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RESUMO

Obijetivou-se verificar a eficiéncia do controle genético e quimico da ferrugem e sua
influéncia no progresso da doenca e produtividade do cafeeiro, os efeitos da ferrugem e de suas
formas de controle na atividade de enzimas antioxidantes e teores de metabdlitos de folhas e
frutos, e na composicdo mineral de folhas. Além disso, avaliar os efeitos da expressdo da
ferrugem e suas formas de controle na qualidade do café. O experimento foi conduzido no
Banco Ativo de Germoplasma de Coffea spp. de Minas Gerais, Brasil, no Campo Experimental
de Patrocinio (CEPC). Foram avaliados quatro gendtipos de café arabica, dos grupos Hibrido
de Timor (HT) (MG0277 e MG0313) e Bourbon (MG0006 e MG0012), com e sem tratamento
quimico para controle de ferrugem (Verdadero 600 WG®, Ciproconazol + Tiametoxan, 1,0
kg.hal). Nas plantas ndo tratadas para controle de ferrugem, realizou-se controle de bicho
mineiro (Actara 250 WG®, Tiametoxan, 1,0 kg.ha). As avaliagGes de incidéncia e severidade
de ferrugem e as coletas de folhas e frutos para analise da atividade enzimatica, e de frutos para
a analise quimica, ocorreram nos estadios de maturacdo verde, verde-cana e maduro. Apos a
colheita, foi realizada coleta de folhas para analise mineralogica foliar de macro e
micronutrientes. As produtividades em sacas de café beneficiado por hectare (SC hal) foram
obtidas por meio da pesagem do café beneficiado apos a secagem (12 % de umidade). Apos o
processamento via seca e preparo das amostras, realizou-se avaliagbes quimicas e fisicas do
gréo, e sensorial da bebida. Todas as avaliacGes foram realizadas na safra de 2018/19. Existe
variabilidade no grupo HT para resisténcia a ferrugem, sendo o MG0277, resistente, e 0
MGO0313, suscetivel. O controle genético é pelo menos tdo eficiente quanto o quimico, com
resposta diferencial dos gend6tipos ao uso de defensivo. Ndo houve efeito do controle quimico
sobre a produtividade na primeira safra ap6s a infestacdo e 0s gendtipos apresentaram
produtividade semelhante, com ou sem uso de defensivo. O controle quimico ndo afeta o teor
de nutrientes nas folhas, mas a expressdo da ferrugem esta associada ao teor desses nutrientes.
A atividade das enzimas antioxidantes e os teores de metabdlitos nas folhas e frutos estdo
relacionados a expressdo da ferrugem e sdo afetados pelo tipo de controle e estadio de
maturacdo, indicando uma resposta sistémica da planta a infeccdo. Os controles genético e
quimico sdo eficazes na reducdo dos prejuizos provocados pela doenca na composicao dos
grdos. Gendtipos com ascendéncia resistente, mesmo que apresentem quebra de resisténcia,
respondem melhor ao controle quimico, refletindo positivamente na qualidade do grdo e da
bebida. Os componentes quimicos e fisico-quimicos dos grdos que foram afetados pela
ferrugem, se associam com atributos avaliados na analise sensorial. Cafés com maior e menor
frequéncia de notas de sabor ‘frutadadas’ e ‘achocolatadas’, respectivamente, como os HT,
apresentam maior nota total na andlise sensorial, independentemente do uso de controle
quimico. A combinacdo do controle genético e quimico favorece o aumento do teor de agucares
nos gréos, a nota sensorial total e a riqueza de sabores percebidos.

Palavras-chave: Coffea arabica L. Hemileia vastatrix Berk et. Br. Hibrido de Timor. Triazol.
Atividade antioxidante. Composicao quimica. Analise foliar. Maturacdo. Qualidade.



ABSTRACT

The objective of this study was to verify the efficiency of rust genetic and chemical
control and its influence on disease progress and coffee yield, the effects of rust and its control
forms on the activity of antioxidant enzymes and metabolite levels of leaves and fruits and on
leaf mineral composition, in addition to evaluating the effects of rust expression and its control
forms on coffee quality. The experiment was conducted in the Germplasm Active Bank of
Coffea spp., in Minas Gerais, Brazil, in the Experimental Field of Patrocinio (CEPC). Four
arabica coffee genotypes wre evaluated, from the groups Hibrido de Timor (HT) (MG0277 and
MGO0313) and Bourbon (MG0006 and MG0012), with and without chemical treatment for rust
control (Verdadero 600 WG® - Cyproconazole + Thiamethoxam, 1.0 kg.ha). In plants not
treated for rust control, the leaf miner was controlled (Actara 250 WG®, Thiamethoxam, 1.0
kg.hal). The assessments of rust incidence and severity, as well as the collection of leaves and
fruits for analysis of enzymatic activity and of fruits for chemical analysis occurred when the
fruits were green, sugarcane-green and ripe. After harvesting, leaves were collected for leaf
mineralogical analysis of macro-and micronutrients. Yields in bags of processed coffee per
hectare (SC ha*) were measured by weighing the processed coffee after drying (12% moisture).
After dry processing and sample preparation, chemical and physical evaluations of the bean and
sensory assessments of the beverage were carried out. All evaluations were performed in the
2018/19 harvest. There is variability in the HT group for rust resistance, with MG0277 resistant
and MGO0313 susceptible. Genetic control is at least as efficient as chemical control, with a
differential response of genotypes to the use of pesticides. There was no effect of chemical
control on yield in the first harvest after infestation and the genotypes showed similar yield,
with or without the use of pesticides. Chemical control does not affect nutrient content in the
leaves, but rust expression is associated with the content of these nutrients. The activity of
antioxidant enzymes and the levels of metabolites in leaves and fruits are related to rust
expression and are affected by the type of control and ripening stage, indicating a systemic
response of the plant to the infection. Genetic and chemical controls are effective in reducing
the damage caused by the disease in bean composition. Genotypes with resistant ancestry, even
with resistance breakdown, respond better to chemical control, reflecting positively on bean
and beverage quality. The chemical and physicochemical components of beans that were
affected by rust are associated with attributes evaluated by sensory analysis. Coffees with a
higher and lower frequency of “fruity” and “chocolate” flavor notes, respectively, such as HT,
have a higher total score in sensory analysis, regardless of the use of chemical control. The
combination of genetic and chemical control favors an increase in the sugar content in the beans,
the total sensory score and the richness of perceived flavors.

Keywords: Coffea arabica L. Hemileia vastatrix Berk et. Br. “Hibrido de Timor”. Triazole.
Antioxidant activity. Chemical composition. Leaf analysis. Ripening. Quality.
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1 INTRODUCAO

A ferrugem do cafeeiro é considerada a principal doenca da cultura, em abrangéncia e
em danos em todos os paises produtores (CAPUCHO et al., 2009; CARVALHO et al., 2017,
ROMERO et al., 2014). Dependendo das condic¢des climéticas, do estado nutricional das
plantas e da carga pendente, essa doenca, na auséncia de medidas de controle, pode provocar
perdas na producao de 35 a 50% em media do biénio (CAPUCHO et al., 2013; ZAMBOLIM,
2016).

O controle da ferrugem pode ser eficientemente realizado tanto por medidas de natureza
quimica, quanto genética (ROMERO et al., 2014; SILVA et al., 2006). No Brasil, no periodo
de 1999 a 2019, foram disponibilizadas 132 cultivares melhoradas de cafeeiro, sendo 76 delas
selecionadas para a resisténcia a ferrugem utilizando germoplasma derivado de Hibrido de
Timor, um hibrido natural entre C. arabica e C. canephora, bem como derivados do cafeeiro
IAC 1330, um tetraploide artificial de C. canephora (MAPA, 2019).

Entretanto, a maior parte dos cultivos de café arabica no pais ainda é constituida pelas
cultivares Mundo Novo e Catuai, suscetiveis a ferrugem (CARVALHO; CUNHA; SILVA,
2012; CARVALHO et al., 2013). Assim, o controle quimico é a medida mais adotada, por meio
do uso de fungicidas protetores, como os cupricos (POZZA; CARVALHO; CHALFOUN,
2010; SILVA, 2018) ou sistémicos, como os do grupo quimico triazol, que sdo aplicados na
folha e/ou solo ou em mistura com estrobilurinas nas folhas (ZAMBOLIM, 2016).

Porém, flutuacdes no preco do café influenciam a decisdo do produtor a respeito do
manejo da lavoura, o que reflete na incidéncia e severidade da doenga (TALHINHAS et al.,
2017). Desta forma, a combinacdo de resisténcia genética e praticas de controle é recomendada
no manejo integrado da doenca (ECHEVERRIA-BEIRUTE et al., 2018).

Para isso, é importante compreender de que forma a planta responde a infeccdo pelo
patégeno quando se adota o controle quimico ou genético. Ou seja, quais sdo as alteracdes
provocadas no metabolismo e composicdo das folhas, 6rgdos diretamente afetados pela
ferrugem, quando ha ocorréncia da doenca em plantas suscetiveis ou resistentes, bem como,
quando se adota o controle quimico da doenca.

