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RESUMO GERAL

A ferrugem, causada pelo fungo Hemileia vastatrix, € a principal doenca fungica que afeta as
lavouras cafeeiras. Tem-se buscado obter mecanismos de resisténcia a doenca, visto que o
fungo apresenta alta variabilidade genética e seu controle mais eficiente e sustentavel é por
meio da utilizacdo de cultivares resistentes. Objetivou-se, neste trabalho, identificar
caracteristicas morfofisiologicas e de crescimento de genotipos de café em resposta a
inoculagdo com o fungo Hemileia vastatrix. Foram selecionados 10 gendétipos de cafeeiros do
Banco Ativo de Germoplasma de Minas Gerais e plantados em casa de vegetacdo. As mudas
foram inoculadas com o fungo Hemileia vastatrix. Foram avaliadas caracteristicas fisioldgicas,
anatdmicas e de crescimento, antes e apds a inoculacdo. Foram realizadas avaliacbes de
incidéncia e severidade da doenca. Os gendtipos se comportaram de maneira diferente para as
respostas fisiologicas, ao longo dos tempos de avaliagdo. O gendtipo que apresentou maior
incidéncia e severidade de ferrugem foi Topazio MG 1190, confirmando sua suscetibilidade,
seguido de MG 0582 e Catigua MG 3. Menores valores de fotossintese liquida, condutancia
estomatica, transpiracdo foliar e eficiéncia de carboxilacdo ocorreram em gendtipos com maior
incidéncia de doenca. Os teores de clorofila ndo foram alterados com a incidéncia da ferrugem.
Os gendtipos se agruparam de forma diferente, tanto para caracteristicas anatdmicas quanto
para fisioldgicas, antes e apos a inoculacdo, o que sugere diferentes adaptacfes dos gendétipos
estudados frente ao estresse causado. Além disso, foram identificados grupos de caracteristicas
correlacionadas envolvendo caracteristicas morfofisiolégicas e de crescimento. Menor
espessura da cuticula da face abaxial, menor diametro de vasos do xilema, menor eficiéncia
instantanea do uso da agua, maior numero e densidade de estbmatos e maior condutancia
estomética proporcionaram maior severidade da doenga. Menor espessura do parénquima
palicadico e menor razdo entre espessura do parénquima palicadico e parénquima esponjoso
podem ocorrer em cafeeiros que apresentem maior severidade da doenga, em funcdo da
inoculacdo com o patégeno. De acordo com os resultados observados, caracteristicas
morfofisioldgicas e de crescimento podem ser promissoras para a utilizacdo em selecdo
assistida pelos programas de melhoramento genético convencional e biotecnolégico do cafeeiro
no desenvolvimento de cultivares resistentes a ferrugem.

Palavras-chave: Coffea arabica. Ferrugem do café. Mecanismos de resisténcia. Estresse
bidtico.



GENERAL ABSTRACT

The rust, caused by the fungus Hemileia vastatrix is the main fungal disease that affects the
coffee crops. Resistance mechanisms to disease have been sought, since the fungus presents
high genetic variability and its most efficient and sustainable control is through the use of
resistant cultivars. This work aim was to identify the coffee genotypes morphophysiological
and growth characteristics in response to inoculation with the fungus Hemileia vastatrix. Ten
coffee trees genotypes were selected from the Germoplasma Active Bank of Minas Gerais and
planted in a greenhouse. The seedlings were inoculated with the fungus Hemileia vastatrix.
Physiological, anatomical and growth characteristics were evaluated before and after
inoculation. Incidence evaluations and severity of the disease were carried out. Genotypes
behaved differently for physiological responses over time of evaluation. The genotype that
presented the highest incidence and severity of rust was Topazio MG 1190, confirming its
susceptibility, followed by MG 0582 and Catigud MG 3. Lower values of liquid photosynthesis,
stomatal conductance, leaf transpiration and carboxylation efficiency occurred in genotypes
with higher incidence of disease. Chlorophyll contents were not altered with the incidence of
rust. The genotypes were grouped differently for both anatomical and physiological
characteristics, before and after inoculation, suggesting different adaptations of the studied
genotypes to the stress caused. Besides that, groups of correlated characteristics involving
morphophysiological and growth characteristics were identified. Lower abaxial face cuticle
thickness, smaller xylem vessel diameter, less instantaneous water use efficiency, greater
number and density of stomata and greater stomatal conductance provided greater severity of
the disease. Lower thickness of palisade parenchyma and lower ratio between thickness of the
palisade parenchyma and spongy parenchyma may occur in coffee trees that present a greater
severity of the disease, depending on the inoculation with the pathogen. According to the
observed results, morphophysiological and growth characteristics may be promising for use in
selection assisted by conventional and biotechnological breeding programs of coffee in the
development of rust cultivars resistant.

Keywords: Coffea arabica. Coffee rust. Resistance mechanisms. Biotic stress.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor de café do mundo, sendo as espécies de cafeeiro Coffea
arabica L. e Coffea canephora P. as que apresentam maior importancia econémica. Entretanto,
uma das principais causas da queda de produtividade das lavouras cafeeiras é a ferrugem
alaranjada, que tem como agente causal o fungo Hemileia vastatrix Berk. & Br., uma doenca
foliar causada por um fungo biotréfico. Em regides cafeeiras onde as condicGes climéticas séo
favoraveis a doenca, estima-se que as perdas na producdo provocadas pela ferrugem variem de
35% a 50% (ZAMBOLIM , 2016).

O manejo integrado da ferrugem do cafeeiro, que inclui métodos como o controle
quimico, genético e cultural, pode ser adotado para controlar a doenca e diminuir o uso de
produtos quimicos. Contudo, até mesmo em lavouras nas quais 0 manejo integrado adequado
vem sendo empregado, a doenca tem ocorrido, exigindo cada vez mais aplicagdes de fungicidas.
Uma alternativa para reduzir a quantidade de fungicidas aplicados na lavoura tem sido a
utilizacdo de cultivares resistentes, porém, essa resisténcia tem sido quebrada ao longo do
tempo, possivelmente devido ao surgimento de novas racas fisiologicas do fungo.

Objetivando mitigar o uso de defensivos no controle de patégenos e diminuir as perdas
de producdo ocasionadas pela doenca, os programas de melhoramento genético de cafeeiro do
mundo todo tém buscado obter resisténcia duradoura a ferrugem. Diante disso, trabalhos vém
sendo realizados no intuito de selecionar materiais genéticos mais resistentes a doenca. Nesse
contexto, acredita-se que materiais que apresentam caracteristicas morfofisioldgicas de
resisténcia a ferrugem poderdo ser utilizados na pré-selecdo de materiais de interesse.

O ataque de patogenos na planta ocasiona diversas alteracGes fisioldgicas e estruturais
no hospedeiro (ALVES et al., 2011; STANGARLIN et al., 2011). Dentre 0s processos
fisioldgicos relevantes, a fotossintese, a condutancia estomatica e a transpiracdo sdo 0s mais
afetados (DEBONA et al., 2014; GORTARI et al., 2017; JIANG et al., 2016). Além disso,
como a superficie das plantas constitui a primeira linha de defesa contra fitopatdgenos
(PASCHOLAT]I, 2011), e o fungo da ferrugem penetra na folha de café por meio dos estbmatos,
torna-se necessario o conhecimento dos mecanismos estruturais e fisiologicos das plantas na
interacdo patdgeno-hospedeiro.

Diante disso, objetivou-se identificar os mecanismos de resisténcia de diferentes

gendtipos de cafeeiros com base em caracteristicas morfofisioldgicas e de crescimento em



12

resposta a inoculagdo com o fungo Hemileia vastatrix, a fim de utilizar essas caracteristicas,
em conjunto com o melhoramento genético convencional do cafeeiro, no desenvolvimento de

cultivares resistentes a ferrugem.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéancia econémica do café

A cafeicultura é uma das atividades socioecondmicas de maior importancia no
agronegocio mundial, tendo o Brasil como o maior produtor e exportador e 0 segundo maior
consumidor. As espécies de café comerciais cultivadas sdo a Coffea canephora P. e a Coffea
arabica L., originarias das florestas tropicais da Etiopia e do oeste da Africa, que representam
cerca de 60% e 40% do mercado mundial de café, respectivamente (VOSSEN; BERTRAND;
CHARRIER; 2015).

A estimativa para a safra brasileira, em 2018, é de 59,9 milhdes de sacas de 60 kg de
café beneficiadas, com um crescimento de 33,2% em relacdo a safra anterior. A producéo de
café arabica foi estimada em 45,94 milhdes de sacas, 0 que corresponde a 76,7% do volume
total de café produzido no pais, e 0 estado de Minas Gerais, principal produtor de arabica, com
producdo de 31,55 milhdes de sacas. A producdo de Coffea canephora foi estimada em 13,97
milhGes de sacas, 0 que representa 23,3% do total da producdo brasileira, sendo o estado do
Espirito Santo o maior produtor desta espécie, com producéo de 8,8 milhdes de sacas (CONAB,
2018).

Segundo dados da Organizacdo Internacional do Café (ICO, 2018), houve uma
estimativa de crescimento de producdo de 33,2% em relacdo ao ano anterior, porém, ocorreu
gueda de 6,6% na producdo de café arabica 2017/2018 e aumento de 11,5% na producdo do
café robusta. O aumento de producdo total se deu, principalmente, devido as condicBes
climéticas favoraveis em boa parte do desenvolvimento da cultura. Outros fatores, como
melhores condi¢Ges de manejo, material genético mais produtivo, além de pacote tecnoldgico

mais avanc¢ado, também contribuiram para este aumento (CONAB, 2018).

2.2 Aspectos gerais do fungo Hemileia vastatrix

O fungo Hemileia vastatrix Berk. & Br., causador da ferrugem do café, pertence ao
género Hemileia, classe Pucciniomycetes, ordem Pucciniales (fungos da ferrugem). Foi descrito
no Ceil&o (Sri Lanka), em 1868, por Berkeley e Broome e Ward, 0 que deu origem ao seu home
(TALHINHAS et al., 2016). No Brasil, ela foi encontrada pela primeira vez em Coffea arabica

em 1970, na Bahia, e levou menos de dois anos para espalhar pelas principais regides produtoras
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de café, se tornando, hoje, a principal doenca do cafeeiro (BEDENDO, 2011; ZAMBOLIM,
2016)

O género Hemileia distingue-se de outros géneros de ferrugem pela combinacéo de trés
caracteristicas morfoldgicas que sdo o habito de esporulacéo por meio de estdmatos, 0 modo de
penetracao e os esporos pedicelados e reunidos em feixes e ureddsporos reniformes, equinados
dorsalmente e lisos ventralmente (RIJO; RODRIGUES, 1978).

A ferrugem do cafeeiro € uma doenca foliar, causada por um fungo biotrofico.
Inicialmente, provoca manchas cloroticas translicidas de 1-3 mm de didmetro, observadas na
face inferior do limbo foliar. Posteriormente, desenvolvem-se massas pulverulentas de
coloracdo amarelo-laranja, formadas por ureddsporos do patégeno, chamadas de pustulas. Cada
pustula produz, em média, 150.000 ureddsporos, que podem sobreviver sob condi¢Bes de seca
por um periodo de até seis semanas. Ocasionalmente, o fungo pode afetar também a
extremidade do ramo em desenvolvimento e frutos verdes, podendo causar a queda precoce de
folhas e a seca de ramos (ZAMBOLIM et al., 2002; SILVA et al., 2006).

A disseminacdo ocorre pela acdo do vento, pelas gotas de chuva, pelo homem e por
insetos e outros animais que entrem em contato com plantas infectadas, sendo a d&gua o mais
eficiente agente de disseminacdo a curtas distancias (BEDENDO, 2011). Depois de
disseminados, os ureddsporos que cairem na face inferior das folhas germinardo em um periodo
de 3 a 6 horas, em condic¢Ges de muita umidade ou agua livre e temperatura entre 21 e 25 °C,
na auséncia de luz (RIJO; RODRIGUES, 1978). Apos a formacdo de apressoérios, o fungo
penetra no hospedeiro por meio dos estbmatos, formando hifas que crescem na camara
subestomatica, colonizando tecidos como parénquimas, podendo chegar até a epiderme da face
adaxial (TALHINHAS et al., 2016). Aproximadamente trés semanas ap6s a infeccao, 0s Soros
uredosporicos se projetam pelos estdmatos em forma de “bouquet”, que aparecem como
pustulas de cor laranja, sendo o sinal tipico dessa doenca (R1JO; RODRIGUES, 1978; SILVA
et al., 2006).

Folhas em qualquer fase de desenvolvimento sdo suscetiveis ao fungo. Entretanto, a
penetracdo e a colonizagdo sdo mais rapidas e frequentes em folhas jovens. Em folhas
completamente desenvolvidas, a colonizacdo é dificultada pelas caracteristicas dos tecidos do
limbo foliar (BEDENDO, 2011).

No Brasil, o progresso temporal da ferrugem na maioria das regides de cultivo de café
durante anos de safra alta tem inicio em dezembro/janeiro e aumenta exponencialmente durante
margo-maio, com picos em junho-julho (dependendo da altitude) (ZAMBOLIM, 2016). Apos

a colheita, a intensidade da doenca diminui devido as baixas temperaturas e a queda das folhas.
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Em anos de alto rendimento, a incidéncia da ferrugem pode chegar a 90% em variedades
suscetiveis sob clima favoravel (ZAMBOLIM, 2016).

As perdas na producéo provocada pela ferrugem variam de 35% a 50%, dependendo de
fatores como suscetibilidade da cultivar, umidade do ambiente, carga pendente e estado
nutricional da planta (ZAMBOLIM et al., 2005). As desfolhas dos cafeeiros provocadas pela
ferrugem que ocorrem antes da indugédo floral ou durante o desenvolvimento dos frutos,
respectivamente, ocasionam a reducdo da floracdo e a malformacdo dos grdos (BEDENDO,
2011).

O manejo integrado da ferrugem do cafeeiro, que inclui métodos como o controle
quimico, genético e cultural, pode ser adotado para o controle da doenca. Entretanto, mesmo
em lavouras nas quais 0 manejo integrado adequado vem sendo empregado, a doenca tem
ocorrido, exigindo cada vez mais aplicacdes de fungicidas. O uso de defensivos é bastante
efetivo para o controle da doenca, todavia, existem consideragdes sobre a utilizacdo de
fungicidas na agricultura os quais, além de aumentarem o custo de producdo e serem
prejudiciais ao ambiente, podem levar ao surgimento de novas ragas do patogeno (PAULO;
MONTES; FISCHER, 2013). Embora existam cultivares resistentes a ferrugem, essa resisténcia
tem sido facilmente quebrada em razdo do surgimento de novas racas fisioldgicas do patdgeno
(CABRAL et al., 2009).

Devido aos prejuizos ocasionados pela doenca e aos danos ocasionados pela aplicacéo
de fungicidas, os programas de melhoramento genético do mundo todo tém buscado obter
resisténcia duradoura a ferrugem do cafeeiro. No entanto, a variabilidade do patégeno e o
surgimento de novas ragas, bem como a ocorréncia de um complexo de ragas, ilustram o
potencial evolutivo das populaces de Hemileia vastatrix e sua consequente adaptacao para a
implantacdo generalizada de genes de resisténcia (VARZEA; MARQUES, 2005; CABRAL et
al. 2009; ZAMBOLIM, 2016).

2.3 Melhoramento genético do café visando resisténcia a ferrugem

Os avancos obtidos pelos programas de melhoramento genético do cafeeiro tém
colocado a disposi¢do dos produtores um grande nimero de cultivares adaptadas as varias
regides do pais. Essas cultivares apresentam importantes caracteristicas que foram incorporadas
pelo processo de melhoramento, como produtividade elevada, maturagdo uniforme, tolerancia

a geada e a seca, porte baixo e formato de copa adequado para colheita mecanizada, arquitetura
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adequada para adensamento, elevado tamanho de gréo e qualidade de bebida, e resisténcia ou
tolerancia as principais pragas e doencas da cultura (CARVALHO et al., 2008).

Os primeiros trabalhos de melhoramento genético do cafeeiro foram realizados em 1932
e, até a década de 1960, os objetivos eram direcionados ao desenvolvimento de cultivares mais
produtivas, vigorosas e adaptadas as diferentes regides do pais (CARVALHO et al., 2008).
Apo6s 1970, com o aparecimento da ferrugem do cafeeiro e sua rdpida disseminacdo nas
lavouras brasileiras, a resisténcia a ferrugem passou a ser um dos principais focos dos
programas de melhoramento dessa espécie (MCCOOK, 2008) e, juntamente com o Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), novos programas de melhoramento foram iniciados em
diversas instituicdes, como, por exemplo, a Universidade Federal de Lavras (UFLA), a Empresa
de Pesquisa Agropecuéaria de Minas Gerais (Epamig), a Universidade Federal de Vigosa (UFV)
e o Instituto Agronémico do Parana (IAPAR), entre outras (PEREIRA et al., 2010). No entanto,
a obtencdo de cultivares resistentes tem sido um constante desafio para os programas de
melhoramento, devido a variabilidade genética do fungo e a quebra de resisténcia, fazendo com
que, ao longo do tempo, as plantas se tornem suscetiveis a novas ragas do patdgeno (SERA et
al., 2010; VARZEA; MARQUES, 2005).

A variabilidade de H. vastatrix é determinada pelo seu padréo de infeccdo em uma série
de cafés considerados espécies diferenciadoras (VARZEA; MARQUES, 2005). Isso é possivel
devido a interacdo entre o cafeeiro e o fungo ocorrer de acordo com a teoria gene-a-gene,
proposta por Flor (1971), em que ocorre 0 reconhecimento dos genes de aviruléncia das
diferentes racas fisioldgicas do fungo por parte dos fatores de resisténcia do cafeeiro
(BETTENCOURT; RODRIGUES, 1988). Até 0 momento, ja foram identificadas mais de 50
racas fisioldgicas de Hemileia vastatrix e, no Brasil, foram identificadas 15 delas, sendo as
racas I, Il, 11l e XV as mais importantes (ZAMBOLIM, 2016). Em cafeeiro, nove genes
conferem resisténcia a diversas racas de H. vastatrix, sendo estes genes dominantes/recessivos
(SH1, SH2, SH3, SH4, SH5, SH6, SH7, SH8 e SH9) e aparentemente independentes
(BETTENCOURT; RODRIGUES, 1988).

Do ponto de vista genético, a resisténcia pode ser oligogénica (genes qualitativos) ou
poligénica (genes quantitativos). Em termos fenotipicos, ela pode ser completa ou incompleta
(total ou parcial). No sentido de durabilidade, a resisténcia pode ser temporaria ou duravel. No
que se refere as relacBes patogeno-hospedeiro, ela pode ser definida como especifica ou ndo
especifica, diferencial ou uniforme, e vertical ou horizontal (FAZUOLLI, et al, 2007). A
resisténcia vertical é caracterizada, principalmente, pela presenca da interagdo diferencial entre

0 hospedeiro e 0 patdgeno, e a resisténcia horizontal, pela auséncia dessa interacéo, sendo que
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a resisténcia vertical oferece resisténcia completa contra a doenca, mas nao é duréavel. Por outro
lado, a resisténcia horizontal condiciona protecdo incompleta e é duravel (CAPUCHO, et al.,
2009; FAZUOLLI et al.,2007).

