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RESUMO

As doengas do cafeeiro causam prejuizos diretos e indiretos ao produtor. O dano direto
¢ na queda de produtividade e o indireto refere-se ao aumento no custo de producao pela
realizacdo do controle. Dessa forma, o desenvolvimento de cultivares resistentes ¢
preponderante para o sistema produtivo, na busca constante pela eficiéncia e consequente
rentabilidade do cafeicultor. Atualmente tem-se a disposi¢do inumeras cultivares resistentes,
principalmente para a ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix). Entretanto, para a mancha
aureolada (Pseudomonas syringae pv. garcae), ha somente uma cultivar registrada resistente a
doenga, no caso da cercosporiose (Cercospora coffeicola), nenhuma cultivar registrada
apresenta resisténcia até o momento. Portanto novas fontes de resisténcia precisam ser
identificadas para inserir alelos dessas caracteristicas e potencializar o uso da resisténcia
genética. Nesse contexto, o estudo de acessos de cafeeiro do Banco Ativo de Germoplasma de
Minas Gerais (BAG) ¢ fundamental, pois contém variabilidade genética e fenotipica a qual
pode ser intensamente trabalhada, justificando sua importancia para o melhoramento genético.
Diante do exposto, os objetivos do trabalho foram verificar a existéncia de variabilidade
genética entre 28 acessos € selecionar genitores para serem usados em cruzamentos na
geracdo de variabilidade com foco em resisténcia a ferrugem, cercosporiose e bacteriose do
cafeeiro. Adicionalmente, procurou-se verificar se a constitui¢do enzimatica e de compostos
bioativos presentes nos cafeeiros sdo correlacionados com a resisténcia a essas doengas. Os 28
acessos do BAG foram avaliados em experimentos de triagem para resisténcia a ferrugem do
cafeeiro (foram utilizados a cultivar Catuai Vermelho IAC 99 como padrio de
susceptibilidade e a cultivar Catigud MG 2 como padrio de resisténcia) e para resisténcia a
mancha aureolada do cafeeiro. Com os resultados da triagem, selecionaram-se 15 acessos
mais promissores quanto a resisténcia de ambas as doengas. Os acessos selecionados na
triagem foram utilizados, em trés experimentos, para resisténcia a ferrugem do cafeeiro,
mancha aureolada e a cercosporiose, com a ‘Catuai Vermelho IAC 99°, como padrdo de
suscetibilidade e a ‘Catigud MG 2’ como padrdo de resisténcia no experimento de ferrugem.
Para resisténcia a ferrugem, foram selecionados oito acessos com resisténcia completa e, para
a mancha aureolada, cinco acessos com resisténcia moderada. Para cercosporiose, ndo foi
possivel selecionar nenhum acesso, porque ndo se obteve variabilidade genética para a
resisténcia. Foram analisados atividade constitutiva das enzimas peroxidase (POX), polifenol
oxidase (PPO) e fenilalanina amoénia liase (PAL) e os teores dos compostos bioativos acido
clorogénico, cafeina, trigonelina, fenois totais e lignina visando relacionar essas substancias
com a resisténcia as doencas avaliadas. Nao se observou correlagdo entre a composicao
constitutiva e a resisténcia para ferrugem, mancha aureolada e cercosporiose. Foram
identificados dois acessos com resisténcia simultdnea a ferrugem e a mancha aureolada.
Portanto os resultados sd@o promissores para o uso nos programas de melhoramento genético
com foco no desenvolvimento de cultivares resistentes.

Palavras-chave: Cafeeiro. Hemileia vastatrix Berk et Br. Pseudomonas syringae pv. garcae.
Cercospora coffeicola Berk e Cook. Resisténcia multipla.



ABSTRACT

Coffee diseases cause direct and indirect losses to the producer, respectively,
consisting of decreased productivity and increased production cost due to the control
employed. Thus, the development of resistant cultivars is preponderant for the productive
system in the constant search for the coffee producer’s efficiency and consequent profitability.
Currently, numerous resistant cultivars are available, especially against coffee rust (Hemileia
vastatrix). However, only one cultivar has been found to resist the aureolate spot
(Pseudomonas syringae pv. garcae) and none that resist cercosporiosis (Cercospora
coffeicola). Therefore, new sources of resistance must be identified to insert alleles and
enhance genetic resistance. In this context, the study of coffee accessions from the Active
Germplasm Bank of Minas Gerais (BAG in Portuguese) is essential since it contains genetic
and phenotypic variability, which can be intensively worked on justifying its importance for
genetic improvement. Given the above, the study’s objectives were to verify the existence of
genetic variability among 28 accessions and select parents to be used in crosses in the
generation of variability, focusing on rust, cercosporiosis, and coffee bacteriosis resistance.
Additionally, we verified if the enzymatic constitution and bioactive compounds present in
coffee trees are correlated with resistance to these diseases. The 28 accessions of BAG were
evaluated in screening experiments for resistance to coffee rust (cultivar Catuai Vermelho
IAC 99 was used as a susceptibility standard and Catigud MG 2 as a resistance standard) and
to the aureolated coffee spot. The screening results allowed the selection of the 15 most
promising approaches regarding the resistance to both diseases. The accessions selected in the
screening were used in three experiments for resistance to coffee rust, aureolous spot, and
cercosporiosis, using ‘Catuai Vermelho IAC 99’ as a susceptibility standard and ‘Catigud MG
2’ as a resistance standard in the rust experiment. We selected eight accessions with complete
resistance to rust and five with moderate resistance to aureolate spot. It was impossible to
select any accessions for cercosporiosis because there was no genetic variability for
resistance. The constitutive activity of the enzymes peroxidase (POX), polyphenol oxidase
(PPO), and phenylalanine ammonia lyase (PAL) and the contents of the bioactive compounds
chlorogenic acid, caffeine, trigonelline, total phenols, and lignin were analyzed and compared
to the resistance to the diseases. There was no correlation between the constitutive
composition and resistance to rust, aureolus spot, and cercosporiosis. We identified two
accessions with simultaneous resistance to rust and aureolate spot. Therefore, the results are
promising for use in breeding programs focusing on the development of resistant cultivars.

Keywords: Coffee tree. Hemileia vastatrix Berk et Br. Pseudomonas syringae pv. garcae.
Cercospora coffeicola Berk and Cook. Multiple resistance.
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1 INTRODUCAO

Apesar da cafeicultura ter grande expressao no Brasil com estimativa no ano de 2020
de producdo de 59 milhdes de sacas e renda bruta de 25,5 bilhdes de reais (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO — CONAB, 2020), a cafeicultura enfrenta diversas
doengas, causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides, que assolam o cafeeiro e
provocam prejuizos significativos como redugao de produtividade e qualidade (POZZA et al.,
2010). Dentre as diversas doencas incidentes no cafeeiro, a ferrugem (Hemileia vastatrix),
cercosporiose (Cercospora coffeicola) e a mancha-aureolada (Pseudomonas syringae pv.
garcae.) se destacam pelos danos causados e abrangéncia geografica dessas doencas, as quais
ocorrem em praticamente todo o parque cafeeiro. Esses danos envolvem toda a cadeia
produtiva, desde a produg¢ao das mudas, implantacio e desenvolvimento da lavoura,
produtividade até a qualidade do produto final.

Na maior parte dos casos, o manejo € realizado por meio do controle quimico, que,
apesar de muito eficiente, possui desvantagens, como o custo elevado dos defensivos, danos
ao meio ambiente e a satde do trabalhador. Contudo, por meio do manejo integrado, o
produtor pode manejar a lavoura, aliando nutri¢do, espacamento, controle quimico, resisténcia
genética de plantas, dentre outras técnicas, de tal forma que as doengas e pragas sao
controladas e altas produtividades sdo obtidas (MESQUITA et al, 2016). Entre essas
medidas, a utilizagdo de cultivares resistentes ¢ uma das alternativas mais promissoras, pois
proporciona 6timos resultados, reduz custo e diminui os impactos com o meio ambiente,
tornando essa pratica desejavel para a sustentabilidade da cafeicultura.

Atualmente existem vdrias cultivares registradas resistentes a doengas, principalmente,
a ferrugem, para a qual existem cultivares com resisténcia completa ou vertical, como o
Catigud MG 2, TAC 125 RN, IAC Catuai SH3; e com resisténcia incompleta ou Horizontal,
como “Catucai” e “Icatu” (DEL GROSSI et al., 2013; ESKES; COSTA, 1983; FAZUOLI et
al., 2018, 2019). Para a mancha-aureolada, a cultivar comprovadamente resistente ¢ o IPR
102 (SERA et al., 2017). Para a cercosporiose, existem poucos estudos, mas algumas
cultivares apresentaram tolerancia, como a Sarchimor MG8840 (BOTELHO et al., 2017). E
importante lembrar que a cercosporiose ¢ uma doenca cuja expressao ¢ influenciada pelo
equilibrio nutricional das plantas (POZZA et al., 2001), fato que precisa ser considerado na
avaliagdo da resisténcia. Para essas doencas, a maioria do germoplasma de café¢ ardbica ¢
constituida de descendentes de “Hibrido de Timor” (HT), “Icatu” e BA-10 doador do gene
SH; (BOTELHO et al., 2017; CONCEICAO; FAZUOLI; BRAGHINI, 2005; DEL GROSSI



14

etal.,2013;ITO et al., 2008). O HT nao esta disponivel no mercado, entretanto ¢ amplamente
utilizado em programas de melhoramento genético visando a resisténcia a doencas.

Portanto, para a ferrugem do cafeeiro, a situagdo ¢ um pouco menos preocupante, pois
existem boas cultivares com variados niveis de resisténcia, gragas aos trabalhos desenvolvidos
pelas institui¢des de pesquisa desde a década de 1950 no Brasil. Porém, quando se analisa o
panorama para as outras duas doencas, a situagdo ¢ critica e precisa de aten¢do para reforgar
os projetos no desenvolvimento de cultivares resistentes. Esse processo se inicia na escolha
dos genitores, a serem usados em cruzamentos, passa pelo processo de selegdo em casa de
vegetacdo € no campo e termina com a validagdo das cultivares em campo para uso dos
agricultores. O desenvolvimento de uma nova cultivar pode levar de 15 a 20 anos e precisa ser
conduzido com critério pelos custos envolvidos e pelo risco de no fim nao se obter a cultivar
desejada. Para se tomar decisdes acertadas no decorrer do melhoramento, precisamos ¢
importante conduzir experimentos precisos e determinar alguns pardmetros genéticos que
auxiliardo os melhoristas. As cultivares podem ter resisténcia unica a uma doenga ou multipla.
A resisténcia multipla ¢ desejavel, pois une, em uma unica cultivar, alelos de diferentes
resisténcias, porém aumenta o desafio de obtencdo. Analisando-se as cultivares a disposicao,
acredita-se que elas devem ter preferencialmente algum nivel de resisténcia a ferrugem, seja
ela completa ou moderada. Adicionalmente, a resisténcia a cercosporiose e a bacteriose ¢
desejavel.

A selecdo e avaliacdo de plantas resistentes podem ser realizadas em campo e em casa
de vegetagdo. Esses trabalhos devem ser conduzidos concomitantemente e possuem vantagens
e limitagdes. Os experimentos controlados em casa de vegetagdo possuem a vantagem de se
proceder a inoculagdo controlada da doenga, garantindo que todas as plantas testadas estejam
sujeitas a mesma pressdo do inoculo, evitando-se escapes e falsos positivos de resisténcia.
Entretanto as plantas ndo sdo avaliadas onde serdo utilizadas pelos produtores. Além disso, a
avaliacdo em ambientes fechados permite avaliar apenas plantas jovens, ndo considerando os
estresses no campo e o da producao de frutos, porém sdo muito eficientes na identificagao
acurada de fontes de resisténcia. No campo, tem-se a oportunidade de avaliar a adaptacdo das
progénies nos ambientes de cultivo e seu desempenho quanto a resisténcia em condigdes
naturais, maior variabilidade do patdgeno e forte influéncia ambiental.