Cafeeiros resistentes a ferrugem apresentam como mecanismos de defesa uma grande
liberagdo de H>0O., uma répida e localizada morte da célula vegetal, associada a restri¢do do
crescimento de fungos, além do aumento da atividade de enzimas antioxidantes como a
superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a peroxidase do ascorbato (APX) (GUERRA-
GUIMARAES et al., 2008; SILVA et al., 2002, 2008). Também é constatada a deposicéo de
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compostos fendlicos, acumulacao de calose e lignificagdo da parede celular na zona de infeccdo,
limitando o crescimento do fungo (DINIZ et al., 2012; GUERRA-GUIMARAES et al., 2009;
RAMIRO et al., 2009; SILVA, 2018; SILVA et al., 2002; 2008). Assim, 0 monitoramento da
atividade de enzimas antioxidantes e da composi¢do dos tecidos pode ser usado como um
indicador dos mecanismos de defesa ativados na planta (LARRE et al., 2016).

Entretanto, sdo escassas na literatura, as informacdes sobre quais mecanismos de defesa
das plantas séo induzidos pelo uso do controle quimico. Outro ponto pouco elucidado é a
possibilidade de um dano no tecido foliar, provocado por um patdgeno, ter reflexo no
metabolismo e composicao de outros 6rgdos da planta quando se adota o controle genético ou
quimico. Sabe-se que a ocorréncia de doencas, ainda que ndo diretamente nos frutos, pode
provocar modificacdes no metabolismo da planta, levando a altera¢cGes na composicdo quimica
dos grdos, o que, consequentemente, se reflete em uma bebida de qualidade inferior. E
necessario, entretanto, que se especifique quais aspectos da qualidade do café sdo, de fato,
afetados por doencas como a ferrugem e suas formas de controle (BELAY et al., 2016;
RIBEYRE; AVELINO, 2012; SILVA et al., 2015), uma vez que a valorizacdo do café no
mercado esté intimamente ligada a sua qualidade.

Diante do exposto, objetivou-se verificar a eficiéncia do controle genético e quimico da
ferrugem, bem como sua influéncia na evolucao da doenga e na produtividade de café. Também
buscou-se conhecer os efeitos da ocorréncia de ferrugem e suas formas de controle na atividade
de enzimas antioxidantes de folhas e frutos, nos teores de metabolitos dos frutos e na
composicdo mineral de folhas, considerando ou ndo o progresso da doenca ao longo dos
estadios de maturacdo. Além disso, desejou-se avaliar quais os reflexos da expressdo da
ferrugem e suas formas de controle sobre diferentes aspectos ligados a qualidade do café, desde
a composi¢do quimica, fisico-quimica e classificacao fisica do grao, até a avaliacdo sensorial e
seu perfil de nuances de sabores. Os resultados deste estudo podem contribuir para o
entendimento das rotas de defesa ativadas na planta pelo controle genético e quimico em
resposta ao progresso da doenca, assim como seus efeitos no produto final em termos
quantitativos e qualitativos, de forma a facilitar a decisdo do produtor sobre um manejo da

ferrugem mais eficiente e sustentavel.
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ARTIGO 1

INFLUENCIA DA RESISTENCIA GENETICA NA EFICIENCIA DO CONTROLE

QUIMICO DA FERRUGEM DO CAFEEIRO

Coffee Science

(Verséo preliminar)

RESUMO

A ferrugem do cafeeiro pode ser controlada eficientemente por medidas de natureza genética ou quimica. O uso
de cultivares resistentes é a alternativa mais indicada. Entretanto, grande parte do parque cafeeiro brasileiro é
constituida por cultivares suscetiveis, sendo o controle quimico, o mais adotado. Objetivou-se verificar a eficiéncia
do controle genético e quimico da ferrugem e sua influéncia na evolucdo da doenca e na produtividade. Quatro
gendtipos de café ardbica foram avaliados, os quais pertencem a dois grupos: a) Hibrido de Timor (HT)
representado pelos gendtipos MGO0277 e MGO0313, e b) Bourbon, representado pelos genétipos MG0006 e
MGO0012. Os tratamentos foram: com controle quimico da ferrugem (Verdadero 600 WG®, Ciproconazol +
Tiametoxan, 1,0 kg.ha') e sem controle de ferrugem. As avaliagdes de incidéncia e severidade de ferrugem
ocorreram nos estadios de maturacdo verde, verde-cana e maduro. As produtividades em sacas de café beneficiado
por hectare (SC hat) foram obtidas por meio da pesagem do café beneficiados apds a secagem (12 % de umidade).
O gendtipo MG0277 apresentou resisténcia a ferrugem enquanto o MG0313 foi suscetivel. O controle genético é
no minimo tdo eficiente quanto o controle quimico e os gendtipos respondem de forma diferente ao uso de
fungicida. A expressao da doenca é influenciada pela época de avaliacdo, e os gendtipos expressam a doenca de
forma diferente ao longo da maturacéo dos frutos. Ndo houve efeito do controle quimico sobre a produtividade, e
0s genotipos apresentaram produtividade semelhante, com ou sem uso de defensivo. Demonstrou-se pela primeira
vez que gendtipos de background resistente, como os HT, ainda que se comportem como suscetiveis, respondem
de forma mais eficiente ao controle quimico da ferrugem, sendo uma vantagem a mais da adocéo de cultivares

resistentes na busca de uma cafeicultura mais sustentavel.

PALAVRAS-CHAVE: Coffea arabica L.; Hemileia vastatrix Berk et. Br.; incidéncia; severidade; produtividade;
Hibrido de Timor

1. INTRODUCAO

A ferrugem do cafeeiro é considerada a principal doenca da cultura em todos os paises produtores
(CAPUCHO et al., 2009; CARVALHO et al., 2017; ECHEVERRIA-BEIRUTE et al., 2018). Apesar dos avangos
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na pesquisa durante os mais de 45 anos, desde a sua identificacdo no Brasil, essa doenca ainda imp&e significativa
ameaca a producdo de café no pais (ZAMBOLIM, 2016).

Os principais prejuizos causados pela ferrugem, cujo agente etioldgico é o fungo biotréfico Hemileia
vastatrix Berk et. Br., estdo relacionados a reducéo da area foliar pela formacéao de lesfes e queda prematura das
folhas, resultando em reducdo na eficiéncia fotossintética e vigor da planta. A desfolha provoca reducdo no
crescimento de ramos produtivos, ja que os fotoassimilados produzidos sdo direcionados aos frutos da safra atual,
prejudicando a safra seguinte (ADEPOJU et al., 2017). Dependendo das condi¢Bes climéticas, do estado
nutricional das plantas e carga pendente, essa doenga, na auséncia de medidas controle, pode provocar perdas na
producéo de 35 a 50% (ZAMBOLIM et al., 2005; ZAMBOLIM, 2016).

O controle da ferrugem pode ser realizado tanto por medidas de natureza quimica quanto genética (SILVA
et al., 2006). Porém, cultivares resistentes sdo a melhor alternativa para o controle da doenca (CAPUCHO et al.,
2009). Isso porque os efeitos do controle quimico no meio ambiente e em organismos ndo-alvo podem levar ao
aumento populacional de pragas e outras doencgas (de BRITO et al., 2010). Além disso, a pressdo de selecdo
exercida sobre o patdgeno com essa estratégia de controle, pode induzir a emergéncia de novas ragas resistentes
do fungo, o que pode ocorrer também na resisténcia genética (VARZEA; MARQUES, 2005). O uso de fungicidas
na agricultura tem efeito negativo também na contaminagdo do meio ambiente e dos trabalhadores, bem como
contribui para 0 aumento nos custos de produgdo, podendo chegar a quase 50% do custo total em condices
favoréveis a doenca (CARVALHO et al., 2012). Outro desafio se refere & dificuldade de aplicacéo, principalmente
em lavouras implantadas em areas de declividade acentuada ou no sistema de plantio adensado (ZAMBOLIM,
2016). Em sistemas produtivos com cultivares suscetiveis, mesmo com o controle quimico, a doenca pode
ultrapassar o nivel de dano econémico, principalmente em anos de alta safra.

Diversos programas de melhoramento em todo o mundo desenvolveram cultivares com resisténcia
duradoura contra a ferrugem do cafeeiro, utilizando os genes dominantes de efeito maior da série Sy (VAN DER
VOSSEN, 2005). Os genes Sy1, Su2 e Sn4 estdo presentes em variedades ndo comerciais de C. arabica. O Sp5
esta presente em cultivares comerciais de C. arabica, como Caturra, Typica, Bourbon, entre outras. O gene Su3
vem da espécie C. liberica e os genes Su6 a Sy9 foram introduzidos de C. canephora em genétipos de Hibrido de
Timor (HT), um hibrido proveniente de cruzamento natural entre C. arabica e C. canephora (CAPUCHO et al.,
2009). Devido a variedade de genes de resisténcia proveniente principalmente de C. canephora, o germoplasma
de HT tem sido explorado para transferéncia de alelos de resisténcia a ferrugem para gendtipos de interesse
comercial de C. arabica. Progénies do HT foram distribuidas ao redor do mundo e intensivamente utilizadas como
a principal fonte de resisténcia em programas de melhoramento de café (GICHIMU, 2012). No periodo de 1999 a
2019, foram disponibilizadas no Brasil 132 cultivares melhoradas de cafeeiro, sendo 76 delas selecionadas para a
resisténcia a ferrugem utilizando germoplasma derivado de HT, bem como derivados do cafeeiro IAC 1330, um
tetraploide artificial de C. canephora (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO,
2019).