O Hibrido de Timor e as progénies derivadas do seu cruzamento com outras cultivares
vém sendo estudados, em diversas regides cafeeiras do mundo, como a principal fonte de
resisténcia a H. vastatrix (VARZEA e MARQUES, 2005; CAPUCHO et al., 2009). Ele,
provavelmente, é um hibrido natural entre Coffea arabica e C. canephora (PATRICIO;
BRAGHINI; FAZUOLI, 2010). Esse germoplasma tem sido valioso para 0s programas de
melhoramento visando & obtencdo de resisténcia durdvel a ferrugem, além de apresentar
resisténcia a outras doencas e pragas do cafeeiro (CAPUCHO et al., 2009). J& os acessos Dilla
& Alghe foram introduzidos da Etiopia e sdo caracterizados por apresentarem resisténcia a
Pseudomonas syringae pv. garcae (agente causal da mancha areolada) e a algumas racas de
Hemileia vastatrix (MORAES et al., 1974; PETEK et al., 2006).

A cultivar Catigud MG 3 é resultante da hibridacdo artificial entre ‘Catuai Amarelo IAC
86’ (UFV 2154-344 EL7) e uma planta da selecdo de Hibrido de Timor UFV 440-10. Esta
cultivar apresenta resisténcia as principais racas de Hemileia vastatrix e ao nematoide das
galhas da espécie Meloidogyne exigua (EPAMIG, 2004). J& a cultivar Topazio MG 1190,
oriunda do cruzamento entre as cultivares Catuai Amarelo e Mundo Novo, tem excelente
produtividade e elevado vigor vegetativo, porém, é suscetivel a ferrugem (CARVALHO et al.,
2008).

2.4 ModificacBes em plantas em funcéo do estresse bidtico

As plantas evoluiram para viver em ambientes nos quais sdo frequentemente expostas a
diferentes fatores de estresse bioticos e abidticos. Sendo sésseis, desenvolveram mecanismos
especificos que permitem detectar mudancas ambientais precisas e responder a condicbes
complexas de estresse, minimizando 0s danos e conservando recursos essenciais para seu
crescimento e reproducdo (ATKINSON; URWIN, 2012). Dessa forma, as plantas séo capazes
de se defenderem do ataque de patdgenos de maneira efetiva, dada a multiplicidade e a
eficiéncia desses mecanismos, ja que, na natureza, a resisténcia € uma regra e a suscetibilidade
uma exce¢do (AGRIOS, 2005; PASCHOLATI et al., 2011).

Os mecanismos de defesa de uma planta a penetracao do patdgeno podem ser estruturais
e bioquimicos, ambos pré e/ou pds-formados. Os mecanismos estruturais constituem barreiras

fisicas a penetracdo e/oua colonizacdo do patdgeno, enquanto os mecanismos bioquimicos
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englobam substancias capazes de inibir o desenvolvimento do patdgeno ou gerar condicGes
adversas para a sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008;
STANGARLIN et al., 2011).

Os mecanismos estruturais de resisténcia podem ser constitutivos, também
denominados pré-formados, ou induzidos, também denominados po6s-formados. Os pré-
formados sdo as estruturas produzidas pela planta, independente da acdo de patogenos, tendo
diversas funcGes na planta além da resisténcia, como, por exemplo, a cuticula, epiderme, forma
e numero de estdmatos, pilosidade, vasos condutores de seiva e tecido parenquimatico. Os
mecanismos pds-formados de resisténcia sdo expressos apos o inicio das atividades do patégeno
na superficie do hospedeiro, como a formacdo de halos, papilas ou lignificacdo, que séo
barreiras celulares ou camadas de cortica, camadas de abscisdo, tilose e deposicdo de gel
(STANGARLIN et al., 2011; SILVA; ALQUINI; CAVALLET, 2005).

O grau de envolvimento dos fatores estruturais e bioquimicos nas respostas de
resisténcia da planta varia de acordo com o patossistema, a idade da planta hospedeira, o 6rgdo
e/ou tecido afetado, o estado nutricional e as condi¢des ambientais (JOHAL et al., 1995;
STANGARLIN et al., 2011).

A superficie das plantas constitui a primeira linha de defesa contra fitopatdgenos, que
devem ultrapassé-la para iniciar a infeccdo (PASCHOLATI, 2011; XU et al., 2011). Dessa
forma, o estudo das caracteristicas estruturais das plantas em relacdo a patogénese é de
fundamental importancia para o entendimento dos mecanismos de resisténcia desenvolvidos
em diversos patossistemas (MUSSURY et al., 2012).

Caracteristicas estruturais, como as descritas por Silva; Alquini e Cavallet (2005), como
cuticula mais espessa, estbmatos que se abrem tardiamente durante o dia, tecidos lignificados,
compactacdo e espessura do parénquima, sdo consideradas Uteis para a identificacdo de
gendtipos resistentes aos patdgenos. A quantificacdo e a localizacdo dos estdbmatos, tricomas e
epiderme também sdo importantes na verificacdo da relacdo entre a disposicao dessas estruturas
e a incidéncia e severidade de doencas (LOURENCO et al., 2011).

Os estomatos tém papel fundamental nos processos fisiol6gicos das plantas, porém, eles
também proporcionam abertura natural para a entrada de alguns agentes patogénicos no interior
dos tecidos das folhas (VILLAVERDE et al., 2011; MELOTTO; UNDERWOOD; HE, 2008).
Por meio dos estdmatos, o fungo Hemileia vastatrix penetra na face abaxial das folhas de cafe,
com o auxilio de uma hifa de penetracdo, produzindo haustorios nas células subsidiérias ou
estomaticas adjacentes, para posterior colonizacdo do mesofilo (RAMIRO et al., 2009).

Especies de café resistentes e suscetiveis apresentam diferentes caracteristicas estomaticas,
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embora o indice estomatico e o nimero de células epidérmicas ndo tenham sido correlacionados
com os niveis de resisténcia das plantas (ACUNA; ACUNA; ZAMBOLIM, 1998). Maiores
indices estomaticos, densidades estomaticas e quantidade de tricomas foram observados em
gendtipos de amora resistentes/tolerantes ao fungo biotréfico Phyllactinia corylea
(CHATTOPADHYAY et al., 2011).

A cuticula que reveste o tecido de revestimento da epiderme, além de regular a entrada
e saida de agua, funciona como uma barreira eficiente contra a entrada da maioria dos patdégenos
que colonizam a superficie (STANGARLIN et al., 2011). Dependendo da espessura, da
densidade e dos compostos presentes na cuticula, as plantas podem ser mais ou menos
resistentes (PANTILU et al., 2012). Mutantes de plantas de tomate com a cuticula mais densa
e espessa tornaram-se resistentes a Botritis cinerea (REINA-PINTO; YEPHREMOV, 2009). A
espessura da cuticula das folhas de feijdo estd relacionada com a resisténcia ao fungo da
antracnose, Glomerella cingulata f.sp. phaseoli (JERBA; RODELLA; FURTADO, 2005).

Os tecidos parenquimaticos, relacionados com a capacidade fotossintética das plantas,
podem exibir resisténcia aos patdgenos, mesmo sem apresentar lignificacdo (SILVA;
ALQUINI; CAVALETTI, 2005). O arranjo solto de células do tecido pali¢adico, juntamente
com aumento de espacos intercelulares do parénquima esponjoso em genétipos de amendoim,
resultou em aumento da progresséao e da ramificacao fungica da mancha foliar (Phaeoisariopsis
personata) nas folhas dos gendtipos suscetiveis (TRIVEDI et al., 2014). Cultivares da mesma
espécie podem apresentar densidade, compactacdo, espessura da parede das células do
parénquima palicadico e proporcdo e parénquima palicadico diferenciados, resultando em
diferengas quanto a resisténcia aos microrganismos (MAHAJAN; DHILLON; BHARDWAJ,
2017).

Os vasos condutores, além de funcionarem conduzindo fluxo de seiva, tém a funcéo
estrutural para sustentacdo da parte aérea (STANGARLIN et al., 2011). A cultivar de feijoeiro
lapar-81 apresenta resisténcia a Glomerella cingulata f. sp. phaseoli correlacionada a menor
saliéncia dos vasos, interferindo na orientacdo tigmotrépica na fase de pré-penetracéo,
dificultando a entrada do patégeno (JERBA; RODELLA; FURTADO, 2005). As modificaces
ocasionadas por patdégenos nos vasos condutores das plantas podem afetar negativamente a
producéo de biomassa, a sobrevivéncia e o rendimento das plantas (AGARWAL et al., 2006).

O estresse bidtico pode causar danos as células do mesofilo, a membranas, ao
funcionamento da maquinaria enzimatica e na abertura e no fechamento dos estbmatos,
afetando ndo so caracteristicas estruturais, mas também mecanismos fisiol6gicos, como a taxa

fotossintética, a transpiracdo e o influxo do CO, (BERGER, et al., 2007). Dessa forma, 0s
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estudos das trocas gasosas e dos indices de clorofilas tém sido considerados indicadores Uteis
das atividades fotossintéticas das plantas sob condicdes de estresse bidtico (DEBONA et al.,
2014; CURVELO et al., 2013; GORTARI et al., 2017).

Entre os processos fisiologicos relevantes, a fotossintese é o principal processo afetado
pelos patdégenos (ALVES etal., 2011; XAVIER et al., 2015; BERGER et al., 2007). A alteracdo
na taxa fotossintética liquida das plantas pode ser devido a quantidade dos pigmentos de
clorofila ou a condutancia estomatica (CARRETERO; BANCAL; MIRALLES, 2011). Por ser
biotrofico, o fungo da ferrugem coloniza apenas tecidos vivos e, dessa forma, sugere-se que
esse fungo possa causar danos substanciais modificando a fisiologia do hospedeiro, seja
diretamente, via secrecdo de produtos quimicos, ou indiretamente, por meio de respostas
induzidas (ALVES et al., 2011; DEBONA et al., 2014).

O conhecimento da maneira pela qual um fitopatégeno altera 0s mecanismos estruturais
e fisiologicos e o crescimento da planta hospedeira pode, a0 mesmo tempo, auxiliar no
estabelecimento das bases de controle ou manejo das doencas e permitir a supressdo ou a
diminuicdo dos danos causados as culturas (BASSO et al., 2010; XU et al., 2011).
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RESUMO

Objetivou-se avaliar as trocas gasosas e o indice de clorofila em gen6tipos de café inoculados
artificialmente com o fungo Hemileia vastatrix. Foram utilizadas oito progénies e duas
cultivares de café. As mudas foram produzidas em viveiro e posteriormente transferidas para
casa de vegetacdo com umidade e temperatura controladas. Apds um més de aclimatacdo, foi
realizada a inoculacdo artificial. As avaliacOes fisiologicas foram realizadas com o auxilio de
um analisador de gas infravermelho (IRGA; Li-Cor Li-6400XT) e um medidor portatil de
clorofila ClorofiLOG, na terceira folha completamente expandida de uma muda por parcela.
Foram determinados os valores de fotossintese liquida (A; umol CO2 m? s, transpiracéo (E:
mmol H.0 m2 s1), condutincia estomatica (gs: mol H.0 m2 s1), carbono interno (Ci:pumol
CO, mol™?), eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci) e indice de clorofila a, b e total. Além disso,
avaliou-se a incidéncia de doenca a partir do aparecimento dos primeiros sintomas. Foram
realizados a ANOVA e o teste de Scott-Knott, considerando o modelo fatorial, sendo 10
genotipos e quatro tempos de avaliagdes fisioldgicas e cinco tempos de avaliagfes de incidéncia
de doenca. Posteriormente, foi feita correlacdo de Pearson com todos os dados. Todas as
andlises foram realizadas no programa estatistico computacional GENES. Houve diminuigéo
na fotossintese liquida, na condutancia estomatica e na transpiracéo foliar e aumento do carbono
interno em gendtipos de café de acordo com o aumento de incidéncia da doenga. Os teores de
clorofila ndo foram alterados com a incidéncia da ferrugem. Houve correlacdo significativa
negativa entre a incidéncia de doenca e os parametros fisiologicos fotossintese liquida e
eficiéncia de carboxilacdo, e correlacdo significativa positiva entre a incidéncia de doenca e
concentracdo de carbono interno. Conclui-se que o0s genotipos de café apresentaram diferentes
respostas fisioldgicas induzidas pelo fungo Hemileia vastatrix ao longo das avaliacdes.

Palavras-chave: Ferrugem do café. Fisiologia. Coffea arabica.
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1 INTRODUCAO

A ferrugem alaranjada, ocasionada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk. et Br., € uma
das mais importantes doencas que afetam a cultura do café. O patdgeno ataca folhas vivas,
ocasionando pequenas manchas de cor amarelo-palido no lado abaxial das folhas que,
posteriormente, tornam-se uma massa de aspecto pulverulento (uredinidsporos) alaranjada
(ZAMBOLIM, 2016). Sabe-se que temperaturas entre 20 e 25 °C e umidade relativa alta
favorecem o desenvolvimento do fungo (BEDENDO, 2011). A doenca ocasiona a reducdo da
area fotossinteticamente ativa das folhas e, em ataques severos, pode ocorrer desfolha, levando
a morte de galhos e causando perdas de produtividade que vdo de 30% a 50%, em lavouras
cafeeiras (ZAMBOLIM, 2016).

A forma mais eficiente de controle da ferrugem é por meio da utilizacdo de genotipos
resistentes, visto que o controle quimico pode néo ser eficiente, além do aumento dos custos de
producdo da cultura (PETEK; SERA; FONSECA, 2008). Porém, fungos biotroficos, como a
ferrugem, apresentam elevada variabilidade genética, com potencial para o surgimento de novas
racas fisiologicas e isso tem sido um desafio enfrentado pelos programas de melhoramento de
café. A principal fonte de genes para a resisténcia a ferrugem do cafeeiro utilizada nos
programas de melhoramento € o germoplasma derivado do Hibrido de Timor, originado de um
cruzamento natural entre Coffea arabica e Coffea canephora (VARZEA; MARQUES, 2005).

As doencas foliares podem causar diversas alteraces fisiologicas no hospedeiro,
diretamente, por meio da secrecdo de toxinas e enzimas, ou indiretamente, por meio de
respostas induzidas pela interacdo patdgeno-hospedeiro (ALVES et al., 2011). Dentre os
processos fisioldgicos relevantes, a fotossintese, a condutancia estomatica e a transpiracdo sdo
os mais afetados (DEBONA et al., 2014; CARRETERO; BANCAL; MIRALLES, 2011,
GORTARI et al., 2017; BASSANEZI et al., 2001). Além disso, os sintomas nas folhas podem
causar danos as células do mesofilo, & membranas e ao funcionamento da maquinaria
enzimética (BERGER et al., 2007).

Caracteristicas fotossintéticas, como as trocas gasosas e o indice de clorofila, sdo
métodos de avaliacdo ndo invasivos e Uteis para avaliar e quantificar o comportamento da
atividade fotossintética em plantas sob condi¢des de estresse, incluindo os causados pela
infeccdo por patdgenos (BERGER et al., 2007; TATAGIBA; RODRIGUES; DAMATTA,
2014). Algumas respostas fisiologicas das plantas as infeccGes estdo bem elucidadas em alguns
patossistemas. Por exemplo, a fotossintese foi reduzida em 80% em Phaseolus vulgaris L.

infectado com Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger. (BASSANEZI et al., 2001); plantas de
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eucalipto infectadas com Puccinia psidii apresentaram reducdo da fotossintese apds o
aparecimento de sintomas (ALVES et al., 2011) e houve reducdo da condutancia estomatica na
interacdo do arroz com o fungo Bipolaris oryzae (DALLAGNOL et al., 2011).

Sabe-se que os parametros relacionados a condicao fisiologica do fotossistema Il e
componentes da cadeia de transporte de elétrons podem ser indicadores Uteis do estado
fisiologico do cafeeiro, inclusive prevendo a capacidade da planta de resistir a ferrugem
(TONIUTTI et al., 2017). Porém, apesar dos esforcos para elucidar os mecanismos pelos quais
0s patdgenos sdo capazes de afetar a fisiologia das plantas, pouco se sabe sobre as respostas
fisiologicas da interacdo Hemileia vastatrix e cafeeiro.

O conhecimento da forma pela qual o patgeno altera a fisiologia e, consequentemente,
0 crescimento da planta hospedeira, fornece informacGes sobre 0s mecanismos de interacao
patégeno-hospedeiro, a fim de auxiliar no gerenciamento de estratégias de controle ou manejo
das doencas, permitindo a supressdo ou a reducdo dos danos causados as culturas (BASSO et
al., 2010, RESENDE et al., 2012). Além disso, entender as mudancas fisioldgicas que ocorrem
em plantas infectadas por patdégenos pode auxiliar na prevencdo dos efeitos negativos sobre o
crescimento e o rendimento das culturas (BASTIAANS, 1991). Diante disso, objetivou-se
avaliar as trocas gasosas e o indice de clorofila de gen6tipos de café inoculados artificialmente

com o fungo Hemileia vastatrix.

2 MATERIAL E METODOS
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2.1 Coleta das sementes para a formacgdo de mudas

O Banco Ativo de Germoplasma de Café do Estado de Minas Gerais pertence a Empresa
de Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais (Epamig) e esta instalado, desde o ano de 2004, na
Fazenda Experimental de Patrocinio, localizada na regido do Alto Paranaiba. Atualmente, conta
com, aproximadamente, 1.500 gendtipos e apresenta grande variabilidade genética, constituida
de fontes de resisténcia a pragas e doencas do cafeeiro.

No presente trabalho, foram selecionados, do referido Banco de Germoplasma, oito
genotipos de Coffea arabica oriundos do cruzamento entre Dilla & Alghe e Hibridos de Timor,
do grupo dos gendtipos resistentes a ferrugem. Além desses materiais, foram utilizadas duas
cultivares, sendo uma considerada resistente, ‘Catigud MG 3° (EPAMIG, 2004) e outra
suscetivel, ‘Topazio MG 1190’ (CARVALHO et al., 2017) (Tabela 1).

Tabela 1 - Gendtipos selecionados do Banco de Germoplasma de Minas Gerais, em Patrocinio,

MG.
N° Genotipo Genealogia
1 MG 0579 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-01
2 MG 0580 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-03
3 MG 0581 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-06
4 MG 0582 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-07
5 MG 0583 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-09
6 MG 0587 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-25
7 MG 0588 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-30
8 MG 0591 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-48
9 Catigua MG3  Catuai Amarelo IAC 86 x Hibrido de Timor UFV 440-10
10 Topazio MG1190 Catuai x Mundo Novo

Fonte: Da autora (2018).

2.2 Producéo de mudas, instalacéo do experimento e inoculacéo

Com as sementes dos genotipos selecionados (Tabela 1), mudas foram produzidas em
viveiro com 30% de sombreamento e irrigacdo controlada. A semeadura foi feita em sacos
plasticos de polietileno, contendo substrato padréo (composto de 700 L de subsolo e 300 L de
esterco de curral por metro cubico de mistura, sendo adicionados 5 kg de superfosfato simples
e 0,5 kg de cloreto de potéassio), de acordo com Guimaraes et al. (1999). Cada saco plastico
recebeu trés sementes. Foi realizado um desbaste nas parcelas que apresentavam mais de uma
plantula emersa, quando as mudas encontravam-se no estadio de “orelha de onca” (iniciando a

emissao do primeiro par de folhas verdadeiras), permanecendo apenas uma muda por recipiente.
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Quando as mudas apresentaram, aproximadamente, trés pares de folhas verdadeiras,
foram selecionadas as mais vigorosas e uniformes, e, entdo, levadas para casa de vegetacao,
onde foi realizada a aclimatacdo. Durante todo o periodo experimental, as mudas foram
irrigadas periodicamente, utilizando-se um sistema de irrigacdo com nebulizador de baixa
vazdo, e controle de temperatura (23°C) e umidade relativa do ar (70%). As mudas receberam
adubacdes complementares, de acordo com recomendagfes técnicas para a cultura
(GUIMARAES et al., 1999).