Como o melhoramento ¢ um processo continuo de desenvolvimento de cultivares e
criagdo de nova variabilidade, ¢ imprescindivel a procura por novas fontes de resisténcia para
essas doencas. H4 uma grande variabilidade genética de gendtipos de cafeeiro em bancos de

germoplasma no Brasil, como o Banco Ativo de Germoplasma de Minas Gerais, localizado
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no Campo Experimental de Patrocinio (CEPC), da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
Minas Gerais (EPAMIG), que atualmente conta com 1596 acessos de Coffea spp.. Dentre
esses acessos, existem genotipos com potencial, para caracteristicas de interesse econdmico,
como a resisténcia a doengas e qualidade de bebida superior (BOTELHO et al, 2017,
FASSIO et al., 2019) e, também, pode ser que existam acessos com outras caracteristicas de
interesse, como a tolerancia ao déficit hidrico, adaptacdo a mecanizagdo, dentre outras. Essa
variabilidade genética ainda ndo foi totalmente explorada, e os pesquisadores necessitam de
mais informagdes para utilizar essas caracteristicas de interesse no programa de
melhoramento do cafeeiro.

Diante do exposto, os objetivos do trabalho foram verificar a existéncia de
variabilidade genética entre os acessos avaliados e selecionar genitores para serem usados em
cruzamentos na geracao de variabilidade com foco em resisténcia a ferrugem, cercosporiose €
bacteriose do cafeeiro. Adicionalmente, procurou-se verificar se a constituicdo enzimatica e
de compostos bioativos presentes nos cafeeiros sdo relacionados com a resisténcia a essas

doengas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura do café

Existem 124 espécies do género Coffea (DAVIS et al., 2011), porém apenas duas
espécies sdao cultivadas comercialmente e em larga escala, Coffea arabica (café arabica) e
Coffea canephora (café robusta), sendo que o arabica ¢ autdgama com 5 a 15% de fecundacao
cruzada e tetraploide com 2n = 44 cromossomos € o robusta, uma espécie aldgama com 100%
de fecundagdo cruzada e diploide com 2n = 22 cromossomos (NOIROT et al., 2015).

O café arabica ¢ a espécie mais cultivada no Brasil, ocupa aproximadamente uma area
plantada de 1.733.120,0 ha com produg¢do de 34,4 milhdes de sacas. Ja o C. canephora ocupa
398.810,0 ha de area plantada e producdo de 14,5 milhdes de sacas (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2019), sendo, em sua maioria, da
variedade Kouillou (Conilon) e robusta, principalmente na regido Norte do Pais.

O café ¢ cultivado em varios estados brasileiros € com diversos sistemas produtivos
diferentes, como cafeicultura de montanha, irrigada, mecanizada, sombreada, dentre outros.
Independente do sistema produtivo e regido de cultivo, o cafeeiro possui uma produtividade
potencial, definida pela genética da planta. O que induz a reducdo desse potencial até chegar
aos patamares produtivos sao as interagdes do cafeeiro com o ambiente de cultivo, como as
adversidades climaticas, fertilidade do solo e ataque de pragas e doengas, com destaque para a
ferrugem alaranjada do cafeeiro. Entretanto doengas como mancha-de-olho-pardo ou
cercosporiose, mancha-de-phoma, mancha-aureolada, dentre outras, sdo frequentemente
encontradas no cafeeiro (AMARAL; TEIXEIRA; PINHEIRO, 1956; CAVALHO et al., 2010;
POZZA et al., 2010).

De acordo com Pozza et al. (2010), o sucesso do controle das doengas nao esta
somente na aplicacdo de defensivos, mas sim relacionado com a combinagdo de fatores, como
ambiente, patdgeno e a constitui¢do genética da planta hospedeira. Isso demonstra o quanto ¢
desafiador controlar doengas na cafeicultura pelas inimeras variaveis relacionadas para se
tentar produzir o maximo possivel do potencial das plantas. Contudo existem ferramentas que
podem ajudar no manejo de doengas como a adocdo de cultivares resistentes (VAN DER

VOSSEN; BERTRAND; CHARRIER, 2015).
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2.2 Ferrugem alaranjada do cafeeiro

A ferrugem do cafeeiro ocorre em praticamente todas as regides produtoras brasileiras.
E considerada a doen¢a de maior importancia na cafeicultura, por sua capacidade de causar
prejuizos, o agente etiologico dessa doenca ¢ o fungo Hemileia vastatrix Berk et Br.
(TALHINHAS et al., 2017).

A ferrugem alaranjada do cafeeiro foi descrita no Sri Lanka, em 1868, por Berkeley e
foi identificada, no Brasil, pela primeira vez, em 1970 na Bahia e, em pouco tempo,
disseminou-se pelo pais chegando ao estado de Sao Paulo (ZAMOLIM; VALE; ZAMOLIM,
2005).

A ferrugem alaranjada do cafeeiro ¢ uma doenca foliar, cujos sintomas iniciam com
manchas cloroticas de 1-3 mm de diametro com pontuagdes translucidas; com o
desenvolvimento da doenga, essas manchas podem atingir de 1 a 2 cm de didmetro.
Posteriormente, hd o aparecimento de massas pulverulentas de coloragdo amarelo-alaranjada,
constituidas por uredinidsporos do patéogeno na face abaxial das folhas. Na face adaxial das
folhas, observam-se manchas cloroticas correspondentes a mesma area com pustulas da parte
abaxial, que, com o progresso da lesdo, essas manchas cloréticas podem necrosar
(ZAMBOLIM, 2016).

De acordo com Carvalho ef al. (2010), a disseminacdo da doenga, em longas
distancias, ocorre, principalmente pelo vento e, em curta distdncia dentro da planta, os
respingos de chuva sdo responsaveis pela disseminacdo de uma folha para outra. A
germinac¢ao dos uredosporos requer presenga de dgua no estado liquido, auséncia de luz direta
e temperatura entre 21 e 23°C.

O principal dano que a ferrugem causa ao cafeeiro ¢ a desfolha e, consequentemente, a
perda na produ¢do que pode chegar a 50% na safra pendente do ano e na futura (SILVA et al.,
2006; ZAMBOLIM, 2016). Em razao da grande desfolha provocada pela ferrugem, a planta
reduz sua produtividade, decorrente do baixo pegamento da florada, queda e chochamento de
frutos. Indiretamente, apds anos do ataque, a ferrugem pode causar perda de ramos laterais e
reduzir a longevidade da planta (CARVALHO et al., 2010).

No manejo da ferrugem o produtor deve levar em conta o estado da lavoura, pois
plantas com carga pendente alta, com maior enfolhamento e espacamento adensado sdo mais
propicias a ferrugem. Adubacdo equilibrada, podas, desbrotas, espagamentos mais largos e
plantio a pleno sol sdo medidas gerais de controle. O controle quimico também ¢ utilizado,

por meio de fungicidas de contato protetores via foliar, a exemplo das fontes de cobre e
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fungicidas sistémicos via solo ou foliar sistémicos e mesosistémicos, como os triazois e as
estrobirulinas. Basicamente o controle ¢ realizado de forma preventiva e, por meio do
monitoramento do progresso da doenga, para auxiliar na tomada de decisao (POZZA et al.,
2010). Porém a utilizacao de cultivares resistentes ¢ a melhor opgao no controle da ferrugem e
deve ser utilizada conjuntamente com os demais métodos (MATIELLO et al., 2002; POZZA
etal.,2010; ZAMBOLIM, 2016).

2.2.1 Mecanismos e fontes de resisténcia a ferrugem

O desenvolvimento de cultivares com resisténcia duravel a ferrugem do cafeeiro tem
sido um desafio pela variabilidade genética de H. vastatrix. No patossistema cafeeiro com
ferrugem, foram descritas 49 ragas patogénicas de H. vastatrix descritas no mundo
(GICHURU et al., 2012). No Brasil, estudos prévios identificaram 15 racas de H. vastatrix
em C. arabica caracterizadas como I, II, III, VII, X, XIII, XV, XVI, XVII, XXII, XXIII,
XXIV, XXV ou XXXI e raga XXXVII, sendo que a raga II ¢ a mais disseminada no Brasil
(CABRAL et al., 2009; ZAMBOLIM, 2016; ZAMBOLIM; VALE; ZAMOLIM 2005). Em
Coffea canephora var. conilon, trés ragas fisiologicas foram identificadas: I, II e III
(ZAMBOLIM, 2016).

Atualmente, vérias cultivares resistentes a ferrugem com boas caracteristicas estdo
disponiveis no mercado, a exemplo das cultivares Paraiso MG H 419-1, Grupo ‘Catigud’,
Araponga MG1, dentre outras (PEREIRA et al., 2010).

O Hibrido de Timor e as progénies derivadas do seu cruzamento com outras cultivares
vém sendo estudados, em diversas regides cafeeiras do mundo, como fonte de resisténcia a H.
vastatrix (VARZEA; MARQUES, 2005).

Apesar dos avancos na pesquisa apos a introducao da ferrugem no Brasil, a doenga
ainda ¢ uma ameaca no custo de produgdo do cafe, em decorréncia da combinac¢ao do clima
favoravel a doenga e a utilizagdo em grande escala de cultivares susceptiveis (ZAMBOLIM,
2016) Em anos de alta safra ¢ tambem de dificil controle.

A espécie Coffea arabica L. é atacada por diversas doengas, com destaque para a
ferrugem do cafeeiro que ¢ a doenga de maior relevancia na cafeicultura como ja mencionado
anteriormente. Muitos genotipos possuem genes de resisténcia a essa doenca, a exemplo dos
genes (SH;, SH,, SH4, SHs) que sdo provenientes da espécie C. arabica (BETTENCOURT;

CARVALHO, 1968). Esses genes nao apresentam bons resultados no Brasil, pois a maioria
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das ragas de ferrugem encontradas no territorio nacional sdo virulentas aos genotipos com
esses genes de resisténcia.

Sendo assim, genes introduzidos no C. arabica L. provenientes de outras espécies de
Coffea spp. sao boas opcodes de fontes de resisténcia, como, por exemplo, gendtipos de
Hibrido de Timor (HT) e do germoplasma Icatu, oriundos de cruzamento entre C. arabica
com C. canephora que possuem genes de resisténcia (SHe, SH7, SHg, SHy) herdados da
espécie C. canephora. Ja os gendtipos oriundos de cruzamentos espontaneos de C. liberica
com C. arabica podem ser portadores do gene SH; herdado da espécie C. liberica
(BRAGHINI et al., 2015).

Atualmente existem varios grupos de cafeeiros derivados do HT, como, por exemplo,
o grupo Catimor proveniente do cruzamento de Caturra Vermelho com HT, Cavimor
proveniente do cruzamento de Catimor com HT, Sarchimor proveniente do cruzamento de HT
com Villa-Sarchi, Blumor proveniente do cruzamento entre HT e Blue Mountain, dentre

outros grupos (PEREIRA et al., 2010).

2.3 Cercosporiose do cafeeiro

A cercosporiose, mancha-de-olho-pardo ou olho-de-pomba, doenga cujo agente
etiologico ¢ o fungo Cercospora coffeicola Berk e Cook, ¢ endémica em todas as regides
produtoras de café do Brasil (GODOY et al., 1997). A doenga, uma das mais antigas do
cafeeiro, foi relatada pela primeira vez, em 1881, na Jamaica (COOKE 1881 citado por
SOUZA et al., 2011). No Brasil, seu primeiro relato data de 1901, em cafeeiros, nos
municipios de Campinas e Araraquara, no Estado de Sdo Paulo (Noack 1901 citado por
SOUZA et al, 2011). Mesmo sendo uma doenca antiga nos cafezais brasileiros,
frequentemente, epidemias da doenga sdo relatadas nas principais regidoes produtoras (SOUZA
etal.,2011).