Entretanto, a maior parte dos cultivos de café arabica no pais ainda é constituida pelas cultivares Mundo
Novo e Catuai, suscetiveis a ferrugem (CARVALHO et al., 2012). Assim, o controle quimico é a medida de
controle de ferrugem mais adotada, por meio do uso de fungicidas protetores, como os clpricos (POZZA et al.,
2010) ou sistémicos, 0s quais apresentam vantagens em relagao aos protetores por induzirem efeito curativo sobre

as lesBes novas e inibicdo de esporulagdo das lesdes velhas (NUNES, 1986). Dentre os fungicidas sistémicos, os
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do grupo quimico triazol sdo aplicados na folha e/ou no solo ou em mistura com estrobilurinas nas folhas. Em
geral, os triazois aplicados no solo estdo associados a inseticidas sistémicos para controle simultaneo da ferrugem
e do bicho mineiro (Leucoptera coffeella) e sdo associados por promover incremento no vigor das plantas. Estes
devem ser aplicados no inicio da estacdo chuvosa (novembro, no Brasil) e tém demonstrado elevada eficiéncia no
controle da ferrugem (ZAMBOLIM, 2016).

De acordo com 0 MAPA, existem 160 produtos quimicos protetores e sistémicos registrados no Sistema
de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT) disponiveis para controle da ferrugem do cafeeiro (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2020). Destes, 66.8% sdo formulados com triazol e/ou
estrobilurina. Porém, flutuaces no preco do café influenciam a decisdo do produtor a respeito do manejo da
lavoura, o que reflete na incidéncia e severidade da doenca (TALHINHAS et al., 2017). Desta forma, a combinagéo
de resisténcia genética e préaticas de controle é recomendada no manejo integrado da doenca (ECHEVERRIA-
BEIRUTE et al., 2018).

Portanto, objetivou-se avaliar a eficiéncia do controle genético e quimico da ferrugem e sua influéncia na
evolucdo da doenca e na produtividade do cafeeiro, visando verificar se a resisténcia encontrada nos gendtipos de
HT tem efeito semelhante ao dos produtos quimicos no controle da ferrugem e se gendtipos resistentes e suscetiveis
possuem comportamento similar ao uso de defensivo para controle da doenga. Os resultados deste estudo podem
contribuir para 0 manejo genético e quimico da ferrugem do cafeeiro de forma a tornar a cafeicultura mais

sustentavel.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no ano agricola de 2018/19, no Banco Ativo de Germoplasma de Coffea spp.
de Minas Gerais, Brasil no Campo Experimental de Patrocinio (CEPC), situado a 18°59°26” S, 48°58°95” O ¢ 975
metros de altitude, na Regido do Cerrado Mineiro, 12 Denominagdo de Origem de cafés do Brasil. O solo € do tipo
Latossolo Vermelho (GEOINFO, 2004) e a topografia é plana, com ligeira inclinagdo. Patrocinio se encontra em
uma regido de Clima Tropical, com inverno seco e estagdo chuvosa no verdo (Aw), conforme classificacdo Koppen
(MARTINS et al., 2018). Os valores médios de temperatura e precipitacdo para o0 ano agricola de avaliagdo estdo

descritos na Figura 1.
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Figura 1. Temperatura média mensal (°C) e precipitacdo (mm) em Patrocinio no ano agricola de 2018/19. Fonte:
Dados Campo Experimental de Patrocinio - CEPC.

Foram avaliados quatro gendtipos de café arabica, implantados no ano de 2006 em delineamento de
blocos completos casualizados com duas repeticoes e dez plantas por parcela. Dois gendtipos pertencem ao grupo
Hibrido de Timor (MG0277- origem Hibrido de Timor UFV 376-52 e MG0313 - origem Hibrido de Timor UFV
428-04) e dois do grupo Bourbon (MG0006 e MG0012, originados de coletas em lavouras de propriedades
particulares nos municipios de Araponga e Manhumirim — MG, respectivamente). Esses gendtipos foram
escolhidos pela resisténcia dos genétipos dos grupos Hibrido de Timor e suscetibilidade a ferrugem (Hemileia
vastatrix Berk et Br.) dos Bourbons.

Metade das plantas de cada parcela recebeu tratamento quimico via solo para controle da ferrugem
(Verdadero 600 WG® - Ciproconazol (30% m/m) + Tiametoxan (30% m/m), na dose de 1,0 kg ha™ou 1,75 g por
parcela, aplicado manualmente), no inicio do periodo das chuvas, em novembro de 2018, conforme recomendacéo.
Esse produto controla simultaneamente o bicho mineiro do cafeeiro pelo ingrediente ativo Tiametoxan. Para se
evitar mistura dos efeitos nas varidveis analisadas, na outra metade de cada parcela foi realizado o controle de
bicho mineiro por meio da aplicagdo de Actara 250 WG® - Tiametoxan (25% m/m), na dose de 1,0 kg ha™* ou 1,75
g por parcela, aplicado manualmente, resultando em um esquema de parcela subdividida composto de oito
tratamentos com duas repeticdes em subparcelas de cinco plantas. Os demais tratos culturais foram realizados
conforme recomendacdo técnica baseada na andlise de solo e monitoramento de pragas e doencas realizados
durante a conducdo do experimento

Para verificar o progresso da ferrugem foram realizadas trés avaliacBes de incidéncia e severidade,
quando os frutos de café se apresentavam nos estadios de maturagao verde (12/04/2019), verde-cana (03/05/2019)
e maduro (09/05/2019). Foram coletadas dez folhas por planta, no terceiro ou quarto par de folhas de ramos
plagiotropicos, tomados aleatoriamente no terco médio da planta, totalizando 50 folhas por subparcela
experimental. A incidéncia da doenga foi determinada com base no nidmero de folhas com pustulas esporuladas
em relacdo ao ndmero total de folhas avaliadas por subparcela experimental, sendo posteriormente convertida para

porcentagem. A severidade da ferrugem foi avaliada por meio de escala diagramatica para ferrugem, descrita por
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Capucho et al. (2011), de acordo coma porcentagem de area foliar lesionada. A resposta dos genotipos avaliados
foi para a populagdo natural de racas de ferrugem presentes no campo experimental de Patrocinio.

Foram obtidos também os dados de produtividade em sacas de café beneficiado por hectare (SC ha't), por
meio da pesagem do café beneficiados apds a secagem (12 % de umidade), com base no espagamento de plantas
de 3.5 x 1 metro.

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software Genes (CRUZ, 2016), obtendo-se as
analises de variancia para incidéncia e severidade de ferrugem, bem como para produtividade, de acordo com o
modelo estatistico Yij =p + Ri + Aj + B + ABjx + e1 + Ci+ CAj; + CBi + CABj + €2, em que Yija é 0 valor
fenotipico; u é a constante inerente a todas as observagdes; Ri é o efeito da repeticdo i; A; efeito do gendtipo (G)
J; Bk € o efeito do tratamento para em controle de ferrugem (C) k; ABj« é o efeito da interacdo GxC; e1é 0 erro
associado a parcela; C; é o efeito do estadio de maturacéo (M) I; CAj; é o efeito da interacdo MxG; CByk é o efeito
da interagdo MxC; CABjj« € 0 efeito da interagdo MxGXC e e, é 0 erro associado a subparcela, sendo e;= e~ N (0,
ae?). A precisdo experimental foi aferida por meio da estimativa do coeficiente de variagdo experimental (CV%).
O agrupamento das médias foi realizado pelo teste de Scott-Knott (1974) (p <0.05) quando identificado efeito
significativo do fator pela andlise de variancia. Estimou-se também o acréscimo na produtividade, em porcentagem
(A%), proporcionado pelo uso de defensivo quimico para controle da ferrugem, em comparacéo as subparcelas

que ndo receberam aplicacdo do produto.

3. RESULTADOS

Para a incidéncia, foram significativas as fontes de varia¢do gendtipos (G), o controle quimico (C), o
estadio de maturacéo (M) e as interagcBes GXC, GXM e GXCxM (Tabela 1). Analisando-se as fontes de variacao
para a severidade percebeu-se comportamento semelhante ao da incidéncia, porém, ndo foi verificado efeito

significativo das interagdes GxM e tripla para severidade (Tabela 1).
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Tabela 1 — Resumo das andlises de variancia para incidéncia (%) e severidade (% de area lesionada) de ferrugem

em folhas de cafeeiro.

Incidéncia Severidade
Graus de
] ) Quadrado Médio Quadrado Médio

Fonte de Variacao Liberdade
Repeticéo 1 0.011 0.003
Genbtipo (G) 3 28.906 * 1.586 *
Controle (C) 1 133.300 * 8.036 *
GxC 3 18.423 * 1.034 *
Erro A 7 1.094 0.101
Maturacéo (M) 2 7.516 * 0.222 *
GxM 6 1.109 * 0.053
CxM 2 1.044 0.085
GxCxM 6 2.001 * 0.068
ErroB 16 0.375 0.028
Total 47 6.909 0.392
Média 12.639 0.687
Cva (%) 30.568 20.477
CVb (%) 17.893 10.825

*p <0.05 pelo teste F.

O Unico gendtipo resistente a ferrugem foi 0 MG0277, com menor | (0.28%) e S (0.01%). Ndo houve
diferenca significativa entre os gendtipos MG0313, MG0006 e MG0012 para a incidéncia e severidade na média
geral. O uso de controle quimico foi eficiente, reduzindo a incidéncia de ferrugem de 22.78% para 2.50% e a
severidade de 1.28% para 0.09% na média geral (TABELA 2).