Apds um més de aclimatacéo, as plantas (com aproximadamente quatro pares de folhas
verdadeiras) foram inoculadas artificialmente. Os esporos de H. vastatrix foram obtidos a partir
de folhas naturalmente infectadas de plantas de cafeeiro no campo, os quais foram coletados
por meio de raspagem das pustulas e acondicionados em microtubos, protegidos da luz. Para a
inoculacdo artificial das plantas foi preparada uma suspensao de esporos na concentracdo de 1
x 10° urediniésporos mL? &gar-agua (0,2% p/v), contendo Tween 20 (0,05% v/v)
(SALUSTIANO et al., 2008). Posteriormente, a solugdo foi pulverizada em toda a muda, na
parte abaxial das folhas, com o auxilio de um pulverizador manual. As mudas foram submetidas
a uma camara Umida na propria casa de vegetacdo, no escuro, pelo periodo de 72 horas. O
delineamento adotado foi em blocos casualizados, com trés repeticdes, sendo cada parcela
constituida de trés plantas.

2.3 Obtencao dos dados microclimaticos

No interior da casa de vegetacdo foi instalado um sensor de temperatura e umidade
relativa do ar, modelo Onset HOBO datalogger. Os dados foram coletados e armazenados pelo
datalogger em todo o periodo experimental.

As datas de avaliacdo foram as seguintes: 3 DAI (dias apds a inoculacdo), 12/05/2017;
45 DA (dias apo6s a inoculacgdo), 26/06/2017; 52 DAI (dias ap6s a inoculagéo), 03/07/2017; 60
DAI (dias apds a inoculacdo), 13/07/2017; 67 DAI (dias ap6s a inoculagdo), 20/07/2017 e 75
DAI (dias apds a inoculagdo), 28/07/2017.
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2.4 Incidéncia de ferrugem

Em cada muda foram realizadas cinco avaliacfes com intervalos de sete dias, sendo a
primeira realizada ap0s o aparecimento dos primeiros sintomas, a fim de quantificar as folhas
infectadas e ndo infectadas. A incidéncia de ferrugem foi avaliada nos tempos 45 DA, 52 DAI,
60 DAI, 67 DAl e 75 DAI.

A incidéncia da ferrugem foi calculada de acordo com a equacdo (CAMPBELL;
MADDEN, 1990)

| (%) = (5-2) * 100
sendo
| (%) = incidéncia da ferrugem no cafeeiro, NFD = nimero de folhas doentes, NTF =

ndmero total de folhas amostradas.
2.5 Avaliagdes fisioldgicas

As analises fisiologicas foram realizadas em quatro tempos, sendo eles 3 DA, 45 DAI

(inicio do aparecimento de sintomas), 60 DAI e 75 DAI.
2.5.1 Trocas gasosas

As avaliagdes de trocas gasosas foram realizadas no periodo da manha, entre 9 e 11
horas, com o auxilio de um analisador de gés por infravermelho (IRGA; Li-Cor Li-6400XT),
na terceira folha completamente expandida de uma muda por parcela. Sua cadmara de LED foi
programada para uma densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA) de
1.000 pmol m2 st, Foram determinados os valores de fotossintese liquida (A: pmol CO, m?2 s
b, transpiragdo foliar (E: mmol H.0 m? s™), condutincia estomatica (gs: mol H.0 m? s1),
concentragéo de carbono interno (Ci: pmol CO2 mol™?) e eficiéncia instantanea de carboxilagéo
(A/Ci) (SILVA et al., 2010).
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2.5.2 indice de clorofila

Os indices de clorofila a, b e total foram obtidos por meio do medidor portéatil de
clorofila ClorofiLOG (FALKER AUTOMACAO AGRICOLA, BRASIL), que fornece valores
denominados indices de clorofila Falker (ICF) proporcionais a absorbancia das clorofilas. Os
indices obtidos com o ClorofiLOG sdo equivalentes aos teores relativos das clorofilas a, b e
total (BARBIERI JUNIOR et al., 2012).

2.6 Analise estatistica

Inicialmente, foi realizado um teste de Lilliefors para verificar o atendimento as
pressuposicoes de normalidade dos erros. Para todas as caracteristicas fisioldgicas foi realizada
a analise de variancia (ANOVA), a 5% de probabilidade, pelo teste F, considerando o0 modelo
matematico fatorial (10 x 4), sendo 10 gen6tipos e quatro tempos de avaliacdo. Para a incidéncia
de ferrugem foi realizada a analise de variancia (ANOVA), a 5% de probabilidade, pelo teste
F, considerando o modelo matematico fatorial (10 x 5), sendo 10 genotipos e cinco tempos de
avaliacdo. Posteriormente, foi realizado o teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, para o
agrupamento das médias. Também foi realizada correlagdo de Pearson, a fim de correlacionar
a incidéncia de doenca com as caracteristicas fisiologicas e entre si. Todas as analises foram

realizadas no programa computacional GENES (CRUZ, 2013).
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3 RESULTADOS

3.1 Dados microclimaticos

As temperaturas médias (° C) e a umidade relativa do ar média (%), ao longo do tempo
de avaliacdo na casa de vegetacao, estdo apresentadas nas Figuras 1 e 2. Aos 3 DAI (12/05/17),
a temperatura média foi de 21,6 °C e 63,18% de umidade relativa do ar média. Aos 45 DAI
(26/06/2017), quando houve aparecimento dos primeiros sintomas de ferrugem, a temperatura
média foi de 18,20 °C e 74,6% de umidade relativa do ar média. Aos 52 DAI (03/07/2017), a
temperatura média estava baixa com 13 °C e a umidade relativa do ar média de 74,5%. Aos 60
DAI (13/07/2017), a temperatura média foi de 16,75 °C e 77,1% de umidade relativa do ar
média. Aos 67 DAI (20/07/2017), a temperatura média foi de 17 °C e 72% de umidade relativa
do ar média. Na Ultima avaliacdo, aos 75 DAI (28/07/2017), a temperatura média foi de 15,7
°C e 71% de umidade relativa do ar média. Ao longo do tempo de avaliacdo do experimento,
dentro da casa de vegetacdo, observou-se variacdo da umidade relativa média do ar de 58,6% a
96,4%; ja a temperatura variou de 12,9 °C a 21,5 °C (Figuras 1 e 2).

Figura 1 - Temperatura média (°C), ao longo dos dias, na casa de vegetacdo, durante o periodo
experimental.
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Fonte: Da autora (2018).
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Figura 2 - Umidade relativa do ar média (%), ao longo dos dias, na casa de vegetacdo, durante
0 periodo experimental.
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Fonte: Da autora (2018).
3.2 Analise de incidéncia de ferrugem

Houve necessidade de transformacao dos dados apds a verificacdo de ndo normalidade
de acordo com o teste de Lilliefors. Foi calculada a raiz quadrada mais uma constante 1 de cada
observacao para a caracteristica incidéncia de ferrugem.

Os gendtipos MG 0579, MG 0582, MG 0591, Catigud MG 3 e Topazio MG 1190
apresentaram esporulacdo em pelo menos algum tempo de avaliacdo (Tabela 2).

Embora os gendtipos MG 0579 e MG 0591 tenham apresentado incidéncia de ferrugem
aos 60 DAL, eles foram agrupados com os gendtipos que ndo apresentaram sintomas de doenca,
de acordo com o teste de agrupamento de médias (Tabela 2). Eles foram separados em trés
grupos, tendo as maiores incidéncias sido observadas no genétipo Topazio MG 1190, seguido
pelo Catigud MG 3 e MG 0582, que apresentaram 0s mesmos niveis de doenca. Os demais
gendtipos foram considerados imunes a ferrugem (Tabela 2).



artificial, em diferentes tempos de avaliacéo.
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Tabela 2 - Incidéncia (%) de ferrugem em gendtipos cafeeiros submetidos a inoculacéo

Incidéncia de ferrugem (%)

Genotipos 45 DAI 52 DAI 60 DAI 67 DAl 75 DAI
MG 0579 0 Ac 0 Ac 1,85 Ac 0 Ac 0 Ac
MG 0580 0 Ac 0 Ac 0 Ac 0 Ac 0 Ac
MG 0581 0 Ac 0 Ac 0 Ac 0 Ac 0 Ac
MG 0582 617Cb  2963Bb  4167Ab  5463Ab 4444 Ab
MG 0583 0 Ac 0 Ac 0 Ac 0 Ac 0 Ac
MG 0587 0 Ac 0 Ac 0 Ac 0 Ac 0 Ac
MG 0588 0 Ac 0 Ac 0 Ac 0 Ac 0 Ac
MG 0591 0 Ac 0 Ac 0,93 Ac 0 Ac 0 Ac
Catigua MG3 679Cb  2685Bb  4074Ab 49,07 Ab 4352 Ab
Topazio MG1190  11,73Ba  5463Aa  6574Aa  7685Aa 71,3 Aa
CV (%) 3584 2876 30,51 18,57 19,84

Letras mailsculas comparam a incidéncia de ferrugem (%) nas mudas entre as épocas de avaliagdes para
cada gen6tipo; letras minGsculas comparam a incidéncia de ferrugem entre os gendtipos, em cada época
de avaliacdo; letras diferentes indicam diferenga significativa, a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-
Knott.

Fonte: Da autora (2018).

3.3 Analise de trocas gasosas e indice de clorofila

Houve diminuicdo da taxa fotossintética liquida em gendtipos que foram imunes a
doencga, quando inoculados artificialmente, com exce¢cdo do MG 0580, que teve um aumento
de até 67,50% na taxa fotossintética ao longo do tempo. De maneira geral, 0s maiores valores
de taxa fotossintética sdo observados aos 3 DAI. O gendtipo MG 0588 se destacou quando
comparado aos demais, pois foi agrupado, em quase todas as avaliagfes, com 0s gendtipos que

apresentaram maior taxa fotossintetica liquida (Tabela 3).
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Tabela 3 - Fotossintese liquida (A) de genotipos cafeeiros submetidos a inoculagdo em
diferentes tempos de avaliacgao.

Fotossintese liquida (umol CO2 m2s?)

Genotipos 3 DAI 45 DAI 60 DAI 75 DAI
MG 0579 2,56 Be 3.10 Ad 126Ce 293 Ad
MG 0580 2,04 Cf 3,80 Ab 275Bc  373Ab
MG 0581 3,49 Ad 1,88 Bf 047Cf  159Bf
MG 0582 3,89 Ac 2,91 Bd 331Bc 3,84 Ab
MG 0583 3,58 Bd 411 Aa 445Aa  3,03Cd
MG 0587 6,69 Aa 3,43 Cc 382Bb  3,13Cd
MG 0588 6,90 Aa 4,02 Ba 404Bb  434Ba
MG 0591 3,99 Ac 3,60 Ab 304Bc 244 Ce
Catigua MG3 3,40 Ad 2,49 Be 175cd 2,18 Be
Topazio MG1190 4,85 Ab 1,22 Cg 168Cd  3,47Bc
CV (%) 426 7.30 10,02 5.64

Letras mailsculas comparam a fotossintese liquida nas mudas entre as épocas de avaliagbes para cada
gendtipo; letras mindsculas comparam a fotossintese liquida entre os gendtipos, em cada época de avaliagdo;
letras diferentes indicam diferenca significativa, a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

Fonte: Da autora (2018).

Os gendtipos MG 0581 e Topazio MG 1190 tiveram redugdo, ao longo do tempo, na
condutancia estomatica de, aproximadamente, 22% e 34%, respectivamente. Observou-se
aumento da condutancia estomatica ap6s a esporulacdo nos genotipos MG 0582, Catigud MG3,
MG 0579 e MG 0591 em mais de 100%. O gendtipo Topazio MG 1190 teve queda de 80%
apos a esporulacdo e de 33%, ao longo do tempo, na condutancia estomatica. O genétipo MG

0581 apresentou 0 mesmo comportamento ao longo do tempo (Tabela 4).
Tabela 4 - Condutancia estomatica (gs) de genotipos cafeeiros submetidos a inoculacéo

artificial e sem inoculagdo, em diferentes tempos de avaliagéo.
Conduténcia estomatica (mol H,0 m2s?)

Genotipos 3 DAI 45 DAI 60 DAI 75 DAI
MG 0579 0,013 Bd 0,026 Bd 0,090 Ad 0,018 Bd
MG 0580 0,022 Cd 0,059 Bb 0,158 Aa 0,036 Cd
MG 0581 0,038 Ac 0,027 Ad 0,030 Af 0,032 Ad
MG 0582 0,038 Cc 0,080 Ba 0,133 Ab 0,044 Cc
MG 0583 0,024 Cd 0,070 Ba 0,070 Be 0,117 Aa
MG 0587 0,081 Ab 0,058 Bb 0,082 Ad 0,035 Cd
MG 0588 0,108 Aa 0,033 Cd 0,029 Cf 0,081 Bb
MG 0591 0,028 Cd 0,046 Bc 0,123 Ac 0,053 B¢
Catigua MG3 0,019 Cd 0,044 Bc 0,115 Ac 0,038 Bd
Topazio MG1190 0,063 Bc 0,013 De 0,083 Ad 0,029 Cd

CV (%) 13,81 11,10 16,54 7.39

Letras maitsculas comparam a condutancia estomatica nas mudas entre as épocas de avaliagcBes para
cada gendtipo; letras minusculas comparam a condutancia estomatica entre os genotipos, em cada epoca
de avaliacdo; letras diferentes indicam diferenca significativa, a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-
Knott.

Fonte: Da autora (2018).
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Maiores valores de carbono interno foram observados aos 60 DAI. O genotipo Topazio
MG 1190, considerado suscetivel, apresentou queda de 25% no carbono interno entre a primeira
e a Ultima avaliacdo (Tabela 5).

Maiores taxas de transpiracdo foram observadas aos 3 DAL Quando ocorreu a
esporulacgdo, os genotipos MG 0591, MG 0579 e Catigua MG 3 tiveram aumento de mais de
100% na transpiracdo; ja os gendtipos MG 0582 e Topazio MG 1190 apresentaram queda na

transpiracdo em mais de 50% (Tabela 6).

Tabela 5 - Concentracdo de carbono interno (Ci) em genotipos cafeeiros submetidos a
inoculacéo artificial, em diferentes tempos de avaliacao.

Concentragio de carbono interno (umol CO2 mol™?)

Gendtipos

3 DAI 45 DAI 60 DAI 75 DAI

MG 0579 316,09 Ba 313,45 Ba 319,51 Bb 405,46 Aa
MG 0580 227,52 Cb 249,11 Cb 337,53 Ab 293,25 Bc
MG 0581 224,56 Cb 232,62 Cb 385,32 Aa 348,38 Bb
MG 0582 273,89 Ba 311,40 Ba 353,94 Ab 195,36 Ce
MG 0583 290,62 Ba 275,78 Bb 345,65 Ab 355,48 Ab
MG 0587 249,77 Bb 256,39 Bb 374,68 Aa 346,73 Ab
MG 0588 273,88 Ca 259,73 Cb 385,14 Aa 316,24 Bc
MG 0591 218,44 Cb 252,52 Bb 333,69 Ab 276,94 Bd
Catigua MG3 306,92 Ca 276,06 Cb 391,47 Aa 342,90 Bb
Topéazio MG1190 299,93 Ba 309,52 Ba 387,84 Aa 223,47 Ce

CV (%) 9,90 8,02 6,49 3,30

Letras maidsculas comparam a concentracdo de carbono interno nas mudas entre as epocas de avaliacGes
para cada genotipo; letras minusculas comparam a concentracdo de carbono interno entre os gendtipos,
em cada época de avaliacdo; letras diferentes indicam diferenca significativa, a 5% de probabilidade,
pelo teste de Scott-Knott.
Fonte: Da autora (2018).
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Tabela 6 - Transpiracdo foliar (E) em genotipos cafeeiros submetidos a inoculacao artificial,
em diferentes tempos de avaliagéo.
Transpiracao foliar (mmol H,O m? st)

Genotipos 3 DAI 45 DAI 60 DAI 75 DAI
MG 0579 0.15 Bd 0,28 Bb 0,96 Aa 0.17 Bd
MG 0580 0,36 Ac 0,33 Ab 0,44 Ac 0,53 Ac
MG 0581 0,47 Ac 0,31 Bb 0,45 Ac 0,64 Ab
MG 0582 0,88 Ab 0,27 Ch 1,02 Aa 0,65 Bb
MG 0583 0,87 Ab 0,62 Ba 0,65 Bc 1,04 Aa
MG 0587 0,86 Ab 0,46 Ba 0,41 Bc 0,24 Cd
MG 0588 1,12 Aa 0,60 Ba 0,48 Cc 0,37 Cc
MG 0591 0,35 Bc 0,18 Bb 0,80 Ab 0,21 Bd
Catigua MG3 0,19 Cd 0,49 Ba 0,53 Bc 0,87 Aa
Topazio MG1190 0,76 Ab 0,18 Ch 0,73 Ab 0,44 Bc
CV (%) 18,77 23,21 18,60 18,54

Letras maitsculas comparam a transpiracdo foliar nas mudas entre as épocas de avaliagdes para cada
genotipo; letras mindsculas comparam a transpiragdo foliar entre os genotipos, em cada época de
avaliacdo; letras diferentes indicam diferenca significativa, a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-
Knott.

Fonte: Da autora (2018).

As maiores eficiéncias de carboxilacdo foram observadas aos 3 DAI. O genétipo MG
0580 teve aumento, ao longo do tempo, de 30%, quando inoculado, comparado aos demais
genotipos (Tabela 7).

Os genotipos MG 0582 e Topéazio MG 1190 apresentaram menores indices de

clorofila a aos 3 DAI e aos 75 DAI, em comparacao as outras avaliaces (Tabela 8).

Tabela 7 - Eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci) em gendtipos de café com inoculacéo artificial,
em diferentes tempos de avaliagéo.