Inicialmente a cercosporiose era considerada de importancia secundaria e associada a
plantas sob estresse nutricional ou hidrico, no entanto, nas ultimas decadas, tem-se notado
maior intensidade da mancha foliar da cercospora em plantacdes em todo o pais (MARTINS;
MAFFIA; MIZUBUTI 2008). No Brasil ¢ considerada como a segunda doenga mais
importante, pois causa perdas de 15 a 30% na produtividade do cafeeiro (CARVALHO et al.,
2010).

Os sintomas nas folhas manifestam-se como manchas de configuracdo circular, com

0,5 - 1,5 cm de diametro, de coloracdo pardo-clara ou marrom-escura, envolvidas por anel
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arroxeado, dando a ideia de um olho. As folhas atacadas caem rapidamente, ocorrendo
desfolha e seca dos ramos. A desfolha ¢ causada pela grande produ¢ao de etileno no processo
de necrose, bastando uma lesao por folha para causar sua queda (GODQOY et al., 1997).

A cercosporiose ataca as folhas e os frutos, causando desfolha reduzindo a produgao,
além dos prejuizos causados na depreciacdo da qualidade do café. Em condigdes de viveiro,
causa desfolha intensa, provocando atraso no desenvolvimento e raquitismo das plantas
(KIMATI et al., 1997).

No manejo, deve-se priorizar medidas de controle cultural, com bom preparo do solo,
utilizar irrigagdo com laminas corretas e evitar irrigagdo por meio de pivo, adubacdo
equilibrada, também, é recomendada a utiliza¢do de fungicidas ctpricos de forma preventiva
(ZAMBOLIM, 2016). Quando o controle cultural ndo for eficaz, a aplicagdo do controle
quimico, utilizando fungicidas dos grupos quimicos cupricos, estrobilurinas, benzimidazoéis e
triazois € indicada.

As condigdes ambientais influenciam no desenvolvimento da doenga (SILVA et al.,
2016), assim como a nutricao, com efeito indireto de altas doses de potassio no aumento da

doenca (POZZA et al., 2001).

2.3.1 Mecanismos e fontes de resisténcia a cercosporiose

Estudos de resisténcia de cafeeiro a cercosporiose Cercospora coffeicola ainda sio
escassos, nao encontrando resisténcia completa (DELL” ACQUA ef al., 2011). Tal fato pode
ser explicado em virtude de os pesquisadores dedicarem mais esfor¢os visando a resisténcia a
ferrugem, considerada doenca de maior importincia, ou pela cercosporiose ser relacionada
com a deficiéncia nutricional (PATRICIO; BRAGHINI; FAZUOLI, 2010).

Em experimento de casa de vegetacao, Patricio, Braghini e Fazuoli (2010), avaliando
cercosporiose em plantas de C. arabica, C. canephora e hibridos interespecificos, as
cultivares com menor desenvolvimento de doenca foram Piatd IAC 387, Ouro Verde IAC
H5010-5 e Tupi IAC 1669-33; os cafeeiros Robusta IAC 1653-7, Apoata IAC 2258, Hibrido
de Timor TIAC 1559-13, Bourbon Vermelho ¢ Bourbon Amarelo foram mais suscetiveis.

Botelho et al. (2017), em um estudo em que foram testados 124 acessos do banco de
germoplasma de Minas Gerais e oito cultivares, quanto a resisténcia a cercosporiose,
encontraram acessos proximos a resisténcia completa com severidade da doenga proximo a

zero, sendo eles ‘Sarchimor MG 8840°, a cultivar mais resistente nas condi¢des avaliadas,
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seguido do Guatenano, Hibrido Timor UFV 377-34, Hibrido de Timor UFV 376-14 ¢ BE 5
Wush—Wush x Hibrido Timor UFV 366-08.

2.4 Mancha-aureolada do cafeeiro

A mancha-aureolada do cafeeiro, também conhecida como crestamento bacteriano, ¢
uma doenga cujo agente etiologico ¢ a bactéria Pseudomonas syringae pv. garcae..

A mancha-aureolada foi encontrada pela primeira vez, em 1955, no estado de Sao
Paulo no municipio de Garca (AMARAL; TEIXEIRA; PINHEIRO, 1956). Essa bactéria ataca
as folhas, causando lesdo irregular pardo-escuro envolto por um alo amarelo, podendo nao
ocorrer o alo amarelado em folhas mais novas. Nas extremidades de ramos, ela causa seca dos
ramos laterais e desfolha quando em ambiente acima de 800m exposto ao vento
(ZAMBOLIM, 2016). Nos frutos, ela causa mumificagdo de chumbinhos, reduzindo a
producdo (CARVALHO et al., 2010).

Os sintomas causados pela P. syringae pv. Garcae, como seca de ponteiro e
mumificacdo do chumbinho, podem ser confundidos com outras doengas, como Phoma ssp.
ou problemas fizioldgicos que causam o mesmo sintoma (CARVALHO et al., 2010).

A doenga se desenvolve bem em ambientes umidos, com alta pluviosidade. O
patégeno necessita de dgua na forma liquida, para penetrar no hospedeiro, por meio de
estruturas naturais, como estdmatos ou por ferimento, lesdo e injiria mecanica, que podem ser
ocasionadas por insetos e fungos por lesdo de bicho mineiro, phoma tarda ou por danos
mecanicos provocados por implementos, chuva de pedra e atrito das folhas por agdo do vento
(ZAMBOLIM, 2016).

Como manejo preventivo, deve-se escolher area protegida de fortes ventos e utilizar
quebra-ventos; em 4reas propicias ao patdgeno, € importante utilizar espagamentos mais
largos para reduzir a umidade na lavoura (MESQUITA et al., 2016). Ao proteger as plantas
de ventos fortes, reduzem-se os ferimentos nas folhas, diminuindo a porta de entrada da
bactéria, minimizando o periodo de molhamento foliar, além de reduzir a janela de tempo
oportuno de infec¢ao, ajudando no controle da doenga.

O manejo integrado de doengas bacterianas, com a utilizagdo de cultivares resistentes,
¢ um dos métodos de controle mais eficaz, apresenta baixo custo e sem impacto ambiental
negativo (RODRIGUES et al., 2013). Dentro do manejo integrado, também, pode ser adotado
o controle quimico, com aplicacdes de fungicidas clpricos preventivamente em épocas de

risco da doenca (ZAMBOLIM, 2016). Em viveiro o controle pode ser feito com pulverizacdes
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preventivas com cupricos e curativas com antibidticos, o foco da doenga deve ser eliminado

logo no inicio para reduzir a disseminacdo (MESQUITA et al., 2016).

2.4.1 Mecanismos e fontes de resisténcia a bacteriose

Quanto a resisténcia a mancha-aureolada, existem poucas cultivares resistentes
disponiveis. A cultivar IPR 102 (Catucai) ¢ considerada resistente, e as cultivares IPR 103,
IPR 104, IPR 108 e IPR 59 com resisténcia parcial, provavelmente, herdada do Hibrido de
Timor nos IPR 104, IPR 108 e IPR 59 (ITO et al., 2008). Mohan, Cardoso e Paiva (1978)
encontraram materiais resistentes, nas variedades de C. arabica Semierecta, € Geisha, um
geno6tipo proveniente de Hibrido de Timor x Caturra e um genotipo de Hibrido de Timor x
Blue Mountain. Os autores também encontraram resisténcia em alguns dos genotipos etiopes
coletados pela FAO em 1964-1965. Também sdo fontes de resisténcias os genotipos Harar,
Dilla e Alghe, S.12 Kaffa e Geisha (MORAES et al, 1975). Rodrigues et al. (2019)
reafirmam a resisténcia a mancha-aureolada dos genétipos Dilla & Alghe e Palido Viridis e na

cultivar IPR 102.

2.5 Sistema de defesa das plantas

As plantas ndo possuem sistemas de defesa como os animais com células que
combatem diretamente os patogenos (JONES; DANGL, 2006). As plantas possuem
mecanismos de resisténcia previamente formada e mecanismos de resposta ao patdogeno que
sdo formados apo6s a infec¢do do patdogeno na planta hospedeira (NASCIMENTO;
BARRIGOSSI, 2014).

A resisténcia pode ser estrutural pré e pos-formada, podendo ocorrer por varias
caracteristicas, como cuticula espessa, presenca de tricoma, stiber, formacao de calose, dentre
outras, ou pode ser bioquimica, pré e pos-formada, expressando-se por substancias produzidas
na planta, a exemplo de fendis e alcaloides para pré-formado e fitoalexinas para pds-formados
(PASCHOLATT; LEITE, 1995).

Tanto compostos fenolicos, quanto proteinas relacionadas a resisténcia existem na
planta sadia, variando sua concentracdo, dependendo do bioquimico e de sua fun¢do, porém,
ao sofrer injurias ou ataque de patdgenos, a planta hospedeira produz esses bioquimicos em

maior quantidade para se proteger do patogeno (AGRIOS, 2005). O composto fendlico acido
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clorogénico e os alcaloides cafeina e trigonelina sdo compostos bioativos presentes nas folhas
do cafeeiro (CHEN, 2019).

Logo apos a infecgdo, varias reacdes acontecem no metabolismo secundario, a planta
hospedeira reconhece o patdgeno, por meio de elicitores, que sinalizam para a planta reagir a
invasdo. Existem varios elicitores diferentes e eles variam, de acordo com a integragdo
patégeno hospedeiro (ZHAO; DAVIS; VERPOOTER, 2005). Em resposta, na regido da
infec¢do, ocorre uma explosao oxidativa, produzindo espécies reativas de oxigénio (ROS)
toxicas ao patogeno e a planta, a exemplo do anion superéxido (O™?), radical hidroxila (OH) e
peroxido de hidrogénio (H,O;) (MITTLER, 2002). Outros compostos toxicos sdo formados
pela a¢do de enzimas como fitoalexinas, quinonas, dentre outros, além de ocorrer lignificacao,
ao redor das células afetadas, levando a reagao de hiperssensibilidade, matando as células
infectadas e contendo o desenvolvimento do patégeno (AGRIOS, 2005).

A lignina ¢ um heteropolimero fenolico que fornece as células vegetais rigidez
estrutural, hidrofobicidade. A lignificacdo limita o desenvolvimento de patogenos e insetos
além de representar uma resposta a infec¢do ou lesdo (TAIZ; ZEIGER, 2009).

As proteinas relacionadas a patogénese, conhecidas como proteinas (PR), sdo
proteinas produzidas na planta hospedeira, em resposta ao ataque de patégenos, de maneira
localizada e sistémica para a protecdo da planta (SCHERER et al., 2005). Apesar das enzimas
polifenol oxidase (PPO), peroxidase (POX), fenilalania amonialiase (PAL) serem
relacionadas de maneira constitutiva, elas também sdo consideradas proteinas (PR), porque a
planta aumenta a produgdo dessas enzimas apds a infeccdo (VAN LOON; REP; PIETERSE,
2006).

A POX possui varias fungoes e catalisa varias reagdes na planta. Sua atuagao principal
no combate ao patégeno ¢ oxidar compostos fenolicos, utilizando o H,0O,, também, atua na
lignificagdo da parede celular, para conter o desenvolvimento do patégeno, na produgdo de
fitoalexinas e, em alguns casos, na produ¢do de ROS (ALMAGRO et al., 2009). A PPO tem
funcdo de degradar compostos fendlicos em quinonas, que sdo moléculas com maior
toxicidade que os fenois usados na reacdo. A atividade da PPO acontece em maior intensidade
na regido da infeccdo, contribuindo assim no combate ao patogeno (AGRIOS, 2005). A PAL
¢ a primeira enzima da biossintese de fenilpropanoide e desempenha um papel importante na

producao de flavonoides, ligninas (ZHAO; DAVIS; VERPOOTER, 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

Foram escolhidos 28 acessos de cafeeiro do BAG visando ao potencial de resisténcia a
doenca (ANEXO A). Foi realizada uma triagem para a avaliagdo da resisténcia a doenga, um
para resisténcia a ferrugem e outro para resisténcia a mancha- aureolada. Ao final da
experimentacdo, foram selecionados os 15 acessos (ANEXO A) mais promissores para

resisténcia a ferrugem, mancha-aureolada e cercosporiose.

