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RESUMO: A biologia da ferrugem (Hemileia vastatrix) ¢ bem estudada em café arabica (Coffea arabica), entretanto
pouco se conhece desse assunto no cafeeiro conilon (C. canephora). Portanto, o objetivo deste trabalho foi determinar
as faixas de temperatura e molhamento foliar ideais para a germinagdo e infecgdo da ferrugem no cafeeiro conilon. A
idade da folha que ¢ mais infectada pela ferrugem também foi determinada no estudo. Isolados de trés cidades do ES
foram coletados, obtidos na forma de isolados monopustulares e caracterizados biologicamente, sendo constituidos de
dois isolados da raga II e um da raga I de H. vastatrix. As seguintes temperaturas e horas de molhamento foliar foram
avaliadas nos experimentos: temperaturas de 18°C, 21°C, 24°C, 27°C e 30°C e molhamentos foliares de 4, 8, 12, 24, 48
e 72 horas. A germinag@o e a infectividade durante a incubagéo foi determinada. A germinagdo foi avaliada em placas
de petri contendo meio dgar-agua e a infectividade foi avaliada pela determinac@o da area foliar lesionada em discos de
folha de café conilon dentro de caixas plasticas (11x11x3cm). Os resultados mostraram elevada taxa de germinacdo e
infectividade em molhamento foliar superior a 24h e temperaturas entre 21 e 24°C durante a incubagdo. As trés idades
da folha (jovem, adulta e velha) usadas no estudo apresentaram a mesma area foliar lesionada quando inoculadas com o
isolado da racga II da H. vastatrix.
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GERMINATION AND INFECTION OF COFFEE RUST IN UNDER DIFFERENT
CONILON TEMPERATURE AND LEAF WETNESS

ABSTRACT: The biology of rust (Hemileia vastatrix) is well studied in arabica coffee (Coffea arabica), however little
is known on this subject for conilon coffee (C. canephora). The aim of this study was to determine the best temperature
and leaf wetness for germination and infection of rust leaf in conilon coffee . The influence of the leaf age on the
infection was also determined in the study. Isolates from three cities of the State of Espirito Santo were collected,
obtained in the form of isolated pustule and biologically characterized. It was detected two isolates of race II and one of
race I of H. vastatrix. The following temperatures and hours of leaf wetness were evaluated in the experiments:
temperatures of 18°C, 21°C, 24°C, 27°C and 30°C and leaf wetness of 4, 8, 12, 24, 48 and 72 hours. Germination and
infectivity during incubation were determined. Germination was evaluated in Petri dishes containing agar-water and
infectivity was assessed by determining the diseased leaf area from leaf discs of conilon coffee inside plastic boxes
(11x11x3cm). The results showed high germination rate and infectivity in leaf wetness exceeding 24 hours and
temperatures between 21 and 24°C during incubation. The three ages of leaf (young, adult and old) used in the study
had the same disease area when inoculated with race II of H. vastatrix.
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INTRODUCAO

A produgdo mundial de Coffea canephora corresponde a 46 milhdes de sacas, sendo o Brasil o segundo maior
produtor com 23% da producdo mundial. Esta espécie ¢ conhecida no Espirito Santo como café conilon e é o grupo de
C. canephora mais plantado no Estado (Fassio & Silva, 2007). A epidemia da ferrugem é bem estudada em C. arabica,
e neste hospedeiro, de modo geral, ela é favorecida por umidade elevada com molhamento foliar por pelo menos 24
horas e temperaturas moderadas, proxima a 24 °C (Zambolim et al., 1999).

A idade da folha mais suscetivel a ferrugem ja foi avaliada para os cafeeiros ardbica e conilon. Para o café
arabica ndo se observou influéncia da idade da folha na suscetibilidade das cultivares Catuai € Mundo Novo, entretanto,
as folhas mais jovens e completamente expandidas foram as mais suscetiveis. Ja para o café conilon as folhas
denominadas de adultas (com poucas semanas a no maximo um més de idade) sdo mais resistentes que as novas
(consideradas como completamente desenvolvidas com aspecto brilhante e suculento) e velhas (com mais de seis meses
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de idade) no cultivar Kouillou (Eskes & Toma-Braghini, 1982). Entretanto esses resultados sdo controversos, pois para
alguns acessos de Kouillou do IAC (69-5, 69-14 e 70-5) ja foi observado que folhas novas sdo mais resistentes que
folhas adultas/velhas (Fernandez & Eskes, 1978).