Eficiéncia de carboxilacao

Genotipos 3 DAI 45 DA 60 DAI 75 DAI
MG 0579 0008Be  0010Ab _ 0004Cd 0,007 Be
MG 0580 0009Ce  0015Aa  0008Cc  0,012Bc
MG 0581 0015Ac  0008Bb  000LDe 0,004 Cf
MG 0582 0014Bc  0009Ch  0010Cc 0,019 Aa
MG 0583 0012Bd  00l14Aa  0013Ba 0,008 Cd
MG 0587 0027Aa  0013Ba  0010Cb 0,009 Cd
MG 0588 0026Aa  0015Ba  0011Cb 0,013 Bc
MG 0591 0019Ab  0014Ba  0009Cc 0,008 Cd
Catigua MG3 0011Ad  0009Ab  0005Cd 0,006 Be
Topazio MG1190 0016 Ac  0004Bc  0004Bd  0,015Ab

CV (%) 8.74 13.16 8,20 7.40

Letras mailsculas comparam a eficiéncia de carboxilacdo nas mudas entre as épocas de avaliagdes para cada
genotipo; letras mindsculas comparam a eficiéncia de carboxilagdo entre os genotipos, em cada época de avaliagdo;
letras diferentes indicam diferenca significativa, a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

Fonte: Da autora (2018).
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Tabela 8 - indice de clorofila a em genétipos de café com inoculacéo artificial em diferentes

indice de clorofila a

Genotipos 3 DAI 45 DAI 60 DAI 75 DAI
MG 0579 396.33 Aa 42567 Aa 437,00 Aa 379.33 Aa
MG 0580 391,67 Aa 392,00 Aa 400,67 Aa 392,67 Aa
MG 0581 39433 Aa 413,67 Aa 399,67 Aa 386,26 Aa
MG 0582 391,67 Ba 451,67 Aa 440,00 Aa 388,00 Ba
MG 0583 393,67 Aa 415,67 Aa 455,67 Aa 417,00 Aa
MG 0587 421,00 Aa 411,33 Aa 446,00 Aa 404,67 Aa
MG 0588 41733 Aa 44333 Aa 405,67 Aa 378,33 Aa
MG 0591 403,00 Aa 426,00 Aa 417,00 Aa 42067 Aa
Catigua MG3 417,67 Aa 450,00 Aa 438,00 Aa 401,50 Aa
Topazio MG1190 392,33 Ba 438,67Aa 429,00 Aa 370,00 Ba

CV (%) 6,81 11,50 6,03 7.33

Letras maitsculas comparam o indice de clorofila a nas mudas entre as épocas de avaliacdes para cada
gendtipo; letras minasculas comparam a indice de clorofila a entre os genétipos, em cada época de
avaliacdo; letras diferentes indicam diferenca significativa, a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-
Knott.

Fonte: Da autora (2018).

2.1 Correlacao de Pearson

Houve correlagéo significativa negativa entre a incidéncia de doenca e os parametros
fisiologicos A e A/Ci e correlagdo significativa positiva entre a incidéncia de doenca e Ci.
Houve correlacdo significativa positiva entre A x A/Ci, A x gs, indice de clorofila a x indice de

clorofila total e indice de clorofila b x indice de clorofila total (Tabela 9).

Tabela 9 - Correlacdo de Pearson para as variaveis fisiologicas e incidéncia de doenca em
genotipos de café inoculados artificialmente com Hemileia vastatrix.

Variaveis Inc. A gs E Ci A/Ci  Clora Clorb Clor total
Inc. 1 -067* -0,16 -0,35 0,64* -0,78** -0,15 0,04 0,51
A 1 0,93** 054 -0,28 0,97 0,31 0,14 0,38
gs 1 0,29 -0,03 051 -0,11 0,04 0,36
E 1 -025 051 0,05 0,62 0,22
Ci 1 -051 055 0,02 0,41
A/Ci 1 0,44 0,10 0,35
Clora 1 0,35  0,91**
Clorb 1 0,68*
Clor Total 1

** *: Significativo, a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste t.

Inc: incidéncia de ferrugem; A: fotossintese liquida; gs: condutancia estomatica; E: transpiracao foliar;
Ci: carbono interno; A/Ci: eficiéncia de carboxila¢do; Clor a: indice de clorofila a; Clor b: indice de
clorofila b; Clor total: indice de clorofila total.

Fonte: Da autora (2018).



40

3 DISCUSSAO

A umidade, na forma de chuva ou irrigacdo, atua na disseminacédo e na dispersdo dos
urediniésporos de Hemileia vastatrix, além de proporcionar agua em estado liquido para a sua
germinagdo (BEDENDO, 2011). Os gendtipos foram expostos a um ambiente com temperatura,
umidade e vento propicios a disseminacdo e ao desenvolvimento da doenga.

As cultivares do grupo Catigua oriundas dos cruzamentos entre Catuai e Hibrido de
Timor apresentam resisténcia as racas predominantes de ferrugem no Brasil, porém, ja ocorreu
a quebra de resisténcia por novas ragas em alguns ambientes (CARVALHO; CHALFOUN;
CUNHA, 2010). Embora a cultivar Catigu4d MG 3 tenha apresentado incidéncia de ferrugem,
ela se mostrou tolerante ao patdgeno, visto que esta incidéncia se apresentou em indice
intermedidrio, principalmente quando ndo foi inoculada artificialmente, sendo menor que na
cultivar Topazio MG 1190, que é considerada suscetivel. Carvalho et al. (2017), avaliando
cultivares comerciais de café no municipio de Lavras, MG, quanto & resisténcia a ferrugem,
também encontraram niveis intermediarios de incidéncia e severidade da doenca em cultivares
Catigua MG 3, no campo.

Foi observada baixa incidéncia de doenca em progénies derivadas do Hibrido de Timor,
consideradas a principal fonte de genes de resisténcia a ferrugem do café (CAPUCHO et al,
2009), tendo os gendtipos MG 0579 e MG 0591 sido agrupados com 0s gendtipos imunes,
mesmo quando apresentaram doenca. A incidéncia intermediaria de ferrugem de uma progénie
é importante, considerando que nédo € possivel selecionar progénies com resisténcia horizontal
em materiais que ndo apresentam incidéncia da doenca, pois esses, provavelmente, apresentam
resisténcia do tipo vertical ou especifica, que impede a manifestacdo da resisténcia horizontal
(BOTELHO et al., 2010).

Os principais efeitos dos patdgenos foliares biotréficos estdo nos processos
fotossintéticos (BERGER et al., 2007; DOMICIANO et al., 2009; DALLAGNOL et al., 2011).
As maiores reducgdes na fotossintese ocorrem quando, na interacdo patégeno x hospedeiro, o
hospedeiro é suscetivel (ROLFE; SCHOLES, 2010); genotipos que apresentaram sintomas de
doenca tiveram maiores reducdes nas taxas fotossintéticas. Pode-se observar redugéo da taxa
fotossintetica liquida nas plantas que foram imunes a doenca e que foram inoculadas com o
patogeno, com excecdo de MG 0580. Em outros trabalhos também foi relatada a reducdo da
fotossintese em interagdes incompativeis (SCHARTE; SCHON; WEIS, 2005; BONFIG et al.,
2006; SWARBRICK; SCHULZE-LEFERT; SCHOLES, 2006).
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A diminuicdo da taxa fotossintética liquida de folhas causadas por patogenos foliares
pode ser devido, principalmente, ao aumento da taxa respiratéria do patégeno, a alteracdes na
condutancia estomatica ou a efeitos sobre a enzima responsavel pela fixacdo de CO, (BERGER
et al., 2007). O método de avaliacdo das trocas gasosas utilizado no presente trabalho néo
discrimina a origem do CO: assimilado. Assim, a contribui¢do da respiracdo fungica para a
aparente diminuicdo na fotossintese liquida das folhas é desconhecida, embora exista clara
relacdo positiva entre a taxa de respiracao e a infeccdo do patogeno (GORTARI et al., 2017).

Honorato Junior et al. (2015), estudando o efeito das variaveis fisiologicas na aplicacéo
de fungicidas para o controle da ferrugem do café, encontraram efeito negativo na fotossintese
liquida de folhas de cafeeiro inoculadas artificialmente com H.vastatrix, nos tratamentos que
ndo receberam aplicacdo de fungicidas, sendo consideradas como controle no trabalho em
questdo. De acordo com os autores, a fotossintese foi impactada negativamente, possivelmente
devido a danos oxidativos e alteragdes no centro de reagédo do fotossistema I1.

Os maiores valores da taxa fotossintética liquida foi aos 3 DAI, sendo que a temperatura
média da casa de vegetacdo nesse dia estava proxima de 22 °C e, nos demais dias avaliados, a
temperatura se manteve abaixo de 20 °C. De acordo com Rena e Maestri (1985), a temperatura
6tima para a assimilacdo de CO2 no cafeeiro varia de 20 a 30 °C, dependendo da temperatura
em que as plantas foram aclimatadas nos dias anteriores. Menores valores de A foram
observados quando a casa de vegetacdo apresentava temperaturas abaixo de 20 °C. Baixas
temperaturas podem estar associadas a menores taxas fotossintéticas, como observado em um
estudo realizado com genétipos de café em vasos, com relatos de diminuicdes em A quando a
temperatura era de 13 a 17 °C ou abaixo (RAMALHO et al., 2003).

A fotossintese apresentou correlagdo negativa com a incidéncia de doencga. Debona et
al. (2014) também observaram correlacdo negativa entre a incidéncia de doenca e a fotossintese
em plantas de trigos infectadas com o fungo Pyricularia oryzae. A forma como as alteracGes
fisiologicas em folhas infectadas por fungos biotroficos estdo relacionadas com o aumento da
infeccdo fungica ainda ndo esta clara, embora as infecdes possam levar a formacédo de areas
clordticas e necréticas (JIANG et al., 2016). Como a formacéo de hifas e haustérios do fungo
H. vastatrix se estende para o mesofilo da folha (SILVA et al., 2006), o principal tecido
fotossintético, &€ mais provavel que grande parte da diminuicdo da fotossintese, em tecidos
doentes, esteja relacionada com a capacidade bioquimica prejudicada para fixacdo do CO> no
cloroplasto (CURVELDO et al., 2013).

Yang et al. (2016), estudando as respostas fisiologicas da inoculacdo de

Fusarium graminearum, causador da fusariose do trigo, observaram que a inoculacdo do
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patégeno resultou em diminuicdo de gs na linhagem resistente, mas nao na linhagem suscetivel,
sete dias apds a inoculagdo, quando a planta ainda ndo apresentava sintomas de doenca, 0 que
pode ser observado neste trabalho, ja que a cultivar Topazio MG 1190 é considerada suscetivel
e as demais apresentam alguma fonte de resisténcia. E possivel que a planta que apresenta,
genes de resisténcia ative o sistema de defesa e feche seus estdmatos a fim de dificultar a entrada
do patégeno, ja que a ferrugem penetra pelos estobmatos (STANGARLIN et al., 2011).

A causa da diminuicdo da condutancia estomatica em gendtipos que apresentaram
sintomas de doencas pode ser pelo fato de que, 36 horas ap0s a inoculacdo, ja ocorre a
colonizagdo de hifas nos espacos intercelulares do mesofilo e na cdmara subestomatica,
interrompendo o funcionamento normal dos estomatos (GORTARI et al., 2017).

Houve correlacdo positiva entre a fotossintese e a condutancia estomatica. Em ambito
foliar, em muitas espécies, incluindo café, gs é fortemente correlacionada com A, sugerindo
que ndo somente A, mas também gs, seja um fator chave que limite o rendimento das culturas
(DAMATTA et al., 2007).

O aumento da condutancia estomatica apos a esporulacdo pode ser devido ao fato de
que, no género Hemileia, o habito de esporulacdo seja por meio dos estdbmatos, ou seja, a
colonizagdo do mesofilo da origem as pustulas, que esporulam através dos estdmatos
(BEDENDO, 2011). Porém, o genotipo Topazio MG 1190, considerado suscetivel, teve queda
de 80% ap6s a esporulacdo e 33% ao longo do tempo, na condutancia estomatica. E possivel
gue uma maior respiracdo fangica aumente a concentracdo intercelular de CO2 e isso pode
contribuir para reduzir a condutancia estomatica nesse genotipo (LOPES; BERGER, 2001,
MANDAL et al., 2009; ZHAO et al., 2011).

Maiores valores de carbono interno foram observados em alguns genétipos que
apresentaram incidéncia de doenca. Houve também correlacdo positiva entre a incidéncia de
doenca e o carbono interno. A maior concentracdo de carbono interno pode estar associada ao
dano na capacidade de fixacdo de CO2 no mesofilo ou a maior respiracao fungica (ZHAO et
al., 2011). Resultados semelhantes também foram relatados nas interagdes arroz-Bipolaris
oryzae (DALLAGNOL et al, 2011) e -eucalipto-Mycosphaerella sp. (PINKARD;
MOHAMMED, 2006).

O genotipo Topazio MG 1190, considerado suscetivel, apresentou queda de 25% no
carbono interno entre a primeira e a Ultima avaliacao, e essa queda foi também associada com
uma queda na condutancia estomatica de, aproximadamente, 35%. Normalmente, menores
valores de condutancia estomatica estdo associados a menores valores de difusdo de CO; para

a camara subestomatica (SILVA et al, 2015). Dessa forma, para o genotipo Topazio MG 1190,
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as reducbes em A podem estar mais associadas as limitacfes do influxo de CO> nas folhas do
que as limitag6es bioquimicas no cloroplasto (CURVELO et al., 2013).

Reducgdes nos valores de A e gs e aumentos nos valores de Ci tém sido relatados na
interacdo Eucalyptus urophylla com Puccinia psidii (ALVES et al., 2011), feijdo com o fungo
Uromyces appendiculatus (BASSANEZI et al., 2002) e soja com Phakopsora pachyrhizi (RIOS
et al., 2017), todos fungos biotro6ficos como a ferrugem do café. De acordo com esses autores,
as reducOes na taxa fotossintética ndo foram associadas somente a menor entrada de CO; nas
folhas, mas também a alguma limitacdo bioquimica na fixacdo de CO. dentro dos cloroplastos.

A reducédo na transpiracdo pode estar relacionada com a destruicdo da cuticula e dos
estdbmatos (CURVELDO et al., 2013), além de reducgdes dos espacos do mesofilo, ocasionadas
pelas hifas do fungo da ferrugem, afetando também a conduténcia estomatica das plantas.
Porém, quando esporularam, os genotipos MG 0591, MG 0579 e Catigua MG 3 tiveram um
aumento de mais de 100% na transpiracdo. Mesmo em baixas incidéncias de doenca, algumas
infeccbes causadas por ferrugem resultam em um aumento na taxa de transpiracdo foliar ao
ocorrer a esporulacdo, devido ao aumento da abertura estomatica (JIANG et al., 2016), o que
pode ter acontecido com esses genotipos.

A eficiéncia de carboxilagdo, de maneira geral, diminui de acordo com o aumento da
incidéncia de ferrugem, ja que esta negativamente correlacionada com a incidéncia de doenca.
Debona et al. (2014), avaliando as limitacfes fotossintéticas em folhas de trigo infectadas por
Pyricularia oryzae, observaram diminuicdo na eficiéncia de carboxilacdo de acordo com o
progresso da doenca. As maiores eficiéncias de carboxilacdo, juntamente com maiores taxas de
fotossintese, foram observadas aos 3 DAI. A maior taxa fotossintética nesse dia é explicada
pela maior eficiéncia de carboxilagdo, sendo que o principal fator limitante da fotossintese em
cafeeiros ndo € a resisténcia estomatica e, sim, o processo de carboxilagdo (DAMATTA, 2004).

O genotipo MG 0580 teve um aumento da eficiéncia de carboxilacdo de 30%, ao longo
do tempo, comparado aos demais genoétipos, podendo ser uma reacao de defesa da planta ao
patogeno. Programas de melhoramento genético, incluindo o do cafeeiro, podem selecionar
genotipos inoculados com Hemileia vastatrix que apresentem maior eficiéncia de carboxilagéo,
podendo exibir rendimentos relativamente altos, mesmo quando cultivados em ambientes que
apresentem condicdes favoraveis para o desenvolvimento da ferrugem (DEBONA et al, 2014).

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, os teores de clorofila a, b e total
ndo sdo bons indicadores de infeccdo fungica em café. Resultados semelhantes foram
encontrados por Gortari et al. (2017), estudando alteracGes na fisiologia foliar em alamos

infectados com Melampsora medusae. A ferrugem do eucalipto ndo reduziu o nivel de clorofila
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em nenhum dos clones estudados em vaso, embora houvesse diferencga do teor de clorofila entre
os clones. Folhas de Populus cathayana Rehder infectadas com ferrugem apresentaram menor
taxa fotossintética e menor condutancia estomatica que folhas saudaveis, porém, a concentracdo
de clorofila néo foi alterada (ZHANG et al., 2010).

As mudancas fisiologicas induzidas por patégenos biotréficos em plantas sdo muito
complexas e divergentes, sendo dependentes do patdgeno, do hospedeiro, da interacdo entre 0s
dois e do ambiente, podendo variar também com a idade da planta (BERGER et al., 2007).
Portanto, investigacGes cuidadosas de diferentes aspectos sdo ainda necessarias para se entender
as respostas fisioldgicas da interacdo entre as plantas de café e o fungo Hemileia vastatrix. Os
resultados deste trabalho evidenciam a importancia da ferrugem para a cultura do cafeeiro e

seu efeito prejudicial na fisiologia foliar de plantas de cafe.
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4 CONCLUSOES

Os gendtipos de café apresentaram diferentes respostas fisioldgicas induzidas pelo
fungo Hemileia vastatrix, ao longo das avaliagdes. Houve diminuicdo na fotossintese liquida,
na condutancia estomatica e na transpiracao foliar e aumento do carbono interno em genétipos
de café, de acordo com o aumento de incidéncia da doenca.

Os teores de clorofila ndo foram alterados com a incidéncia da ferrugem.
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o1
RESUMO

Obijetivou-se estudar o comportamento de geno6tipos de cafeeiros antes e apds a inoculagdo com
0 patégeno Hemileia vastatrix, com base em caracteristicas morfofisiologicas, utilizando
técnicas multivariadas, além de identificar as caracteristicas que mais contribuem para a
divergéncia genética total dos gendtipos. Os dados foram obtidos de um experimento em casa
de vegetacdo com temperatura e umidade controladas. Foram utilizados 10 genotipos de
cafeeiros oriundos do Banco Ativo de Germoplasma de Café de Minas Gerais. As mudas foram
produzidas em viveiro e, ap6s um més de aclimatacdo em casa de vegetacao, foi realizada a
inoculacdo artificial com o fungo Hemileia vastatrix. As avaliagdes anatémicas e fisiologicas
foram realizadas em dois tempos, 1 DAI (dia antes da inoculacdo) e 160 DAPI (dias apos a
inoculacdo). Também foi realizada anélise da abertura ostiolar em microscopio eletrénico de
varredura em 1 DAI. Além disso, avaliou-se a severidade de doenca a partir do aparecimento
dos primeiros sintomas, por meio do calculo da area abaixo da curva de progresso da severidade
da doenca (AACPSD). Foi realizada ANOVA para as caracteristicas de abertura ostiolar e
AACPSD e, posteriormente, o teste Scott-Knott para o agrupamento das médias. O método
multivariado com base nas varidveis canbnicas foi utilizado para o estudo da divergéncia e
agrupamento dos gendtipos (método K-means), com base nas caracteristicas morfofisiologicas
avaliadas, antes da inoculacdo, a 1 DAI (dia antes da inoculagéo) e aos 160 DAPI (dias apds a
inoculacdo). A contribuicdo relativa de cada varidvel para a divergéncia genética foi obtida pelo
método proposto por Singh (1981). Todas as analises foram realizadas no aplicativo
computacional Genes. Houve diferenca significativa, a 1% de probabilidade, para as
caracteristicas abertura do ostiolo e AACPSD, e os genotipos foram separados em grupos
distintos pelo teste de agrupamento de médias Scott-Knott. Houve formacdo de diferentes
grupos pelo método K-means, com base em caracteristicas morfofisioldgicas. 1sso mostra que
existe variabilidade genética entre os genétipos de café avaliados antes e ap6s a inoculagdo com
0 patdgeno. As caracteristicas que mais contribuiram para a divergéncia genética total dos
gendtipos antes e apos a inoculacdo foram o didametro de vasos do xilema e a conduténcia
estomatica, e as que menos contribuiram foram a espessura da epiderme adaxial e a razéo de
carboxilacdo. Conclui-se que a inoculacdo com o patégeno da ferrugem Hemileia vastatrix
ocasionou uma mudanga dos gendtipos de café com base em caracteristicas morfofisioldgicas.