3.1 Triagem para resisténcia as doencas

Para a producdo de mudas, foram coletados frutos maduros no BAG para a producao
de sementes. As sementes foram semeadas em caixa de areia e, posteriormente, as plantulas
na fase de orelha de onga foram transplantadas para tubetes de 120ml com substrato
Tropstrato HT e fertilizante de liberagdo controlada Osmocote Plus 4M 15-09-12 e

conduzidas com sombreamento de 50% em casa de vegetagao.

3.1.1 Triagem de genotipos de cafeeiro visando a resisténcia a ferrugem

Na primeira selecdo para a resisténcia a ferrugem, foram utilizados 28 acessos
selecionados no BAG, mais duas cultivares de testemunha, a Catigud MG 2, como padrao de
resisténcia e a Catuai Vermelho IAC 99, como padrao de suscetibilidade, totalizando 30
tratamentos. O experimento foi realizado em delineamento experimental em blocos completos
casualizados com cinco repetigdes e uma planta por parcela.

Para a obtencdo do indculo de H. vastatrix, foram coletadas folhas de cafeeiro
infectadas, naturalmente, em uma lavoura sem controle quimico de a cultivar Topazio MG
1190 no Campo Experimental da Universidade Federal de Lavras. A coleta dos
uredinidsporos foi realizada com auxilio de cépsula e, em seguida, acondicionados em
microtubos de 2 mL até o momento da inoculagdo. Como o experimento visava a resisténcia a
ferrugem, e o fungo H. vastatrix possui diversas ragas, parte do indculo foi enviado para o
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) para a identificagdo da raca utilizada no
experimento. Por meio de plantas diferenciadoras, o indculo de ferrugem foi identificado
como um inoculo puro da raga II.

O Experimento foi instalado em casa de vegetacdo no Departamento de Fitopatologia

na Universidade Federal de Lavras. A inoculagdo foi feita com uma suspensdo na
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concentragdo de 7 x 10° urediniésporos ml”, aplicada em todas as folhas da planta com
auxilio de borrifador, na face abaxial das folhas. Imediatamente apo6s a inoculagdo, as mudas
foram mantidas em cdmara umida no escuro por 72 horas visando propiciar molhamento
foliar para facilitar o processo de infec¢do. As avaliagdes da severidade da ferrugem foram
realizadas, semanalmente, a partir dos primeiros sintomas da doenca, totalizando cinco

avaliagdes, utilizando-se a escala diagramatica (CAPUCHO et al., 2011).

3.1.2 Triagem de genotipos de cafeeiro visando a resisténcia 2 macha-aureolada do

cafeeiro

Para esse experimento foram avaliados 28 acessos do BAG, mais uma cultivar como
testemunha, a Catuai Vermelho IAC 99, como padrao de suscetibilidade, totalizando 29
tratamentos. O delineamento experimental foi em blocos completos casualizados com cinco
repeti¢des ¢ uma planta na parcela. O isolado padrio de referéncia de P. syringae pv. garcae
utilizado foi o “Collection Francaise de Bactéries Phytopathogenes — CFPB 1634” em meio
523 de Kado e Heskett (1970).

O experimento de resisténcia & mancha-aureolada do cafeeiro foi instalado em sala de
crescimento do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras. A
inoculacdo foi realizada no primeiro par de folhas com ferimentos por meio de multiagulhas
imersas com o indculo de suspensdo bacteriana, produzido em laboratorio, em placas de Petri,
contendo meio MB1 e incubada a 25 °C. Apds 48 horas de crescimento, foi preparada a
suspensdo bacteriana, removendo-se as colonias com uma alca de Drigaslki e calibrada para
OD 600nm= 0,8. Logo ap6s a inoculagdo, as mudas foram mantidas em camara imida por 72
h visando propiciar condigdes de alta umidade para o processo de infeccdo. A severidade foi

quantificada por meio da escala diagramatica proposta por (BELAN et al., 2014).
3.2 Selecao de acessos resistentes as doencas

Por meio das triagens mencionadas acima, foram selecionados 15 acessos de cafeeiro
(Anexo I). Eles foram submetidos a experimentos de avaliacdo de resisténcia a trés doencas
do cafeeiro, ferrugem, mancha-aureolada e cercosporiose, com o intuito de selecionar para
cada doenga cinco acessos presentes no BAG promissores quanto a resisténcia genética.

Para a producao de mudas, foram coletados frutos maduros no BAG para a producao

de sementes, as quais foram semeadas em caixa de areia e depois as plantulas na fase de
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orelha de onga foram transplantadas para tubetes de 120ml com substrato Tropstrato HT e
fertilizante de liberacdo controlada Osmocote Plus 4M 15-09-12 e conduzidas com

sombreamento de 50% no viveiro da Agéncia de Inovacgao do Café (INOVACAFE) na UFLA.

3.2.1 Experimento de resisténcia a ferrugem

O experimento foi instalado em uma casa de vegetacdo da INOVACAFE na UFLA
com os 15 gendtipos previamente selecionados na triagem (Anexo I) e mais duas cultivares de
testemunha, a Catigud MG 2, como padrao de resisténcia e a Catuai Vermelho IAC 99, como
padrdo de suscetibilidade, totalizando 17 tratamentos (Tabela 1). O delineamento
experimental foi em blocos completos casualizados com 10 repeticdes e duas plantas na
parcela.

Para a obten¢do do indculo de H. vastatrix, foi utilizado o mesmo método da triagem
no item 3.1.1.

O Experimento foi instalado em casa de vegetagao no Departamento de Agricultura na
INOVACAFE na Universidade Federal de Lavras. A inoculagdo foi feita com uma suspensao
na concentra¢io de 7 x 10° urediniésporos mL™, aplicada em todas as folhas da planta com o
auxilio de borrifador, na face abaxial das folhas. Imediatamente ap6s a inoculacdo, as mudas
foram mantidas em camara umida no escuro, por 72 horas, visando propiciar molhamento
foliar para facilitar o processo de infec¢do. Durante o periodo experimental, as plantas foram
mantidas com uma temperatura média de 16,3°C, umidade relativa média de 82,2% e tempo
médio diario com temperatura em ponto de orvalho de 13 horas. As avaliagdes da severidade
da ferrugem foram realizadas, semanalmente, a partir dos primeiros sintomas da doenga,

totalizando cinco avaliagdes por meio de escala diagramatica de (CAPUCHO et al., 2011).

Tabela 1 - Identificagdo e genealogia dos 15 gendtipos selecionados da triagem e mais duas

testemunhas.
(continua)
Tratamento Acesso Genealogia
1 MG 176 RII Amphillo X H. Natural MR 36-349
2 MG 270 (1,3,6) RII Hibrido Timor UFV 377-21
3 MG 446 Mundo Novo x S 795 UFV 335-13
4 MG 451 Mundo Novo x S 795 UFV 335-68
5 MG 296 (6) RII Hibrido Timor UFV 408-11
6 MG 270 (5) RI Hibrido Timor UFV 377-21
7 MG 311 RII Hibrido Timor UFV 428-02
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Tabela 1 - Identificacdo e genealogia dos 15 genotipos selecionados da triagem e mais duas

testemunhas.
(conclusdo)
Tratamento Acesso Genealogia
8 MG 331 Hibrido Timor UFV 437-06
9 MG 443 Mundo Novo x S 795 UFV 335-09
10 MG 277 RII Hibrido Timor UFV 376-52
11 MG 279 (9) RIT Hibrido Timor UFV 376-31
12 MG 441 Mundo Novo x S 795 UFV 335-07
13 MG 308 (7) RII Hibrido Timor UFV 427-55
14 MG 364 (4) RI Hibrido Timor UFV 442-42
15 MG 534 BE 5 Wush-Wush x Hibrido Timor UFV 366-08
16 Catuai Vermelho IAC 99 Caturra A. IAC 476-11 x Mundo Novo 374-19
17 Catigua MG 2 Catuai A. IAC 86 x Hibrido Timor (UFV 440-10)

Fonte: Do autor (2020).

Para a classificacdo de resisténcia, utilizou-se metodologia de Conceic¢ao, Fazuoli e
Braghini (2005), na qual os acessos foram classificados como imunes quando ndo ocorrer
qualquer sinal de infecgdo visivel; resistente quando acessos apresentarem flecks (reacao de
hipersensibilidade) visiveis macroscopicamente; lesdes cloréticas; pequenas tumefagdes sem
ocorréncia de esporulagdo. Moderadamente resistente quando acessos com flecks; lesdes
clorédticas, pequenas tumefagdes e inicio de esporulagao. Moderadamente susceptivel quando
acessos apresentarem flecks; tumefacdes lesdes clordticas, associadas com tumefacdes com
pouca, média ou maior esporulacdo. Susceptivel, acessos com esporulacdes intensas

ocorrendo muitas pustulas por folha.

3.2.2 Experimento de resisténcia a mancha-aureolada

Os 15 acessos selecionados, na triagem do item 3.1.2 e mais uma cultivar de
testemunha, como padrdo de suscetibilidade, Catuai Vermelho IAC 99, foram utilizados para
a avaliagdo da resisténcia a bacteriose, totalizando 16 tratamentos (Tabela 2). Eles foram
submetidos a um experimento com 10 repeti¢des e duas plantas por parcela, no delineamento
experimental em blocos completos casualizados. O isolado utilizado foi o UFLA 97 que ficou
dentro do grupo dos mais virulentos no estudo de patogenicidade de isolados de Pseudomonas

syringae pv. garcae (RAIMUNDI, 2017).
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Tabela 2 - Identificacdo e genealogia dos 15 acessos selecionados da triagem e mais uma
testemunha de suscetibilidade.

Tratamento Acesso Genealogia
1 MG 176 RII Amphillo X H. Natural MR 36-349
2 MG 270 (1,3,6) RII Hibrido Timor UFV 377-21
3 MG 446 Mundo Novo x S 795 UFV 335-13
4 MG 451 Mundo Novo x S 795 UFV 335-68
5 MG 296 (6) RII Hibrido Timor UFV 408-11
6 MG 270 (5) RI Hibrido Timor UFV 377-21
7 MG 311 RII Hibrido Timor UFV 428-02
8 MG 331 Hibrido Timor UFV 437-06
9 MG 443 Mundo Novo x S 795 UFV 335-09
10 MG 277 RII Hibrido Timor UFV 376-52
11 MG 279 (9) RII Hibrido Timor UFV 376-31
12 MG 441 Mundo Novo x S 795 UFV 335-07
13 MG 308 (7) RII Hibrido Timor UFV 427-55
14 MG 364 (4) RI Hibrido Timor UFV 442-42
15 MG 534 BE 5 Wush-Wush x Hibrido Timor UFV 366-08
16 Catuai Vermelho IAC 99 Caturra A. IAC 476-11 x Mundo Novo 374-19

Fonte: Do autor (2020).

