (Randon Amplified Polymorphic DNA)

Os dezoto isdados de Cercospora coffeicola  foram
caacterizados individudmente, na tentetiva de se identificar a vaiabilidade exigente
entre des. O isolado C-2568 foi 0 Unico caracterizado em duplicidade, com a findidade
de proporcionar garantia de que o méodo é confidvel.

Antes da redizacdo do RAPD quanttificou-se a qudidade do
DNA dos isolados no GenQuant (Pharmacia), onde foi lida a razéo de Aesomm /A280mm , @
gqud edava entre 1,72 e 1,83, indicando que esdes edavam livres de proteines e

carboidratos (Quadro 21.).

Quadro 21. Concentragdes de DNA e suas respectivas razdes obtidas no gpardho Genquant

| dentificaco do I solado Concentragéo do Razéo
DNA/RNA
C-2568 7.6 174
C-2568 79 175
C-2579-1 39 170
C-2734-3 8 174
C-2738-2 84 176
C-2739-2 4.2 172
C-2751-C 4.2 175
C-2/51-1 53 176
C-27r4-3 59 176
C-27%6-3 0.6 174
C-2784'5 58 178
C-2785-3 44 175
C-2826 26 183
C-2828 37 174
C-2829 6.3 177
C-280 24 176
C-2824 35 179

C-2835 3.7 183
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As amodras de DNA dos 18 isolados foram amplificados utilizando-se
7 "primers’ deadrios (OPG04, OPG09, OPG13, OPG14, OPG18, OPR05 OPP-19), que
produziran bandas polimdrfices de DNA, por "primer”, para cada isolado. As Figura 9 e 10
ilusram um padréo tipico de amplificacdo pdos "primes’ OPG-04 e OPG-13, respectivamente.
As bandas mais intensas e consgentes foram congderadas nos estudos de Smilaridade, gerando
a mdriz de digénca genética (Quadrol9), que foi utilizada para a daboracdo do dendrograma
(Figura8).

O dendrograma mostra daramente que os isolados foram agrupados em
quatro grupos digtintos.

Os coeficientes de Smilaridade, obtidos através da andise de diferentes
padrdes de bandas, para cadapar combinado de isolados mogtram vaores que variam em torno
de 40 a 100% de Smilaridade (Figura 8).

O vdor de 70% de dmilaidade sgpara os isolados em quaro grupos
Grupo 1 compogo pdos isdlados CG-2568, C-2579-1, CG-2830, C-2751-1, G282, C-283%, C-
2826, CG-2824, C-2825, Grupo 22 C-2738-2, C-2/51-C, CG2828, C-27/392, CG27/845, C2/853;

Grupo 3. C-27A4-3 e C-275%6-3 e 0 Grupo 4.
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Figura 8. Dendrograma gerado peo agrupamento UPGA, baseedo no coeficente  Smple
Maching, a patir das bandas obtidas por RAPD, em andise dos 18 isolados de C.
coffeicola.
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Fgura 9. Padrdo gerado pelo polimorfismos das bandas de DNA amplificado ao acaso com
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Fgura 10. Padr&o gerado pelo polimorfismos das bandas de DNA amplificado ao acaso com
Primer OPG-13, entre osisolados de C. coffeicola. MV =marcado molecular Ladder
1Kb



Quadro 22 Matriz gerada pelo programa NTSY S 1.5 referente a0 RAPD dos isolados de Cercospora coffeicola .

C-2568 C-2568 C-2734-3 C-27382 C-2739-2 C-2751-C C-2751-1 C2754-3 C-2786-3 C-27845 C-27853 C-2828 C-2829 C-2830 C-2824 C-2825 (C2835 C-2826 C-25791
1.0000000

0.8666667 1.0000000

0.4666667 0.4666667 1.0000000

0.7333333 0.6000000 0.6000000 1.0000000

0.5333333 0.6666667 0.6666667 0.6666667 1.0000000

0.6666667 0.6666667 0.5333333 0.8000000 0.7333333 1.0000000

0.6666667 0.8000000 0.4000000 0.5333333 0.6000000 0.6000000 1.0000000

0.6000000 0.7333333 0.4666667 0.3333333 0.5333333 0.4000000 0.6666667 1.0000000

0.5333333 0.6666667 0.5333333 0.2666667 0.4666667 0.4666667 0.6000000 0.6666667 1.0000000

0.7333333 0.7333333 0.6000000 0.6000000 0.8000000 0.6666667 0.6666667 0.6000000 0.5333333 1.0000000

0.6000000 0.7333333 0.4666667 0.4666667 0.8000000 0.6666667 0.6666667 0.6000000 0.5333333 0.8666667 1.0000000

0.6666667 0.6666667 0.5333333 0.8000000 0.6000000 0.7333333 0.7333333 0.5333333 0.3333333 0.6666667 0.5333333 1.0000000

0.7333333 0.8666667 0.3333333 0.6000000 0.6666667 0.6666667 0.9333333 0.7333333 0.5333333 0.7333333 0.7333333 0.8000000 1.0000000

0.8666667 0.7333333 0.3333333 0.7333333 0.5333333 0.6666667 0.8000000 0.6000000 0.4000000 0.7333333 0.6000000 0.8000000 0.8666667 1.0000000

0.7333333 0.7333333 0.4666667 0.4666667 0.4000000 0.4000000 0.8000000 0.6000000 0.5333333 0.6000000 0.4666667 0.6666667 0.7333333 0.7333333 1.0000000

0.6000000 0.6000000 0.4666667 0.4666667 0.4000000 0.4000000 0.8000000 0.6000000 0.5333333 0.6000000 0.4666667 0.6666667 0.7333333 0.7333333 0.8666667 1.0000000

0.6000000 0.7333333 0.3333333 0.4666667 0.5333333 0.5333333 0.9333333 0.6000000 0.5333333 0.6000000 0.6000000 0.6666667 0.8666667 0.7333333 0.8666667 0.8666667 1.0000000

0.6000000 0.7333333 0.3333333 0.4666667 0.5333333 0.5333333 0.8000000 0.7333333 0.5333333 0.6000000 0.6000000 0.6666667 0.8666667 0.7333333 0.7333333 0.8666667 0.8666667 1.0000000
0.8666667 0.8666667 0.3333333 0.6000000 0.5333333 0.6666667 0.8000000 0.7333333 0.5333333 0.6000000 0.6000000 0.6666667 0.8666667 0.8666667 0.7333333 0.6000000 0.7333333 0.7333333 1.0000000
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6.5. Sensbilidade “in vitro” de sete isolados de C. coffeicola a oito fungicidas
(Primeiro experimento)

As médias das trés avdiagbes do crescimento micdia dos sgte isolados,
em meo de cultura em doses crexentes de cada principio aivo est@o goresentados,
separadamente, nos Quadros 23 a 30.

O propiconazole (Quadro 23) inibiu 0 creimento de todos os isolados
testados a partir das concentragdes de 1 a 10ngy/mL.

Os reaultados referentes a sensbilidede"in vitro®, de sete isolados a0
oxicdloreto de cobre sfo goresentados no Quando 24. No ged, aé 10hg/mL ndo houve
diferenca sgnificativa com a tetemunha, enquanto que as de 50 e 100ngy/mL diferiram entre g
e das demas doses. Todos os isolados avdiados ndo diferiram dgnificativamente dentro das
trés avaiaches, com excegdo do isolado G-2579-1.

Para 0 benomyl (Quadro 25) os isolados CG-25791, CG-2734-3, CG-273-2
e C-27/53-1 foram totamente inibidos em todas as concentragbes testadas, enquanto que oS
isolados C-2568, C-2739-3 e C-2754-2 gpresentaram pequena inibicZo, mesmo a 100ng/mL.

Os resultados das avdiagbes da inibicdo promovida pelo chlorothaonil
encontram-se no Quadro 26. Todos os isolados goresentaram  Sgnificativa  reducdo  no
crescimento micdid a medida que a sua concentracdo foi aumentada, com excegdo dos isolados
C-2568, C-27139-3 e C27/531. Os ixlados CG25791 e C-27/53-1 foram os Unicos que néo
foram totalmente inibidos até a 50ng/mL.

Para 0 azoxydrobin (Quadro 27), as quatro concentragbes usades néo
inibiram ggnificativamente o didmetro das colonias dos isolados CG-2568, C-2738-2 e C-Z753-1

e ndo dfeaiu da tetemunha. O isolado CG-2734-3 fo totdmente inibido em todss as
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concentragdes  testadas, enquanto que o isolado C-2739-3 foi inibido por completo goenas na
concentracéo de 100nymL. Os isolados C-2568, CG-25791 e C-2754-2 agoresentarm diferenca
dgnificativa entre a tetemunha e os tratamentos, sendo graddivamente inibidos com o
aumento das concentragfes, mas néo por completo.

O dfeto inibitorio do chlorothaonil sobre o crexdimento micdia de sete
isolados € goresentado no Quadro 28. O isolado C-2734-3 foi 0 Unico totdmente inibido a 50 e
100mmL, enquatto que o C2568 C257/91 e C2/0-3 ndo foran inibidos
sgnificativamente em relacdo a testemunha.