Palavras-chave: Coffea arabica. Hemileia vastatrix. Variaveis candnicas. Ferrugem do café.
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1 INTRODUCAO

O principal patdgeno responsavel pela reducao de produtividade na cultura do cafeeiro
é o fungo biotréfico Hemileia vastatrix, que depende dos tecidos da planta de café para sua
sobrevivéncia e reproducao (SILVA et al., 2006) e, em condi¢des favoraveis, seus danos podem
ocasionar perdas de 30% a 50% da producdo (ZAMBOLIM, 2016). Apesar de ja existirem no
mercado cultivares resistentes ao fungo, € preciso um continuo trabalho de selecéo de progénies
(CARVALHO etal., 2017), visto que a durabilidade da resisténcia das cultivares atuais € dificil
de ser prevista, tendo algumas j& sido quebradas por novas ragas fisiologicas do patdgeno
(CAPUCHO et al., 2009).

O estresse biotico ocasionado em plantas consiste em alteracdes fisioldgicas, estruturais
e bioquimicas em resposta, principalmente, ao ataque de patdgenos (HUSSAIN, 2010). Essas
respostas podem ser por meio de aclimatacGes rapidas ou adaptacdes particulares a longo prazo,
como, por exemplo, modificagdes no tamanho e na espessura de folhas e na densidade de
estomatos (CHATTOPADHYAY et al., 2011). A resisténcia das plantas aos patdgenos é
determinada por fatores genéticos e, em algumas de suas expressdes, é influenciada pelo
ambiente e também pelas interacbes patdgeno-hospedeiro (SAMIYARSI; JUWARNO;
MULJOVATI, 2018).

Para reconhecer o impacto do estresse bidtico em plantas é importante entender a
natureza das interacfes patdgeno-hospedeiro (PANDEY et al., 2017), considerando a possivel
diversidade de caracteristicas anatémicas e fisioldgicas nas diferentes cultivares dentro da
espécie (LOURENCO et al., 2011). A combinacdo de caracteristicas estruturais e reacfes
bioquimicas empregadas nos processos de defesa das plantas é essencial para a sua manutengéo
no ecossistema, em funcdo das adversidades e invasdes a que estdo submetidas (XU et al.,
2011). Alguns autores, em seus trabalhos, tém utilizado essas caracteristicas a fim de selecionar
genotipos resistentes as principais doencas, principalmente nas fases iniciais de programas de
melhoramento (CHATTOPADHYAY etal., 2011; ALVES etal., 2011; PATOLE et al., 2017,
TRIVEDI et al., 2014; GORTARI et al., 2017).

Barreiras fisicas e quimicas pré-formadas sdo frequentemente consideradas a primeira
linha de defesa em plantas contra um patogeno (CHENG et al., 2012). Menores densidades
estomaticas e maiores espessuras de parénquima palicadico e epiderme foram observadas em
folhas de bananeira ap0s a infeccdo com o patégeno da sigatoka amarela (ARAUJO et al.,
2014). A densidade e o comprimento estomético tém relacdo com o desenvolvimento e a

esporulacdo do mildio (Peronospora belbahrii) em espécies de manjericdo (HOMA et al.,
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2016). A taxa fotossintética liquida, a transpiracdo foliar e a condutancia estomatica foram
negativamente correlacionadas com o nimero de lesbes da antracnose em plantas de acai
(CASTRO etal., 2017). Assim, o estudo das estruturas anatbmicas pré-formadas da planta, bem
como das caracteristicas fisioldgicas, é de fundamental importancia para uma melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos na resisténcia aos patdgenos (XU et al., 2011,
BERGER et al., 2007; MAHAJAN; DHILLON; BRARDWAJ, 2017).

O sucesso de um programa de melhoramento genético depende, entre outros fatores, da
disponibilidade de populacGes que apresentem variabilidade genética para as caracteristicas sob
selecdo (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012). Muitos pesquisadores tém utilizado
caracteristicas morfoldgicas, agrondmicas e fisioldgicas, a fim de selecionar genétipos visando
futuros cruzamentos, por meio de técnicas multivariadas (GUEDES et al., 2013; BENITEZ et
al., 2011; AZEVEDO et al., 2015; MARIOT; BARBIERI, 2010). Entretanto, o efeito que um
estresse bidtico pode causar na divergéncia genética total de gen6tipos ainda ndo foi estudado,
visto que, embora alguns mecanismos de resposta e defesa tenham sido elucidados, o
comportamento fisiolégico de plantas expostas ao estresse biodtico ainda é um grande desafio
para a agricultura (REJEB; PASTOR; MAUCH-MANI, 2014).

Diante do exposto, objetivou-se estudar o comportamento de gendtipos de cafeeiros
antes e apos a inoculagdo com o patdgeno Hemileia vastatrix, com base em caracteristicas
morfofisioldgicas, utilizando técnicas multivariadas, além de identificar as caracteristicas que

mais contribuem para a divergéncia genética total dos genétipos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta das sementes para a formacdo de mudas

O Banco Ativo de Germoplasma de Café do Estado de Minas Gerais pertence a Empresa
de Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais (Epamig) e foi instalado, em 2004, na Fazenda
Experimental de Patrocinio, localizada na regidao do Alto Paranaiba, situada a 18°59°26 de
latitude sul e 48°58°9,5” de longitude oeste a altitude aproximada de 1.000 metros. O solo é do
tipo Latossolo VVermelho-Amarelo distrofico. O relevo da area do banco é de topografia plana
com ligeira inclinagéo. O clima local é classificado como mesotérmico subtropical temperado,
com chuvas de verdo, inverno seco e verdao quente (Wca), segundo Kdppen (1948). O banco,
atualmente, conta com aproximadamente 1.500 gendtipos e apresenta grande variabilidade
genética, constituida de fontes de resisténcia a pragas e doengas do cafeeiro.

No presente trabalho foram selecionados, do Banco Ativo de Germoplasma de Café da
Epamig, oito gendtipos de Coffea arabica do cruzamento entre Dilla & Alghe e Hibridos de
Timor, do grupo dos gendtipos resistentes a ferrugem. Além disso, foram utilizadas duas
cultivares, sendo uma considerada resistente, Catigud MG 3 (EPAMIG, 2004) e outra
suscetivel, Topazio MG 1190 (CARVALHO et al., 2017) (Tabela 1).

Tabela 1 - Gendtipos selecionados do Banco Ativo de Germoplasma de Minas Gerais, em
Patrocinio, MG.

N° Genotipo Genealogia

1 MG 0579 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-01
2 MG 0580 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-03
3 MG 0581 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-06
4 MG 0582 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-07
5 MG 0583 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-09
6 MG 0587 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-25
7 MG 0588 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-30
8 MG 0591 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-48
9 Catigua MG3 Catuai Amarelo IAC 86 x Hibrido de Timor UFV 440-10
10 Topazio MG1190 Catuai x Mundo Novo

Fonte: Da autora (2018).



55

2.2 Producéo de mudas, instalacéo do experimento e inoculacéo

As mudas foram produzidas em viveiro com 30% de sombreamento e irrigacao
controlada. A semeadura foi feita em sacos plasticos de polietileno, contendo substrato padréo
(composto de 700 L de solo e 300 L de esterco de curral por metro cubico de mistura, sendo
adicionados 5 kg de superfosfato simples e 0,5 kg de cloreto de potassio), de acordo com
Guimardes et al. (1999). Cada saco plastico recebeu trés sementes. Quando as mudas
apresentavam-se no estadio de folhas cotiledonares, foi realizado um desbaste, deixando-se
apenas uma muda por saquinho.

Posteriormente, foram selecionadas as mudas mais vigorosas e uniformes, com trés
pares de folhas verdadeiras e, entdo, levadas para casa de vegetacdo, onde ocorreu a
aclimatacdo. Durante todo o periodo experimental, as mudas foram irrigadas periodicamente,
com a utilizacdo de um sistema de irrigagdo com nebulizador de baixa vazdo, e controle de
temperatura (23 °C) e da umidade relativa do ar (70%). As mudas receberam adubacdes
complementares de acordo com recomendacdo técnica para a cultura (GUIMARAES et al.,
1999).

Ap6s um més de aclimatacéo, as plantas (com aproximadamente quatro pares de folhas
verdadeiras) foram inoculadas artificialmente. Os esporos de H. vastatrix foram obtidos a partir
de folhas naturalmente infectadas de plantas de cafeeiro no campo, os quais foram coletados
por meio de raspagem das pustulas e acondicionados em microtubos, protegidos da luz. Para a
inoculacdo artificial das plantas, foi preparada uma suspensdo de esporos na concentracédo de 1
x 10° urediniosporos mL? &gar-agua (0,2% p/v), contendo Tween 20 (0,05% v/v)
(SALUSTIANO et al., 2008). Posteriormente, a solugéo foi pulverizada em toda a muda na
parte abaxial das folhas, com o auxilio de um pulverizador manual. Todas as mudas foram
submetidas a uma camara Umida na propria casa de vegetacdo, no escuro, pelo periodo de 72
horas (MONTEIRO et al., 2016). O delineamento adotado foi em blocos casualizados, com trés
repeticdes, tendo cada parcela sido constituida de trés plantas.

2.3 Dados climatoldgicos
No interior da casa de vegetacdo foi instalado um sensor de temperatura e umidade

relativa do ar modelo Onset HOBO datalogger. Os dados foram coletados e armazenados pelo

datalogger em todo o periodo experimental.
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As datas de avaliacdo foram 09/05/2017 (1 dia antes da inoculagdo — 1 DAI) e
18/10/2017 (160 dias ap6s a inocula¢do — 160 DAPI).

2.4 Analise de severidade da ferrugem

Em cada muda, foram realizadas cinco avaliagbes com intervalos de sete dias, apds o
aparecimento dos primeiros sintomas, a fim de avaliar a severidade da doenca. Utilizou-se a
escala diagramatica proposta por Cunha et al. (2001). Em seguida, foi calculada a area abaixo

da curva de progresso da severidade da doenca (AACPSD), conforme Shaner e Finney (1977).

n—-1
xX; + x;
AACPSD = Z [(12—”1)] *t
i

em que n é o numero de avaliacdes, x é a severidade da doenca, i € 0 nimero de avaliagdes e t

é o intervalo de tempo entre duas avalia¢bes consecutivas.
2.5 Avaliacbes em microscopio eletrénico de varredura

Foi coletada no inicio da manha, quando se esperava que 0s estdbmatos estivessem
abertos, uma folha de cada genétipo em cada bloco, antes da inoculagdo, para avaliacdo da
abertura do ostiolo em microscopio eletrénico de varredura (MEV). As amostras foram cortadas
em pedagos com, no maximo, 2 cm de largura e altura méaxima de 3 cm. Os espécimes obtidos
foram imersos em solucdo fixativa (Karnovsky's modificado), pH 7,2, por um periodo de 24
horas, lavados em tampéao cacodilato de sddio 0,05M e desidratados em gradiente de acetona
(25%, 50%, 75%, 90% e 100%, por trés vezes). Em seguida, o material foi levado ao aparelho
de ponto critico CPD 050 (BalTec) para completar a secagem, montado em suportes de
aluminio (stubs) com fita de carbono dupla face colocada sob uma pelicula de papel aluminio
e coberto com ouro (aparelho evaporador de ouro Sputtering SCD 050 Bal-Tec).
Posteriormente, as amostras foram analisadas em microscopio eletronico de varredura LEO
EVO 40 XVP (Carl Zeiss). Foram fotografados seis campos em cada stub, em aumentos de
3.000 x, sendo os campos considerados como repeticdo. As imagens foram analisadas em

software para anélise de imagens UTHSCSA-Imagetool.
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2.6 Avaliac0es fisiologicas

As analises fisioldgicas foram realizadas em dois tempos de avaliacdo, sendo eles 1 DAI
(1 dia antes da inoculacédo), em folhas do terceiro par completamente expandidas antes da
inoculagcdo do patdgeno e 160 DAPI (160 dias apds a inoculagdo) na primeira folha
completamente expandida apds o estresse da inoculagéo.

2.6.1 Trocas gasosas

As avaliagOes de trocas gasosas foram realizadas no periodo da manha entre 9 e 11
horas, com o auxilio de um analisador de gas por infravermelho (IRGA; Li-Cor Li-6400XT).
Sua camara de LED foi programada para uma densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente
ativos (DFFFA) de 1.000 umol m s, Foram determinados os valores de fotossintese liquida
(A - umol CO, m2 s, transpiracdo (E - mmol H20 m s1), condutancia estomatica (gs - mol
H,0 m? s1), carbono interno (Ci - umol CO, mol ™), razéo de carboxilagdo (Ci/Ca), eficiéncia
instantanea de carboxilacdo (A/Ci) (SILVA et al., 2010) e eficiéncia intrinseca de uso da dgua
(EiUA) (A/gs) (SILVA et al., 2013).

2.6.2 indice de clorofila

A determinacdo indireta dos teores relativos das clorofilas a e b foi obtida por meio do
medidor portatil de clorofila ClorofiLOG (Falker Automacdo Agricola, Brasil) que fornece
valores denominados indices de clorofila Falker (ICF) proporcionais a absorbancia das
clorofilas. O ClorofiLOG constitui um equipamento eficaz na determinacéo indireta dos teores
relativos das clorofilas a, b e total (BARBIERI JUNIOR et al., 2012).

2.7 AvaliacOes anatdémicas

Foram realizadas duas coletas de folhas em diferentes épocas, sendo elas 1 DAI, folhas
do terceiro par completamente expandidas antes da inoculagdo do patdgeno e 160 DAPI, a
primeira folha completamente expandida apos o estresse da inoculacdo. Em cada época foi
coletada uma folha de uma muda por parcela, sendo as duas coletas realizadas na mesma planta.
As folhas coletadas foram fixadas em alcool 70% (v v'*) (JOHANSEN, 1940) e, ap6s 72 horas,
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colocadas em nova solugdo de alcool 70% (v v!) visando & conservacdo do material, em
temperatura ambiente, até a data das analises.

As seccOes paradérmicas foram obtidas a méo livre, com uso de lamina de aco.
Posteriormente, foram submetidas a clarificacdo com hipoclorito de sodio (1,25% de cloro
ativo), triplice lavagem em agua destilada e coloragdo com solucdo de safranina 1%, sendo
posteriormente montadas em Iaminas semipermanentes com glicerol 50% (v v!) (KRAUS;
ARDUIN, 1997).

Para as sec¢Oes transversais o material vegetal foi submetido a concentragdes crescentes
de etanol (70%, 80%, 90% e 100%), em intervalos de 2 horas. As amostras foram incorporadas
em historesina de acordo com as instru¢cbes do fabricante (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha), obtendo-se secdes (8 m de espessura) com o auxilio de um micrétomo rotativo
semiautomatizado modelo MRP 2015 da marca Lupetec Tecnologia Aplicada (Lupe Inddstria
Tecnoldgica de Equipamentos para Laboratério, Brasil). As se¢des foram coradas com azul de
toluidina a 1% (m v*) e montadas com verniz vitral (PAIVA et al., 2006).

Foram preparadas trés laminas por folha e avaliados trés campos por lamina. As laminas
foram observadas e fotografadas em microscépio éptico, modelo Red 200, marca Kasvi/Motic,
acoplado a camera digital modelo D-Moticam 5MP marca Motic. Posteriormente, as imagens
foram analisadas em software para analise de imagens UTHSCSA-Imagetool. A caracteristica
espessura da cuticula da face abaxial foi fotografada utilizando-se a objetiva de aumento de 40x
e, para as demais caracteristicas, utilizou-se a objetiva de aumento de 20x.

Nas sec¢des paradérmicas foram avaliados 0 nimero de estdmatos (ne) e o numero de
células epidérmicas (ncl), que foram utilizadas para mensurar as variaveis frequéncia
estomatica ((frg=ne/ncl) * 100); densidade estomatica (den=ne/mm3) e indice estomaético
(ies=(ne/(ncl+ne)) *100); diametro polar dos estbmatos (dp- pum) e diametro equatorial dos
estdmatos (de- pm) utilizados para a relacdo entre o didametro polar e o diametro equatorial
(dp/de).

As caracteristicas avaliadas nas secc¢des transversais foram espessura da cuticula da face
abaxial (eca- pum); espessura da epiderme da face abaxial (eab- um); espessura da epiderme da
face adaxial (ead- pm); espessura do parénquima palicadico (ppa- pm); espessura do
parénquima esponjoso (epp- um); espessura do limbo foliar (lim- um), que compreende a soma
de todos os tecidos entre as cuticulas; numero de vasos de xilema (nvx); didmetro de vasos do

xilema (dvx- um) e espessura do floema (efl- um).
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2.8 Analise estatistica

2.8.1 Analise univariada

Inicialmente foi realizado um teste de Lilliefors, para verificar o atendimento as
pressuposicOes de normalidade dos erros. Posteriormente foi realizada uma analise de variancia
para os dados de AACPSD e abertura do ostiolo, pelo teste F e um teste de Scott-Knott, a 5%

de probabilidade, para o agrupamento das médias.

2.8.2 Anélise multivariada

O método multivariado com base nas variaveis canonicas foi utilizado para identificacdo
e agrupamento dos gendtipos com base nas caracteristicas morfofisiologicas avaliadas, antes da
inoculagdo 1 DAI e aos 160 DAPI. Utilizaram-se as matrizes de variancias e covariancias
fenotipicas e residuais entre os caracteres. Para a realizacdo da analise, as médias originais dos
caracteres sdo transformadas por um processo de condensacdo pivotal, originando novas
variaveis que se caracterizam por apresentar covariancias residuais nulas e variancias residuais
iguais a um. O nimero de varidveis candnicas é igual ou menor ao valor minimo entre o nimero
de caracteres e 0 nimero de graus de liberdade de tratamentos. Um valor numérico (escore) de
cada variavel é calculado para cada um dos genétipos. Com estes escores constroi-se um grafico
de dispersdo que permite a visualizacdo da divergéncia genética (CRUZ; REGAZZI,
CARNEIRO, 2012), sendo, posteriormente, aplicado 0 método ndo hierarquico K-means para
0 agrupamento dos genotipos. A contribuicdo relativa de cada variavel para a divergéncia
genética foi obtida pelo método proposto por Singh (1981), o qual se baseia na parti¢ao do total
das estimativas das distancias de Mahalanobis (D?). Todas as analises foram realizadas no
programa computacional GENES (CRUZ, 2013).
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3 RESULTADOS

3.1 Dados climaticos

A temperatura média do ar no dia 09/05, 1 DAL, foi de, aproximadamente, 17 °C, com
umidade relativa do ar média de 80%. J& aos 160 DAPI (18/10), a temperatura média do ar era

de 25 °C com umidade relativa do ar média de 60%.