O experimento de resisténcia & mancha-aureolada do cafeeiro foi instalado em sala de
crescimento do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras. A
inoculacdo foi realizada no primeiro par de folhas com ferimentos, por meio de multiagulhas
imersas com o indculo de suspensdo bacteriana produzido em laboratorio, em placas de Petri
contendo meio MBI e incubada a 25 °C. Apds 48 horas de crescimento, foi preparada a
suspensdo bacteriana, removendo-se as colonias com uma alca de Drigaslki e calibrada para
OD 600nm= 0,8. Logo ap6s a inoculagdo, as mudas foram mantidas em camara umida por 72
h visando propiciar condi¢des de alta umidade para o processo de infec¢do. Durante o periodo
de condugdo experimental, a temperatura média foi de 21,12°C, umidade relativa média de
71,73% e tempo médio diario com temperatura em ponto de orvalho de 15 horas. A
severidade foi quantificada por meio da escala diagramatica proposta por (BELAN et al.,

2014).
3.2.3 Experimento de resisténcia a cercosporiose
Para se avaliar a resisténcia dos acessos a cercosporiose do cafeeiro, foram utilizados

os 15 acessos selecionados na triagem mais uma cultivar suscetivel de testemunha, a Catuai

Vermelho TAC 99, padrao de suscetibilidade (Tabela 2). O experimento foi instalado em
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delineamento experimental em blocos completos casualizados com 10 repeticdes e duas
plantas por parcela.

O experimento foi realizado em casa de vegetacao da INOVACAFE na UFLA. Para a
inoculagdo, foram selecionados trés isolados de C. coffeicola: LFP 12, LFP 37, LFP 24
provenientes dos municipios de Lavras-MG, Bonfindpolis de Minas-MG, Ilicinea MG,
respectivamente. A inoculacdo com mais de um isolado de C. coffeicola visou abranger maior
variabilidade de patogenicidade do fungo. Para a esporulagdao dos isolados, utilizou-se a
metodologia proposta por Souza, Maffia e Mizubuti (2012) com adaptagdes. Oito discos de
micélio de 6 mm de diametro foram retirados de colonias de C. coffeicola. Os discos foram
macerados com 400 uL de agua destilada esterilizada. O micélio macerado foi depositado em
erlenmeyers, contendo 20 mL do meio de cultura V8 liquido (100 mL de V8, 900 mL de 4gua
destilada) e agitados a 100 rpm por quatro dias em temperatura ambiente. Apos esse periodo,
o conteudo dos erlenmeyers foi vertido em placas contendo meio agar-agua e permaneceram
abertas em BOD por quatro dias para a secagem do liquido. Ap6s a secagem, foram
adicionados em cada placa 10 mL de 4gua esterilizada para a remog¢do dos conidios com o
auxilio de al¢ca de Drigaslki. A esporulacdo foi quantificada em camara de Neubauer e a
suspensdo foi calibrada para a concentragio de 3x10* conidios mL™". O in6culo foi aplicado
em todas as folhas da planta com o auxilio de borrifador na face abaxial das folhas. Logo ap6s
a inoculagdo, as plantas foram submetidas a uma camara umida por 72h. O experimento foi
conduzido com temperatura média de 23,2°C, umidade relativa média de 83,3% e tempo
diario médio em temperatura de ponto de orvalho de 19h.

A avaliacdo da severidade da doenca foi realizada com o inicio da manifestagao dos
sintomas, utilizando-se escala diagramatica proposta por Custodio et al. (2011). Essa escala
quantifica a severidade de C. coffeicola, em seis niveis de severidade, com intervalos de 0,1-
3,0; 3,1-6,0; 6,1-12,0; 12,1-18,0; 18,1-30,0 ¢ 30,1-50,0% de area foliar afetada. Foram
realizadas seis avaliagdes da severidade da doenga, com intervalo de sete dias entre cada

avaliagdo.

3.3 Selecao de acessos resistentes a doenc¢a

Com os resultados de severidade dos experimentos de resisténcia a ferrugem, a
mancha-aureolada e a cercosporiose, realizou-se uma andlise estatistica para cada
experimento com o procedimento de modelo misto REML-BLUP com o modelo 28 utilizando

o programa estatistico Selegen (REZENDE, 2007).
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O modelo estatistico e descrito pela equagdo y = Xm + Zg + e, em que y € o vetor dos
dados, m ¢ o vetor dos efeitos das combinagdes medigdo-repeticdo (assumidos como fixos)
somados a média geral, g ¢ o vetor dos efeitos genotipicos (assumidos como aleatorios), p €
vetor dos efeitos de ambiente permanente (aleatorio) e ¢ o vetor de erros ou residuos
(aleatorio). As letras maiusculas representam as matrizes de incidéncia para os referidos
efeitos.

Utilizando os resultados estatisticos de cada experimento, selecionaram-se cinco
acessos promissores a resisténcia, para cada uma das trés doengas, ferrugem, mancha-

aureolada e cercosporiose.

3.4 Quantificacido de parametros relacionados a defesa constitutiva dos genétipos de

cafeeiro selecionados

Tanto para as andlises de HPLC quanto para as demais analises, foram coletadas
folhas de dez plantas escolhidas aleatoriamente no viveiro coletando o segundo e terceiro
pares de folhas completamente expandidas. As amostras coletadas, para a analise em HPLC,
foram identificadas e condicionadas em sacos de papel para serem secas em estufas até
atingirem o peso constante. J4 as amostras coletadas, para as demais andlises, foram
identificadas e condicionadas em pacotes de papel aluminio em nitrogénio liquido, logo apos
a coleta, para impedir a oxidagdo até o momento, posteriormente, as amostras foram

armazenadas a -80°C.

3.4.1 Determinacio do teor de fendis totais e lignina

Os tecidos vegetais foliares dos genotipos de cafeeiro foram triturados em nitrogénio
liquido, com almofariz e pistilo até a obten¢ao de um po6 fino. Logo depois, as amostras foram
liofilizadas por 48 horas. Uma aliquota de 30,0 mg do material liofilizado foi transferida para
microtubo de 2,0 mL, homogeneizada com 1,5mL de metanol a 80% e mantida sob agitagao,
por 15 horas, em agitador rotativo, protegido da luz a temperatura ambiente. A suspensao foi
centrifugada a 12.000g, por 5 minutos. O sobrenadante (extrato metanélico) foi transferido
para novo microtubo, com o qual se realizou a determinagdo de fenois soluveis totais,
enquanto o residuo solido foi utilizado para a determinacao de lignina soluvel.

Para determinar a concentragao de fenois soluveis totais, utilizou-se o método descrito

por Spanos ¢ Wrolstad (1990), com algumas modificacdes. Em microtubos de 1,5 mL,
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aliquotas de 150 pL do extrato metanolico foram misturadas com 150 pL do reagente de
Folin-Ciocalteau 0,25 N por 5 minutos. Apo6s esse periodo, adicionaram-se 150 puL de
Na2CO3 1M por 10 minutos. Depois, as amostras foram diluidas em ImL de 4gua destilada e
permaneceram a temperatura ambiente por uma hora. Os valores de absorbancia dessa reacao
foram determinados a 725 nm em espectrofotdmetro.

Para a quantificagdo do teor de lignina, o residuo sélido resultante, ap6s a retirada do
extrato metandlico, foi levado para estufa a 65° C por 15 horas. Apos esse periodo, foi
adicionado aos tubos 1,5 mL de solugdo de acido tioglicolico:HCI 2M (1:10), os quais foram
colocados em banho-maria a 100°C por 4 horas. Apos centrifugacdo a 12.000 g por 10
minutos, descarte do sobrenadante, adi¢do de 1,5 mL de 4dgua ultrapura e descarte do
sobrenadante, o precipitado foi ressuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5 M. Os tubos foram
colocados em agitador rotativo por 15 horas a temperatura ambiente. Apos centrifugacao, o
sobrenadante foi transferido para novo microtubo, ao qual foram adicionados 200 pL de HCI1
concentrado. Ap6s periodo de precipitagdo (4 horas a 4°C), foi realizada nova centrifugacao,
descarte do sobrenadante e o precipitado foi ressuspenso em 2,0 mL de NaOH 0,5 M. A
absorbancia dessa solugdo foi determinada em espectrofotometro a 280 nm e os valores
calculados com base na curva de lignina e expressos em pug de lignina por miligrama de massa

seca (DOSTER; BOSTOCK, 1988).

3.4.2 Determinacao do perfil dos compostos bioativos acido clorogénico, cafeina e

trigonelina por HPLC

As analises cromatograficas foram realizadas no Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia do Café (INCT-Café) da Universidade Federal de Lavras — UFLA. O equipamento
utilizado foi UFLC Shimadzu, equipado com bomba quaternaria de alta pressao modelo LC-
20AT, degaseificador modelo DGU-205, forno modelo CTO-20?, interface modelo CBM-20?,
injetor automatico modelo SIL-20*-HT e detector UV-Vis (SPD-20%). A coluna empregada foi
a Shim-pack CLC-ODS (6,0 x 150 mm, 5 um) conectada a uma pré-coluna Eclipse XDB-C18
(4,6 x 12,5 mm, 5 um). A fase movel, para a eluicdo dos compostos analisados, utilizou uma
solucdo de acido acético 1% em agua (Solvente A) e metanol (Solvente B), obedecendo a
seguinte proporcdo: agua/metanol/acido acético (84:15:1% v/v). As amostras e os padrdes
foram eluidos em modo isocratico. O comprimento de onda utilizado foi de 272 nm, fluxo de
1,0 mL/ min, temperatura do forno de 40°C e volume de inje¢ao de 20 pL. O tempo de

corrida de cada amostra foi de 50 minutos e as amostras foram injetadas em triplicata
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Para a determinacdo dos teores de acido clorogénico, cafeina e trigonelina, as folhas
dos genotipos selecionados foram secas em estufa (60°C) até atingirem peso constante.
Posteriormente foram moidas e peneiradas para que ficassem com uma granulacao
homogénea de 400 mesh. Os extratos aquosos foram realizados, utilizando 0,5 g de amostras
moidas em 50 mL &4gua destilada em ebuli¢do, durante 3 minutos em banho-maria. Os
extratos foram filtrados em papel de filtro e em filtros de membranas de nylon de 0.45um. As
analises cromatograficas foram realizadas por metodologia proposta por Malta e Chagas
(2009). Foram utilizados compostos padrdes de acido clorogénico, cafeina e trigonelina, todos
adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes utilizados para a cromatografia foram metanol e
acido acético, ambos de grau analitico para HPLC (espectroscdpico) e agua ultrapura obtida
de um sistema Milli-Q (DirectQ-3).

O método utilizado para a quantificagdo foi o da padronizagdo externa. Para a
constru¢do das curvas analiticas, foram realizadas dilui¢des, contendo uma mistura de todos
os padroes, a qual foi obtida por meio da diluicdo das solugdes-estoque previamente
preparadas em agua. Nas solugdes-estoque, os padrdoes encontravam-se na concentracdo de
Img mL-1 e a faixa de construcdo da curva analitica foi de 0,001 a 0,8 mg mL-1. Na
constru¢do das curvas analiticas, foram realizadas injecdes em triplicata. A identidade dos
analitos contidos nos extratos foi confirmada pelo tempo de retencdo e pelos picos da amostra

comparados aos dos padroes.

3.4.3 Determinaciao da atividade das enzimas, peroxidase (POX), polifenol oxidase

(PPO) e fenilalanina aménia liase (PAL)

Para a obtencdo dos extratos utilizados na determinacdo da atividade das enzimas
POX, e PPO, amostras de tecido foliar foram maceradas com N, liquido em almofariz, at¢ a
obten¢do de um po fino. O material obtido foi homogeneizado em tampao formado por 450
uL fosfato de potassiol00 mM pH 7,0, 15 uL de EDTA 10 mM e 1035 pL H,O, com o
volume correspondente de 3 ml por grama de amostra. Logo apo6s, foram centrifugados a
13.000 rpm, por 15 minutos, a 4 °C; para a analise enzimatica utilizaram-se os sobrenadantes

A atividade da POX foi determinada pela oxidagdo do guaiacol, de acordo com a
metodologia de Urbanek, Kuzniakgebarowska e Herka (1991). Adicionaram-se 20 pL do
extrato enzimatico, ajustado para 200 pL de solugdo contendo fosfato de potassio 100 mM pH
7,0, guaiacol 50 mM e perdxido de hidrogénio 250 mM. Apos incubacao a 30°C, por 2

minutos, a absorbancia foi medida a 480nm. O coeficiente de extingdo molar de 1,235 mM!
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ecm’ foi utilizado para calcular a atividade da POX (umol/min/mg prot) (CHANCE;
MAEHLEY, 1955).