Para metdaxyl-mancozeb (Quadro 29), verificase reducdo no
crescimento micdlid em concentragbes mais dtas, principdmente a 50 e 100ng/mL.

O dato do tebuconazole reduziu muito o crescimento micelia de todos
os isolados a patir de Ing/mL e a 50mymL, os isdlados C-2579-1, C-27382, CG-27393 e G
27A-2 foram completamente inibidos (Quadro 30). A 100ng/mL, todos os sgte isolados ndo se

desenvolveram.



Quadro 23. Crecimento micdid de ste isolados de C. coffeicola, em meo de culturg
contendo O, 1, 10, 50 e 100ny/mL de propiconazole e avdiados em trés épocas (3,

7 e 10 dias gpds o plaqueamento).
Isolados Epocas de Concentragdes (ng/mL)
avdiacéo
0 1 10 50 100 Média
C —2568 12 099* 0,00 0,00 0,00 0,00 0,15a
22 11P 0,00 0,00 000 0,00 0,17 a
3? 1,16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,17a
Média 1,09A 0,00B 0,00 B 0,00 B 0,00 B
C-2579-1 12 09cA 000aB 0,00aB 000aB 0,00aB 0,15¢c
22 220bA 000aB 0,00aB 000aB 0,00aB 0,30b
3 30a8A 000aB 0,00aB 000aB 0,00aB 0,39a
Média 203A 0,00B 0,00B 0,00B 0,00B
C-2734-3 12 080cA 000aB 0,00aB 0,00 aB 0,00aB 0,12¢c
22 145bA 000aB 0,00aB 000aB 0,00aB 0,21b
3 2348A 000aB 0,00aB 000aB 0,00aB 0,3la
Média 0,80A 0,00B 0,00B 0,00 B 0,00 B
C-27382 12 105 000 0,00 0,00 0,00 0,16a
22 145 000 0,00 000 0,00 0,21a
3 153 0,00 0,00 000 0,00 0,22a
Média 1,34 A 0,00B 0,00 B 0,00 B 0,00 B
0C - 2739-3 12 100cA 000bB 0,00aB 000aB 0,00aB 0,15¢c
22 281bA 003bB 0,00aB 000aB 0,00aB 0,37b
3 348aA 020aB 0,00aC 000aC 0,00Ac 0,48a
Média 232A  0,07B 0,00C 0,00C 0,00C
C-27531 12 098cA 000cB 0,00aB 0,00 aB 0,00aB 0,55a
22 2580bA  030bB 0,00aC 000aC 0,00aC 041b
3? 334aA 062aB 0,00aC 000aC 0,00aC 0,15c
Média 220A 0,29B 0,00C 0,00C 0,00C
C-2754-2 12 092cA 000aB 000aB 0,00 aB 0,00aB 0,14a
22 218bA  000aB 0,00aB 000aB 0,00aB 0,29b
3 298aA 000aB 0,00aB 000aB 0,00aB 0,38a

Media 1,95A  0,00B 0,00 B 0,00 B 0,00 B

CV (%) =540

(@) Em cada isolado, as médias seguidas pela mesma letra minGscula e mailscula na coluna e na linha,
respectivamente, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probalidade.

b) Diémetro do crescimento da col6niado fungo em centimetros.
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Quadro 24. Crexcimento micdid de ste isolados de C. coffeicola, em meo de culturg,
contendo O, 1, 10, 50 e 100mymL de oxicoreto de cobre e avdiados em trés
épocas (3, 7 e 10 dias gp6s 0 plagueamento)

Isolados Epocas de Concentragdes (my/mL.)
Avdiacéo
0 1 10 50 100 Média
C - 2568 2 223 246 204 144 1,41 1,90c
i 322 366 288 213 1,92 2,73b
F 442 501 393 278 265 371a

Media 324AB  364A 291B 2,09C 197C

C-25791 i 1,99cA 207 cA 208 CcA 184 cA 0,00cB 147c
z 292bAB  310bA 3,08 bA 273bB 148 bC 2,63b
g 378aAB 398aAB 4048A 38aAB 366aB 3,86a

Media 286AB 301A 3,02A 2,76 B 1,41C

C-27343 iy 191 212 207 201 204 2,03¢c
z 2,77 295 287 282 269 2,82b
g 3,77 407 381 374 3,91 3,86a
Media 2,77 A 3,00 A 2,88 A 2,82 A 2,84 A

C-27382 iy 220 213 198 130 127 1,77c
z 3,10 306 3,00 298 240 2,90Db
g 380 372 350 338 222 3,32a
Meédia 3,03A 297A 2,82 A 255A 196 A

C-27393 i 230 193 210 201 158 1,98c
z 3,16 309 346 307 243 3,03b
3 421 410 451 371 2,78 384a
Média 3,18"B 298AB 329A 2,89 B 2,24C

C-27531 iy 214 232 214 243 147 2,09c
z 303 331 3,38 328 208 3,00b
3 3,97 438 454 452 289 4,04a
Média 3,00A 3,29A 3,29 A 3,36 A 2,12B

C-2742 iy 204 229 229 146 1,08 181c
z 304 313 341 2A 1,70 2,73b
3 39 389 321 344 232 354a

Média 2,98 A 3,08 A 326 A 242B 167C

CV(%) = 4,30

(@ Em cada isolado, as médias seguidas pela mesma letra mindscula e mailscula na coluna e na linha,
respectivamente, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probalidade.

b) Diémetro do crescimento da colnia do fungo em centimetros.
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Quadro 25. Crexcimento micdid de ste isolados de C. coffeicola, em meo de culturg,
contendo O, 1, 10, 50 e 100ny/mL de benomyl e avdiados em trés épocas (3, 7 e

10 dias gpds 0 plaqueamento).
Isolados  Epocas de Concentragdes (ng/mL )
avaliagédo
0 1 10 50 100 Média

C —2568 12 147 119 1,24 102 133 124c
2 223 1,66 181 1,63 204 1,86 b
F 374 311 321 2% 357 33la
Média 2,34A 186C 1,96 C 1,74D 2,17B

C-25791 12 126Ca 000aB 000aB 0,00aB 000aB 0,19c
e 208bA 000aB 000aB 0,00aB 000aB 0,28b
F 339aA 000aB 000aB 0,00 aB 000aB 0,42 a
Média 2,17A 0,00B 0,00 B 0,00 B 0,00 B

C-2734-3 12 174cA 000aB 000 aB 000aB 000aB 0,24c
> 243bA  000aB 000aB 0,00aB 000aB 0,32b
s 349aA 000aB 000aB 0,00aB 000aB 0,43 a
Média 251A 0,00B 0,00B 0,00B 0,00B

C-27382 12 247bA  000bA 0,00 bA 000 bA 0,00 bA 0,32b
a 337aA 000bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,42 a
F 364aA 000bA 0,00 bA 000 bA 0,00 bA 0,46 a
Média 3,14A 0,00B 0,02B 0,00 B 0,00 B

C-2739-3 12 027cB  121bA 000cB 120bA 1,32 cA 0,73¢c
e 149bB 172bAB 179bAB 164bAB 224 bA 1,77b
F 3R2aA 297aB 295 aB 282aB 293aB 31la
Média 164BC 191AB 135C 1,84 AB 2,12 A

C-27531 18 177cA  000aB 000aB 000aB 000aB 0,17c
a 253bA  000aB 000aB 0,00aB 000aB 0,21b
F 398aA 000aB 000aB 0,00aB 000aB 0,27 a
Média 2,63A 0,00B 0,00B 0,00 B 0,00B

C-2754-2 12 143bA  111cB 083cC 0,79cC 069 cC 0,96 c
2 160bA 155bAB  120bBC 134bABC 124Bc 1,40b
F 374aA 259aB 1,98 aD 202aCD 235aBC 251a
Média 2,17 A 1,71B 1,34C 1,35C 1,37C

CV(%) = 5,07

(@ Em cada isolado, as médias seguidas pela mesma letra minlscula e mailscula na coluna e na linha,

respectivamente, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probalidade.

b) Diémetro do crescimento da coldnia do fungo em centimetros.