A fase critica para H.vastatrix durante o processo infeccioso é a germina¢ao do uredinidsporo, na qual a
temperatura e o molhamento foliar sdo as variaveis climaticas mais importantes para o processo. Para o cafeeiro arabica
a maioria dos trabalhos cita temperaturas entre 22°C e 24°C como ideais para ocorrer porcentagem de germinagao
maxima (Dejong et al., 1987, Rayner, 1972, Saccas & Charpentier, 1971, Akutsu, 1981, Montoya & Chaves, 1974).

Com relagdo ao periodo de molhamento foliar que favorece H. vastatrix, Montoya & Chaves (1974) e
Zambolim et al., (1999) mostraram que o fungo necessita de pelo menos 24 horas de molhamento foliar, no escuro, para
que a germinagdo seja maxima. Em cafeeiro conilon esta informacdo ndo existe, podendo variar entre as regides de
cultivo, a altitude, umidade relativa, precipitacdo e a temperatura.

Para entender melhor como se comporta a epidemia da ferrugem no cafeeiro conilon ha necessidade de
determinarmos esses parametros, conhecendo-os de forma mais aprofundada e precisa para que os dados obtidos em
trabalhos epidemioldgicos de campo sejam mais bem compreendidos nesse patossistema. Estas informagdes também
podem auxiliar futuros trabalhos de previsdo da doenga no cafeeiro conilon. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
determinar a idade da folha de conilon mais suscetivel a ferrugem e as faixas de temperatura e molhamento foliar ideais
para a germinagdo e infecgdo da ferrugem no cafeeiro conilon.

MATERIAL E METODOS

Esporos do fungo foram coletados em lavouras de cafeeiro conilon a partir de maio de 2009, em trés
municipios do Espirito Santo, Jaguaré (S18°901°, W40°082°, 75m de altitude), Rio Bananal (S19°15°, W40°19’ ¢ 106m
de altitude) e Sdo Gabriel da Palha (S19°03,879°, W40°32,922° ¢ 190m de altitude). As lavouras coletadas
apresentavam até quatro anos de idade e eram formadas com o clone 02 intercalado com o G35, este Gltimo usado
como polinizador, sob irrigacdo do tipo gotejamento. Os esporos foram coletados no clone 02 com o auxilio de capsulas
de gelatina e mantidos a 4°C e UR=50% (Zambolim & Chaves, 1974). Os isolados foram multiplicados para a obtengdo
de isolados monopustulares de H. vastatrix. Para isso, a transferéncia de uma tnica pustula de ferrugem para mudas do
clone 02 foi realizada. Este procedimento foi realizado em compartimentos individualizados para evitar contaminagdes.
A metodologia usada para a obtencdo de isolados monopustulares é a mesma descrita por Capucho et al. (2009). A
caracterizagdo biologica das racas usadas no estudo foi determinada de acordo com a reagdo de resisténcia (auséncia de
uredosporos do patégeno) ou suscetibilidade (presenga de uredosporos do patégeno) apresentada pelos clones
diferenciadores de racas do CIFC (Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro), mantidos no BioCafé/UFV. Para
esse fim, utilizou-se a metodologia de disco de folhas, com trés repeticdes para cada clone diferenciador, sendo cada
repeticdo constituida de 16 discos de folha (Capucho et al., 2009). A partir dos esporos caracterizados de cada isolado, o
clone 02 foi usado para a multiplicaggo e obtencdo de esporos do fungo em grandes quantidades.

Os ensaios de avaliag@o da temperatura e do periodo de molhamento 6timos foram divididos em duas etapas, a
primeira realizada in vitro para avaliar a maior taxa de germinacdo dos esporos em placas de Petri contendo agar-agua e
a segunda etapa realizada pela inoculagdo de uma suspensdo de esporos em discos de folhas mantidos no interior de
caixas plasticas (gerbox de 11x11x3 cm), como discriminado abaixo.