A atividade da PPO foi determinada conforme metodologia descrita por Kar e Mishra
(1976). Adicionaram-se 10 uL do extrato enzimatico, ajustado para 200 puL de solucao tampao
fosfato de potassio 100 mM pH 7,0, contendo catecol 100 mM. A absorbancia foi medida a
410nm. O coeficiente de extingdo molar de 1,235 mM-1 cm-1 foi utilizado para calcular a
atividade da PPO (umol/min/mg prot).

Para a determinagdo da enzima fenilalanina amonia liase (PAL), em um grama de
tecido foliar macerado, foram adicionados 3 mL de tampao fosfato de s6dio 50 mM pH 6,5,
acrescido de 1 mM de PMSF (Fluoreto de fenilmetilsulfonilo) e 1% de PVP. A solugdo foi
centrifugada a 13.000 rpm, por 15 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi usado como fonte
enzimdtica. A atividade da PAL foi determinada conforme metodologia descrita por Zucker
(1965). Foram adicionados 10 pL do extrato enzimatico, ajustado para 200 puL de solugdo
tampao Tris-HCl 100 mM pH 8,8, contendo fenilalanina 50 mM. Apos a incubagdo a 37 °C,
por 20 minutos, a absorbancia foi medida a 280nm. O coeficiente de extin¢do molar de 5000

mM-1 cm-1 foi utilizado para o célculo da atividade enziméatica da PAL (umol/min/mg prot).

3.4.4 Analise estatistica dos compostos bioativos e enzimaticos

Com os resultados de atividades das enzimas e teores de compostos bioativos dos 15
acessos mais as duas testemunhas, realizou-se uma analise estatistica para cada um com o
procedimento de modelo misto REML-BLUP com o modelo 83 utilizando o programa
estatistico Selegem.

O modelo ¢ descrito pela equacdo y = Xu + Zg + e, em que y € o vetor de dados, u € o
escalar referente a média geral (eixo fixo), g € o vetor dos efeitos genotipicos (9 assumidos
como aleatérios) e € o vetor de erros ou residuos (aleatorios). As letras maiusculas

representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos (REZENDE, 2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho teve como foco a identificagdo de gendtipos com resisténcia as
trés principais doengas do cafeeiro no Brasil para serem utilizados nos programas de
melhoramento. Percebeu-se que a manutencao de um germoplasma ativo e diverso ¢ de suma
importancia para a cafeicultura e deve ser continuamente enriquecido com as mais diversas
origens.

Os resultados obtidos sdo referentes a viabilidade de sele¢do de acessos com
resisténcia multipla para a ferrugem, mancha-aureolada e a cercosporiose, com principal foco
na identificagdo de genitores com alto valor reprodutivo, para serem usados em cruzamentos

ao desenvolvimento de cultivares resistentes.

4.1 Seleciio de acessos resistentes a ferrugem

A triagem para a resisténcia a ferrugem foi eficiente, pois promoveu a selegdo de
acessos com alto nivel de resisténcia e permitiu elevada herdabilidade na média de parcela,
indicando que a selegdo dos melhores acessos para a resisténcia fenotipica tera alto valor
reprodutivo para a resisténcia. Nessa avaliacdo, o coeficiente de determinacio (c?), para
ambiente permanente das avaliagdes sucessivas, foi baixo, demonstrando que ndo ¢ um efeito
significativo na variacao total. Porém existe diferenca entre a repetibilidade e herdabilidade
no nivel de parcela, conforme o esperado, quando existem efeitos de ambiente permanente
pelas sucessivas avaliagdes na mesma parcela.

Outros trabalhos estimaram os parametros genéticos para a severidade a ferrugem,
sendo a maioria deles em experimentos de campo. Petek et al. (2006) estimaram a
herdabilidade em progénies de diferentes origens e concluiram que a resisténcia para a
ferrugem possui uma herdabilidade semelhante a encontrada neste trabalho, porém com um
ganho de selegdo inferior. Tal resultado provavelmente ocorreu, em razao de as plantas usadas
neste trabalho terem alto nivel de resisténcia, fazendo com que a diferenca entre a média das
progénies selecionadas em relagdo a média geral do experimento fosse maior. Em outro
trabalho de campo, Romero et al. (2010) encontraram herdabilidade para incidéncia a
ferrugem de 0,73 e 0,53, considerando a herdabilidade no sentido amplo e restrito,
respectivamente. Neste trabalho, a herdabilidade calculada ¢ no sentido restrito, pois as
progénies sao linhagens endogamicas ndo possuindo atualmente aprecidvel dominancia na

expressao do carater.
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Tabela 3 - Estimativa dos parametros genéticos, para a severidade da ferrugem (Hemileia
vastatrix), nos acessos do banco ativo de germoplasma de Minas Gerais,
Patrocinio-MG.

Parametros Ferrugem
Vg 3,9070*
\%4 7,7968
h’ 0,96
R 0,64+0,07
¢’ 0,14

Fonte: Do autor (2010).
Vg: varidncia genotipica, Vf: varidncia fenotipica; h®> herdabilidade a média de parcela; r:
repetibilidade no nivel de parcela; ¢*: coeficiente de determinagio dos efeitos de ambiente permanente;
*significativo a 5% de probabilidade.

A testemunha suscetivel ‘Catuai IAC 99’ (16) obteve alta severidade da ferrugem,
durante o periodo de avaliagdo, permitindo a classificacao da resisténcia das plantas avaliadas
com seguran¢a ¢ demonstrando a eficiéncia do método de avaliagdo. Os tratamentos 4, 5, 8, 9,
10, 11, 12 e 15, correspondentes, respectivamente, aos acessos (MG 451, MG 296 (6) RII,
MG 331, MG 443, MG 277 RII, MG 279 (9) RII, MG 441 ¢ MG 534) e mais a testemunha
resistente ‘Catigud MG 2’ ndo apresentaram sintomas e sinais da doenga, sendo considerados
resistentes a raca Il de H. vastatrix, sem nenhuma planta suscetivel. Os demais acessos
apresentaram baixa severidade da ferrugem, sendo classificados como moderadamente
resistentes. A segregacdo para a resisténcia nesses acessos variou de 40 a 95% de plantas
resistentes.

O ganho de selegdo mostra que a selecao desses oito acessos pode formar populagdes
com plantas completamente resistentes. O sinal negativo do GS refere-se a diminui¢do da

caracteristica selecionada (Tabela 4).
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Tabela 4 - Selecdo dos acessos do BAG quanto a resisténcia a ferrugem, com valor
genotipico (utg), ordenamento quanto a resisténcia, severidade final em (%),
classificagcdo de resisténcia, porcentagem de plantas resistentes (R%) e ganho de
selecdo geral (GSg%) e em relagdo a testemunha (GSt%).

Ferrugem Alaranjada do Cafeeiro
Classificacao de

Tratamento Rank (ut+g) Severidade Final Resisténcia - % R
4 1 0,0 0 R-100
5 1 0,0 0 R-100
8 1 0,0 0 R-100
9 1 0,0 0 R-100
10 1 0,0 0 R-100
11 1 0,0 0 R-100
12 1 0,0 0 R-100
15 1 0,0 0 R-100
17 1 0,0 0 R-100
6 10 0,0303 0,02 MR-95
14 11 0,0306 0,03 MR-95
2 12 0,038 0,06 MR-95
7 13 0,0737 0,18 MR-85
3 14 0,0824 0,19 MR-85

15 0,1222 0,28 MR-75
13 16 0,1497 0,39 MR-40
16 17 8,0326 16,88 S-0
GSg % -96,00
GSt% 96,00

Fonte: Do autor (2010).
I (imune), R (resistente), MR (moderadamente resistente), MS (moderadamente susceptivel) e S
(susceptivel).

Observa-se, na Figura 1, a curva de tendéncia da doenca, durante o periodo de
avaliagdo da doenca que a testemunha suscetivel apresentou evolucdo da doenga crescente
linear, enquanto os demais acessos avaliados apresentaram baixa severidade durante a

conducao do experimento.
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Figura 1 - Severidade de ferrugem em fun¢do das avaliagdes com intervalo de sete dias nos
genotipos testados.
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Fonte: Do autor (2010).

Os tratamentos selecionados 4, 9 e 12 correspondentes aos acessos (MG 451, MG 443
e MG 441) sao acessos provenientes de cruzamentos de “Mundo Novo” com S795. De acordo
com Concei¢do, Fazuoli e Braghini (2005), o cafeeiro S795 ¢ oriundo do cruzamento entre
“Kent” e “S288”, em que esta Ultima e proveniente de uma hibridacdo espontanea de C.
arabica com C. liberica, de onde herdaram o gene de resisténcia SH3 da espécie C. liberica.
E provavel que esses acessos classificados com resisténcia completa a raca Il de H. vastatrix,
que ¢ portadora do gene de viruléncia v5, possuam os genes de resisténcia SH3. Ja os acessos
5,8, 10, 11 e 15 correspondentes aos acessos (MG 296 (6) RII, MG 331, MG 277 RII, MG
279 (9) RII, e MG 534), respectivamente, sdo provenientes de cruzamentos com HT. Os
gendtipos de HT podem possuir os genes de resisténcia SH6, SH7, SH8 e SHY introgredidos
do C. canephora e o gene SHS do C. arabica, sendo provavel que esses acessos herdaram um
ou mais desses genes de resisténcia do HT que conferem resisténcia completa a raga Il de
ferrugem.

Pelo grande ntimero de racas de ferrugem e ocorréncia de ragas com varios genes de
viruléncia combinados (ZAMBOLIM, 2016), ¢ de grande importancia dispor de gendtipos
como fonte de diferentes genes de resisténcia SH. Atualmente a maioria dos genes SH,

presentes nas cultivares com resisténcia a ferrugem, sdo provenientes de C. canephora com
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genes isolados ou associados de SH6 a SHY. Esse fato demonstra que gendtipos portadores de
outros genes de resisténcia, a exemplo do SH3, sdo muito promissores para a recombinacao,
com o intuito de agrupar o maior numero de genes de resisténcia SH, em uma unica cultivar,

buscando, assim, produzir cultivares com resisténcia mais duravel.

4.2 Selecao de acessos resistentes a mancha-aureolada

A triagem de acessos visando a resisténcia @ mancha-aureolada ndo apresentou o
aumento do nivel de resisténcia como observado para a ferrugem. A variancia genética para a
bacteriose foi significativa e gerou uma herdabilidade na média de progénies moderada,
porém com uma repetibilidade relativamente alta. O coeficiente de determinacdo dos efeitos
de ambiente permanente foi superior ao observado, para a ferrugem, condizente com a maior
diferencga entre a herdabilidade, em relacdo a repetibilidade, que pode ser interpretada como
um limite maximo para a herdabilidade. Portanto, apesar da herdabilidade moderada, a
repetibilidade demonstra que se podem promover bons ganhos com a selecdo, para gerar
populagdes promissoras a resisténcia e genitores com alto valor reprodutivo (Tabela 5).

Encontrou-se apenas uma referéncia na literatura, a respeito do estudo da
herdabilidade, para a interacdo entre o cafeeiro com a bactéria (PETEK et al., 2006). Porém o
estudo foi realizado em campo e com ocorréncia natural da doenga. Os autores estimaram
uma herdabilidade de 0,83. O maior valor da herdabilidade, quando comparado ao encontrado
neste estudo, pode ser pelo fato de a populagdo de plantas utilizadas e ao fato do estudo ter
sido realizado em campo. Além disso, a herdabilidade estimada ¢ referente a populacao
estudada, ndo devendo ser comparada em valores absolutos. Portanto, apesar do nivel de
resisténcia da populagdo em estudo ter sido baixo, as informagdes sobre a possibilidade de
ganho com a selecdo em experimentos de casa de vegetagdo sdo importantes € demonstram

que o procedimento pode auxiliar os melhoristas a atingirem progresso na resisténcia.
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Tabela 5 - Estimativa dos parametros genéticos, para a severidade da mancha-aureolada
(Pseudomonas siryngae pv. garcae), nos acessos do banco ativo de germoplasma
de Minas Gerais, Patrocinio-MG.