Quadro 26. Crecimento micdid de ste isolados de C. coffeicola, em meo de culturg,
contendo O, 1, 10, 50 e 100ng/mL de chlorothdonil e avdiados em trés épocas (3,

7 €10 dias gpis 0 plagueamento)

Isolados  Epocas de Concentracdes (ng/mL)
avaliagédo

0 1 10 50 100 Média

C-2568 12 176" 161 0,74 000 0,00 0,70b
2 223 211 098 000 0,00 0,89b
F 320 302 138 000 0,00 1,23a
Média 2,36 A 221A 102B 0,00C 0,00C

C-25791 22 183cA  177cA  166bA 0,10aB 0,00aB 0,93c
2 251 bA 239bA  228aA 0,28 aB 0,00aC 1,29b
F 353aA 340aA 270aB 021aC 0,00aC 164a
Média 259 A 248AB 220B 0,20C 0,00 D

C-27343 12 161 bA 1,17bAB 0,71bB 000aC 0,00aC 0,60c
2 203bA 1,66 bAB 1,20bB 000aC 0,00aC 0,83b
3 284aAB 347aA 237aB 000aC 0,00aC 142a
Média 2,14 A 201A 137B 0,00C 0,00C

C-27382 12 216 cA 162cB  1,01bC 0,00aD 0,00aD 0,81lc
2 287 bA 254bA  1,14bB 000aC 0,00aC 1,07b
F 419aA  351aA 256aB 000aC 0,00aC 165a
Média 3,02A 251B 151C 0,00D 0,00D

C-27393 12 192 132 057 000 0,00 0,64a
2 259 1,74 058 000 0,00 0,80a
s 282 249 0,70 000 0,00 0,97a
Média 243 A 1,83A 062B 0,00C 0,00C

C-27531 12 180 181 047 000 0,00 0,68b
2 257 253 0,90 015 0,00 1,03a
s 373 233 155 024 0,00 1,32a
Média 2,65A 223A 094B 0,13C 0,00C

C-27542 12 225CcA 1,74cA  0,75bB 000aC 0,00aC 0,79¢c
a 300 bA 232bAB 161aB 000aC 0,00aC 1,14b
F 4308A 320a&8 171aC 0,00aD 0,00aD 1,48a

Média 3,14 A 2428 133C 0,00 D 0,00 D

CV(%) = 1191

(@ Em cada isolado, as médias seguidas pela mesma letra minlscula e maiGscula na coluna e na linha,
respectivamente, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probalidade.

b) Diémetro do crescimento da coldnia do fungo em centimetros.



Quadro 27. Crescimento micdid de sete isolados de C. coffeicola, enm meo de cultura
contendo O, 1, 10, 50 e 100ny/mL de azoxystrobin e avadiados em trés épocas (3, 7

e 10 dias apds o plaqueamento)
Isolados  Epocas de Concentracdes (ng/mL)
avaliacéo
0 1 10 50 100 Média
C —2568 12 099aA" 068aA 024bB 0,19bB 0,20aB 0,44b
i 111aA° 077aAB 045aBC 064aB  030aC 0,64a
3 116aA 0X4aC 070aBC 09%6aAB 042aC 0,74a
Média 1,09 A 066B 046CD 057BC 030D
C-25791 12 0BCcA 034bB 022cB 030 bB 0,00cB 0,33¢c
> 218 DbA 046bB  067bB 08laB 0,57bB 0,88b
F 298aA 091aB 091aB 0,89 aB 0,71aB 1,63a
Média 1,95A 056C 058BC 0,65B 0,39D
C-2734-3 12 080cA 000aB 000aB 0,00 aB 0,00aB 0,12c
22 145bA 000aB 000aB 000aB 0,00aB 0,21b
F 234aA  000aB 000aB 0,00 B 0,00aB 0,31a
Média 1,48 A 0,00B 0,00B 0,00 B 0,00 B
C-27382 12 105 058 044 017 023 0,47b
2 145 061 054 022 059 0,65a
3? 153 0063 064 027 087 0,76 a
Média 1,34 A 061B 054B 0,22C 0,55B
C-2739-3 12 100cA 020bB 017bB 000cC 0,00aC 0,23¢c
e 28LbA 030aB 0,23bB 033bB 0,00aC 0,57b
F 348aA 040aB 041aB 0,60 aB 0,00aC 0,77 a
Média 2,32 A 029B 0,26B 029B 0,00C
C-27531 12 098 048 048 047 037 0,55¢
2 258 1,26 1,10 133 0,71 1,35b
3 334 1,9 1,65 210 1,36 2,05a
Média 2,20 A 1,19BC 1,04BC 123B 0,78C
C-2754-2 12 092cA 034bB 022cB 0,30bB 0,00cC 0,33¢c
2 218DbA 046bD  067bBC 08laB 0,57bCD 0,88b
K 298aA 091aB 091aB 0,89 aB 0,71aC 1,20a

Media 1,95 A 056C 058BC 0,65B 0,39D

CV(%) =6,69

(@ Em cada isolado, as médias seguidas pela mesma letra minGscula e mailscula na coluna e na linha,
respectivamente, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probalidade.

b) Diametro do crescimento da coldnia do fungo em centimetros.



Quadro 28. Crexcimento micdid de ste isolados de C. coffeicola, em meo de culturg,
contendo O, 1, 10, 50 e 100ny/mL de chlorothdonil e avdiados em trés épocas (3,

7 e 10 dias gpds 0 plagueamento)
Isolados  Epocas de Concentracdes (ng/mL)
avaliacéo
0 1 10 50 100 Média
C - 2568 18 1,762 1,69 144 124 1,16 1,45¢
va 223 218 191 1,73 1,64 1,93b
3 320 314 2,72 242 225 2,74a
Média 2,36 A 23LA 200B 1,77C 1,66 C
C-2579-1 12 183 1,76 180 115 114 152c¢c
2 251 240 248 169 115 2,02b
e 353 343 362 25 203 3,00a
Média 2,59 A 249 A 259 A 1,76 B 1,42C
C-2734-3 18 161 bA 143cA 000aB 0,00 aB 0,00aB 0,48c
2 203 bA 227TbA  060aB 000aC 0,00aC 1,14b
F 284aA 350aA 071aB 000aC 0,00aC 11la
Média 2,14 A 234A 040B 0,00C 0,00C
C-27382 12 216 cA 148cB  095bC 0,00 bD 0,00bD 0,78c
2 287 bA 258A 209aB 158aC 153aC 2,10b
F 4198A 343a8B 218aC 1,78aCD 163aD 2,57a
Média 3,02 A 244B  170C 0,99 D 0,93D
C-2739-3 12 192 182 181 143 117 1,62c
2 259 24 240 217 171 2,25b
3 378 3,36 323 281 230 3,08a
Média 2,72 A 2,49 A 245AB 211B 1,70C
C-27531 12 180cA 193cA  171cA 1,17 cB 1,19¢B 155¢
2 253bAB  269bA  227bB 1,73bC 1,76 bC 2,18b
F 373aA 398aA 314aB 257 aC 243aC 3,15a
Média 2,64 B 2,82 A 2,34 C 1,79D 1,77D
C-2754-2 12 225CA 196bA  1,39bB 0,00cC 0,00cC 0,94c
2 300 bA 220bB  1,58bC 051bD 0,62bD 1,47b
F 430aA 39BaA 287aB 22aC 214aC 3,04a

Media 3,14 A 2,64B 191C 0,75D 0,78 D

CV(%) =4,89
(@ Em cada isolado, as médias seguidas pela mesma letra minGscula e mailscula na coluna e na linha,

respectivamente, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probalidade.
b) Diametro do crescimento da col6nia do fungo em centimetros.



86

Quadro 29. Crexcimento micdid de ste isolados de C. coffeicola, em meo de culturg,
contendo O, 1, 10, 50 e 100mymL de methdaxyl-mancozeb e avdiados em trés
épocas (3, 7 e 10 dias gp6s 0 plagueamento)

Isolados  Epocas de Concentracdes (nmg/mL)
avaliacéo
0 1 10 50 100 Meédia
C —2568 12 223cA®  212cA  132cB 000bC 0,00aC 0,95¢c
2 32bA°  30bA  215bB 000bC 0,00aC 1,38b
F 4428A  4288A 298aB 0,71aC 0,008D 211a
Media 3,24 A 311A 211B 0,20C 0,00 D
C-25791 12 19 204 094 000 0,00 0,84b
2 29 287 147 000 0,00 1,19b
F 378 416 196 109 242 2,57a
Media 2,86 A 297A  143B 0,29C 0,58 C
C-2734-3 12 191 191 0,00 000 0,00 0,59b
2 277 276 081 000 0,00 1,02a
3 377 367 0,9 023 0,00 1,39a
Meédia 2,77 A 274A 054B 0,07C 0,00 C
C-27382 12 204 235 117 018 0,00 0,99c
2 304 298 181 029 0,00 1,38b
3 39 402 171 074 0,00 1,78a
Meédia 2,98 A 308A 155B 0,38C 0,00D
C-2739-3 12 230CA 202cA  103bB 013bC 0,00aC 0,94c
2 3,16 bA 306LA  3258A 032aB  000aB 1,66b
F 4218A 4198A 325aB 053aC 0,13ab 2,11a
Média 3,16 S 303A 240B 0,32C 0,04D
C-27531 12 214 cA 173cB  0,78cC 0,00 aD 0,00aD 0,78c
2 303 bA 276bA  161bB 000aC 0,00aC 1,21b
F 384 aA 373aA 243a8B 0,00 aC 0,00aC 16la
Meédia 2,97 A 269B 155C 0,00 D 0,00 D
C-2754-2 12 234 CA 171cB  1,07cC 009aD 000aD 0,89¢c
2 309bA 276bA  1,79bB 0,17aC 0,00aC 1,32b
F 442 aA 3598 263aC 0,00 bD 0,06 aD 1,73a

Média 3,24 A 2,64B 1,78C 0,08 D 0,02D

CV(%) =9,98

(@) Em cada isolado, as médias seguidas pela mesma letra minUscula e mailscula na coluna e na linha,
respectivamente, néo diferem significativamente pel o teste de Tukey, ao nivel de 5% de probalidade.