23

Tabela 2 —Médias para incidéncia (%) e severidade (% de &rea lesionada) de ferrugem em folhas de cafeeiro

considerando genotipos, aplicacdo de controle quimico e estadio de maturacéo dos frutos.

Gendtipos Incidéncia (%) Severidade (%)
MGO0277 0.28 b 0.01 b
MGO0313 21.11 a 1.13 a
MGO0006 17.22 a 0.99 a
MGO0012 11.94 a 0.62 a
Controle

Com controle 2.50 b 0.09 b
Sem controle 22.78 a 1.28 a
Maturacéo

Verde 8.33 c 0.53 b
Verde-cana 13.54 b 0.76 a
Maduro 16.04 a 0.76 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, para cada fonte de variagéo, pertencem a um mesmo grupo pelo teste
de Scott-Knott (p <0.05).

Observa-se pela analise da interacdo GXC que o gendtipo MGO0277 sem controle quimico apresentou
menor incidéncia e severidade de ferrugem que os Bourbons (MG0006 e MG0012) com ou sem controle quimico,
indicando sua resisténcia genética. Ja o genotipo de HT suscetivel (MG0313) apresentou elevada expressdo da
doenca sem o controle quimico, indicando uma possivel quebra de resisténcia ou insuficiéncia de alelos que
promovem a caracteristica. Por outro lado, quando foi adotado o uso de controle quimico, esse genétipo apresentou
melhor resposta que os Bourbons. Aqui, demonstra-se pela primeira vez que genétipos de ascendéncia resistente,
ainda que se comportem como suscetiveis, respondem melhor ao controle quimico da ferrugem. Os Bourbons ndo

tratados apresentaram alta | e S, indicando sua conhecida suscetibilidade (FIGURA 2).
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Figura 2. Médias e erro padrdo para (a) Incidéncia (%) e (b) severidade (% de area lesionada) de ferrugem em

folhas de cafeeiro, em funcdo do gendtipo e aplicacdo de controle quimico. Letras mindsculas indicam a
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comparagado entre gen6tipos dentro de um mesmo tipo de tratamento quimico para ferrugem (com ou sem controle
quimico) e letras maiGsculas correspondem a comparacdo do mesmo genotipo em diferentes tratamentos para
controle da doenca. Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott
(p<0.05).

Com relacéo a expresséo da doenca nas plantas em fungdo do estaddio de maturacgéo, observou-se que a
incidéncia e severidade foram menores quando os frutos estavam verdes (abril). No geral, a incidéncia aumentou
ao longo da maturacéo, ao contrario da severidade, que se estabilizou apds o estadio verde, ndo havendo diferencga
significativa entre os dois ultimos estadios de maturacdo (TABELA 2). Os gen6tipos se comportaram
diferentemente com relagdo a doenca quando avaliados em diferentes estadios de maturagéo e com ou sem controle
quimico (interacdo GXCxM). Os gendtipos de Bourbon néo tratados apresentaram um pico de incidéncia no estadio
verde-cana, sendo que o pico no MGO0012 foi menos acentuado. Quando os Bourbons foram controlados
quimicamente para a ferrugem iniciaram o periodo de avaliagdo com incidéncia zero e apresentaram um pico da
doenca ap0s o estadio verde-cana, mas sem se aproximarem do nivel de incidéncia dos ndo tratados. O Bourbon
MGO0012 teve um pico mais repentino que o MG0006, terminando as avaliagfes na maturacdo cereja dos frutos
com menor incidéncia e severidade. Observa-se que o Bourbon MGO0012 teve menor expressdo da doenga que o
Bourbon MG0006 independentemente de ser ou ndo tratado com defensivo para controle da ferrugem (FIGURA
3).
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Figura 3. Médias e erro padrdo para (a) Incidéncia (%) e (b) severidade (% de area lesionada) de ferrugem em
folhas de cafeeiro em funcdo do gendtipo, aplicagdo de controle quimico e estadio de maturagdo do fruto. Os
tratamentos com aplicacdo de controle quimico correspondem as linhas sélidas enquanto os tratamentos sem

aplicacéo de controle quimico correspondem as linhas tracejadas.

Nos gendtipos de HT sem o controle quimico 0 MG00277 teve pequena incidéncia no final da maturacao
dos frutos e 0 HT MGO0313 ja iniciou o periodo de avaliacbes com elevada incidéncia e permitiu a evolucéo da

doenca até a maturacdo dos frutos. Por outro lado, quando controlados quimicamente para a ferrugem os HT
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tiveram o mesmo comportamento ao longo do periodo de avaliagdo, com nenhuma incidéncia da doenga. Quando
se analisou a severidade ao longo da maturacdo dos frutos percebeu-se tendéncia diferente da incidéncia apenas
no genotipo de HT MG0313 sem o controle quimico, indicando que para a severidade, nesse gendtipo, a folha esta
sendo eficiente no controle da progresséo da doenca, porém a incidéncia mostra que folhas saudaveis continuaram
a ser infectadas (FIGURA 3).

N&o houve efeito significativo de gendétipos, controle ou da interacdo entre esses fatores para a
produtividade de gréos considerando a colheita da safra 2018/2019 (TABELA 3).

Tabela 3 — Resumo da analise de variancia para produtividade em 2019 (sacas de 60 kg.ha™?).
Produtividade

Fonte de Variacdo Graus de Liberdade Quadrado Médio
Repeti¢do 1 1155.8844
Gendtipo (G) 3 579.2890
Erro A 3 197.9394
Controle (C) 1 35.9964
G xC 3 37.5201
ErroB 4 50.5256
Total 15

Média 59.50
CVa (%) 23.65
CVb (%) 11.95

Analisando-se as médias dos gen6tipos, com e sem o controle quimico, percebeu-se que os gendtipos
suscetiveis (MG0313, MG0006 e MG0012), principalmente os Bourbons, tendem a apresentar incrementos em
produtividade quando a doenca foi controlada quimicamente, ao contrario do genétipo resistente (MG0277), o que

podera ser validado em outros estudos (TABELA 4).

Tabela 4 — Produtividade média (sacas de 60 kg.ha') em 2019, referente aos gendtipos manejados com e sem
controle quimico para controle da ferrugem do cafeeiro e acréscimo em porcentagem (A%) devido ao uso de

controle quimico.

Produtividade média

Com controle quimico Sem controle quimico A%
MGO0277 71.43 77.14 -7.41
MGO0313 52.57 48.57 8.24
MGO0006 68.57 60.00 14.29

MG0012 51.43 46.28 11.11
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4, DISCUSSAO

Na agricultura a existéncia de ferramentas a disposicdo dos produtores no manejo de pragas e doengas é
fundamental, pois sabe-se que a eficiéncia no manejo rumo a lucratividade é obtida por um conjunto de praticas
agricolas. Neste trabalho demonstrou-se que tanto o método genético quanto o quimico podem ser usados no
controle da ferrugem. Portanto, a escolha correta da cultivar para um objetivo especifico de producdo e ambiente
de cultivo pode ser determinante no sucesso da atividade e do correto manejo quimico da doenca, que produz
resultados diferenciados em funcéo da cultivar de café utilizado.

O efeito significativo do fator gendtipos sobre a incidéncia e severidade de ferrugem evidencia a
existéncia de diferentes niveis de resisténcia entre os acessos avaliados. Como esperado, 0s genétipos pertencentes
ao grupo Bourbon apresentaram alta suscetibilidade a ferrugem. Isso se deve ao fato de que as variedades
tradicionais como Typica e Bourbon possuem apenas um fator de resisténcia (Su5), deixando-as vulneraveis a
maioria das ragas de ferrugem (AVELINO et al., 2006). Diversos estudos comprovam essa suscetibilidade de
gendtipos do grupo Bourbon, sendo utilizados geralmente como testemunha suscetivel nos experimentos (Del
GROSSI et al., 2013; CARVALHO et al., 2017).

Dentre os genotipos do grupo HT, um deles se destacou como resistente (MG0277), com incidéncia e
severidade de ferrugem quase nulas mesmo sem o uso de defensivo. A expressao da ferrugem nesse genétipo sem
0 uso de controle quimico foi inferior aos Bourbons, mesmo quando esses Ultimos foram tratados quimicamente
para a doenca, demonstrando que a resisténcia genética pode ser pelo menos téo eficiente quanto o controle
quimico e, em alguns casos, mais eficiente. Os gendtipos derivados do Hibrido de Timor sdo provenientes de um
cruzamento natural entre C. arabica e C. canephora e tém sido intensivamente utilizados nos programas de
melhoramento em todo o mundo por ser uma excelente fonte de resisténcia a ferrugem, contendo uma série de
genes (Su5 a Sn9) provenientes das duas espécies genitoras (de BRITO et al., 2010). Estes genes podem néo ser
0s Unicos ja que sua resisténcia foi mantida frente a novas racas que atacam os genes Sn5-Su9 (VARZEA,;
MARQUES, 2005).

Entretanto, algumas cultivares melhoradas derivadas de HT tém perdido sua resisténcia (VARZEA;
MARQUES, 2005). A cultivar Oeiras MG 6851, mencionada como resistente a ferrugem (PEREIRA et al., 2010),
foi altamente suscetivel ao patégeno em estudos recentes (Del GROSSI et al., 2013; CARVALHO et al., 2017).
Outras cultivares também apresentaram quebra de resisténcia, pelo menos parcial, como a Acaud, Araponga MG
1, IPR 99, Obaté IAC 1669-20, Sabia 398 e Tupi IAC 1669-33, todas derivadas de HT (Del GROSSI et al., 2013).