Para a instalagdo dos ensaios da avaliagdo da germinagdo em diferentes temperaturas e periodos de
molhamento foram preparadas suspensdes com 2mg de uredosporos por mililitro de agua destilada, contendo 0,5% de
Tween 80, mantidas sob constante agitacdo. Com o auxilio de uma micropipeta, 200uL dessa suspensdo foi colocada
em placas de Petri contendo agar-dgua 2%. A suspensdo foi espalhada com o auxilio de uma alga de Drigalsky, as
placas foram cobertas com papel aluminio e submetidas ao respectivo tratamento.

Para a analise da temperatura 6tima para a germinagdo foram usados os seguintes tratamentos: 1) temperatura
de 18°C; 2) temperatura de 21°C; 3) temperatura de 24°C; 4) temperatura de 27°C; 5) temperatura de 30°C, montados
no delineamento inteiramente casualizados, com cinco repeti¢des, sendo o valor de cada repeti¢do obtido da média de
quatro campos por placa, constituindo as parcelas do experimento. Os esporos germinados foram contados com o
auxilio de um hemacitometro, onde foram contados pelo menos 50 esporos por campo, totalizando mais de 200 esporos
contados por parcela experimental.

Para analisar o periodo de molhamento 6timo foram testados os seguintes tratamentos: 1) 4 horas de
molhamento no escuro; 2) 8 horas de molhamento no escuro; 3) 12 horas de molhamento no escuro; 4) 24 horas de
molhamento no escuro; 5) 48 horas de molhamento no escuro; 6) 72 horas de molhamento no escuro, montados no
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repetigdes, sendo cada repeticdo obtida da média de quatro campos
por placa, constituindo as parcelas do experimento. As avaliagdes foram as mesmas do experimento de determinagdo de
temperatura 6tima de germinagao.

Para a instalagdo dos ensaios da avaliacdo da infectividade em diferentes temperaturas e periodos de
molhamento foi usado a metodologia de discos de folha com o clone 02 de C. canephora. As parcelas experimentais
foram constituidas por caixas plasticas onde 16 discos de folhas ficavam sobre uma tela de nailon e espuma saturada
com agua no interior de um gerbox (caixas plasticas de 11x11x3cm). A eficiéncia dessa metodologia para estudos de
resisténcia vertical e horizontal foi demonstrada por Eskes (1982).
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Para a inoculagdo dos discos de folhas, uredosporos do patégeno foram inoculados em cada disco, na face
abaxial, com o auxilio de um pincel. Apods a inoculagdo, os discos foram atomizados com agua destilada. Os gerbox
foram incubados com os mesmos esporos € nas mesmas faixas de temperatura e periodo de molhamento do experimento
de germinagdo. Os gerbox também foram acondicionados no escuro nas mesmas condi¢des das placas de petri para o
teste de germinagao (cobertas com papel aluminio).

Para determinar a influéncia da idade da folha na intensidade da ferrugem, trés estagios de desenvolvimento
das folhas foram avaliados em um delineamento inteiramente casualizado com oito repetigoes. Os tratamentos do
experimento consistiram de folhas “jovens”, consideradas como completamente desenvolvidas com aspecto brilhante e
suculento; folhas “adultas”, com poucas semanas a no maximo um més de idade; e folhas “velhas”, com mais de seis
meses de idade. As parcelas experimentais foram constituidas por gerbox contendo 16 discos de folha cada. A
inoculagdo seguiu a temperatura e periodo de molhamento 6timos determinados para cada isolado usado nos
experimentos anteriores.

No final dos experimentos de infectividade e idade da folha foi determinada a area foliar da lesdo (AFL),
fotodocumentando todos os discos de folhas com lesdes por meio de uma camera digital. A area de cada lesdo foi
determinada com o programa Quant (Vale et al., 2003). Todos os experimentos foram realizados duas vezes para
assegurar a consisténcia dos dados obtidos. O experimento de idade da folha so6 foi realizado para um dos isolados.