b) Diédmetro do crescimento da col6nia do fungo em centimetros.
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Quadro 30. Crexcimento micdid de ste isolados de C. coffeicola, em meo de culturg,
contendo O, 1, 10, 50 e 100nmymL de tebuconazole e avdiados em trés épocas (3, 7

e 10 dias apds o plaqueamento)
I solados Epocas de Concentracdes (ngy/mL)
avaliacé
0 1 10 50 100 Meédia
C - 2568 12 147 cA*  033cB 012bBC 012bBC 000aC 0,34c

28 223bA°  069bB 033bC 022bCD 000aD 0,58 b
3? 374aA 16388 066aC 056aC  000aD 1,10a
Media 2,41 A 0.83B 0,35C 0,29C 0,00 D

C-25791 12 126cA 000cB 0,00cB 000aB 0,00 aB 0,19c
28 208bA  021bB 024bB 000aC  000aC 0,39b
3? 339aA 047aB 054 aB 000aC  000aC 0,66 a
Media 2,17 A 0,24B 021B 0,00C 0,00C

C-27343 12 174cA  023bB 0,00cB 000bB 0,00 aB 0,30c
28 243bA  037bB 032bB  000bC 000aC 0,48b
3? 3498A 080aB 0,75aB 046 aB 0,00aC 091a
Media 2,51 A 0,44 B 0,34B 0,13C 0,00 C

C-2738-2 12 247bA  045bB 000aC 000aC  000aC 043c
28 337aA  065bB 006aC 000aC  000aC 0,58b
3? 3648A 11488 018aC 000aC  000aC 0,73a
Media 3,14 A 0,73B 0,08 C 0,00C 0,00C

C-27393 12 027cA  014bA 013bA 000aA  000aA 0,10c
28 149bA  033bB 033bB 000aC  000aC 0,36 b
3? 392a8A 08788 128 aB 000aC  000aC 0,95a
Meédia 1,64 A 0,53 B 042B 0,00C 0,00C

C-27531 12 177cA 042cB 014bB 000bC  000a&aC 0,37c
28 253bA  066bB 016bC 016aC  000aC 0,56 b
3? 398aA 108aB 049aC 031aC 000aD 0,93a
Meédia 2,70 A 0,70 B 0,25C 0,15C 0,00 D

C-2754-2 12 101aA 0O22aB 0,09 aB 000aB 0,00 aB 0,22c
28 224bA 0378B 014aBC 000aC  000aC 0,42b
3? 3/4cA  050aB 0,32 aB 000aC  000aC 0,66¢c
Média 2,22 A 0,36 B 082B 0,00C 0,00C

CV(%) =7,73

(@) Em cada isolado, as médias seguidas pela mesma letra minUscula e mailscula na coluna e na linha,
respectivamente, ndo diferem significativamente pel o teste de Tukey, ao nivel de 5% de probalidade.

b) Diédmetro do crescimento da col6nia do fungo em centimetros.



6.6. Sendgbilidade “in vitro” de dez isolados de C. coffeicola a sete fungicidas
(Segundo experimento)

As médias de trés avdiagbes do crescimento micdid de dez isolados,
em meo de cultura, em doses crescentes de principios ativos estdo goresentados nos Quadros
3ladyr.

O propiconazole, reduziu dragticamente 0 crecimento  micdid dos
isolados, sendo que e a 10ng/mL e 100ny/mL ndo houve nenhum crescimento (Quadro 31).

O oxicloreto de cobre reduziu sgnificativamente o crescimento micdid
de todos os dez isolados do fungo com o aumento da sua concentracd no meo de cultura
(Quadro 32). A 1500mymL, o ceximento micdid de todos os isolados foram totamente
inibidos

Para 0 benomyl, os isolados C-2734-3 C-2835, C-2836, C-2837 e C-
2845 foram totdmente inibidos a Ing/mL nas duas primeras avdiagdes e por completo a
100ng/mL, enquanto que os ilados CG-2828 e C-2844 goresentaram  crescimento  micdid
mesmo a 100ny/mL, embora tenha reduzido em cerca de 50% em rdacéo a auséncia do produto
(Quadro 33).

A 100ngmL, o chlorothdonil inibiu totdmente o cresimento de todos
0s dez isolados Na concentracdo de 10ng/mL, o crescimento de todos os isdados fo inibido
dgnificativamente em rdlacdo atestemunha (Quadro 34).

O azoxydrobin reduziu dggnificativamente o crescimento micdid  de
todos os isolados em rdagdo a tetemunha (Quadro 35). O isolado C-2734-3 foi o Unico

totalmente inibido a 10 e 100ngy/mL.
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O medaxyl-mancozeb reduziu dgnificativamente o0  crescimento
micdid de todos os isolados com 0 aumento da sua concentragdo no meo da cultura a

100hg/mL, todos os isoladas foram completamente inibidos (Quadro 36).

O tebuconazole inibiu completamente o crecimento micdid dos dez

isolados nas concentragdes testadas de10 e 100my/mL (Quadro 37).



Quadro 31. Efeto do propiconazole nas concentragdes de O, 10 e 100 ng/mL, em dez isolados
de C. coffeicola, em trés periodos de avdiacéo (5, 7 e 10 diay

I solados Epocas de Concentrages (ng/mL)
avaliac&o

0 10 100 Média
C — 2568 1@ 1,61 cA® 0,36 cB 0,00 aC 0,56 c
22 224 bA" 0,84 bB 0,00 aC 0,88 b
3? 3,72a8A 1,32aB 0,00 aC 1,37 a

Média 2,46 A 0,81 B 0,00 C
C-2734-3 1° 1,78 cA 0,36 cB 0,00 aC 0,60 c
2¢ 2,48 bA 0,49 bB 0,00 aC 0,81b
3 3,49 8A 1,10 aB 0,00 aC 1,11a

Média 2,55 A 0,51B 0,00 C
C-2825 1? 1,51cA 0,02bB 0,00 aB 0,40 c
2° 2,11bA 041 aB 0,00 aC 0,69 b
3? 3,17aA 0,67 aB 0,00 aC 1,02 a

Média 2,22 A 0,34 B 0,00C
C-2828 1° 1,78 cA 0,28 cB 0,00 aC 0,57 c
2° 2,33bA 0,54 bB 0,00 aC 0,79b
3? 1,78 aA 117 aB 0,00 aC 1,26 a

Média 2,47 A 0,64 B 0,00 C
C-2835 1° 1,82cA 092 abB 0,00 aC 0,80c
2¢ 2,42 bA 0,89 bB 0,00 aC 0,93 b
3 3,17 aA 1,13aB 0,00 aC 1,19a

Média 2,44 A 0,98 B 0,00 C
C-2836 1° 1,68 cA 0,29 cB 0,00 aC 0,55 ¢
2¢ 2,42 bA 0,46 bB 0,00 aC 0,78 b
3? 3,22aA 0,74 aB 0,00 aC 1,06 a

Média 2,41 A 0,49 B 0,00 C
C - 2837 1° 1,42 cA 043 bB 0,00 aC 0,54 c
2° 2,38bA 0,51 bB 0,00 aC 0,79b
3 3,33aA 1,06 aB 0,00 aC 1,20 a

Média 2,32 A 0,65 B 0,00 C
C -2840 1° 1,24 cA 0,24 cB 0,00 aC 0,43c
2¢ 1,87bA 0,61 bB 0,00 aC 0,71b
3 3,47 aA 1,14 8B 0,00 aC 1,26 a

Média 2,12 A 0,64 B 0,00 C
C—2844 1° 1,71cA 0,00 cB 0,00 aB 0,43c
2° 241bA 0,22 bB 0,00 aC 0,68 b
3? 2,98 A 0,83 aB 0,00 aC 1,04 a

Média 2,34 A 0,31 B 0,00 C
C-2845 1° 1,82cA 092 abB 0,00 aC 0,80c
2 2,42 bA 0,89 bB 0,00 aC 0,93 b
3? 3,17 aA 1,13 aB 0,00 aC 1,19a

Média 2,44 A 0,98 B 0,00 C

CV(%) =343

(@) Em cada isolado, as médias seguidas pela mesma letra minGscula e mailscula na coluna e na linha,

respectivamente, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probalidade.
b) Diametro do crescimento da coldnia do fungo em centimetros.