No presente trabalho, o gendtipo MG0313 apresentou comportamento oposto ao MG0277, ambos
pertencentes ao grupo HT, com os maiores valores de incidéncia e severidade quando néo foi realizado o controle
quimico, comportando-se como suscetivel. Esses dados demonstram a grande variabilidade existente para reagao
de resisténcia as racas de H. vastatrix no germoplasma derivado de HT, a qual deve ser explorada nos programas
de melhoramento. Isso porque a perda de resisténcia em alguns genétipos pode ser justificada tanto pela erosao
genética devida aos sucessivos cruzamentos com cultivares comerciais nas diversas fases do melhoramento, quanto
pela mutagdo dos genes de H. vastatrix para novas formas de viruléncia (ADEPOJU et al., 2017), ndo invalidando
o0 grande interesse deste germoplasma. Apesar dos relatos de quebra de resisténcia citados anteriormente, existem
casos de eficiéncia duradoura que permitem a preservacdo da imunidade ou a manutencdo da incidéncia e
severidade em niveis moderados (CARVALHO et al., 2017).
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Acredita-se que a resisténcia observada nas cultivares derivadas de HT seja duravel dependendo das racas
do patégeno presentes em cada local (Del GROSSI et al., 2013). Até o momento, mais de 50 racas fisioldgicas do
fungo H. vastatrix foram identificados em todo o mundo (TALHINHAS et al., 2017), contendo nove genes de
viruléncia (v1-v9), sozinhos ou combinados (VARZEA; MARQUES, 2005), das quais pelo menos 16 delas ja
foram encontradas no Brasil (CAPUCHO et al., 2013). Os genes de resisténcia Sul, Sn2, Sué4 e Su5, presentes em
C. arabica, j& foram superados por diversas ragas de H. vastatrix, incluindo as identificadas no Brasil (CAPUCHO
et al., 2009). Em estudo realizado em Londrina, foi observado que os genes Sul, Su2, Sv4, Su5 e Su8 ja tiveram
sua resisténcia superada pela populacéo local de racas de ferrugem (Del GROSSI et al., 2013). Segundo Zambolim
et al. (2005), ¢ dificil prever a durabilidade da resisténcia das cultivares atuais e as quebras de resisténcia
observadas séo devidas ao aparecimento de novas ragas do fungo.

O desenvolvimento e manutengdo de ragas de H. vastatrix sdo devidos & exposi¢do do patdgeno a plantas
de café com varios genes de resisténcia, uma vez que o fungo causador da ferrugem é de alta mutabilidade
(VARZEA; MARQUES, 2005). Assim, a permanéncia espacial e temporal de gendtipos resistentes no campo
como nas plantas perenes, favorece a emergéncia de novas ragas compativeis do patdgeno devido a pressdo de
selecdo (VARZEA; MARQUES 2005). Portanto, é esperado que novas ragas do patdgeno provavelmente surjam
em areas onde ha mais plantas que possuam genes de resisténcia, e, quanto maior a variedade de genes, mais as
racas podem se desenvolver. Campos com essas caracteristicas, como bancos de germoplasma, podem entdo ser
considerados como “campos de alto risco” quando se trata do desenvolvimento de ragas de ferrugem (GICHURU
et al., 2012).

E importante ressaltar que o HT MG0313 apresentou maior expressdo da ferrugem que os genétipos do
grupo Bourbon, o que ndo era esperado. Porém, uma caracteristica ndo avaliada no experimento, e que pode ter
influéncia nesse resultado, foi o enfolhamento ou vigor das plantas. Foi perceptivel visualmente que as plantas dos
genotipos HT se encontravam mais vigorosas que as do grupo Bourbon e, segundo Avelino et al. (2006), o nimero
de folhas do cafeeiro esté4 positivamente correlacionado com o desenvolvimento da epidemia de ferrugem. Assim,
maior area foliar favorece a maior interceptagdo por uredinidsporos, além de criar um microclima mais propicio
ao desenvolvimento do fungo, com maior umidade e menor luminosidade (GODOY et al., 1997; AVELINO et al.,
2004; MONTEIRO, 2014).

O controle ou ndo com produto quimico também teve efeito significativo sobre a incidéncia e severidade
de ferrugem. A aplicacdo do fungicida foi eficiente no controle da doenga em todos os gendtipos avaliados,
principalmente nos genétipos HT, que ndo apresentaram sintomas. Destaca-se 0 gen6tipo MGO0313 que apesar de
apresentar a maior expressao da doenca quando ndo foi realizada aplicacdo de defensivo, teve sua incidéncia e
severidade anuladas quando houve controle, ao contrario dos Bourbons. Alguns autores relatam que a maioria dos
genotipos derivados de HT apresenta resisténcia parcial quando a resisténcia completa é quebrada, gracas a
presenca de genes de menor efeito (ESKES et al., 1990; SILVA, et al. 2006). Esse resultado demonstra o potencial
das cultivares derivadas do HT, pois mesmo quando ocorre a quebra de resisténcia vertical apresentam resposta
ao controle quimico mais eficiente que cultivares totalmente suscetiveis. Isso pode ocorrer por meio de uma agéo
sinérgica entre esses genes de resisténcia parcial e mecanismos de defesa induzidos pela aplicacdo do fungicida.
Esses resultados evidenciam também o efeito da interagcdo GxC, em que os gendtipos respondem de forma diferente
ao tratamento aplicado.
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Na atividade cafeeira sem irrigacdo sdo consideradas boas produtividades médias ao longo do tempo
aquelas acima de 45 sacas.ha® (CARVALHO et al., 2017). N&o se observa, entretanto, efeito significativo do
controle quimico sobre a produtividade na safra de 2018/19. Esse efeito ndo significativo do uso de controle
quimico na produtividade, em relagdo a testemunha, é esperado, visto que, apesar dos danos causados pela
ferrugem, os fotoassimilados produzidos pela planta sdo direcionados aos frutos da safra atual, prejudicando a
safra seguinte (ADEPOJU et al., 2017). Assim, o dano da ferrugem se reflete em uma reducéo na producéo do ano
posterior a uma alta incidéncia da doenca (AVELINO et al. 2006; ZAMBOLIM, 2016). Isso pode ser justificado
pela maior desfolha observada nas plantas nao tratadas em comparacéo as plantas que receberam controle quimico.
Ou seja, a reducdo significativa da taxa fotossintética devido a queda de folhas provocada pela ferrugem do
cafeeiro pode afetar algumas funcdes da planta, como iniciacdo floral e crescimento de raizes e ramos
(CHALFOUN et al., 1981).

O efeito da doenca na produtividade da planta é, portanto, indireto, por meio da desfolha provocada na
safra anterior. Segundo Godoy et al. (1997), se a desfolha dos cafeeiros provocada pela ferrugem ocorrer antes da
inducao floral ou durante o desenvolvimento dos frutos ocorrerd, respectivamente, a reducdo da floragéo e a ma
formacéo dos frutos. Porém, em geral, o pico da doenga ocorre durante a colheita dos frutos. Por isso, perdas em
produtividade no primeiro ano de infestacdo sdo frequentemente de baixa importancia (TALHINHAS et al., 2017).
E esperado, considerando o presente trabalho, que na safra 2019/2020 seja observada diferenca significativa em
produtividade entre as parcelas tratadas e ndo tratadas com controle quimico para ferrugem.

N&o houve também diferenca significativa entre genétipos para produtividade nessa primeira safra,
independentemente do uso ou ndo de controle quimico. De forma semelhante, Echeverria-Beirute et al. (2018), ao
avaliarem dois gendtipos de café (Catuai Vermelho IAC 144 — suscetivel a ferrugem, e um hibrido F1 de Caturra
x Ethiopian 531 — leve tolerancia as ragas predominantes de ferrugem), com uso de fungicida (ciproconazol +
epixiconazol a 500 mL.ha™) e sem controle quimico de ferrugem, verificaram que houve efeito significativo de
gendtipos e do controle quimico sobre a incidéncia e severidade da doenca. Porém, assim como no presente
trabalho, ndo identificaram efeito significativo do controle e genotipos sobre a primeira producdo avaliada.
Constata-se, também, no trabalho de Echeverria-Beirute et al. (2018), uma superioridade na producédo do hibrido
(tolerante) em relacdo a cultivar suscetivel tanto no tratamento com e sem controle, assim como observado no
presente trabalho, em que existe uma tendéncia de o gendtipo resistente MG0277 apresentar produtividade superior
aos suscetiveis. Além disso, 0s gendtipos suscetiveis tendem a responder melhor ao uso de defensivo quanto a
produtividade, o que é visivel pelo acréscimo em produtividade quando é realizado o controle, apesar de o controle
quimico da doenca ser mais eficiente em genétipos de background resistente (HTs), de forma que esses resultados
poderdo ser validados em trabalhos futuros.