3.2 Anélise univariada

3.2.1 Severidade de ferrugem

Houve necessidade de transformar os dados ap6s a verificacdo de ndo normalidade, de
acordo com o teste de Lilliefors. Foi calculada a raiz quadrada mais uma constante 1 de cada
observacao para a AACPSD.

Houve diferenca significativa (p<0,01) para a severidade de doenca (AACPSD) entre
0s genotipos avaliados. Os genotipos foram divididos em quatro grupos distintos. O genétipo
Topézio MG 1190, considerado suscetivel, apresentou a maior severidade de doenca, seguido
pelo gendtipo MG 0582 e Catigua MG 3. Os demais gen6tipos foram agrupados juntos, sendo

considerados resistentes a ferrugem (Tabela 2).

Tabela 2 - Teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade, para a AACPSD para o0s 10 gendtipos
avaliados.

Genotipos AACPSD
MG 0579 0,19
MG 0580 0,00
MG 0581 0,00
MG 0582 49,75
MG 0583 0,00
MG 0587 0,00
MG 0588 0,00
MG 0591 0,10
Catigua MG 3 33,72
Topazio MG 1190 85,22 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade

de erro. AACPSD: érea abaixo da curva de progresso de severidade da doenga.

Fonte: Da autora (2018).
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3.2.2 AvaliacGes em microscopio eletrénico de varredura

Na andlise de variancia foi observada diferenca significativa (p<0,01) entre os
gendtipos, pelo teste F, quanto a abertura do ostiolo.

Os gendtipos foram separados em trés grupos distintos, de acordo com a abertura do
ostiolo, tendo o gendtipo MG 0582 apresentado a maior média de abertura de ostiolo, seguido
dos genotipos MG 0579, MG 0580, MG 0587 e Topazio MG 1190. Os demais gendtipos

apresentaram as menores médias de abertura de ostiolo (Tabela 3).

Tabela 3 - Teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade, para a abertura do ostiolo para os 10
genotipos avaliados.

Genotipos Abertura do ostiolo (um)
MG 0579 1,76 b
MG 0580 1,82 b
MG 0581 1,30 C
MG 0582 3,02 a
MG 0583 1,09 C
MG 0587 2,01 b
MG 0588 1,18 C
MG 0591 1,38 c
Catigua MG 3 1,36 C
Topazio MG 1190 1,75 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade
de erro.
Fonte: Da autora (2018).

3.3 Analise multivariada

As estimativas das variancias acumuladas nas duas primeiras variaveis canoénicas,
referentes as avaliagbes 1 DAI e 160 DAPI, tanto para caracteristicas anatdbmicas como
fisiolOgicas, estdo apresentadas nas Figuras 1, 2, 3 e 4. Para as caracteristicas anatdbmicas 1 DAI
e 160 DAPI, as duas primeiras variaveis canbnicas (VC1 e VC2) explicam 83,13% e 90,47%
da variacéo total disponivel, respectivamente. J& para as caracteristicas fisiolégicas 1 DAI e 160
DAPI, as duas primeiras variaveis canbnicas (VC1 e VC2) explicam 77,54% e 86,56% da

variacdo total disponivel, respectivamente.
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3.3.1 Variéaveis candnicas

Nota-se, pela Figura 1, que houve a formacéo de trés grupos de genotipos com base nas
caracteristicas anatémicas foliares 1 DAI, quando se aplicou 0 método K-means, sendo o grupo
| formado pelos genotipos MG 0579, MG 0580 e Topazio MG 1190, o grupo Il formado pelos
genotipos MG 0581, MG 0582 e Catigud MG 3 e o grupo Ill formado pelos gendtipos MG
0583, MG 0587, MG 0588 e MG 0591.

Figura 1 - Gréafico de dispersdo de 10 genotipos avaliados com base em caracteristicas
anatdmicas 1 DAI (dia antes da inoculagdo) com o fungo Hemileia vastatrix, em
relacdo aos escores das duas primeiras variaveis canonicas (VC1-71,02% e VC2 -
83,13%) e agrupados de acordo com 0 método K-means.

vC 2

vC 1
Legenda: 1- MG 0579; 2- MG 0580; 3- MG 0581; 4- MG 0582; 5- MG 0583; 6- MG 0587; 7- MG
0588; 8- MG 0591; 9- Catigua MG3; 10- Topazio MG 1190.
Fonte: Da autora (2018).

Aos 160 DAPI, os genotipos se agruparam de forma diferente com base nas
caracteristicas anatdmicas foliares pelo método K-means, tendo também sido formados trés
grupos. O grupo | era formado pelos genétipos MG 0579 e MG 0591, o grupo 1l pelos genétipos
MG 0580, MG 0581, MG 0583, MG 0587, MG 0588, Catigua MG 3 e Topazio MG 1190; jad o
gendtipo MG 0582 ficou isolado no grupo I1l. Embora tenha havido separacdo de grupos, 70%

dos gendtipos ficaram alocados em um mesmo grupo (Figura 2).
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Figura 2 - Gréafico de dispersdo de 10 genoOtipos avaliados com base em caracteristicas
anatdmicas 160 DAPI (dias ap6s a inoculagdo) com o fungo Hemileia vastatrix, em
relacdo aos escores das duas primeiras variaveis canonicas (VC1-74,01% e VC2 —
90,47%) e agrupados de acordo com 0 método K-means.

VC 2
128
1259 |
1238 |
1217 7

1196 |

132
mz2 |

1091

107 v
249 25341 257.2 261.3 2654 269.5 2736 2777 281.8 2859 290

VC 1

Legenda: 1- MG 0579; 2- MG 0580; 3- MG 0581; 4- MG 0582; 5- MG 0583; 6- MG 0587; 7- MG 0588;
8- MG 0591; 9- Catigua MG3; 10- Topazio MG 1190.
Fonte: Da autora (2018).

Com relacdo as caracteristicas fisioldgicas avaliadas, houve a formacao de trés grupos
1 DAI quando se aplicou o0 método K-means, sendo o grupo | composto pelos gendétipos MG
0581, MG 0582 e Catigua MG 3; o grupo Il composto por MG 0579 e MG 0580 e o grupo I
composto pelos genétipos MG 0583, MG 0587, MG 0588, MG 0591 e Topazio MG 1190
(Figura 3). Os gendtipos foram agrupados de forma semelhante antes da inoculacdo (1 DAI),
com base nas caracteristicas anatdmicas e fisiologicas, sendo que apenas o0 gendtipo Topéazio
MG 1190 teve um agrupamento diferente. Anatomicamente, ele foi agrupado com os genotipos
MG 0579 e MG 0580 (Figura 1) e fisiologicamente foi agrupado com os gendétipos MG 0583,
MG 0587, MG 0588 e MG 0591 (Figura 3).
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Figura 3 - Gréafico de dispersdo de 10 genoOtipos avaliados com base em caracteristicas
fisiologicas 1 DAI (dia antes da inoculagdo) com o fungo Hemileia vastatrix, em
relacdo aos escores das duas primeiras variaveis canonicas (VC1- 62,74% e VC2 -
77,54%) e agrupados de acordo com 0 método K-means.

vC 2
9.2

8.4

7.6

68 |

52

44 7
36 |

28

VC 1

Legenda: 1- MG 0579; 2- MG 0580; 3- MG 0581; 4- MG 0582; 5- MG 0583; 6- MG 0587; 7- MG 0588;
8- MG 0591; 9- Catigua MG3; 10- Topazio MG 1190.
Fonte: Da autora (2018).

Aos 160 DAPI, os gendtipos formaram trés grupos distintos com base nas caracteristicas
fisioldgicas pelo método de K-means, tendo o grupo | sido formado pelos genétipos MG 0582,
Catigua MG 3 e Topazio MG 1190 e o grupo Il formado pelos genoétipos MG 0579, MG 0580,
MG 0581, MG 0583, MG 0588 e MG 0591. O gen6tipo MG 0587 ficou isolado no grupo 1l
(Figura 4). Nota-se que 60% dos gendtipos ficaram alocados em um mesmo grupo.
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Figura 4 - Gréafico de dispersdo de 10 genotipos avaliados com base em caracteristicas
fisiologicas aos 160 DAPI (dias ap6s a inoculagdo) com o fungo Hemileia vastatrix,
em relacdo aos escores das duas primeiras variaveis canonicas (VC1-86,56% e
VC2- 86,56%) e agrupados de acordo com o método K-means.

vC 2

as2
81 |

-17 v
5 6.5 3 95 1" 125 14 155 17 18.5 20

VC 1

Legenda: 1- MG 0579; 2- MG 0580; 3- MG 0581; 4- MG 0582; 5- MG 0583; 6- MG 0587; 7- MG 0588;
8- MG 0591; 9- Catigua MG3; 10- Topazio MG 1190.
Fonte: Da autora (2018).

3.3.2 Importancia de caracteres

As caracteristicas anatdbmicas que mais contribuiram para a divergéncia dos gendtipos
antes de serem inoculados (1 DAI) foram o LIM (28, 41%), PPA (20, 44%) e DV X (11, 44%),
totalizando mais de 60% da variacdo total, e as caracteristicas que menos contribuiram foram
DE (0,08%), EAD (0,20%) e DP/DE (0,75%) (Tabela 4). Apos a inoculagdo com o patdégeno
Hemileia vastatrix (160 DAPI), as caracteristicas anatbmicas que mais contribuiram para a
divergéncia dos gendtipos foram FLO (19,08%), DVX (16,52%) e DP/DE (14,38%),
totalizando 50% da variacdo total, e as caracteristicas que menos contribuiram foram NVX
(0,37%), FRQ (0,82%) e EAD (1,56%) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Contribuicdo relativa das variaveis anatémicas foliares para os 10 gendtipos de café
avaliados 1 DAI e 160 DAPI, pelo método proposto por SINGH (1981).

Variavel* S, (%) 1 DAI S.j* (%) 160 DAI
LIM 28,413 1,983
PPA 20,443 2,491
DVX 11,441 16,521
FLO 7,491 19,076
FRQ 7,126 0,819

IES 6,309 4,395
EAB 4,895 4,738
EPE 3,796 10,003
ECA 3,229 2,997
DP 2,177 4,182
DEN 1,402 4,375
NVX 1,211 0,366
MES 1,043 7,292
DP/DE 0,745 14,381
EAD 0,197 1,556
DE 0,076 4,820

'S,j: contribuicdo da variavel x para o valor da distancia de Mahalanobis entre os genétipos i e i’,*lim:
espessura do limbo; ppa: espessura do parénquima paligadico; dvx: didametro de vasos do xilema; flo:
espessura do floema; frqg: frequéncia estomatica; ies:indice estomatico; eab: espessura da epiderme da
face abaxial; epe: espessura do parénquima esponjoso; eca: espessura da cuticula da face abaxial; dp:
diametro polar do estdmato; den: densidade estomatica; nvx: nimero de vasos do Xilema; mes: espessura
do mesofilo; dp/dq: didmetro polar/didametro equatorial; ead: espessura da epiderme da face adaxial; de:
didmetro equatorial do estémato.

Fonte: Da autora (2018).

As caracteristicas fisiologicas que mais contribuiram para a divergéncia genética dos
gendtipos antes de serem inoculados (1 DAI) foram gs (45, 78%), E (29, 19%) e A (11, 56%),
totalizando mais de 70% da variacgdo total. As que menos contribuiram foram cl_a (0,68%), Ci
(0,96%) e Ci/Ca (1,32%) (Tabela 5). Aos 160 DAPI, as caracteristicas fisioldgicas que mais
contribuiram para a divergéncia dos geno6tipos foram gs (58,45%), A/Ci (18,26%) e E (16,74%),
tendo essas trés caracteristicas juntas totalizado mais de 90% da variacgdo total. J& as que menos
contribuiram foram Cl_b (0,25%), EiUA (0,56%) e Ci/Ca (0,78%) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Contribuicdo relativa das varidveis fisiologicas para os 10 genotipos de café
avaliados 1 DAI e 160 DAPI, pelo método proposto por SINGH (1981).
Variaveis* S.jt (%) 1 DAl S.jt (%) 160 DAPI

Gs 45,784 58,451
E 29,189 16,738
A 11,560 1,304
Cl_b 4,666 0,246
AICi 2,938 18,261
EiUA 2,900 0,562
Ci/Ca 1,317 0,775
Ci 0,963 1,941
Cl_a 0,679 1,718

'S. j: contribuicéo da varidvel x para o valor da distancia de Mahalanobis entre os genétipos i e i°, *gs:
condutancia estomatica; E: transpiracdo foliar; A: taxa fotossintética liquida; ClI_b: indice de clorofila
b; A/Ci: eficiéncia instantanea de carboxilacdo; EiIUA: eficiéncia intrinseca de uso da 4gua; Ci/Ca: razdo
de carboxilagdo; Ci: carbono interno; Cl_a: indice de clorofila a.

Fonte: Da autora (2018).
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4 DISCUSSAO

O gendtipo Catigua MG 3, considerado resistente a ferrugem, se mostrou tolerante ao
patogeno, apresentando severidade de doenca em nivel intermedidrio (PETEK; SERA,
FONSECA, 2008), quando comparado aos demais gendtipos. Resultados semelhantes foram
encontrados em trabalhos de campo nos quais se avaliou a severidade de ferrugem em cultivares
de café resistentes e suscetiveis nas regides cafeeiras de Minas Gerais (CARVALHO et al.,
2017). Ja a cultivar Topazio MG 1190 apresentou alta severidade de ferrugem, confirmando a
alta suscetibilidade ao patdgeno (CARDOSO et al., 2016).

O gendtipo MG 0582, derivado do Hibrido de Timor, que é considerado a principal
fonte de genes de resisténcia a ferrugem (SILVA et al., 2018), também apresentou severidade
de doenca em nivel intermediario. Incidéncia e severidade de doenca em niveis intermediarios
podem indicar resisténcia horizontal, sendo que, em condi¢des naturais de epidemia, a
severidade é o componente que melhor discrimina niveis de resisténcia horizontal (BOTELHO
etal., 2010).

A maior abertura ostiolar foi observada no genétipo MG 0582, quando comparado aos
demais gendtipos, sendo também a segunda maior severidade de doenca. Dessa forma, a
suscetibilidade nesse genotipo pode estar associada a fatores estruturais do hospedeiro, visto
que a hifa de infeccdo do fungo penetra pela abertura ostiolar. Além disso, o fungo Hemileia
vastatrix apresenta habito de esporulacdo pelos estdmatos (BEDENDO et al., 2011). Maior
abertura de ostiolo foi observada em gendtipos de amendoim suscetiveis ao fungo biotrofico da
mancha angular (Phaeoisariopsis personata) (JYOSTHNA et al., 2004) e cacau suscetivel ao
fungo Ceratobasidum theobromae (SUSILO et al., 2017). Para os demais genotipos, de acordo
com os resultados apresentados, ndo houve relacdo entre severidade de doenca e abertura
ostiolar. Este resultado corrobora o relato de Lima; Lopes e Café-Filho (2010) que, estudando
gendtipos de pimentdo, ndo observaram correlagdo entre caracteristicas de abertura ostiolar e
resisténcia ao oidio, descartando a possibilidade de maior severidade de doenga estar
correlacionada com a maior abertura do ostiolo.

A viabilidade da utilizagdo das variaveis canonicas esta restrita a concentracdo alta da
variabilidade disponivel entre as primeiras variaveis canonicas, a qual é referenciada por muitos
autores, citados por Cruz, Regazzi e Carneiro (2012), como acima de 70% a 80%. Neste
trabalho, as duas primeiras variaveis candnicas explicam mais de 70% da variacdo total

disponivel e, dessa forma, é possivel explicar de maneira satisfatéria a variabilidade
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manifestada entre os genotipos considerados nesta avaliacdo, permitindo representa-los em um
gréafico de dispersdo bidimensional (BENITEZ et al., 2011).

O método K-means € um procedimento para estudar a divergéncia genética entre
acessos e cultivares que tem sido utilizado por diversos autores (SARKAR et al., 2011;
MEIRMANS, 2012), inclusive na anélise de gendtipos café no intuito de formar aglomerados
menos heterogéneos em estudos com amplo nimero de gendtipos e caracteristicas (SOBREIRA
et al.,, 2016). Embora o café apresente base genética estreita (SETOTAW et al., 2013), as
formacgdes de diferentes grupos pelo meétodo K-means com base em caracteristicas
morfofisioldgicas mostraram que existe variabilidade genética entre os gendétipos de café
avaliados (Figuras 1, 2, 3 e 4). Quando a populacdo apresenta base genética estreita torna-se
importante identificar grupos de progénies divergentes geneticamente para efetuar cruzamentos
controlados, visando ampliar a variacdo genética disponivel nestes ensaios, de acordo com as
caracteristicas de estudo (SILVA et al., 2012).

Os gendtipos MG 0579 e MG 0591 e 0 MG 0588 e MG 0581 foram alocados no mesmo
grupo, com base nas caracteristicas morfofisiologicas aos 160 DAPI (Figuras 2 e 4). Guedes et
al.(2013), avaliando as caracteristicas morfoldgicas e agrondémicas desses genétipos em campo,
observaram que eles foram agrupados da mesma forma, reafirmando, assim, sua similaridade.

Embora exista divergéncia entre os genétipos avaliados apds o estresse ocasionado pela
inoculacdo, a maioria deles apresentou 0 mesmo comportamento com base nas caracteristicas
anatdmicas (70%) e fisioldgicas (60%). O gendtipo MG 0582 ficou isolado em um grupo apds
a inoculacdo, de acordo com as caracteristicas anatdmicas, se diferenciando dos demais
gendtipos que apresentaram severidade de doenca (Figura 2). E possivel que o gendtipo MG
0582 tenha desenvolvido mecanismos estruturais que auxiliem no combate ao patdgeno e na
recuperacdo da planta, porém, pouco se sabe sobre mecanismos estruturais desenvolvidos pelas
plantas para se reestabelecer ap6s um estresse bidtico (CRISP et al., 2016).

Aos 160 DAPI, os gendtipos que apresentaram sintomas da doenca (MG 0582, Catigua
MG 3 e Topazio MG 1190) ficaram em um mesmo grupo em relacdo as caracteristicas
fisioldgicas. Os fungos biotréficos colonizam apenas tecidos vivos e, dessa forma, ocasionam
danos e modificacGes na fisiologia do hospedeiro, seja diretamente, via secre¢do de produtos
quimicos, ou indiretamente, por meio de respostas induzidas ocasionadas nas plantas (ALVES
et al., 2011; DEBONA et al., 2014). A diminuicdo na eficiéncia fotossintética e limitacfes de
condutancia estomética e mesofilica, bem como altera¢cBes bioquimicas, sdo os principais
efeitos causados por patégenos foliares (BERMUDEZ-CARDONA; WORDEL-FILHO;
RODRIGUES, 2015).
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A caracteristica anatdmica didmetro de vasos do xilema esta entre as trés caracteristicas
que mais contribuiram para a divergéncia dos genotipos, tanto em 1 DAI como aos 160 DAPI.
A capacidade de uma planta de absorver e transportar agua e nutrientes depende de estruturas
anatdmicas, sendo o xilema o tecido responsavel (WU et al., 2011; LUCAS et al., 2013). Além
disso, ele € um dos principais componentes do sistema vascular relacionado ao vigor da planta
(SANTAROSA et al.,, 2016) e, dessa forma, plantas menos vigorosas podem ser mais
suscetiveis ao ataque de patogenos. Além disso, modificacdes no sistema vascular das folhas
podem influenciar de forma significativa a fotossintese, o crescimento e o desenvolvimento das
plantas (FIGUEIREDO et al., 2013).