Quadro 32. Efdito do oxidoreto de cobre nas concentragbes de O, 100, 1000, 1500 ng/mL,
em dez isnlados de C. coffeicola, em trés periodos de avdiacéo (5, 7 e 10 dias)

| solados Epocas de Concentragdes (nmg/mL)
avaliacéo
0 100 1000 1500 Média
C - 2568 1@ 1,61 cA* 050cB 0,07 cC 0,00 aC 0,45c
28 224bA°  147bB  020bC  000aD  082b
3? 372aA 194aB 0,30aC 0,00 ab 1,20 a
M édia 2,46 A 1,25B 0,18 C 0,00 D
C-2734-3 1° 1,78cA  046¢cB 0,08 cC 0,00 ab 0,48 c
2¢ 248bA  217bB 0,20 bC 0,00 ab 1,00 b
3 349aA 259aB 0,30aC 0,00 ab 1,29a
M édia 2,55 A 1,62 B 0,19C 0,00 D
C-2825 1° 151cA 0,77cB 0,00 cC 0,00 aC 0,48c
2° 211bA  133bB 0,16 bC 0,00 ab 0,76 b
3? 317aA 153aB 0,32aC 0,00 ab 1,03a
Média 2,22 A 1,20B 0,15C 0,00 D
C-2828 1° 1,78cA  047cB 0,10bC 0,00 ab 0,49 c
2° 233bA  163bB 0,22 aC 0,00 ab 0,88 b
3? 3,42 aA 2,31aB 0,30aC 0,00 ab 1,22a
M édia 2,47 A 1,39 B 0,20 C 0,00 D
C-2835 1% 182cA 061bB 0,16 bC 0,00 ab 0,52 c
2¢ 242bA 119aB 0,26 aC 0,00 ab 0,86 b
3 317aA 147a&B 0,32 aC 0,00 ab 1,02a
Média 2,44 A 1,03 B 0,24C 0,00 D
C-2836 1° 168cA 032cB 0,52 aC 0,00aD 0,44 c
2° 242bA  133bB 0,22 bC 0,00 ab 0,83 b
3? 322aA 157aB 0,12 cC 0,00aD 111a
Média 2,41 A 1,02B 0,28C 0,00D
C - 2837 1° 142cA  050bB 0,12 bC 0,00 ab 0,44 c
2° 238bA 139aB 0,18 bC 0,00 ab 0,83 b
3 333aA 149aB 0,30aC 0,00 ab 1,04 a
M édia 2,32 A 1,09 B 0,20 C 0,00 D
C -2840 12 124bA  092aAB 042aBC 0,00aC 0,59 b
2¢ 187bA  1378A 0,22 aB 0,00 aB 0,73 ab
3 347aA 092aB 0,17 aC 0,00 aC 1,05a
M édia 2,12 A 1,27B 0,27C 0,00D
C-—2844 1° 1,71cA 052bhB 0,12bC 0,00 ab 0,49 c
2° 241bA  133aB 0,28 aC 0,00 ab 0,85b
3 298aA 146aB 0,32aC 0,00 ab 0,98 a
Média 2,34 A 1,07B 0,24C 0,00 D
C-2845 1° 1,73cA  123bB 0,23bC 0,00 ab 0,69 c
2° 238bA 149&B  0,34aC 0,00 ab 0,90 b
3? 328aA 1,73aB 0,44 aC 0,00 ab 1,13a
Média 2,73 A 1,48 B 0,34C 0,00 D

V(%) =3.%
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(@) Em cada isolado, as médias seguidas pela mesma letra minGscula e mailscula na coluna e na linha,

respectivamente, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probalidade.
b) Diametro do crescimento da col6nia do fungo em centimetros.



Quadro 33. Efdto do benomyl nas concentragbes de O, 1, 100 ng/mlL, em dez

isolados de C. coffeicola, em trés periodos de avdiacdo (5, 7 e 10 dias)

I solados Epocas de Concentrages (ng/mL)
avaliac&o

0 1 100 Média
C — 2568 1% 1,61 cA? 1,18 bB 0,00 bC 0,82c
22 224 AP 1,32bB 0,00 bC 1,03b
3 3,728A 1,61 aB 0,97 aC 1,98 a

Média 2,46 A 1,37B 0,26 C
C-2734-3 1? 1,78 cA 0,00 bB 0,00 aB 0,45 c
2° 2,48 DbA 0,00 bB 0,00 aB 0,59 b
3 3,49 8A 0,71 aB 0,00 aC 111a

Média 2,55 A 0,20 B 0,00 C
C-2825 1° 151cA 1,02 bB 0,00 aC 0,75¢
22 2,11 bA 1,08 bB 0,00 aC 0,92 b
3? 3,17a8A 1,65 aB 0,00 aC 1,36 a

Média 2,22 A 1,74B 0,00 C
C-2828 1° 1,78 cA 1,17 cB 0,47 cC 1,09 c
2¢ 2,33bA 1,63 bB 1,19bC 1,69b
3 3,42 aA 231laB 1,77 aC 2,46 a

Média 247 A 1,68 B 1,10C
C-2835 1? 1,82cA 0,00 bB 0,00 aB 0,45 c
2° 2,42 bA 0,00 bB 0,00 aB 0,58 b
3° 3,17 8A 1,13 aB 0,00 aC 1,19a

Média 2,44 A 0,30 B 0,00 C
C-2836 1° 1,68 cA 0,00 bB 0,00 aB 0,43c
22 2,42 bA 0,00 bB 0,00 aB 0,58 b
3? 3,22a8A 0,74 aB 0,00 aC 1,06 a

Média 2,41 A 0,21B 0,00 C
C - 2837 12 1,42 cA 0,00 bB 0,00 aB 0,37c
2¢ 2,38bA 0,00 bB 0,00 aB 0,57 b
3 3,338A 1,06 aB 0,00 aC 1,20 a

Média 2,32 A 0,28 B 0,00 C
C -2840 1? 1,24 cA 1,14 bA 0,00 bB 0,72c
2° 1,87bA 1,23 &B 0,00 bC 091b
3° 3,47 aA 1,33 aB 0,77 aC 1,72 a

Média 2,12 A 1,23 B 0,21C
C-2844 1? 1,71cA 0,61 bB 0,52 bB 0,90 ¢c
2° 241bA 1,39 aB 133 aB 1,69b
3? 2,98 aA 1,561 aB 1,46 aB 1,93 a

Média 2,34 A 1,15B 1,07B
C - 2845 1° 1,73cA 0,00 bB 0,00 aB 0,44 c
28 2,38bA 0,00 bB 0,00 aB 0,57 b
3 3,28 8A 1,26 aB 0,00 aC 1,25a

Média 2,43 A 0,33B 0,00 C

CV(%) =275
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(@) Em cada isolado, as médias seguidas pela mesma letra mindscula e maildscula na coluna e na linha,

respectivamente, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probalidade.
b) Diémetro do crescimento da col6nia do fungo em centimetros.



Quadro 34. Efeto do chlorothdonil nas concentragdes de O, 10, e 100 ng/mL, em
dez isolados de C. coffeicola, em trés periodos de avdiagéo (5, 7 e

10 dias)
I solados Epocas de Concentracoes (mg/mL)
avaliac&o
0 10 100 Média
C — 2568 1@ 1,61 cA? 1,22 bB 0,00 aC 0,83¢c
28 224 bAP 2,24 aA 0,00 aB 1,29 b
3 3,728A 2,37 aB 0,00 aC 1,70 a
Média 2,46 A 191 B 0,000 C
C-2734-3 1% 1,78cA 0,68 cB 0,00 aC 0,71c
2° 2,48 bA 1,87 bB 0,00 aC 1,25b
3? 3,49 aA 3,44 aA 0,00 aB 1,94 a
Média 2,55A 1,86 B 0,00 C
C-2825 1? 151cA 0,36 cB 0,00 aC 0,53c
28 2,11 bA 2,04 bA 0,00 aB 1,20b
3? 3,17 8A 2,26 aB 0,00 aC 164a
Média 2,22 A 1,44 B 0,00C
C—2828 1? 1,78 cA 0,31 cB 0,00 aC 0,58 c
2° 2,33bA 2,28 bA 0,00 aB 1,33b
3 342 aA 2,86 aB 0,00 aC 1,77 a
Média 2,47 A 1,65B 0,00 C
C-2835 1° 1,82cA 1,26 aB 0,00aC 0,90 b
2° 2,42 bA 0,46 bB 0,00 aC 0,78 c
3? 3,17aA 1,22 aB 0,00 aC 122a
Meédia 2,44 A 0,96 B 0,00 C
C — 2836 1° 1,68cB 2,00 bA 0,00 aC 1,07c
2° 2,42 bA 1,94 bB 0,00 aC 1,26 b
3? 3,22 aA 2,56 aB 0,00 aC 1,63 a
Média 2,41 A 2,16 B 0,00 C
C — 2837 12 1,42 cA 0,96 cB 0,00 aC 0,71c
2° 2,38bA 203 bB 0,00 aC 1,27b
3 3,338A 2,28 aB 0,00 aC 1,58 a
Média 2,32 A 1,72 B 0,00 C
C -2840 1% 1,24cB 1,87 cA 0,00 aC 091c
2° 1,87bB 2,36 bA 0,00 aC 1,22 b
3 347 aA 2,69 aB 0,00 aC 1,73 a
Meédia 2,12B 2,30 A 0,00 C
C-2844 1? 1,71cA 137 aB 0,00 aC 091b
2° 2,41 bA 0,83 bB 0,00 aC 091b
3? 2,98 8A 139aB 0,00 aC 123a
Média 2,34 A 1,19B 0,00 C
C-2845 12 1,73cA 0,84 cB 0,00 aC 0,75¢c
28 2,38bA 1,32hbB 0,00 aC 1,06 b
3 3,288A 1,62 aB 0,00 aC 1,37 a
Média 2,43 A 1,25B 0,00 C

CV(%) = 3,02
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(@) Em cada isolado, as médias seguidas pela mesma letra mindscula e maitscula na coluna e na linha,

respectivamente, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probalidade.
b) Diémetro do crescimento da col6nia do fungo em centimetros.