Parametros Mancha-aureolada
Vg 0,0668*
A% 0,8058
h’ 0,55
r 0,70+0,08
¢’ 0,62

Fonte: Do autor (2020).
Vg: varidncia genotipica, Vf: varidncia fenotipica; h”> herdabilidade a média de parcela; r:
repetibilidade no nivel de parcela; ¢ coeficiente de determinagio dos efeitos de ambiente permanente;
*significativo a 5% de probabilidade.

A testemunha suscetivel ‘Catuai Vermelho IAC 99’ expressou intensamente a doenga
e ndo apresentou nenhuma planta com folhas sem o sintoma da doenga, confirmando sua
suscetibilidade, embasando as inferéncias sobre a resisténcia dos acessos estudados e
demonstra que o método de inoculacao foi funcional. Nenhum dos acessos estudados possui
resisténcia completa a mancha-aureolada quando se utilizou o isolado UFLA 97 de P.
syringae pv. garcae. A maioria dos acessos foi moderadamente resistente e o melhor acesso
apresentou 60% de plantas sem a expressdo da doenga, indicando que provavelmente os alelos
de resisténcia nao estdo fixados. Dessa forma, deve-se realizar a selecdo dentro desses acessos
para se tentar a resisténcia completa ou proceder a selecdo recorrente para elevar o nivel de
resisténcia populacional. Esses argumentos sdo suportados pelas estimativas do ganho com a
sele¢do dos cinco melhores acessos (Tabela 6).

Dentre os tratamentos selecionados, o tratamento 3 (MG 446) ¢ proveniente do
cruzamento de “Mundo Novo” x S795; os demais melhores tratamentos 2, 10, 11 e 13,
correspondentes aos acessos (MG 270 (1,3,6) RII, MG 277 RII, MG 279 (9) RIl e MG 308
(7) RII) sao HT. Ito et al. (2008), avaliando resisténcia a P. syringae pv. garcae, também
obtiveram resultados com melhor desempenho de resisténcia a cultivares descendentes de
cafeeiros da espécie Coffea canephora, quando comparados a Catuai Vermelho IAC 99. A
IPR102 (“Catucai”) foi classificada com resisténcia completa a mancha-aureolada e com
resisténcia parcial nas cultivares IPR 108 (IAPAR 59 x “Catucai”), [IPR104 (“Sharchimor”)
IAPAR 59 (“Sharchimor”) e IPR103 (“Catuai” x “Icatu”).
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Tabela 6 - Selecdao dos acessos do BAG quanto a resisténcia a Pseudomonas siryngae pv.
garcae, com valor genotipico (u+g), ordenamento quanto a resisténcia, severidade
final em (%), porcentagem de plantas resistentes (R%) e ganho de selecdo geral
(GSg%) e em relacdo a testemunha (GSt%).

Mancha-aureolada

Tratamento Rank (u+g) Sev}girliglade Plantas ﬁ/isistentes
11 1 0,3671 0,24 60
10 2 0,4575 0,39 50
2 3 0,474 0,55 42
3 4 0,4888 0,6 31
13 5 0,4981 0,48 25
5 6 0,5832 0,8 35

7 0,6158 0,79 33
12 8 0,6308 0,68 47
15 9 0,6742 1,05 10
14 10 0,6882 1,13 25
7 11 0,717 1,28 16
8 12 0,7377 1,33 30
1 13 0,7425 1,09 22
6 14 0,7437 1,16 25
16 15 0,9645 2,02 10
9 16 1,1029 2,20 10
GSg % -28,78
GSt% -41,66

Fonte: Do autor (2020).

O tratamento 9 (MG 443) ndo apresentou resisténcia a mancha-aureolada (Tabela 6),

sendo o Unico tratamento com maior severidade que a testemunha (Figura 2). O tratamento 9

e a testemunha Catuai Vermelho IAC 99, durante quase todo o periodo de conducao do

experimento, apresentaram maior severidade da doenca, quando comparados aos demais

tratamentos.



41

Figura 2 - Severidade de Mancha-Aureolada em funcdo das avaliagdes com intervalo de sete
dias nos gendtipos testados.
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Fonte: Do autor (2010).

4.3 Selecao de acessos resistentes a cercosporiose

Nao houve variancia genética para a severidade da cercosporiose, portanto nao se pode
inferir geneticamente sobre o comportamento dos acessos quando inoculados com o fungo.
Dessa forma, as variacdes em expressao fenotipicas sao de efeito ambiental, ndo contribuindo
para o melhoramento genético. Entretanto os efeitos de ambiente permanente foram
significativos, demonstrando que o método utilizado para a inoculacdo e avaliagdo ndo foram
os causadores da auséncia de variagdo genética (Tabela 7). Essa constatagdo pode ser

corroborada pela curva de progresso da doenca (Figura 3).
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Tabela 7 - Estimativa dos parametros genéticos, para a severidade da cercosporiose
(Cercospora coffeicola), nos acessos do banco ativo de germoplasma de Minas
Gerais, Patrocinio-MG.

Coeficientes Cercosporiose
Vg 0,0178
\%§ 1,1157
h, 0,18
r 0,66+0,07
¢’ 0,64

Fonte: Do autor (2020).
Vg: varidncia genotipica, Vf: varidncia fenotipica; h”> herdabilidade a média de parcela; r:
repetibilidade no nivel de parcela; ¢ coeficiente de determinagio dos efeitos de ambiente permanente;
*significativo a 5% de probabilidade.

Este baixo valor da Vg se deve a baixa variabilidade entre os genotipos quanto a
resisténcia a cercosporiose. Isso provavelmente pode ser explicado pelo numero reduzido de
acessos avaliados. Botelho ef al. (2017) encontraram variabilidade genética para a resisténcia
a cercosporiose em cafeeiros trabalhando com 132 acessos do BAG e acessos com alto nivel
de resisténcia e sem segregacdo. A motivagcdo para este trabalho foi procurar resisténcia a
cercosporiose, em acessos diferentes dos que foram avaliados por Botelho ef al. (2017), a
busca da resisténcia multipla, que ocorreu apenas para ferrugem e bacteriose, cuja correlagao
genética foi significativa e de 0,43, indicando que, para essa populagdo, a selecdo para
resisténcia a uma das doengas, indiretamente estara incrementando a resisténcia da outra. O
valor foi de baixa magnitude, porém a significincia demonstra que podem ter genes nesses
acessos que influenciam os dois caracteres na mesma direcao.

Essa estimativa da correlagdo genética foi corroborada pela identificagdo de dois
acessos, 0 10 (MG 277 RII) e o 11 (MG 279 (9) RII), correspondentes aos acessos que foram
altamente resistentes a ferrugem e moderadamente resistentes a mancha-aureolada, com pouca
segregagao para a resisténcia. Essa constatacdo ¢ importante e desejavel, pois, dessa forma, o

desenvolvimento de cultivares com resisténcia multipla € facilitado.
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Figura 3 - Severidade de cercosporiose em fun¢do das avaliacdes com intervalo de sete dias
nos genotipos testados.
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Fonte: Do autor (2010).

4.4 Relacao entre resisténcia a doenca e composicao constitutiva

Todos os compostos e enzimas analisados demonstraram variancia genética herdavel,
exceto para o acido clorogénico e lignina, demonstrando que a constituicdo genética dos
acessos influencia nessas composicdes. Para a maioria dos compostos estudados, a
herdabilidade foi elevada, possibilitando ganhos genéticos pela selecdo dessas variaveis,
desde que elas sejam associadas a alguma caracteristica de interesse. Os altos valores de
herdabilidade para a PPO, cafeina e compostos fendlicos, indicam que sdo pouco afetados

pelo ambiente (Tabela 9).
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Tabela 8 - Estimativa dos parametros genéticos da atividade das enzimas PAL, POX e PPO,
teores de trigonelina, acido clorogénico, cafeina, compostos fenolicos totais e
lignina nos acessos do banco ativo de germoplasma de Minas Gerais, Patrocinio-
MG.

Par. PPO POX PAL Trigon. Acido Cafeina Lignina Comp.
Clorog. Fenol.

Vg 0,056* 27,843*  0,394* 0,014* 0,029 0,093* 0,116 0,065*

\%i 0,1003 86,4634 0,8370  0,0299 0,1373 0,1058  0,4785 0,1013

h, 0,55 0,70 0,81 0,82 0,58 0,97 0,61 0,90
Fonte: Do autor (2020).

Os valores da determinacdo das enzimas e dos compostos bioativos encontram-se na
Figura 4. Chama a atengdo que, nos tratamentos 17 (Catigua MG2) ¢ 8 (MG331), ndo ter sido
identificada cafeina na folha, ao contrario dos demais. Para os outros compostos, a variagao
existe, porém nao foi extrema. Caso seja identificada, nessa populacdo de plantas, alguma
caracteristica fenotipica relacionada a esses compostos, eles podem ser utilizados na selegao
de plantas resistentes ou no descarte de plantas suscetiveis.

Na andlise de correlagdo genética entre a quantificacdo das enzimas e compostos
bioativos em gendtipos de cafeeiro, sem a inoculacdo das doengas estudadas, visando
determinar a defesa constitutiva dos materiais estudados, observou-se correlagdo significativa
apenas entre a resistencia a cercosporise do cafeeiro e a atividade da enzima PAL (Tabela 10).
No entanto, como a severidade da cercosporiose apresentou baixa herdabilidade, essa
correlagcdo ndo ¢ relevante para o contexto estudado. Sendo assim, os resultados obtidos no
presente trabalho indicam que a resisténcia dos genotipos de cafeeiro avaliados ndo foi
relacionada com sua defesa constitutiva, quantificada pela atividade das enzimas PAL, POX

e PPO e compostos bioativos (trigonelina, acido clorogénico e cafeina).
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Figura4 - Grafico dos teores constitutivos na folha dos 17 tratamentos, A - teores
constitutivos de trigonelina, 4cido clorogénico e cafeina em (%), B - teores
constitutivos de trigonelina, dcido clorogénico e cafeina em (%), e C - atividade
constitutiva das enzimas PPO, POX, e PAL, em (AE pmol/min/mg prot).
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Fonte: Do autor (2010).

Verifica-se que esses compostos sdo importantes na defesa de plantas em diversos
patossistemas (MONTEIRO et al., 2016; POSSA et al., 2020; RODRIGUES et al., 2011;

SILVA et al., 2010). No entanto vale ressaltar que a possibilidade das analises ndo serem
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realizadas, apos a inoculagdo das doencas estudadas, ter influenciado os resultados. Este
trabalho ¢ importante e deve ser abordado em estudos futuros para se verificar as relagdes da
quantificagdo de compostos de defesa x processo de infeccdo de patdogenos. Mesmo se a
acuracia na selecao indireta ndo for proxima de 100%, o screnning e descarte de plantas sem

potencial de resisténcia ja serd um avango.

Tabela 9 - Coeficiente de correlacdo de Pearson entre os dados de atividade das enzimas
PAL, POX e PPO, teores de trigonelina, acido clorogénico, cafeina, compostos
fenolicos totais e lignina para as doengas ferrugem, cercosporiose e mancha-
aureolada do cafeeiro avaliada em diferentes acessos.