O estadio de maturagdo dos frutos teve efeito significativo sobre a incidéncia e severidade de ferrugem.
No geral, a incidéncia aumentou ao longo da maturacéo, enquanto a severidade se estabilizou ap6s o estadio verde-
cana. Nao ha evidéncias de existéncia de defesas constitutivas em café que poderiam limitar a infeccéo da folha
por H. vastatrix. Os uredinidsporos de H. vastatrix geralmente germinam e diferenciam o apressério dentro do
estbmato igualmente em plantas suscetiveis ou resistentes (SILVA et al., 2006). Ainda assim, varios mecanismos
de resisténcia sdo ativados apos a infecgdo. Esses mecanismos de defesa sdo ativados nas plantas que apresentam
algum nivel de resisténcia ao patdgeno. A infecgdo leva a uma cascata de respostas de defesa que vai impedir a

progressdo do patdgeno e consequentemente da doenga (MONTEIRO, 2014). Estudos tém mostrado que em
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diferentes gendtipos de cafeeiro a resisténcia a H. vastatrix é expressa pela liberagdo de H,O, com uma répida e
localizada morte da célula vegetal associada a restri¢do do crescimento de fungos e pelo aumento da atividade de
enzimas de defesa e dos teores de compostos fenélicos (MONTEIRO, 2014). Isso explica a crescente incidéncia e
a estabilizacdo da severidade observada na média geral dos gen6tipos, indicando que ao longo da maturagdo outras
folhas continuam sendo infectadas, mas a progressdo da doenga em cada folha é contida.

Deve-se atentar, entretanto, ao fato de que existe resposta diferencial dos genotipos quanto a expressao
da doenca ao longo da maturacgéo. Para os genétipos do grupo Bourbon sem controle quimico a incidéncia de
ferrugem aumentou ao longo de todo o periodo de maturacéo dos frutos, mas o pico de incidéncia ocorreu no
estadio verde-cana, correspondente a segunda avaliacdo no més de abril.

Ja 0 genotipo resistente ndo apresentou alteracdo na incidéncia mesmo sem o uso de fungicida.
Diferentemente, no HT suscetivel, observou-se aumento progressivo da incidéncia de ferrugem até atingir nivel
méaximo no estddio maduro. A severidade do HT suscetivel apresentou comportamento semelhante ao dos
Bourbons, porém, no HT suscetivel houve redugdo da severidade no estddio maduro, mesmo com o aumento na
incidéncia. Essas diferencas estdo possivelmente ligadas aos variados niveis de resisténcia ou suscetibilidade de
cada gendtipo.

Em café tem sido observada resisténcia completa e parcial. A resisténcia completa a ferrugem do cafeeiro
é condicionada por pelo menos nove genes dominantes de efeito maior (Su1-Su9) e ocorre quando esses genes se
encontram em homozigose, individualmente ou combinados (ESKES et al., 1990). A selecdo de genotipos
resistentes tem sido, até entdo, baseada nessa resisténcia completa e altamente especifica derivada desses genes
maiores, sendo o germoplasma HT a principal fonte desses alelos (HERRERA et al., 2009). A evolucdo da
ferrugem no genédtipo MG0277 ao longo da maturagdo, com expressdo quase nula da doenca indica que esse acesso
apresenta provavelmente esse tipo de resisténcia.

Por outro lado, a resisténcia parcial a ferrugem do cafeeiro € menos compreendida. Esse tipo de resisténcia
é considerado geneticamente complexo e frequentemente ndo especifico, envolvendo mecanismos de defesa
constitutivos e induzidos (VAN DER VOSSEN, 2005). Fontes desse tipo de resisténcia tém sido identificadas em
C. canephora e em alguns gendtipos de C. arabica, incluindo os HT (VAN DER VOSSEN, 2005). De fato, a
maioria dos genotipos derivados de HT apresenta resisténcia parcial quando a resisténcia completa é quebrada
(ESKES et al., 1990; SILVA, et al. 2006). Segundo Castillo e Alvarado (1997), em café, esse tipo de resisténcia é
claramente associado com o progresso da epidemia e enfolhamento no campo. Individuos parcialmente resistentes
exibem progresso lento da epidemia com um atraso de até cinco meses comparado ao material suscetivel e desfolha
reduzida. Outro aspecto relevante é que uma menor severidade pode indicar resisténcia horizontal. A avaliacdo da
severidade e da incidéncia da ferrugem é justificada devido a sua importancia na identificacdo de cultivares que
suportam melhor o patdgeno, pois aquelas que apresentarem menor severidade provavelmente toleram mais a
doenca devido & menor desfolha (CARVALHO et al., 2017). Segundo Campbell e Madden (1990), em condigGes
naturais de epidemia, a severidade é o componente que melhor discrimina niveis de resisténcia horizontal. Esse
pode ser um indicio do motivo de no tratamento sem controle quimico o gendtipo HT MGO0313, aparentemente
sem resisténcia completa, foi o Unico a demonstrar queda acentuada na severidade ap6s o estadio verde-cana,
mesmo com 0 aumento na incidéncia. Considerando-se que existem genes de resisténcia parcial também em alguns

genotipos de café arabica, como citado anteriormente, a diferenca de incidéncia e severidade de ferrugem entre
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gendtipos do grupo Bourbon, tanto com como sem o uso de controle quimico, pode ter relagdo com a expressdo
de alguns desses genes.

As diferentes respostas dos genotipos a aplicacdo do controle quimico ao longo da maturacdo podem
também ser reflexo da constituicdo genética de cada acesso avaliado, de forma que os genes de resisténcia completa
ou parcial podem atuar em conjunto com o defensivo na resposta a doenga. Além disso, aspectos ambientais, como
diferencas no microclima devido ao menor vigor dos gen6tipos do grupo Bourbon, também podem interferir na
resposta da planta ao produto quimico e, consequentemente, no nivel de expressao da ferrugem. Os efeitos de cada
genotipo, préaticas culturais, e fatores ambientais, sobre os quais hd pouca ou nenhuma possibilidade de acéo
humana, interferem na fisiologia da planta tornando complexo o entendimento do desenvolvimento da epidemia
(AVELINO et al., 2004). Porém, destaca-se que genétipos de background resistente respondem de forma mais
eficiente ao controle quimico, ainda que se comportem como suscetiveis devido a uma possivel quebra de
resisténcia. 1sso demonstra mais uma vantagem da adocao de cultivares resistentes na busca de uma cafeicultura

mais sustentavel.

5. CONCLUSOES

O genodtipo de HT MG0277 apresenta resisténcia a ferrugem, sendo o controle genético pelo menos tdo
eficiente quanto o controle quimico.

Os gendtipos avaliados respondem diferentemente ao controle quimico ao longo do tempo, sendo mais
eficiente o controle aplicado em gendtipos com background resistente.

Os geno6tipos apresentam produtividade semelhante na safra correspondente & infeccéo,
independentemente do uso ou nao de controle quimico.
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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E COMPOSICAO QUIMICA DO CAFE EM

FUNCAO DO CONTROLE GENETICO OU QUIMICO DA FERRUGEM
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(Verséo preliminar)

RESUMO

Os mecanismos de defesa de genotipos de cafeeiro (Coffea arabica L.) resistentes a ferrugem (Hemileia vastatrix
Berk. et Br.) compreendem a ativacdo de enzimas antioxidantes e fortalecimento de barreiras fisicas e quimicas.
Entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos ativados pelo controle quimico, bem como os reflexos dessas duas
formas de controle em érgdos ndo diretamente afetados pelo patdgeno. Objetivou-se avaliar a relagdo entre a
expressao da ferrugem no cafeeiro e a atividade enzimatica de folhas e frutos, o teor de nutrientes e de compostos
fendlicos nas folhas e de metabdlitos nos frutos, em funcdo do controle genético ou quimico. Foram avaliados
quatro gendtipos de café arabica dos grupos Hibrido de Timor (MG0277 e MG0313) e Bourbon (MGO0006 e
MG0012), com e sem tratamento quimico para controle de ferrugem (Verdadero 600 WG® - Ciproconazol (30%
m/m) + Tiametoxan (30% m/m), 1,0 kg hal), em um esquema de parcela subdividida. O controle quimico néo
afeta o teor de nutrientes, mas sim a concentracdo de compostos fendlicos nas folhas e de proteinas nos frutos. A
atividade das enzimas antioxidantes nas folhas e frutos ndo sofre efeito de genétipos ou controle quimico. Os teores
de acgUcares totais, cafeina e trigonelina nos frutos estdo relacionados com a resisténcia genética. A expressdo da
ferrugem esta associada ao teor de compostos fendlicos e nutrientes nas folhas, a composi¢ao quimica de frutos e
a atividade de enzimas antioxidantes nas folhas e frutos, indicando uma resposta sistémica da planta a infeccéo.

Essas associa¢fes dependem do tipo de controle adotado.

PALAVRAS-CHAVE: Coffea arabica L.; Hemileia vastatrix Berk et. Br.; superéxido dismutase; catalase;

peroxidase do ascorbato; resisténcia genética; triazol.

1. INTRODUCAO

Os mecanismos de defesa em gendtipos de cafeeiro (Coffea arabica L.) nos quais se observa uma
interagdo incompativel entre o agente agressor e 0 hospedeiro séo frequentemente estudados. Uma das primeiras
respostas das plantas resistentes corresponde a ativacdo de uma exploséo oxidativa, caracterizada por um aumento
nos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs), que precede a sintese de compostos antimicrobianos e ativagdo

de genes relacionados a defesa (Monteiro et al, 2016, Pandey et al., 2017). No entanto, as EROs produzidas em



34

excesso quando as plantas sdo submetidas a condi¢des adversas, tornam-se toxicas as células (Monteiro et al, 2016,
Pandey et al., 2017). Para remové-las ou minimizar seus efeitos, as plantas contam com o sistema antioxidante.
Esse sistema é constituido por componentes ndao enzimaticos consumidores de oxiradicais e por enzimas
antioxidantes, dentre as quais se destacam a superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), a catalase (CAT, EC
1.11.1.6) e a peroxidase do ascorbato (APX, L-ascorbate peroxidase, EC 1.11.1.11), sendo um mecanismo de
tolerancia das plantas ao estresse (Monteiro et al, 2016, Pandey et al., 2017, Silveira et al., 2015).