Quadro 35. Efeto do azoxysrobin nas concentragdes de O, 10, e 100 ng/mL, em dez
isolados de C. coffeicola, em trés periodos de avdiacéo (5, 7 e 10 dias)

I solados Epocas de Concentrages (ng/mL)
avaliac&o

0 10 100 Média
C — 2568 1% 1,61 cA? 0,76 bB 0,30 bC 0,84c
22 224 AP 1,12 8B 1,06 aB 1,44 b
3 3,728A 1,16 aB 1,20 aB 1,99 a

Média 2,46 A 1,01B 0,82 C
C-2734-3 1? 1,78 cA 0,00 aB 0,00 aB 0,31lc
22 248bA 0,00 aB 0,00 aB 041b
3? 349aA 0,00 aB 0,00 aB 0,55 a

Média 2,54 A 0,00 B 0,00 B
C-2825 1° 151cA 0,49 aB 043 aB 0,77 c
22 2,11bA 0,58 aB 0,66 aB 1,05b
3? 3,17a8A 0,65 aB 0,68 aB 1,34 a

Média 2,22A 0,57 B 0,59 B
C-2828 1° 1,78 cA 0,32bB 0,13bC 0,58 c
2¢ 2,33bA 0,33bB 0,31 aB 0,80 b
3 3,42 aA 0,54 aB 0,24 aA 1,07 a

Média 2,47 A 0,39 B 0,22 C
C-2835 1? 1,82cA 0,40 aB 0,00 cC 0,62 c
2° 2,42 bA 0,46 aB 0,17 bC 0,87b
3? 3,17 aA 0,53 aB 0,42 aB 1,18 a

Média 2,44 A 0,46 B 0,18 C
C - 2836 1° 1,68 cA 0,46 bB 0,16 bC 0,69 c
22 2,42 bA 047 bB 0,32 aC 0,94 b
3? 3,22a8A 0,67 aB 0,38 aC 1,23a

Média 2,41 A 0,53 B 0,28 C
C - 2837 12 1,42 cA 0,33bB 0,19 bB 0,59 c
2¢ 2,.38bA 0,58 aB 0,43 aB 1,02b
3 3,338A 0,74 aB 0,59 aB 1,38a

Média 2,32 A 0,54 B 0,40 C
C -2840 1? 1,24 cA 0,29 bB 0,00 cC 0,44 c
22 1,87 bA 0,28 bB 0,22 bB 0,69 b
3? 3,47 aA 0,52 aB 0,39 aB 1,23 a

Média 2,12 A 0,36 B 0,19C
C-2844 1? 1,42 cA 0,33bB 0,19bB 0,59 c
2° 2,38bA 0,58 aB 0,43 aB 1,02 b
3 3,338A 0,74 aB 0,59 aB 1,38 a

Média 2,32A 0,54 B 0,40 C
C - 2845 1° 1,73cA 0,27 aB 0,21 bB 0,65c
28 2,38bA 0,32 aB 0,25 abB 0,84 b
3 3,28 8A 0,39 aB 0,37 aB 1,12a

M édia 2,43 A 0,33B 0,28B

CV(%) =451

(@) Em cada isolado, as médias seguidas pela mesma letra mindscula e maitscula na coluna e na linha,
respectivamente, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probalidade.

b) Didmetro do crescimento da coldnia do fungo em centimetros.
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.Quadro 36. Efeito do methdaxyl+mancozeb nas concentragdes de 0, 10, e 100 ng/mL,
em dez inlados de C. coffeicola, em trés periodos de avdiacéo (5, 7 e 10

dias)
I solados Epocas de Concentraces (mg/mL)
avaliac&o

0 10 100 Média
C — 2568 1° 1,61 cA? 117 cB 0,00 aC 0,82c
22 224 bAP 2,16 bB 0,00 aC 1,27b
3 3,728A 332aB 0,00 aC 1,97 a

Média 2,46 A 2,14 B 0,00 C
C-2734-3 1% 1,78cA 0,00 cB 0,00 aB 0,45c¢c
2° 2,48 bA 1,91 bB 0,00 aC 1,26b
3? 3,49 aA 2,44 aB 0,00 aC 1,67 a

Média 2,55A 1,25B 0,00 C
C-2825 1° 151cA 1,04 cB 0,00 aC 0,76 c
2° 2,11 bA 141 bB 0,00 aC 1,02b
3° 3,37aA 2,36 aB 0,00 aC 1,66 a

Média 2,22 A 1,57B 0,00C
C—2828 1° 1,78 cA 0,86 cB 0,00 aC 0,77c
2° 2,33bA 153bB 0,00 aC 1,11b
3 342 aA 2,33aB 0,00 aC 1,62 a

Média 2,47 A 1,63 B 0,00 C
C-2835 1° 1,82cA 1,12 cB 0,00aC 0,86 c
2¢ 2,42 bA 158 bB 0,00 aC 1,15b
3? 3,17aA 2,12 aB 0,00 aC 1,50 a

Meédia 2,44 A 1,58 B 0,00 C
C — 2836 1° 1,68 cA 1,08 cB 0,00 aC 0,81c
2° 2,42 bA 143 bB 0,00 aC 1,11b
3? 3,22 aA 2,36 aB 0,00 aC 1,58 a

Média 2,41 A 1,59 B 0,00 C
C — 2837 12 1,42 cA 0,98 cB 0,00 aC 0,71c
2° 2,38bA 1,36 bB 0,00 aC 1,25b
3 3,338A 1,88 aB 0,00 aC 1,40 a

Média 2,32 A 1,39B 0,00 C
C -2840 1% 1,24 cA 0,73 ¢cB 0,00 aC 0,59c
2° 1,87bA 1,17 bB 0,00 aC 0,89 b
3 347 aA 2,19 aB 0,00 aC 1,59 a

Meédia 2,12 A 1,31B 0,00 C
C-2844 1° 1,71cA 1,14 cB 0,00 aC 0,84c
2° 2,41 bA 1,57 bB 0,00 aC 1,15b
3° 2,98 8A 242 aB 0,00 aC 1,53 a

Média 2,34 A 1,68 B 0,00 C
C-2845 1° 1,73cA 0,96 cB 0,00 aC 0,79c
28 2,38bA 141 bB 0,00 aC 1,09b
3 3,288A 2,13 aB 0,00 aC 1,53 a

Média 2,43 A 1,47 B 0,00 C

CV(%) =3,16

(@ Em cada isolado, as médias seguidas pela mesma letra mindscula e mailscula na coluna e na linha,
respectivamente, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probalidade.

b) Diémetro do crescimento da col6nia do fungo em centimetros.



Quadro 37. Efeito do tebuconazole nas concentragbes de 0, 10, e 100 ng/mL, em
dez isolados de C. coffeicola, em trés periodos de avdiagéo (5, 7 e

10 dias).
I solados Epocas de Concentracoes (mg/mL)
avaliac&o

0 10 100 Média
C — 2568 1° 1,61 cA? 0,00 aB 0,00 aB 041c
2° 224 bAP 0,00 aB 0,00 aB 054 b
3 3,728A 0,00 aB 0,00 aB 0,83 a

Média 2,46 A 0,00 B 0,00 B
C-2734-3 1% 1,78cA 0,00 aB 0,00 aB 0,45c¢c
2° 2,48bA 0,00 aB 0,00 aB 0,59 b
3? 3,49 aA 0,00 aB 0,00 aB 0,79 a

Média 2,55A 0,00 B 0,00 B
C-2825 1° 151cA 0,00 aB 0,00 aB 0,39c
2° 2,11 bA 0,00 aB 0,00 aB 0,52b
3° 3,17 8A 0,00 aB 0,00 aB 0,73 a

Média 2,22 A 0,00 B 0,00B
C—2828 1° 1,78 cA 0,00 aB 0,00 aB 0,45c¢c
2° 2,33bA 0,00 aB 0,00 aB 0,56 b
3 3,42 aA 0,00 aB 0,00 aB 0,78 a

Média 2,47 A 0,00B 0,00B
C-2835 1° 1,82cA 0,00 aB 0,00 aB 0,45c
2¢ 2,42 bA 0,00 aB 0,00 aB 0,58 b
3? 3,17aA 0,00 aB 0,00 aB 0,73 a

Meédia 2,44 A 0,00 B 0,00 B
C — 2836 1° 1,68 CcA 0,00 aB 0,00 aB 0,43 c
2° 242bA 0,00 aB 0,00 aB 0,58 b
3 3,22 8A 0,00 aB 0,00 aB 0,74 a

Média 2,41 A 0,00 B 0,00 B
C — 2837 12 1,42 cA 0,00 aB 0,00 aB 0,37c
2° 2,38bA 0,00 aB 0,00 aB 0,57 b
3 3,33aA 0,00 aB 0,00 aB 0,76 a

Média 2,32 A 0,00 B 0,00 B
C -2840 1% 1,24 cA 0,00 aB 0,00 aB 0,33¢c
2° 1,87bA 0,00 aB 0,00 aB 0,47b
3 3,47 8A 0,00 aB 0,00 aB 0,79 a