A conduténcia estomética é a caracteristica fisiol6gica que mais contribuiu para a
divergéncia dos genotipos nos dois tempos de avaliacdo. Ela esta relacionada com a abertura
dos estdbmatos, sendo proporcional ao nimero, ao tamanho e ao didmetro de abertura dos
estdbmatos, que sdo caracteristicas que dependem de fatores genéticos e ambientais (GALON et
al., 2013), podendo influenciar a entrada de patdgenos e também ser alterada apds a penetragédo
(GUERRA et al., 2014; CASTRO et al., 2017; JIANG et al., 2016). Dessa forma, o diametro
de vasos de xilema e a condutancia estomatica podem ser caracteristicas importantes na
divergéncia genética, a fim de selecionar genoétipos resistentes a ferrugem e que tenham a
capacidade de se reestabelecer ap0s o estresse ocasionado pelo fungo Hemileia vastatrix.

A baixa contribuicdo das caracteristicas espessura da epiderme adaxial e razdo de
carboxilacdo para a divergéncia dos gendtipos, nas duas avaliagbes, sugere que essas
caracteristicas morfofisiolégicas podem ser dispensaveis em futuros trabalhos, reduzindo
gastos de mao de obra, custo e tempo (AZEVEDO et al., 2015).

De maneira geral, ao comparar 0s agrupamentos obtidos 1 DAI e 160 DAPI, constata-
se que os gendtipos de café respondem de forma diferente a inoculacdo com o fungo Hemileia
vastatrix, ou seja, antes da inoculacdo, os genotipos foram agrupados de forma semelhante,
tanto para as caracteristicas fisioldégicas como anatdmicas. Porém, apds a inoculacdo, 0s
genotipos se agruparam de forma diferente entre caracteristicas fisiologicas e anatdmicas. Ha
evidéncias de que as plantas tendem a alterar sua fisiologia e metabolismo em resposta a
estresses (BRUCE et al., 2007). Essas modificagbes podem ser genéticas, bioquimicas ou
estruturais, fazendo com que respostas as tensdes futuras sejam diferentes, conferindo as plantas
capacidade de aclimatacdo e beneficios adaptativos ao longo da vida ou para geragdes futuras
(CRISP et al., 2016).
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5 CONCLUSOES

As plantas de café analisadas se agruparam de forma diferente, tanto para caracteristicas
anatdmicas quanto para fisioldgicas, antes e apds a inoculagdo, 0 que sugere diferentes
adaptacGes dos gendtipos estudados frente ao estresse causado pelo fungo Hemileia vastatrix.

As caracteristicas que mais contribuiram para a divergéncia genética total dos genotipos
de café analisados, antes e ap0s a inoculacdo com o patdégeno Hemileia vastatrix, foram
didmetro de vasos do xilema e condutancia estomatica.

As caracteristicas que menos contribuiram, em ambos os tempos de avaliagdo, foram

espessura da epiderme adaxial e razéo de carboxilacéo.
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RESUMO

Obijetivou-se, com o estudo, construir redes de correlagdo ponderadas e identificar padrbes de
correlacdo fenotipica entre caracteristicas morfofisiologicas e de crescimento de gendtipos
cafeeiros inoculados com Hemileia vastatrix. Os dados foram extraidos de um experimento em
casa de vegetacdo com temperatura e umidade controladas. Foram utilizados 10 gendtipos de
cafeeiro oriundos do Banco Ativo de Germoplasma de Café do Estado de Minas Gerais,
pertencente a Epamig. As mudas foram produzidas em viveiro e, ap6s um més de aclimatacdo
em casa de vegetacdo, foi realizada a inoculacdo artificial. As avaliagbes anatémicas e
fisiologicas foram realizadas em dois tempos, 1 DAI (dia antes da inoculacdo) e 160 DAPI (dias
apos a inoculacéo). As avaliacdes de crescimento foram realizadas ao final do experimento, aos
160 DAPI. Foram avaliados 10 caracteres fisiologicos, 19 caracteres anatbmicos e cinco
caracteres de crescimento. Além disso, avaliou-se a severidade de doenca a partir do
aparecimento dos primeiros sintomas, por meio do célculo da area abaixo da curva de progresso
da severidade da doenca (AACPSD). As matrizes de correlacdo foram obtidas e analisadas por
meio de redes de correlacdo ponderadas. Foi feita uma rede de correlagdo para a avaliagéo 1
DAI e outra para a avaliacdo aos 160 DAPI, nas quais as conexdes entre variaveis foram
determinadas pela "matriz de adjacéncia” A=h (R), com a seguinte funcéo: h (i =1/2 {SNG
(Jrij| - p) +1}, em que p é o pardmetro que determina o valor minimo que uma correlacéo deve
ter para ser representada na rede de correlagdes, sendo adotado p igual a 0 e o valor de corte
igual a0,5. As andlises foram realizadas utilizando-se o aplicativo computacional Genes. Houve
correlacdo fenotipica positiva e negativa entre a severidade de doenca e as caracteristicas
morfofisioldgicas, quando avaliadas as folhas 1 DAI e aos 160 DAPI. Conclui-se que a
utilizacdo de rede de correlagcdes é uma técnica eficiente no estudo das correlagbes entre
caracteres, podendo auxiliar na tomada de decisGes em programas de melhoramento genético
do cafeeiro.

Palavras-chave: Coffea arabica. Pré-selecdo. Associagdo entre caracteres. Ferrugem do café.
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1 INTRODUCAO

A principal doenca do cafeeiro (Coffea arabica L.) é a ferrugem alaranjada, causada
pelo fungo Hemileia vastatrix Berk. & Br. Em regides cafeeiras onde as condicdes climaticas
sdo favoraveis a doenca ocorrem perdas que vdo de 30% a 50% da producdo (ZAMBOLIM,
2016). Embora, nos ultimos anos, tenham sido langados varios genotipos de café considerados
resistentes a essa doenca, € necessario um trabalho continuo dos melhoristas, visto que a
durabilidade da resisténcia das cultivares € dificil de ser prevista, devido a quebra de resisténcia
ocasionada pelo aparecimento de novas ragas fisiologicas do fungo (VARZEA; MARQUES,
2005).

A resisténcia contra patogenos, principalmente os foliares, como é o caso da ferrugem
do café, pode estar diretamente associada as caracteristicas anatdmicas das folhas
(CHATTOPADHYAY et al., 2011). As propriedades da superficie da planta, incluindo a
quantidade de cera e cuticula, a estrutura da parede das células epidérmicas, o tamanho, a
localizagdo e a forma dos estdmatos, desempenham papel importante como barreiras fisicas das
plantas (DIAZ; FERERES, 2007). Além disso, os estdmatos participam de funcdes fisioldgicas
essenciais para as plantas, como a respiracdo, a transpiracdo e a fotossintese, permitindo a
entrada e a saida de gases e vapor d’agua (ENNAJEH et al., 2010; ZENG; MELOTO; HE,
2010). Dessa forma, a associacdo entre a anatomia e a fisiologia vegetal e a fitopatologia é de
fundamental importancia para o melhor entendimento da patogénese e das reacdes apresentadas
pelo hospedeiro, quando exposto a acdo de patdgenos, bem como para verificar diferencas
estruturais pré e pos-formadas, capazes de conferir resisténcia a planta (JERBA et al., 2005;
RESENDE et al., 2011).

A associacdo entre as caracteristicas anatbmicas e fisiologicas do cafeeiro tem se
destacado como um importante instrumento para auxiliar na caracterizacdo e na selecdo de
cultivares em programas de melhoramento genético (BATISTA et al., 2010). Dessa forma, ha
necessidade de estudos que verifiqguem a possibilidade de utilizar essas caracteristicas em
conjunto com o melhoramento convencional, no intuito de oferecer, em um menor tempo,
respostas as principais limitagdes enfrentadas pelos programas de melhoramento genético do
cafeeiro (CASTANHEIRA et al., 2016).

O conhecimento das relagbes existentes entre caracteres, nas fases iniciais de um
programa de melhoramento genético (SILVA et al., 2016), tais como estimadas pelas
correlacOes, tem sido de grande importancia, pois fornece informacdes Gteis no processo de

selecdo (NOGUEIRA et al., 2012). Conhecer essas correlagdes se torna necessario para medir
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0 grau de associacgdo entre variaveis e possibilitar avaliar o quanto a alteragdo em uma variavel
pode afetar as demais (SILVA et al., 2016). Se a selecdo de uma varidvel € dificultada pela
baixa herdabilidade ou por problemas de mensuracéo e identificacdo, esse tipo de conhecimento
se torna importante nas diferentes etapas dos programas de melhoramento (CRUZ; REGAZZI,
CARNEIRO, 2012).

Uma técnica que tem sido utilizada em muitas areas para associar caracteres de forma
simples e dtil é a rede de correlacdo (DILEO et al., 2011; PEARCE et al., 2015; KUMAR,;
DEO, 2012; SABA et al., 2014), que ja foi utilizada em trabalhos de melhoramento genético de
pimenta (SILVA et al., 2016) e alho (SILVA; CECON; PUIATTI, 2015). Segundo Epskamp et
al. (2012), uma anélise de rede de correlacdo pode ajudar na identificacdo de padrdes de
correlacdo sugestivos em uma matriz de correlacdo que séo dificeis de extrair quando os valores
sdo apresentados numericamente. Na rede de correlacdo, as variaveis sdo representadas por nos,
que estdo conectados por linhas, sendo que a espessura da linha indica a forca da correlagdo
entre dois caracteres (SILVA et al.,2016).

Diante disso, objetivou-se construir redes de correlacdo ponderadas e identificar padrdes
nas correlacdes fenotipicas entre caracteristicas morfofisiologicas e de crescimento de

genotipos de cafeeiros inoculados com Hemileia vastatrix.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta das sementes para formacéo das mudas

O Banco Ativo de Germoplasma de Café do Estado de Minas Gerais pertence a Empresa
de Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais e foi instalado, em 2004, na Fazenda Experimental
de Patrocinio, na regido do Alto Paranaiba, situada a 18°59°26” de latitude sul e 48°58°9,5” de
longitude oeste, a altitude de, aproximadamente, 1.000 metros. O solo € do tipo Latossolo
Vermelho Amarelo distréfico. O relevo da area é de topografia plana com ligeira inclinagéo e
o clima é classificado como mesotérmico subtropical temperado, com chuvas de verdo, inverno
seco e verdo quente (Wca), segundo Koppen (1948). O banco, atualmente, conta com,
aproximadamente, 1.500 gendtipos e apresenta grande variabilidade genética, constituida de
fontes de resisténcia a pragas e doencas do cafeeiro.

No presente trabalho foram selecionados, do Banco de Germoplasma da Epamig, oito
progénies de Coffea arabica do cruzamento entre Dilla & Alghe e Hibridos de Timor, do grupo
dos gendtipos resistentes a ferrugem. Além disso, foram utilizadas duas cultivares, sendo uma
considerada resistente, Catigud MG 3 (EPAMIG, 2004) e outra suscetivel, Topazio MG 1190
(CARVALHO et al., 2017) (Tabela 1).

Tabela 1 - Genotipos selecionados do Banco de Germoplasma de Minas Gerais, em Patrocinio,

MG.
Ne Genotipo Genealogia
1 MG 0579 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-01
2 MG 0580 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-03
3 MG 0581 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-06
4 MG 0582 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-07
5 MG 0583 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-09
6 MG 0587 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-25
7 MG 0588 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-30
8 MG 0591 Dilla & Alghe x H. Timor UFV 400-48

. Catuai Amarelo IAC 86 x Hibrido de Timor UFV 440-

9 Catigua MG3 10
10 I\T/%ﬁé% Catuai Amarelo x Mundo Novo

Fonte: Da autora (2018).
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2.2 Producéo de mudas, instalacéo do experimento e inoculacéo

As mudas foram produzidas em viveiro com 30% de sombreamento e irrigacao
controlada. A semeadura foi feita em sacos plasticos de polietileno, contendo substrato padrao
(composto de 700 L de solo e 300 L de esterco de curral por metro cubico de mistura, sendo
adicionados 5 kg de superfosfato simples e 0,5 kg de cloreto de potassio), de acordo com
Guimardes et al. (1999). Cada saco plastico recebeu trés sementes. Quando as mudas
apresentavam-se no estadio de folhas cotiledonares, foi realizado um desbaste, deixando-se
apenas uma muda por saquinho.

Foram selecionadas as mudas mais vigorosas e uniformes, com trés pares de folhas
verdadeiras, e, entdo, levadas para casa de vegetacdo, onde ocorreu a aclimatacdo. Durante todo
0 periodo experimental, as mudas foram irrigadas periodicamente, com a utilizacdo de um
sistema de irrigacdo com nebulizador de baixa vazéo, e controle de temperatura (23 °C) e da
umidade relativa do ar (70%). As mudas receberam adubac¢des complementares de acordo com
recomendaco técnica para a cultura (GUIMARAES et al., 1999).

Apds um més de aclimatacdo, as plantas (com aproximadamente quatro pares de folhas
verdadeiras) foram inoculadas artificialmente. Os esporos de Hemileia vastatrix foram obtidos
a partir de folhas naturalmente infectadas de plantas de cafeeiro no campo, 0s quais foram
coletados por meio de raspagem das pustulas e acondicionados em microtubos, protegidos da
luz. Para a inoculacdo artificial das plantas foi preparada uma suspensdo de esporos na
concentragio de 1 x 10° uredinidsporos mL™ agar-agua (0,2% p/v), contendo Tween 20 (0,05%
v/v) (SALUSTIANO et al., 2008). Posteriormente, a solucdo foi pulverizada em toda a planta,
na parte abaxial das folhas, com o auxilio de um pulverizador manual. As mudas foram
submetidas a uma camara Umida na propria casa de vegetacdo, no escuro, pelo periodo de 72
horas (MONTEIRO et al., 2016). O delineamento adotado foi em blocos casualizados, com trés

repeticBes, tendo cada parcela sido constituida de trés plantas.

2.3 Analise de severidade da ferrugem

Em cada muda foram realizadas cinco avalia¢Bes, com intervalos de sete dias, ap0s o
aparecimento dos primeiros sintomas (45 dias ap0s a inoculacao), a fim de avaliar a severidade
de doenca. Utilizou-se a escala diagramatica proposta por Cunha et al. (2001). Em seguida, foi
calculada a area abaixo da curva de progresso da severidade da doenga (AACPSD), conforme
Shaner e Finney (1977).
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n—-1
X+ x;
AACPSD = Z [(‘2—”1)] xt
i

Em que n é o nimero de avaliacdes, x é a severidade da doenca, i € 0 nimero de avaliacdes e t

é o intervalo de tempo entre duas avaliagdes consecutivas.
2.4 Avaliacoes fisiologicas

As analises fisioldgicas foram realizadas em dois tempos de avaliacao, sendo eles 1 DAI
(dia antes da inoculagdo), em folhas do terceiro par completamente expandidas antes da
inoculacdo do patégeno e aos 160 DAPI (dias ap6s a inoculacdo) na primeira folha

completamente expandida apos o estresse da inoculacdo, em uma muda por parcela.
2.4.1 Trocas gasosas

As avaliacdes de trocas gasosas foram realizadas no periodo da manhd, entre 9 e 11
horas, com o auxilio de um analisador de gas por infravermelho (IRGA; Li-Cor Li-6400XT).
Sua cadmara de LED foi programada para uma densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente
ativos (DFFFA) de 1.000 umol m s, Foram determinados os valores de fotossintese liquida
(A- umol CO, m? s2), transpiracao foliar (E- mmol H.0 m? s1), condutancia estomatica (gs-
mol H.0 m?2s™), carbono interno (Ci - umol CO2 mol™), razdo de carboxilagio (relagio Ci/Ca),
eficiéncia instantanea de carboxilacdo (A/Ci) (SILVA et al., 2010) e eficiéncia intrinseca de
uso da agua (EiUA) (A/gs) (SILVA et al., 2013).

2.4.2 Indice de clorofila

A determinacéo indireta dos teores relativos das clorofilas a, b e total foi obtida por meio
do medidor portétil de clorofila ClorofiLOG (Falker Automacéao Agricola, Brasil) que fornece
valores denominados indices de clorofila Falker (ICF) proporcionais a absorbancia das
clorofilas. O ClorofiLOG constitui um equipamento eficaz na determinacéo indireta dos teores
relativos das clorofilas a, b e total (BARBIERI JUNIOR et al., 2012).
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2.5 AvaliagOes anatdémicas

Foram realizadas coletas de folhas em duas épocas, sendo elas 1 DAI, folhas do terceiro
par completamente expandidas antes da inoculacdo do patdgeno e 160 DAPI na primeira folha
completamente expandida apds o estresse da inoculacdo, apds a Gltima avaliagdo da severidade
da doenca. Em cada época foi coletada uma folha de uma planta por parcela, sendo as duas
coletas realizadas na mesma planta. As folhas coletadas foram fixadas em &lcool 70% (v v?)
(JOHANSEN, 1940) e, apds 72 horas, colocadas em nova solugdo de alcool 70% (v v?),
visando a conservacdo do material, em temperatura ambiente até a data das analises.

As seccOes paradérmicas foram obtidas & mao livre com uso de ldmina de aco e,
posteriormente, foram submetidas a clarificacdo com hipoclorito de sédio (1,25% de cloro
ativo), triplice lavagem em &gua destilada e coloracdo com solucédo de safranina 1%, sendo,
posteriormente, montadas em laminas semipermanentes com glicerol 50% (v v!) (KRAUS;
ARDUIN, 1997).

Para as sec¢Oes transversais o0 material vegetal foi submetido a concentragdes crescentes
de etanol (70%, 80%, 90% e 100%) em intervalos de duas horas. As amostras foram
incorporadas em historesina de acordo com as instrugcdes do fabricante (Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemanha), obtendo-se se¢des (8 um de espessura) com o auxilio de um micrétomo
rotativo semiautomatizado modelo MRP 2015 da marca Lupetec Tecnologia Aplicada (Lupe
Industria Tecnologica de Equipamentos para Laboratorio, Brasil). As se¢fes foram coradas com
azul de toluidina a 1% (m v'!) e montadas com verniz vitral (PAIVA et al., 2006).

Foram preparadas trés laminas por folha e avaliados trés campos por lamina. As laminas
foram observadas e fotografadas em microscopio éptico, modelo Red 200, marca Kasvi/Motic,
acoplado a camera digital modelo D-Moticam 5MP marca Motic. Posteriormente, as imagens
foram analisadas em software para analise de imagens UTHSCSA-Imagetool.

Nas sec¢Oes paradérmicas foram avaliados o nimero de estbmatos (ne), o nimero de
células epidérmicas (ncl), o didmetro polar dos estdmatos (dp- um), o didmetro equatorial dos
estdmatos (de- um), a frequéncia estomatica ((frg=ne/ncl) * 100), a densidade estomatica
(den=nes/mm?), o indice estomatico (ind=(ne/(ncl+ne)) *100), a relacdo entre o didmetro polar
e o diametro equatorial (dp/de).