Doenca PPO  POX PAL  Trig ‘élc;‘rlzg. Cafeina  Lign. g::(‘)f
Ferrugem 0,07 -0,17  -0,03 -037  -0,37 0,17 022 0,08
PPO 0,08 0,29 0,05 0,16 -0,59 025 0,54
POX 0,06 0,15 0,10 -0,45 0,23 0,3
PAL 0,46  -0,05 -0,02 0,40 0,53
Trigonelina 0,70 -0,02 -0,03 -0,27
Ac. Clor. 0,31 023 0,13
Cafeina 0,36 -0,50
Lignina -0,69
C. fenolicos

PPO  POX PAL  Trig ‘é‘l";fsg' Cafeina  Lign. g;f;lf
Cercosp. 023 -0,15 -0,54 033 0,28 0,05 0,126  -0,20
PPO 0,08 0,29 0,05 0,166 -0,59 025 0,54
POX 0,06 0,15 0,10 -0,45 0,23 0,3
PAL 0,46  -0,055 -0,24 0,40 0,53
Trigonelina 0,70 -0,02 -0,03 -0,27
Ac. Clor. 0,31 023 0,13
Cafeina 0,36 -0,50
Lignina -0,69
C. fenolicos i
Doenga PPO  POX  PAL  Trig. 299 Cafeina  Lign. S0P

Clorog. Fenol.

M. aureolada  -0,10 0,21 0,29 0,06 -0,00 0,07 024  -0,16
PPO 0,08 0,29 0,05 0,16 -0,59 025 0,54
POX 0,06 0,15 0,105 -0,45 0233  -03
PAL 0,46  -0,05 -0,24 0,40 0,53
Trigonelina 0,70 -0,02 -0,03 -0,27
Ac. Clor. 0,31 023 0,13
Cafeina 0,36 -0,50
Lignina -0,69

C. fenolicos

Fonte: Do autor (2020).
Valores em negrito indicam significdncia a 5% de probabilidade.



47

Desta forma, infere-se que quanto maior atividade constitutiva da enzima PAL, menor
severidade da cercosporiose do cafeeiro. A biossintese da lignina envolve uma série de
enzimas, dentre elas, a fenilalanina amonia liase (PAL), responsavel por catalisar a conversao
da fenilalanina em acido transcinamico, resultando em fitoalexinas, compostos fenolicos e
lignina, os quais podem conferir maior resisténcia a parede celular das plantas (NAKAZAWA
et al.,2001; TAIZ; ZEIGER, 2009; ZHAO, 2016).

De modo geral, ndo se encontrou correlagao entre resisténcia a doenga e teores
constitutivos da atividade das enzimas e dos terores de compostos bioativos. Varios trabalhos,
a exemplo de (DINIZ et al., 2019; SILVA et al., 2002, 2008), constataram que ocorre um
aumento significativo da produ¢do das enzimas e de alguns compostos bioativos durante o
processo de infec¢do da doenca. Apesar de todos os tratamentos apresentarem enzimas €
compostos bioativos na folha, com excecdo da cafeina nos tratamentos 8 e 17, (Figura 4),
provavelmente, a falta da resposta da planta pela infeccdo do patdégeno impede que se
encontre correlagdo de resisténcia a doenga e atividade da enzima de maneira constitutiva.

Por outro lado, Silva ef al. (2008), quantificando a atividade das enzimas peroxidases e
seus efeitos na area lesionada, em folhas de genotipos resistentes e susceptiveis de cafeeiro a
ferrugem, antes e durante a infeccdo, demonstram que tanto as plantas susceptiveis quanto as
resistentes possuem aumento na atividade da enzima apos a inoculag¢do, porém o genotipo
resistente possui uma resposta mais rapida tornando o controle efetivo. Quando se
comparavam a resposta da atividade da enzima entre dois gendtipos resistentes, o genotipo
resistente com a atividade enzimatica constitutiva mais elevada barrou o desenvolvimento do
patogeno com mais eficiéncia que o genotipo resistente com atividade constitutiva menor.

Portanto, apesar de ndao haver correlagdo entre resisténcia a doenca e atividade
constitutiva das plantas, essa informacgao pode se tornar relevante.

A correlagao significativa positiva das enzimas PAL, PPO e os compostos fendlicos
podem ser explicadas pela atividade da enzima PPO, a qual tem sido associada a lignificacao,
pois forma ligacdes cruzadas entre grupos fendlicos e proteinas de parede, pectinas e outros
polimeros, além de ter um papel importante na oxidacdo de compostos fendlicos (MAYER;
STAPLES, 2002; MENDONCA; GUERRA, 2003). J4 a enzima PAL possuiu relacdo direta
com producao de compostos fendlicos (NAKAZAWA et al., 2001; TAIZ; ZEIGER, 2009).
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4.5 Consideracoes do potencial dos acessos selecionados no melhoramento genético do

cafeeiro

Por meio dos resultados obtidos, pode-se tragar algumas estratégias nos cruzamentos a
serem realizados, utilizando-se as plantas selecionadas para a resisténcia a ferrugem e a
mancha-aureolada, aproveitando a resisténcia multipla identificada. Os melhores acessos para
a ferrugem possuem resisténcia completa e os melhores para a resisténcia @ mancha-aureolada
sao moderadamente resistentes com segregacdo média para a resisténcia. Portanto essas
plantas podem ser utilizadas para aumentar o nivel de resisténcia a ferrugem de cultivares
elite, como as “Catucais”, por exemplo. Essas cultivares sdo derivadas do cruzamento entre
Icatu e Catuai, os quais possuem resisténcia moderada a ferrugem e sdo altamente produtivas.
Dessa forma, poderiam ser utilizadas diferentes constituicdes genéticas de resisténcia,
agrupando genes de maior efeito por parte dos acessos estudados neste trabalho com os
poligenes dos ‘Catucais’ e, ainda, estariam se adicionando nessas populacdes alelos de
resisténcia a bacteriose.

Poderiam ser realizados, também, cruzamentos desses acessos com cultivares
derivadas do Hibrido de Timor como a cultivar MGS Paraiso 2. Outros cruzamentos
interessantes poderiam ser feitos entre cultivares que possuem o gene SH3 de Coffea libérica.
Nesses cruzamentos, poderia se utilizar uma cultivar, como o Catuai SH3, com esses acessos
de resisténcia completa, conseguindo assim adicionar genes de diferentes origens. Outra
possibilidade nessa linha seria o cruzamento desses acessos com a cultivar [PR-100, um
descendente de C. [liberica com O&timas caracteristicas agronOmicas e resisténcia a
Meloidogyne spp. porém suscetivel a ferrugem. Conforme mencionado anteriormente, a
piramidacdo génica de genes de maior efeito com o acimulo de poligenes € importante para a
eficiéncia da resisténcia.

Os acessos identificados como resistentes para as doengas devem ser multiplicados via
semente, preferencialmente utilizando a autofecundagdo com protecdo de ramos, para evitar
possiveis cruzamentos com outras plantas do banco de germoplasma. Obtidas as progénies
autofecundadas, elas serdo plantadas em campo, para seu estudo pormenorizado, pois, além
da resisténcia, € necessario conhecer outras de suas caracteristicas.

Um aspecto pratico importante de ser mencionado quanto a resisténcia a mancha-
aureolada ¢ que os melhores acessos ndo foram resistentes pela média das avaliagdes.
Entretanto, ao final do experimento, varias plantas foram resistentes dentro dos acessos. Essas

plantas devem ser cultivadas em campo para sua utilizacao e estudo. Com isso, em uma planta
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bem manejada, ter-se-do genitores com provavel resisténcia completa, sendo utilizados em
campos de cruzamentos, em menos de um ano, quando essas plantas florirem pela primeira
vez.

Percebeu-se que os experimentos de avaliacdo de resisténcia, conduzidos em
ambientes controlados e com inoculacdo artificial, sdo uteis no processo de melhoramento.
Além de promover a seguranca contra falsos positivos de resisténcia, proporcionam a
oportunidade de plantar no campo apenas plantas com potencial ja confirmado. Salienta-se
que, com as condi¢des ambientais diversas no ambiente nao controlado, a resisténcia pode ser
alterada. Porém, neste caso, tem-se consideravel confianca de que as plantas identificadas
como resistentes o serdo também em campo pelo fato de se ter realizado o experimento duas

vezes para cada doenga.



50

5 CONCLUSOES

Existe variabilidade genética para a resisténcia a ferrugem, por meio da qual se podem
selecionar cafeeiros com alto nivel de resisténcia, proximos a imunidade.

Detectou-se variabilidade genética para a resisténcia a bacteriose com nivel de
resisténcia moderado.

Para a cercosporiose nao houve variabilidade genética nas condigdes experimentais.

Dois dos acessos avaliados foram altamente resistentes a ferrugem e com bom nivel de
resisténcia para a mancha-aureolada e com baixa segregacao de plantas suscetiveis.

Existe variabilidade genética, para composi¢cdo constitutiva de algumas enzimas e
compostos bioativos entre os acessos estudados, sem, no entanto existir correlagdo com o

nivel de resisténcia a doenga.
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ANEXO A - TABELA

Tabela 1 - Triagem de 30 genotipos para resisténcia a ferrugem H. vastatrix e mancha-
aureolada P. syringae pv. garcea., com valor genético (u+g) da severidade média

da doenga.
Ferruge Bactéria

Trat Acessos Genealogia dos acessos (u+g) (ut+g
1* MG 0451 M.N. x S 795 UFV 335-68 0,507 0,7352
2 MG 0280 H.T. UFV 376-14 42406  0,6476
3* MG 0446 M.N. x S 795 UFV 335-13 0,507 0,7149
4 MG 176 pl 1,2 RI Amphillo X HN MR 36-349 1,5465  0,8508
5% MG 0331 H.T. UFV 437-06 0,507 0,5142
6 MG 0430 M.N. x S 795 UFV 315-77 3,9301  0,3669
7% MG 0270 pl 5 RI H.T. UFV 377-21 0,507 1,0149
8 MG 0296 H.T. UFV 408-11 1,1555  0,7367
o MG 0443 M.N. x S 795 UFV 335-09 0,507 0,7828
10 MG 0291 RII H.T. UFV 379-07 2,7508  0,5611
11* MG 0176 RII Amphillo X HN MR 36-349 0,572 0,7325
12¢ MG 0270 pl 1,3.6 H.T. UFV 377-21 0,507  0,4702
13 MG 0333 pl 1 RI H.T. UFV 437-10 7,0187  0,6373
14* MG 0279 pl 9 RII H.T. UFV 376-31 0,5937 0,336l
15 MG 0448 M.N. x S 795 UFV 335-15 2,2347 07726
16 MG 0439 M.N. x S 795 UFV 335-05 1,2347  0,7697
17 MG 265 pl 1 RI Durandé Arabica x Canephora 2,8028  0,8112
18* MG 364 pl 4 RI H.T. UFV 442-42 0,507 0,7151
19 MG 0445 M.N. x S 795 UFV 335-11 7,2604  1,5272
20 MG 0440 M.N. x S 795 UFV 335-06 46857  1,1893
21% MG 0534 BE5Wush-Wush xH.T. UFV366-08 0,507 0,4702
22 MG 0380 H.T. UFV 445-70 1,2212 0,768
23% MG 0441 M.N. x S 795 UFV 335-07 0,507 0,6161
24% MG 0311 RII H.T. UFV 428-02 0,507 0,8028
25% MG 0296 pl 6 RII H.T. UFV 408-11 0,507 1,2965
26 MG 0308 pl 7 RII H.T. UFV 427-55 0,7152  0,5928
27 MG 0450 M.N. x S 795 UFV 335-48 22527  0,9568
28 Catuai V. IAC 99 Caturra A. IAC 476-11 x Mundo Novo 374-19  4,0768  0,8519
29% MG 0277 RII H.T. UFV 376-52 0,507 0,9859

30 Catigua MG 2 Catuai A. IAC 86 x Hibrido Timor (UFV 440- 0,507 0,7352

*Genotipos selecionados na triagem.