Meédia 2,12 A 0,00 B 0,00 B
C-2844 1° 1,71cA 0,00 aB 0,00 aB 0,43 c
2° 242bA 0,00 aB 0,00 aB 0,58 b
3° 2,98 aA 0,00 aB 0,00 aB 0,69 a

Média 2,34 A 0,00 B 0,00 B
C-2845 1° 1,73cA 0,00 aB 0,00 aB 0,44 c
28 2,38bA 0,00 aB 0,00 aB 0,57 b
3 3,28 aA 0,00 aB 0,00 aB 0,75a

Média 2,43 A 0,00 B 0,00 B

CV(%) =231

(@) Em cada isolado, as médias seguidas pela mesma letra mindscula e maitscula na coluna e na linha,
respectivamente, nédo diferem significativamente pel o teste de Tukey, ao nivel de 5% de probalidade.

b) Diémetro do crescimento da col6nia do fungo em centimetros.
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7. DISCUSSAO

7.1. Caracterizagcdo morfoldgica

As mensuragbes dos conidios de 21 isolados de C.coffeicola mostram
que des s goresentam grandes no comportamento, largura € nimero de septos (Quadro 12).
Uma andise de agrupamento (Figura 2) e a digpasio grédfica, (Figura 3) desses isolados, em
funcdo des caracteridicas morfologicas, indicaram a exiténcia de trés grupos. O G caracteriza-
s pdos isolados que goresentaram vadores minimos de comprimento, largura € nimero de
septos, G, vdores intermedidios aos grupos G e Gs ; e Gs agrupou isolados de maores
dimensdes

Ao comparar os isolados de cada grupo (Figura 2 e 3) com dimensdes
dos conidios dos respectivos isolados do Quadro 12 , veificase , no Gz , que 0s cinco isolados
(C-2840, C2845, C-2753-1, C-283, C-2837 e C-2734-3) apresentaram dimensdes bem
proximas des citades por Godoy et d. (1997) (100-270m x 3-4m), enquanto que os G e G

groximamnse bem das dimensbes encontradas por Mitov (1971) (20095m x 35-557).



Entretanto em Coffea arabica typica e na variedade Caurra, Mitov (1971), verificou conidios
com dimensdes de 26,5-2355 x 4,5-65m

Os isolados G-2734-3 e G2568, desde 0 seu isolamento, foram tomados
como culturas padrdo para a diferenciacd no comprimento, largura e nimero de septos e na
pigmentacdo dos conidios. Na andise de agrupamento e na digpersio gréfica, os isolados
Stuaramse em grupos diferentes, C-2734-3 no G; e 0 C-2568 no G,. Embora estgam em
grupos diferentes, ndo hé& posshilidade de quaquer especulagdo quanto a exiténcia de géneros
ou de exyecies diferentes do fungo com base na andise morfologica dos conidios,
principadmente levando-se em condderacéo os trabdhos de Mitov (1971) e Godoy e d., (1997)
e por ndo ter e examinado a cicatriz exigente na base os conidios e sua pigmentacdo, como

recomendada por Barnett e Hunter (1998).

7.2 Caracterizacéo fisiologica

Os realtados da egporulacdo mosram  uma  diferenciacdo  de
comportamento entre os isolados, de conformidade com as condigdes de incubacdo ou  as
nutridonas a que foram submetidos. Assm, o isolado G-2825 gpresentou maior producéo de
conidios, quando cultivado em meio de pd de cadé &a (EPCA), seguido peos isolados C-
2734-2 (Quadros 14 a 18 e Figura 4.). Porém, no gerd 0 meio que promoveu maor eporulacéo
dos iolados foi 0 de V-8 seguido pdo meo de pé de caé Deve-se condderar que a
esporulacdo é um processo de diferenciacdo mais especifico, no qua estéo envolvidas as cdulas
reprodutivas  afetadas  por modificagbes morfoldgicas, fisologicas e  bioquimicas  (Griffin,

1993),



O fao de um subdrato ser consderado bom para o crescimento nicdid
de um fungo, que é um proceso complexo, no qua muitos componentes influencdiam o
desenvolvimento e a diferenciacéo cdular (Castro e Coélho, 2000), nem sempre garante o bom
desempenho para a esporulacdo, fato ja evidenciado por outros pesquisadores (Lilly e Barnett,
1951; Hawker, 1950; 1957; Cochrane, 1958; Griffin, 1994). No entanto, conforme a Fgura 4,
ndo s condatou corrdacdo entre o crecimento micdia dos isolados e a producdo dos
conidios. Para o crescimento micdid da C. coffeicola, o mehor foi 0 meio de folha de café
&gar, seguido peo meio de pd de café O resultado obtido concorda com os dados da literatura,
onde as maores esporulacies sSo obtidas com a utilizacdo de meios de cultura a base de suco
de vegetais (Dd Pdoso, e d., 1989; Ekpo e Esuruoso, 1978; Queroz e Menezes, 1993 e Vega,
1973). Gerdmente, a producdo de conidios ocorre quando ha uma exaustdo do meo, resultante
da utilizagdo dos nutrientes peo fungo, durante a fase de crescimento vegetativo. Associadas a
este procesy, dteragbes na composicio do meio podem ocorrer devido a metabdlitos
secundarios liberados pdo fungo. Segundo Hawkwer (1957), a mudanca de crescimento
vegetdivo para a eporulacdo depende principdmente do grau de maturidade do micdio,
acderado ou inibido peas condicdes de cultivo. A variacdo de comportamento observada entre
os isolados de C. coffeicola , principdmente com reacdo a esporulacdo, pode ser explicada,
possvedmente, por diferencas no potencid genético de cada um dos isolados, cuja expressto
dos caracteres pode ocorrer em funcdo do ambiente em que foi expogto, como admitem Rosa e
Menezes (2001). Esa suposicéo tem como base o trabdho de Hawker (1950), quando estudou
isolados monogpdricos de 30 géneros de fungos e verificou que 50% dos organismos andisados
modraam mas de um tipo de colbnia Congderando aguelas colbnias originas de um Unico

conidio da mesma egpécie foram obtidos tipos micdias com poucos conidios tipos conidias
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intermedi&ios. Edes “tipos fisologicos® foram corrdacionados com o nimero de nideos e
tamanho de conidios onde conidios grandes com mas de um nlideo produzem mas colGnias
intermediarias em diferentes niveis, do que conidios peguenos com um A nldeo.

O periodo de eporulagdp também conditui uma informacZo importante,
o qud modificase de acordo com as epécies em estudo. No caso dos isolados de C. coffeicola
tetados, verificorse que o0 pico de eyorulagio vaiou de acordo com 0 meo de cultura
utilizado. Para 0s meios de cenoura e de café-&gar, o pico de egporulacdo ocorreu no periodo da
primara avdiagdo (10° dia), diferentemente do meio de V-8, onde ocorreu no periodo da

segunda (10° dia) e no meio de po de café ocorreu naprimeira (7° dia).

7.3. Caracterizag&o patogénica

Os reaultados do teste de peatogenicidade redizado com 49 isolados de
C. coffeicola, posshilitram a formagéo de trés grupos (Gi, & e G)) com base no grau de
sveidade gpresentada peos isolados e na porcentagem de aea foliar lesonada. Néo houve
corrdacd0 dos grupos com a procedéncia dos isolados, mas verificaamse diferencas nos
sntomas nas folhas entre osisolados (Figura6 e 7).

No G, etdp os isolados ndo paogénicos (16 isolados) e os que
goresentaram baixa patogenicidede (17 isolados). A ausincda da manisfestacdo  de
pastogenicidade, pode ser atribuida a influéncia das repicagens sucessvas para a purificacdo das
culturas, a execucdo da pressio de sdlecdo para a inducdo de esporulacdo dos isolados em meo
de cultura, ou mesmo & manutencdo dos isolados em meio de PSA (Peptona Sacarose Agar),
cobertos com dleo mingd “Nujol” autodavado. Segundo Smith e Onions (1994), para que o

méodo de conservecdo sga eficiente, precisa haver manutencdo adequada no sentido de se
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trocar tanto 0 meio de cultura quanto o dleo a cada dois anos caso, contr&io havera a reducéo
OU Mesmo a perda da patogenicidade dos fungos.

Os islados dasdficados como membros do G;  apresentaram
agressvidade intermediaia aos G e Gs. Os isolados do Gz agpresentaram maior agressividade
em relacdo a outros grupos. O isolado que goresentou maior severidade foi o C-2842

proveniente do municipio de Alvaro de Carvalho — SP.

7.4. Caracterizagdo molecular

Na literatura consultada néo foi encontrado trabaho relacionado a
utilizacdo da técnica de RAPD para caracterizar epécies do género Cercospora.

No presente estudo, os marcadores RAPD separaram os isolados em
quatro grupos digintos mostrando que exide vaidilidade genética entre os isolados porém
ndo fol possivd definir qud foi a caracteridica que gerou estes grupos. A paogenicidade, a
morfologia e a origem geogréfica dos isolados ndo correspondem aos grupos gerados peo
RAPD. Portanto, mais pesquisas S80 hecessrias na &ea molecular utilizando-se mas primers e

mais isolados para o entendimento da distribuicéo da populacéo de isolados de C. coffeicola.