A ferrugem do cafeeiro, causada pelo fungo biotréfico Hemileia vastatrix Berk. et Br. é considerada a
principal doenca da cultura em abrangéncia e danos, e seu controle pode ser eficientemente realizado por medidas
de natureza genética ou quimica (Echeverria-Beirute et al., 2018). A defesa do cafeeiro a ferrugem engloba
estratégias como grande liberagdo de H,O, rapida e localizada morte da célula vegetal, associada a restri¢do do
crescimento de fungos, além do aumento da atividade de enzimas de defesa como a SOD, CAT e APX (Silva et
al., 2008). Também foi constatada a deposicdo de compostos fendlicos, acimulo de calose e lignificacdo da parede
celular na zona de infeccdo, limitando o crescimento do fungo (Silva et al., 2008). Assim, 0 monitoramento da
atividade de enzimas antioxidantes pode ser usado como um indicador do estresse oxidativo em plantas.

Além disso, os minerais absorvidos pelas plantas também estdo relacionados a diferentes respostas de
defesa das plantas, ja que séo constituintes de barreiras fisicas e quimicas e atuam como cofatores essenciais de
enzimas envolvidas na desativacdo de EROs, como a SOD e a CAT (Silva et al. 2020). A disponibilidade de
nutrientes em equilibrio afeta significativamente a anatomia, morfologia e composi¢do quimica celular da planta
em sua constituicdo ou melhora a resisténcia fisioldgica a patdgenos (Pérez et al., 2019). J4 0 excesso, ou
deficiéncia mineral, afetam direta ou indiretamente o metabolismo vegetal, alterando o equilibrio de seus
constituintes quimicos (Acufia et al., 1992).

A fisiologia das plantas é drasticamente alterada quando tratadas com fungicidas (Honorato-Junior et al.,
2015). Os fungicidas do grupo dos triazéis estdo associados com a reducdo da taxa de transpiracdo por meio do
ajuste osmético nos estdmatos, evitando murchamento e senescéncia foliar (Herzog et al., 2018). Também
promovem alteracGes na morfologia das folhas e estimula o florescimento e formac&o dos frutos, aumentando o
rendimento das culturas, além da maior capacidade fotossintética da planta por meio do aumento nos teores de
clorofila total e maior taxa de assimilagdo liquida, resultando em incremento da massa seca total (Demant e
Maringoni, 2012, Moura, 2013). Também é relatado efeito positivo ou negativo do uso de fungicidas para controle
de ferrugem nos atributos avaliados na anélise sensorial da bebida e no teor de compostos voléteis do café torrado,
dependendo do composto avaliado (Echeverria-Beirute et al., 2018).

Entretanto, sdo escassas na literatura, as informacGes sobre quais 0s mecanismos de defesa das plantas
sdo induzidos pelo uso do controle quimico, bem como sobre sua semelhanga com as respostas determinadas pela
resisténcia genética (Honorato-Junior et al., 2015). Outro ponto pouco elucidado ¢ a possibilidade de um dano no
tecido foliar, provocado por um patogeno, ter reflexo no metabolismo e composicéo de outros 6rgéos da planta
quando se adota o controle genético ou quimico. Até o momento ndo foram encontrados estudos em condicdes de
campo sobre o efeito do controle genético e quimico da ferrugem no metabolismo antioxidante da planta e na
composicao quimica de folhas e frutos de café. Compreender a maneira pela qual o patégeno afeta o0 metabolismo
da planta, bem como a forma que os diferentes métodos de controle auxiliam no combate desses danos, pode
auxiliar na escolha do manejo a ser adotado e, com isso, reduzir os danos causados as culturas (Honorato-Junior
et al., 2015).
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Diante do exposto, objetivou-se avaliar a relacdo entre a expressdo da ferrugem no cafeeiro e a atividade
enzimatica de folhas e frutos, o teor de nutrientes e compostos fendlicos nas folhas e de metabdlitos nos frutos, em
funcdo do controle genético ou quimico da doenca. Questiona-se se 0s mecanismos de defesa encontrados nos
genotipos resistentes sdo semelhantes aqueles induzidos pelo uso do produto quimico para controle da ferrugem.
Além disso, deve-se avaliar se a ocorréncia da doenca nas folhas e suas formas de controle tém reflexo no
metabolismo e composicdo quimica dos frutos. Os resultados deste estudo podem contribuir para o entendimento
das rotas de defesa a ferrugem, ativadas pelo controle genético e quimico na planta, assim como seus efeitos no

produto final.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Descri¢do do experimento

O experimento foi realizado no ano agricola de 2018/19, no Banco Ativo de Germoplasma de Coffea spp.
de Minas Gerais, Brasil no Campo Experimental de Patrocinio (CEPC), situado a 18°59“26” de latitude sul,
48°5895” de longitude oeste e 975 metros de altitude, na Regido do Cerrado Mineiro, 12 Denominacéo de Origem
de Cafés do Brasil. O solo é do tipo Latossolo Vermelho (Geoinfo, 2004) e a topografia é plana, com ligeira
inclinacdo. Patrocinio se encontra em uma regido de clima Tropical, com inverno seco e estacdo chuvosa no verdo
(Aw), conforme classificacdo de Képpen (Martins et al., 2018).

Foram avaliados quatro gendtipos de café arabica (Coffea arabica L.), implantados no ano de 2006, em
blocos casualizados com duas repeticdes e dez plantas por parcela, sendo dois do grupo Hibrido de Timor
(MGO0277- origem Hibrido de Timor UFV 376-52 e MG0313 - origem Hibrido de Timor UFV 428-04) e dois do
grupo Bourbon (MG0006 e MG0012, coletados em lavouras de propriedades particulares nos municipios de
Araponga e Manhumirim — MG, respectivamente). Esses gen6tipos foram escolhidos pela conhecida resisténcia e
suscetibilidade a ferrugem (Hemileia vastatrix Berk et Br.) dos genétipos dos grupos Hibrido de Timor e Bourbon,
respectivamente.

Metade das plantas de cada parcela recebeu tratamento quimico via solo para controle da ferrugem
(Verdadero 600 WG® - Ciproconazol (30% m/m) + Tiametoxan (30% m/m), 1,0 kg ha), no inicio do periodo das
chuvas, em novembro de 2018, conforme recomendagao agronémica. Esse produto também é eficiente no controle
do bicho mineiro, pela presenca do ingrediente ativo Tiametoxan. Desta forma, na outra metade de cada parcela,
foi realizado, simultaneamente, o controle de bicho mineiro (Actara 250 WG® - Tiametoxan (25% m/m), 1,0 kg
ha!), totalizando, em um esquema de parcela subdividida, oito tratamentos com duas repeticdes em subparcelas
de cinco plantas. Os demais tratos culturais foram realizados conforme recomendacgéo técnica baseada na analise

de solo e monitoramento de pragas e doencas.
2.2. Avaliacéo da ferrugem
Para verificar o progresso da ferrugem, foram realizadas, de abril a maio de 2019, trés avalia¢Ges de

incidéncia e severidade quando os frutos de café se apresentavam predominantemente nos estadios de maturacéo

verde, verde-cana e maduro. Foram coletadas dez folhas por planta, no terceiro ou quarto par de folhas de ramos
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plagiotrépicos, tomados aleatoriamente no terco médio da planta, totalizando 50 folhas por subparcela
experimental. A incidéncia da doenca foi determinada com base no nimero de folhas com pustulas esporuladas
em relacdo ao numero total de folhas avaliadas por subparcela experimental, sendo, posteriormente, convertida
para porcentagem. A severidade da ferrugem foi avaliada por meio de escala diagramética para ferrugem, descrita
por Capucho et al. (2011), de acordo com a porcentagem de area foliar lesionada. Os resultados apresentados
correspondem & média dos valores obtidos nos trés tempos de avaliacdo em cada subparcela. A resposta dos
gendtipos avaliados foi para a populacdo natural de ragas de ferrugem presentes no campo experimental de
Patrocinio.

2.3. Avaliacdo da atividade enziméatica em folhas e frutos

Simultaneamente as avaliagdes de ferrugem, foram realizadas coletas de material vegetal para analise de
atividade enzimatica. Para cada tempo de coleta, folhas e frutos localizados no terco médio das plantas, no terceiro
ou quarto par de folhas dos ramos plagiotropicos foram coletados e imediatamente congelados em nitrogénio
liguido. Em seguida, as amostras foram armazenadas em freezer a -86 °C para posterior analise. Os resultados
apresentados correspondem a média dos valores obtidos nos trés tempos de coleta em cada subparcela.