Com os dados de germinagao obtidos, tanto para o experimento de determinacdo da melhor temperatura quanto
o de melhor periodo de molhamento, foram realizadas andlises de regressdo para obter o modelo ajustado. Com o
modelo determinado foram plotados os graficos para cada experimento (isolado) e, no caso dos ensaios de temperatura,
foi calculada a primeira derivada da equagdo quadratica, obtendo-se os pontos de maximo (temperatura 6tima) para
cada experimento (isolado). As andlises foram realizadas com o programa MINITAB 14 e os graficos com os
programas Excel e SigmaPlot.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados usados foram caracterizados biologicamente como pertencentes as ragas I e I de H. vastatrix
(Tabela 1). O isolado de Sado Gabriel da Palha foi caracterizado com sendo da raga I e os isolados de Rio Bananal e
Jaguaré como sendo da raga II de H. vastatrix. No Brasil, 15 ragas fisiologicas de H. vastatrix ja foram relatadas em
Coffea spp. (Cabral et al., 2010), com predominéncia das ragas II, I, IIl e XV (Bettencourt e Rodrigues Junior, 1988).
Portanto, as ragas usadas no estudo estdo entre as mais frequentes no Brasil.

Tabela 1 - Ragas fisiologicas de Hemileia vastatrix identificadas no estudo com seus respectivos genes de viruléncia e
resisténcia.
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* S - Suscetivel (presenga de uredosporos da ferrugem). Os tragos correspondem a reagdo de resistente (auséncia de
uredosporos da ferrugem). ** Raga I corresponde ao isolado coletado em Sido Gabriel da Palha-ES, a raga II em Rio
Bananal-ES e Jaguaré-ES.

As fungdes ajustadas da determinagdo das temperaturas Otimas para a germinacdo e infeccdo da ferrugem
podem ser observadas na Figura 1. A temperatura de germinacdo maxima foi obtida pelo ponto de maximo de cada
regressdo. Para isso, a primeira derivada de cada funcdo foi determinada para cada isolado avaliado e para a média dos
isolados. Em Sdo Gabriel da Palha, a méxima germinagdo ocorreu na temperatura de 23,24°C, em Rio Bananal a
23,73°C, enquanto em Jaguaré, a 23,75°C. O valor do ponto de maximo para a regressdo da média dos isolados foi de
23,63°C. Esses resultados estdo em acordo com os determinados em café arabica, ente 22 e 24°C (Dejong et al., 1987,
Rayner, 1972, Saccas & Charpentier, 1971, Akutsu, 1981, Montoya & Chaves, 1974). Em café arabica foi observado
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uma completa inibicdo da germinago a 32,5°C, entretanto, em nosso experimento com café conilon foi observada a
germinagdo até 30°C (valor maximo avaliado). Sendo que a germinag&o foi reduzida para 36,2% da maxima germinagao
observada, em termos médios.

Para a temperatura méaxima de infec¢io (area lesionada em cm?) observou-se uma tendéncia semelhante as
temperaturas Otimas para a germinac¢do dos esporos da ferrugem. Os discos de folha incubados a 30°C nao
reproduziram o patoégeno, sendo a area lesionada igual a zero (Figura 1) para todos os isolados avaliados. Portanto,
possivelmente no campo néo ocorrera epidemias severas da doenga caso as temperaturas estejam mais elevadas por um
longo periodo. Observando isoladamente, a maxima infectividade em Sdo Gabriel da Palha ocorreu na temperatura de
22,22°C, em Rio Bananal a 21,05°C, enquanto em Jaguaré, a 22,88°C. O valor do ponto de maximo para a regressao da
meédia dos isolados foi de 21,61°C.