7.5. Sensbilidade "in vitro* de C. coffeicola a diferentes fungicidas (Primera e
Segunda parte)

Dentre os fungicddas tedados in vitro’, O propiconazole e o

tebuconazole, ambos pertencentes ao grupo dos triazdis, foram os mas dicentes e ndo s«

verificaram diferencas acentuadas na senshilidade entre os isolados. IS0 pode s dribuido a

elevada fungitoxicidade, amplo espectro de acdo deste grupo quimico e modo de acdo sobre 0s
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fungos Quando as cdulas dos fungos entram em contato com os triazdis, acumulam esterdis
como 44 dimetil e 4-a-metil, causando a inativacdo do processo da demetilacdo do lanogterdl
aé compodos intermedi&ios, percursores do ergoderol (Gadher e d., 1983). Com a
deficiéncia do ergosterol e acimulo de compostos intermediaios havera a indugdo da formacéo
de membranas dterndtivas e a desorganizacdo cdular (Forcdini e Rels, 1988).

A baxa dicdéncia gpresentada peo oxicloreto de cobre, mesmo a dose
de 100ng/mL estd aguém da concentragd minima necessaia para inibir o crescimento micdid
do fungo (Quadro 24). No ssgundo experimento redlizado a dosagem de 1000ng/mL néo inibiu
totdmene o crescimento micdid do fungo, mas ocorreu inibicdo por completa de todos os
isolados a 1500ng/mL (Quadro 32). O oxidloreto de cobre € um fungicida largamente utilizado
nos cafedros para 0 controle de vaias doencas, entre das a ferrugem, em dosagens
relaivamente devadas em rdagdo aos fungicidas ndo clpricos. O uso intensvo pode tornar oS
fungos mas tolerantes a ese fungicida e os resultados de inibicgdo micdia podem s uma
indicacdo disso. Contudo, as diferencas na toleréncia entre os isolados aos fungicidas clpricos
ndo chegaram a grandes diferencas, viso que os clpricos sGo produtos de amplo espectro de
ac2o no metabolismo dos fungos

Para 0 benomyl, dos ste isolados quaro foram totdmente inibidos a
Ing/mL, enquanto os outros trés (G-2568, C-2739-3, CG-27542) goresentaram pouca inibigso,
mesmo a 100ng/mL (Quadro 25). No ssgundo expeimento, o benomyl inibiu os isolados
(C2734-3 C-2825, C-2836, C-2835, C-2837 e C-2845) dos dez tedados a 100ng/mL dém dos
isolados C-2568 e C-2840 que goresentaram baixo crescimento (Quadro 33.). Essa diferenca no
comportamento dos isolados em rdacio a0 benomyl pode ser dribuida a resgénda de sais

isolados a0 produto. Comparando-s2 0s resultados obtidos, veificase que ndo ha uma
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corrdacdo entre os isolados resdentes a benomyl e agrupamentos segundo a caracterizacéo
molecular dos isolados pdo méodo de RAPD, e nem com a agressvidade dos isolados
inoculados nas mudas. Procurando-se uma correlacdo entre estes dados e as caracteridticas
morfolégicas, condaouse certa tendéncia dos isolados ndo inibidos peo benomyl  possuirem,
em média conidios mas curtos e finos enquanto que os inibidos, conidios compridos e longos
(Figura 3 e Quadro 33.).

Segundo a literatura, muitos fungos tém apresentado resséncia ao
benomyl como Sphaeroteca fuliginea (Schroer e Prowvidenti, 1969), Eurysiphe graminis
(Vagas J, 1973), Cercospora arachidicola e Cercosporidium personatum (Clak et d., 1974)
onde foi condatada toleréncia ap benomyl a doses 10 vezes mais devadas que as normas Nos
Edados Unidos Ruppd (1975 oconduiu que linhagens de C. beticola ressente a
benzimidazéis néo diferiram das sensivels quanto a0 crescimento e esporulagdo "in vitro' ou
patogenicidade e esporulagdo "in vivo'.

Para C. coffeicola ndo foi encontrado nenhum trabaho relacionado a
ocoréncia de isolados resgentes ou insensivels a0 benzimidezol, grupo a0 quad o benomyl
pertence, embora em outros fungos exisam muitas pesquisss sobre ressténcia  cruzada
(Romero e Kimati, 1978Femadez & d., 1994; Fancdli, 1987) e a ocorréncia de  fungos
inendveis a0 benomyl (Igarashi, 1984; Goes 1995). O benomyl € um fungidda dtamente
vulnerave, pois s ocorrer uma mutagdo de ponto no gene dtamente conservado da b-tubuling,
confere aressgéncia ao benomyl (Kuramae-1zioka, 1995).

Embora ndo s tenha usado técnicas moleculares mais especificas para

s comprovar uma possivel ressténcia de isolados de C. coffeicola, a determinagdo da presenca
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de cddon da Alanina ou Glicdna, pemite detectar isolados dtamente ou moderadamente
resstentes, respectivamente, ao benomyl (Y arden e Katan, 1993).

Os problemas de ressténcia relacionados aos benzimidazdis, ndo estéo
unicamente redritos a0 seu usD intengvo, mas também pelo fao de a@uarem em um Unico Sitio
especifico do metabolismo do padgeno, e pda maoria dos fungos possuirem edtirpes
resdentes na sua populacdo origind (Dep, 1980). O fao da resséncda aos benzimidazdis da
resgéncia aos benzimidazoles serem resultante de um processo de sdecdo naturd também é
relaado por Guini (1991).

Os isolados gpresentaram  diferencas na sendbilidade a  azoxysrobin,
mas nd0 s condatou aumento da inibicdo micdid com o aumento da concentraggo do produto
de 10 paa 100 ng/mL. O dessmpenho do azoxydtrobin, na inibicdo do crescimento micdid dos
isolados testados, foi semdhante a0 tebuconazole, mas foi um pouco inferior ap propiconazole.
O azoxydrobin ndo mosrou todo 0 seu potencid em controlar o dvo biolGgico, porque possui
como caracteridica a auacdo preventiva e aradicante e inibindo o desenvolvimento dos fungos
nos edédios inicias de pds-germinacdo, gpresentando aividade anti-esporulante. Este fungicida
guando testado “in vitro”, tem seu potencid de controle do patdgeno mescarado, pois necessita
da presenca do hospedero, para goresentar eficiéncia de 100%, dém da necessdade de
aolicacdo juntamente com agum adjuvante paa mdhorar 0 seu desempenho no controle do
patégeno dvo (Sagado, 1998).

E importante ressdtar que os resultados do teste “in vitro* de
fungicidas, € agpenas utilizado como um referencid na caracterizacdo de isolados de fungos ou
mesmo de bactérias, e ndo sarve para fornecer dados condusivos da viabilidade e eficiéncia de

um principio aivo, paa o controle de um advo bhioldgico, jutamente porque nas condigdes
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laboratoriais em que s redlizaram o0s tedes exduiu-se os faores ambiente e a interagdo

patdgeno-hospedeiro, entre outros que So importantes para 0 sucesso do controle.

7.6. Consideracdes gerais

Os resultados obtidos araves da esporulacdo dos isolados caracterizados
em quaro meos de cultura, das dimensdes dos conidios da paogenicidade e sintomas, da
caracterizacd molecular e da sendbilidade “in vitro” a fungicides n& indicaram a exigénca
de corrdacéo entre caracterigticas estudadas. Entre a patogenicidede e a caracterizacéo
molecular, foi condaada certa corrdacdo, mas ndo o auficiente para se chegar a uma conclusio
paa o fao. Portanto, com os isolados utilizados e com as metodologias adotadas, néo foi
possivd conduir a exigéncia de mas de um género de Cercospora. Entretanto, pelas
dimensdes e cores dos conidios observados nas folhas do cafesiro nos estados de Sdo Paulo e de
Minas gerais (C. Kurozawa, informacd pessod), ndo e exdui a posshilidade da exigéncia de

Ccercosporiose causada por mais de um género de fungo.
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8. CONCLUSOES

Os reaultados obtidos do presente trabadho propicdaram as  seguintes

conclusdes:

Os isolados caracterizados ndo goresentam  corrdlacdo  entre  procedéncia,  agrupamento

morfolégicos de conidios, paogenicidade, sensbilidede “” in vitro” a fungicides e

agrupamento pelo RAPD.

A concentracdo minima inibitéria no teste “in vitro” difere em fungdo dos produtos testados

e dosisolados.

Os fungicidas propiconazole e tebuconazole sSo 0s mas efidentes na inibicdo “in vitro” do

crescimento micdlid dosisolados.

O fungicda benomyl inibe o crexcimento micdid de dez isolados dos quinze testados “in

vitro”.

Foram detectados trés grupos de isolados resultantes da mensuracdo dos conidios: os com

menores, intermediarios e maiores dimensdes do comprimento, largura e nimero de septos.

A maior esporulacdo do fungo ocorreu no meio de V-8,
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Né&o foi congtatada correlaco entre o crescimento micdlid dos isolados e a produgéo de
conidios nos meios de cultura de V-8, extrato de folha de café, extrato de po de café, e de

cenoura.
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