As caracteristicas avaliadas nas secc¢des transversais foram espessura da cuticula da face
abaxial (eca- um), espessura da epiderme da face abaxial (eab- um), espessura da epiderme da
face adaxial (ead- pm), espessura do parénquima palicadico (epp- um), espessura do

parénquima esponjoso (epe- um), espessura do mesofilo (mes- pum), espessura do limbo foliar
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(lim- pm), razdo entre a espessura do parénguima palicadico e do parénquima esponjoso
(epp/epe), nimero de vasos de xilema (nvx), didmetro de vasos do xilema (dvx- pm) e espessura

do floema (efl- um).

2.5 Avaliages de crescimento

Para avaliar o crescimento das plantas ao final do experimento, aos 160 DAPI, as
variaveis adotadas foram altura das plantas (alt - cm), medida do colo das plantas até a gema
apical; area foliar (aft - cm?), estipulada pela formula AF = {[(comprimento x largura) x 0,667]
X 2}, proposta por Barros et al. (1973); peso seco das folhas (psf - g), caule (psc - g) e raiz (psr
- g). Apds a lavagem, com cuidado, das raizes e da parte aérea, retirou-se toda a terra, seccionou-
se 0 caule na altura do colo, separando-se caule, folhas e raiz, os quais foram acondicionados
em sacos de papel. Posteriormente, as amostras foram secas em estufa de ar circulado, a 60 °C,
até peso constante. Pesou-se o material em balanca de precisdo, com medida dada em gramas.

2.6 Andlise estatistica

As matrizes de correlacdo foram obtidas e analisadas por meio das redes de correlagéo
ponderadas. Foi feita uma rede de correlacdo para a avaliagdo 1 DAI e outra para a avaliagdo
aos 160 DAPI, nas quais as conexdes entre variaveis foram determinadas pela "matriz de
adjacéncia" A=h (R), com a seguinte fungdo: h (ij =1/2 {SNG (|rij| - p) +1}, em que p é 0
parametro que determina o valor minimo que uma correlacdo deve ser representada na rede de
correlagdes. Neste trabalho, assim como no estudo de Silva et al. (2016), seu valor foi definido
como zero, para que todas as conexBes entre as varidveis pudessem ser tracadas. As
caracteristicas de severidade de doenca e crescimento foram utilizadas na constituicdo das redes
de correlacdo nos dois tempos de avaliacdo aos 1 DAI e 160 DAPI, visto que as plantas
avaliadas foram as mesmas.

A espessura e a intensidade da cor das bordas foram controladas por aplicagéo de um
valor de corte igual a 0,5 (SILVA; CECON; PUIATTI, 2015), o que significa que apenas
[rij>0,5 tém as suas linhas destacadas pela espessura. As correlagdes fenotipicas positivas
foram coloridas em verde-escuro; ja as correlagcdes fenotipicas negativas foram coloridas em
vermelho. Correlac@es positivas indicam a tendéncia de uma variavel aumentar quando a outra
aumenta; correlagdes negativas indicam a tendéncia de uma varidvel aumentar enquanto a outra

diminui.
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As andlises foram realizadas utilizando-se o aplicativo computacional Genes -

Aplicativo computacional em genética e estatistica (CRUZ, 2013).
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3 RESULTADOS

3.1 Redes de correlacéo

A severidade de doenca apresentou correlacdo fenotipica positiva com as caracteristicas
anatdbmicas das folhas numero de estdbmatos (ne) e densidade estomatica (den), e com a
caracteristica fisiologica condutancia estomatica (gs). Houve correlacdo fenotipica negativa
entre a severidade de doenca e as caracteristicas anatdmicas espessura da cuticula abaxial (eca)
e didmetro de vasos do xilema (dvx), e a caracteristica fisiologica eficiéncia intrinseca de uso
da &gua (EiUA). Houve correlacdo fenotipica positiva entre a taxa fotossintética liquida (A) e
a condutancia estomatica (gs) e entre a transpiracdo foliar (E) e a condutancia estomatica (gs)
(Figura 1).
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Figura 1 - Rede de correlagdes fenotipicas entre caracteristicas morfofisiologicas e de
crescimento de mudas de café inoculadas com Hemileia vastatrix - 1 DAI (dia antes
da inoculacéo).

Cutoft: 0.5 Maximum: 1

Legenda: a espessura da linha é proporcional a magnitude da correlagdo. As linhas em destaque
apresentam correlacdo em modulo maior que 0,5 (Cutoff). As linhas vermelhas representam
correlagdo fenotipica negativa e as linhas verdes representam correlagfes fenotipicas positivas.
Variaveis de crescimento: alt (altura da planta), aft (area foliar total), psf (peso seco das folhas),
psr (peso seco das raizes), psc (peso seco do caule). Variaveis fisioldgicas: A (taxa fotossintética
liquida), E (transpiracdo foliar), gs (condutincia estomatica), Ci (concentracdo de carbono
interno), A/Ci (eficiéncia instantanea de carboxilacdo), Ci/Ca (razdo de carboxilacdo), EiUa
(eficiéncia intrinseca de uso da agua), cl_a (indice de clorofila a), cl_b (indice de clorofila b),
cl_t (indice de clorofila total), ind (indice estomatico), frq (frequéncia estomatica), ne (nimero
de estdmatos), den (densidade estomatica), ncl (nimero de células epidérmicas), dp (didmetro
polar dos estdbmatos), de (didmetro equatorial dos estdmatos), dp/de (razdo didmetro polar e
diametro equatorial), eca (espessura da cuticula abaxial), eab (espessura da epiderme da face
abaxial), ead (espessura da epiderme da face adaxial), epp (espessura do parénquima palicadico),
epe (espessura do parénquima esponjoso), epp/epe (razdo da espessura do parénquima palicadico
e esponjoso), lim (espessura do limbo foliar), mes (espessura do mesofilo), nvx (nimero de vasos
do xilema), dvx (diametro de vasos do xilema), efl (espessura do floema). Variavel de doenca:
svr (severidade de ferrugem).

Fonte: Da autora (2018).
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Houve correlacdo fenotipica negativa entre a severidade de doenca e as caracteristicas
espessura do parénquima palicadico (epp) e razdo espessura do parénquima palicadico e
parénquima esponjoso (epp/epe). Caracteristicas de crescimento, indices de clorofila,
caracteristicas estomaticas e do limbo (mes, epe e lim) e de trocas gasosas (A, gs e E) se
correlacionaram positivamente entre si (Figura 2).

E possivel observar que tanto na rede de correlacdes referente a 1 DAI (Figura 1) como
aos 160 DAPI (Figura 2) as caracteristicas de crescimento, caracteristicas anatdmicas do limbo
foliar e caracteristicas estomaticas e fisioldgicas (trocas gasosas e indice de clorofilas)
formaram grupos separados fortemente correlacionados entre si, sendo que entre os diferentes

grupos formados ndo houve correlagéo.



90

Figura 2 - Rede de correlagdes fenotipicas entre caracteristicas morfofisiologicas e de
crescimento de mudas de café inoculadas com Hemileia vastatrix - 160 DAPI (dias
apos a inoculacgéo).

Cutoft: 0.5 Maximum: 1

Legenda: a espessura da linha é proporcional a magnitude da correlagdo. As linhas em destaque
apresentam correlacdo em modulo maior que 0,5 (Cutoff). As linhas vermelhas representam
correlagdo fenotipica negativa e as linhas verdes representam correlacGes fenotipicas positivas.
Variaveis de crescimento: alt (altura da planta), aft (area foliar total), psf (peso seco das folhas),
psr (peso seco das raizes), psc (peso seco do caule). Variaveis fisioldgicas: A (taxa fotossintética
liquida), E (transpiracdo foliar), gs (condutdncia estomatica), Ci (concentracdo de carbono
interno), A/Ci (eficiéncia instantdnea de carboxilacdo), Ci/Ca (razdo de carboxilacdo), EiUa
(eficiéncia instrinseca de uso da agua), cl_a (indice de clorofila a), cl_b (indice de clorofila b),
cl_t (indice de clorofila total), ind (indice estomatico), frq (frequéncia estomatica), ne (niGmero
de estdmatos), den (densidade estomatica), ncl (nimero de células epidérmicas), dp (didmetro
polar dos estdbmatos), de (didmetro equatorial dos estdmatos), dp/de (razdo didmetro polar e
diametro equatorial), eca (espessura da cuticula abaxial), eab (espessura da epiderme da face
abaxial), ead (espessura da epiderme da face adaxial), epp (espessura do parénquima palicadico),
epe (espessura do parénquima esponjoso), epp/epe (razdo da espessura do parénquima pali¢adico
e esponjoso), lim (espessura do limbo foliar), mes (espessura do mesofilo), nvx (nGmero de vasos
do xilema), dvx (diametro de vasos do xilema), efl (espessura do floema). Variavel de doenca:
svr (severidade de ferrugem).

Fonte: Da autora (2018).
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4 DISCUSSAO

As primeiras barreiras que 0os microrganismos encontram para estabelecer a infeccao
foram a cuticula e a parede celular (MUSSURY et al., 2012). Embora o patégeno Hemileia
vastatrix penetre na planta por meio dos estdmatos (BEDENDO et al., 2011), a cuticula pode
exercer papel fundamental na resisténcia, sendo que cuticulas mais espessas ou mais densas
podem tornar a planta mais resistente. Além disso, 0s compostos presentes na cuticula é que
sdo responsaveis pela sinalizacdo capaz de ativar outros mecanismos de defesa das plantas,
como, por exemplo, as proteinas relacionadas a patogenicidade, conhecidas como proteinas —
RP (REINA-PINTO; YEPHREMOV, 2009). Neste trabalho a correlagdo negativa encontrada
entre a severidade de ferrugem e a espessura da cuticula abaxial em folhas avaliadas antes da
inoculacdo (1 DAI) pode ser um dos mecanismos de defesa estrutural pré-formado da planta de
café.

A severidade de doenca correlacionou-se positivamente com caracteristicas dos
estdmatos das folhas antes da inoculacdo (1 DAI) e, dessa forma, a quantidade, a densidade e a
condutancia estomatica podem estar associadas a resisténcia a doenga nos genotipos avaliados,
visto que o fungo penetra por meio dos estdmatos (BEDENDO et al., 2011). O maior nimero
de estbmatos em genotipos de pimentdo foi correlacionado com a maior incidéncia de oidio
(LIMA; LOPES; CAFE-FILHO, 2010). O nimero de estdmatos por unidade de area da
superficie da folha, que corresponde a densidade estomatica, foi positivamente correlacionada
com a incidéncia de oidio em amoreira cultivada em campo (CHATTOPADYWHAY et al.,
2011), sendo que, assim como a ferrugem do café, esses fungos tém penetracdo pelos estdmatos.

Plantas com maior eficiéncia do uso da agua sdo mais eficientes em manter a assimilagéo
de carbono, controlando a transpiracdo, sem prejudicar a taxa fotossintética (FERREIRA,;
GONCALVES; FERRAZ, 2012). A maior eficiéncia do uso da agua nas plantas pode estar
associada a uma menor condutancia estomatica, ja que ela esta diretamente relacionada ao
tempo de abertura estoméatica (CONCENCO et al., 2007). Neste trabalho, a severidade de
doenca foi correlacionada positivamente com a condutancia estomatica e negativamente com a
eficiéncia de uso da agua, portanto, quanto maior a condutancia estomatica menor ¢ a eficiéncia
de uso da agua da planta e maior a severidade de doenca. Além disso, plantas que apresentam
maior eficiéncia de uso da agua conseguem fixar mais CO, com a abertura dos estdmatos em
um curto espacgo de tempo, tendo maiores condigdes de sobreviver e reproduzir em ambientes
com estresse (BATISTA et al., 2010).
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Plantas que apresentam maior nimero e didmetro de vasos de xilema podem ser mais
vigorosas, ja que estas caracteristicas dos vasos estdo relacionadas ao potencial de
condutividade hidraulica e fluxo de seiva (COHEN et al., 2007; BRODERSEN et al., 2010).
Assim, o maior diametro de vasos de xilema pode otimizar a fotossintese e, consequentemente,
promover maior crescimento e desenvolvimento da planta (RIBEIRO et al., 2012). Houve
correlacdo fenotipica negativa entre a severidade de doenca e o didmetro de vasos do xilema,
ou seja, plantas de café que apresentam menor vigor sdo mais suscetiveis ao ataque da ferrugem.

Aos 160 DAPI, a severidade de ferrugem apresentou correlacdo fenotipica negativa
com as caracteristicas espessura do parénquima palicadico e razdo entre espessura do
parénquima paligadico e parénquima esponjoso. Em um estudo realizado com a espécie Zoysia
japonica, conhecida como grama-esmeralda, encontrou-se correlacdo negativa entre a ferrugem
(Puccinia zoysiae) e a espessura do parénquima esponjoso e palicadico (MANLI et al., 2018).
Esses tecidos mais espessos podem retardar ou impedir o desenvolvimento de hifas devido a
incapacidade de o agente patogénico penetrar e colonizar as células dos tecidos parenquimaticos
(TRIVEDI et al., 2014). De acordo com Araujo et al. (2014), que estudaram 0s mecanismos de
resisténcia estrutural em folhas de bananeiras, 0 aumento da espessura desses tecidos parece
ser uma estratégia desenvolvida pelas plantas para evitar a inoculacdo e o desenvolvimento de
fungos como a Mycosphaerella musicola, agente causal da sigatoka amarela

As caracteristicas anatémicas, principalmente estomaticas e do limbo foliar, e as
caracteristicas fisioldgicas formaram grupos distintos e correlacionaram entre si. Em um
trabalho realizado com 24 gendtipos de arroz, estudando caracteristicas estruturais e
fisioldgicas, foram observados dois grupos diferentes, cujas caracteristicas correlacionaram-se
entre si, sendo o grupo das caracteristicas estruturais, como espessura do limbo e mesofilo, e 0
das caracteristicas fisiologicas, como condutancia estomatica e transpiracdo (GIULIANI et al.,
2013). Dessa forma, investigar as relacfes existentes entre anatomia foliar e caracteristicas
fotossintéticas poderia levar a identificacdo de caracteristicas estruturais e fisiologicas que
afetem positivamente a produtividade das culturas, alem de melhorar nossa compreensdo da
evolugéo e adaptacdo das plantas (EVANS et al., 2009).

Houve correlacdo fenotipica positiva entre as caracteristicas de crescimento (area
foliar, altura da planta, peso seco da raiz, caule e folha), indicando que a area foliar e a altura
da planta apresentam comportamento diretamente proporcional ao acimulo de matéria seca de
mudas de café. Resultados semelhantes foram encontrados em mudas de goiabeira (FRANCO
et al., 2007), mudas de maracujazeiro (SILVA; PEIXOTO; JUNQUEIRA, 2001) e mudas de
umbuzeiro (MELO et al., 2005).
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As plantas estdo expostas diariamente as pressdes do meio em que estdo inseridas e,
para superar e/ou sobreviver as diversas situagdes, fazem uso de mecanismos morfoldgicos,
fisioldgicos e de producédo de substancias de maneira conjunta ou isoladamente, que variam de
acordo com a espécie, o estadio fenologico da planta e o tipo e o grau de severidade do estresse.
Os caminhos para adaptacOes em plantas sdo variados e 0s danos causados por organismos
vivos também contribuem para alteracGes no metabolismo (ALVES et al. 2011; GALON et al.,
2013; GUO et al., 2005, TIWARI et al., 2012).

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que existe uma possivel resisténcia
estrutural e fisioldgica dos gendtipos de café avaliados ao patégeno Hemileia vastatrix, além
de um mecanismo de adaptacdo das plantas para combater o patdgeno apOs 0 estresse
ocasionado pela doenca. De maneira geral, foram observados padrdes de correlacdo entre as
caracteristicas avaliadas e a severidade de ferrugem, tanto antes como apds o estresse bidtico.
A situacdo de estresse pode afetar tanto a estrutura anatdbmica quanto as funcgdes fisioldgicas
das plantas e, dessa forma, a utilizacdo dessas caracteristicas tem se tornado uma ferramenta
para a selecdo de gendtipos tolerantes as condicdes adversas de cultivo (BAKER,;
ROSENQVIST, 2004).

O uso de redes de correlacdo é viavel para elevar a eficacia da sele¢cdo no melhoramento
do cafeeiro, uma vez que permite, com rapidez, identificar os pares de carateristicas que
apresentam correlacfes de maior magnitude (SILVA et al., 2016), além de determinar 0s grupos
de variaveis que influenciam de maneira mais expressiva as caracteristicas mais importantes
para o programa de melhoramento. Também foram observadas potencialidades do uso das redes
de correlagdo em programas de melhoramento genético da pimenta e do alho (SILVA et al.,
2016; SILVA; CECON; PUIATTI, 2015). De modo geral, as relagdes observadas nas redes de
correlacdo podem servir como diretrizes gerais para melhoristas (SILVA; CECON; PUIATTI,
2015), principalmente no inicio dos programas de melhoramento de café visando resisténcia a
ferrugem quando a selecdo poderia ser realizada com o objetivo de aumentar a porcentagem de

gendtipos mais bem preparados, anatomicamente e fisiologicamente, para o ataque do fungo.
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5 CONCLUSAO

Foram identificados grupos de caracteristicas correlacionadas envolvendo
caracteristicas morfofisiolégicas e de crescimento de gendétipos de cafeeiros inoculados com
Hemileia vastatrix. Menor espessura da cuticula abaxial, menor didmetro de vasos do xilema,
menor eficiéncia instantanea do uso da dgua e maior nimero e densidade de estbmatos, bem
como maior condutancia estomatica, proporcionaram maior severidade da doenca. Menor
espessura do parénquima palicadico e menor razao entre espessura do parénquima palicadico e
parénquima esponjoso podem ter sido ocasionadas em cafeeiros que apresentaram maior

severidade da doenca em funcgéo da inoculagdo do patégeno.
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CONSIDERACOES FINAIS

Cada vez mais, tém-se realizado estudos no intuito de reduzir nimero de aplicacdes e
quantidade de fungicidas nas lavouras, além de diminuir as perdas na producdo, visando obter
um produto final de forma mais sustentavel. Assim, torna-se necessario o uso de diferentes
técnicas que auxiliem no pré-melhoramento genético, colaborando para o langamento de novas
cultivares do programa de melhoramento genético do cafeeiro, em um menor intervalo de
tempo.

Embora ja se tenha conhecimento acerca do manejo da ferrugem, materiais resistentes
e da quebra de resisténcia em alguns materiais, pouco se sabe sobre as respostas anatbmicas e
fisioldgicas que estdo envolvidas na resisténcia do cafeeiro ao fungo Hemileia vastatrix. Dessa
forma, o trabalho realizado de maneira multidisciplinar proporcionou o conhecimento integrado
de caracteristicas morfofisioldgicas de gen6tipos de cafeeiros submetidos a este patdgeno, além
do conhecimento sobre os mecanismos de resisténcia utilizados por cada genotipo, bem como
a identificacdo de indicadores de resisténcia a ferrugem promissores para uso em selecédo
assistida em programa de melhoramento genético, convencional e biotecnoldgico, do cafeeiro.

O trabalho em questéo foi realizado com mudas em ambiente controlado e, dessa forma,
é de grande interesse estabelecer, em avaliacbes futuras, o comportamento anatdmico e
fisioldgico das plantas no campo em resposta a doenca, visto que, no campo, as plantas estdo

submetidas a diferentes estresses bioticos e abidticos.