Assim, podemos observar que a avaliagdo da germinagdo 6tima in vitro, em termos médios, superestima em
dois graus a temperatura para causar a infec¢do maxima nas plantas. Esses resultados mostram que ndo houve uma
mesma temperatura 6tima para que a germinacdo e a infectividade sejam maximas. Portanto, sugerimos uma faixa de
temperatura 6tima para os dois fatores analisados, sendo a infecgdo da ferrugem no cafeeiro conilon favoravel quando a
temperatura estiver entre 21 ¢ 24°C. No cafeeiro arabica a faixa de temperatura considerada 6tima para a infecgdo esta
entre 22 e 24°C (Dejong et al., 1987, Rayner, 1972, Saccas & Charpentier, 1971, Akutsu, 1981, Montoya & Chaves,
1974), bem proximo do valor observado neste estudo.
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Figura 1 - Germinagdo e infectividade da ferrugem (Hemileia vastatrix) em cafeeiro conilon (Coffea canephora) sobre
diferentes temperaturas durante a incubaco com 48h de molhamento. A germinagdo estd representada pela linha
continua com circulos cheios e a infectividade esté representada por linha pontilhada com tridngulos cheios.

A germinag@o dos esporos em agar-agua e os sintomas da doenca (infectividade) em disco de folhas de café
foram observados em todos os periodos de molhamento que o patégeno foi incubado. O periodo de molhamento que se
observou o maximo de germinagdo dos esporos in vitro foi o de 72 horas, periodo maximo avaliado (Figura 2). O
mesmo ocorreu para o periodo de molhamento 6timo para ocorrer a infectividade maxima, obtida pela maior area foliar
lesionada (Figura 2). Ao analisarmos esses dados podemos observar que um periodo de molhamento foliar, no escuro,
de 24 horas ja se obteve a germinagdo de 76% do méaximo analisado (72 horas). Assim, podemos sugerir que um
molhamento a partir de 24h ja seria suficiente para a infec¢do da ferrugem no cafeeiro conilon ser bem sucedida. No
campo esse fato poderia ser representado por um dia nublado seguido de uma noite com temperatura amena e presenga
de sereno (molhamento foliar), o que poderia levar a uma grande germinagdo dos esporos e, conseqiientemente,



VII Simpésio de Pesquisa dos Cafés do Brasil
22 a 25 de Agosto de 2011, Araxa - MG

favorecer um surto epidemioldgico da ferrugem na lavoura. O molhamento de 24h foi o mesmo observado para as
infec¢des maximas de ferrugem no cafeeiro ardbica no campo (Montoya & Chaves, 1974, Zambolim et al., 1999).

Com relag@o ao efeito da idade da folha no desenvolvimento de lesdes, a analise dos dados nos permite
concluir que as trés fases de desenvolvimento da folha definidas (folhas jovem, adulta e velha) apresentam a mesma
area foliar lesionada quando inoculadas com a raga Il de Hemileia vastatrix (isolado de Rio Bananal-ES), pois o teste F
ndo foi significativo a 5% de probabilidade (Tabela 2). Os resultados para os outros isolados estdo em fase de obtengao.
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Figura 2 - Germinagio e infectividade da ferrugem (Hemileia vastatrix) em cafeeiro conilon (Coffea canephora) sobre
diferentes horas de molhamento foliar durante a incubag@o. Isolado 1 = isolado da raca I de H. vastatrix coletado de Sdo
Gabriel da palha, Isolado 2 = raga II de H. vastatrix de Rio Bananal e Isolado 3 = raga II de H. vastatrix de Jaguaré.

Tabela 2 - Analise de variancia da area foliar lesionada causada pela raca II de Hemileia vastatrix nos diferentes
tratamentos (folhas jovem, adulta e velha).

Fator de variag&o G.L~ F P-valor
Tratamento 2 1,70 0,207%
Residuo 21
Total 23

" G.L.: graus de liberdade; * A hipotese de nulidade (as lesdes
sdo iguais) foi aceita, de acordo com o teste F (P = 0,05). O
coeficiente de variagdo foi de 11,87%.
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CONCLUSOES

1) A biologia da ferrugem, avaliada pela germinacdo e infectividade, no cafeeiro conilon se assemelha a
biologia do fungo em cafeeiro arabica.

2) Elevada germinacgao e infectividade foi observada em molhamento foliar superior a 24h e temperaturas entre
21 e 24°C;

3) Nao foi observado infecgao pela ferrugem em discos de folha incubados a 30°C;

4) Nao houve diferenca na suscetibilidade a ferrugem das folhas novas, adultas e velhas de conilon.
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