Para a obtencdo dos extratos utilizados na determinacédo da atividade das enzimas superdxido dismutase
(SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e peroxidase do ascorbato (APX, L-ascorbate peroxidase, EC
1.11.1.11) nas folhas, amostras de 200 mg de tecido foliar foram maceradas com N liquido em almofariz, com
adicdo de polivinilpirrolidona (PVP)-Vetec 1% (p/p), até obtencdo de um po6 fino. Ja para a analise dos frutos, as
amostras de frutos foram liofilizadas por 96 horas (liofilizador Terroni, modelo Enterprise 1) e moidos por cerca
de 1 minuto em moinho 11A basic (IKA, Brasil), adicionando-se nitrogénio liquido para facilitar a moagem e
evitar oxidagdes das amostras, com adi¢do de polivinilpirrolidona (PVP) 1% (p/p), até a obtengdo de um pé fino.

Em seguida, 200 mg do p6 obtido no preparo de amostras de folhas e frutos foram homogeneizados em
tampéo de extracdo descrito na Tabela 1, para cada tipo de amostra. Os homogeneizados foram centrifugados
(Centrifuge 5804 R Eppendorf) a 14000 rpm, por 25 minutos, a 4 °C, e 0s sobrenadantes utilizados para realizagao

das analises enzimaticas (Bimelt; Keetman; Albrecht, 1998).
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Tabela 1 — Descricao das solucBes tampédo de extracdo e incubacdo para andlise das enzimas SOD, CAT e APX

em folhas e frutos de cafeeiro

Folhas

Frutos

Tampéo de
extracdo -1500

pL de volume

375 uL de fosfato de potéssio (Vetec) 100
mM e pH 7.8;

15 uLde EDTA 0,1 mM;

75 pL de acido ascorbico (Vetec) 10 mM;

1452 uL de fosfato de potassio 100 mM e pH
7

15 puL de EDTA 100 mM,;

15 pL de acido ascorbico 100 mM,;

total 1035 pL de agua destilada. 6 uL de DDT 500 mM;
12 pL. de PMSF 100 mM.
7 uL do extrato enzimatico (ajustado para 360 5 pL do extrato enzimatico (ajustado para
pL de solugdo final); 200 pL de solugdo final);
Incubagéo fosfato de potassio (Vetec) 100 mM pH 7,0;  fosfato de potassio 200 mM pH 7,0;
APX acido ascorbico (Vetec) 0,5 mM; acido ascorbico 10 mM;
perdxido de hidrogénio (Dinamica) 0,1 mM;  peroxido de hidrogénio 250 mM;
agua destilada. agua destilada.
9 uL do extrato enzimatico (ajustado para 360 9 pL do extrato enzimatico (ajustado para
pL de solugdo final); 180uL de solugdo final);
Incubacéo ] )
fosfato de potassio (Vetec) 100 mM pH 7,0;  fosfato de potassio 100 mM pH 7,0;
CAT peroxido de hidrogénio (Dinamica) 12,5 mM; perdxido de hidrogénio 12,5 mM;
agua destilada. agua destilada.
12,5 pL do extrato enzimatico (ajustado para 5 pL do extrato enzimético (ajustado para
360 pL de solug@o final); 200 pL de solugdo final);
fosfato de potéssio (Vetec) 50 mM pH 7,8; fosfato de potassio 100 mM pH 7,8;
Incubacéo metionina (Vetec) 14 mM; metionina 70 mM;
SOD EDTA (Synth) 0,1 uM; EDTA 10 pM;
NBT (Vetec) 75 uM; NBT 1 mM;

riboflavina (Exodo) 2 uM;

agua destilada.

riboflavina 0,2 mM;

agua destilada.

A atividade da APX foi determinada por meio de adaptacdo do método de Nakano e Asada (1981),

descrita na Tabela 1, para as amostras de folhas e frutos. A atividade enzimatica foi determinada pelo consumo de

H>0, a 290 nm durante 3 minutos a 30 °C para folhas e 28 °C para frutos em espectrofotdmetro (BioteK Power

Wave XS). O coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM™* cm™ foi usado para calcular a atividade da APX. O

resultado foi expresso em pmol AsAminZug P2,

A atividade da CAT foi avaliada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, durante 3 minutos, a 30 °C

em espectrofotdmetro (BioteK Power Wave XS) a partir da incubacéo das amostras de folhas e frutos descrita na

Tabela 1. O coeficiente de extingdo molar de 36 M cm™? foi usado para calcular a atividade da CAT (Havir;

Mchale, 1987). O resultado foi expresso em pumol H,O, min*ug P,

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorredugdo do azul de

nitrotetrazdlio (NBT-Vetec) (Giannopolitis e Ries, 1977), a partir da incubacdo das amostras de folhas e frutos
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descrita na Tabela 1. Ap6s incubacdo por 7 minutos, em camara fechada com lampada fluorescente de 30 W,
realizou-se leitura a 560 nm em espectrofotdmetro (BioteK Power Wave XS). Uma unidade da SOD correspondeu
a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condic6es do ensaio. O resultado foi
expresso em U SOD min?ug P,

A proteina total de cada extrato enzimatico de folhas e frutos foi mensurada em espectrofotdmetro
(BioteK Power Wave XS), de acordo com o método de Bradford (1976). O resultado foi expresso em pg P mg*

de massa fresca.

2.4. Anélises da composicédo quimicas dos frutos de café

As andlises de avaliacdo da composi¢do quimica dos frutos de café foram realizadas no Laboratério de
Qualidade do Café Dr. Alcides Carvalho, situado na EPAMIG, em Lavras, MG. Todas as analises foram realizadas
em duplicata e os resultados foram expressos em percentagem de matéria seca (%MS), correspondendo a média
dos valores obtidos nos trés tempos de coleta em cada subparcela.

As amostras de frutos foram moidas por cerca de um minuto em moinho modelo IKA All Basic
Analytic®, adicionando-se nitrogénio liquido para facilitar a moagem e evitar oxidacGes na amostra. Apds a
moagem das amostras, estas foram acondicionadas em embalagens de plastico e armazenadas em freezer, a
temperatura de -18 °C, até a realizagdo das analises. A composi¢do dos frutos, nos trés estaddios de maturacdo, foi
avaliada quanto a umidade, teores de proteinas totais, lipideos, aglcares totais, compostos fendlicos, cafeina,
trigonelina e acidos clorogénicos.

A umidade dos frutos foi determinada em estufa a 105 °C, durante 24 horas, segundo Brasil (2009).

Os compostos fenolicos foram extraidos por refluxo da amostra em solugdo aquosa de acetona 50 % (v/v)
e determinados pelo método Folin-Denis segundo metodologia da AOAC (2000). Para a extragdo dos compostos
fendlicos, foi utilizada 0,5 gramas de amostra a qual foi acrescentada 50 mL de solugdo aquosa de acetona 50%
(v/v). O extrato foi entdo aquecido em chapa aquecedora até o ponto de ebuligdo durante 15 minutos. O extrato
em suspensdo foi filtrado em papel de filtro de filtragem répida e recolhido, acrescentando-se novamente 50 mL
do solvente a amostra residual precipitada. Esse procedimento foi realizado trés vezes. Uma vez recolhidos os
extratos, o solvente foi evaporado até a obtencdo de aproximadamente 5 mL de extrato o qual foi diluido em 50
ml de agua destilada e submetido & determinacdo dos compostos fenolicos.

O conteldo de proteina bruta foi determinado pelo método Kjeldahl citado pela AOAC (2000), utilizando-
se 0,5 g de amostra pulverizada em tubo para digestdo. A mesma quantidade de amostra foi utilizada para a
determinacdo de lipideos totais pelo método Soxhlet (AOAC, 2000).

Os aclcares totais nos frutos de café foram extraidos pelo método de Antrona e quantificados por
espectrofotometria a um comprimento de onda de 620 nm, utilizando uma curva padrdo de glicose anidro,
conforme método descrito por Dische (1962). Os compostos bioativos cafeina, trigonelina e acidos clorogénicos
(5-ACQ) foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), segundo metodologia de
Vitorino et al. (2001) adaptada por Malta e Chagas (2009). Amostras de 0,5 g de café cru moido foram extraidas
em 50 mL de agua ultra pura em ebuligdo, e colocadas em banho-maria, com agua em ebuligdo, durante 3 min. O
extrato foi filtrado em papel de filtro comum e, em seguida, filtrado em membrana PTFE de 0,45 um. A

determinacdo desses compostos foi realizada em cromatégrafo da marca Perkin Elmer Flexar, Software: Chromera



39

Flexar, com sistema de detec¢do por arranjo de diodos (PDA Detector Flexar), coluna cromatogréafica Perkin Elmer
C18 (250 x 4,6 mm, Sum), comprimento de onda de 272 nm. A fase mével constituiu-se de metanol:agua:acido
acético (20:80:1), com fluxo de 1 mL mint. Para a identificacdo e analise quantitativa, foi elaborada curva-padréo,

utilizando-se padr@es de cafeina, trigonelina e acido-5-cafeiolquinico (5-ACQ).

2.5. Analise de compostos fenolicos nas folhas

Os teores de compostos fenolicos foram avaliados também nas folhas por serem frequentemente
relacionados a defesa das plantas a estresses, incluindo a infeccdo por H. vastatrix (Farah e Donangelo, 2006).
Para a realizacdo dessas analises, amostras de folhas foram coletadas quando os frutos de café se apresentavam
predominantemente nos estadios verde, verde-cana e maduro, sendo mantidas refrigeradas em gelo durante o
transporte e até o preparo das amostras para as analises.

As folhas frescas foram reduzidas manualmente utilizando-se uma tesoura, de forma a ficarem com
tamanho aproximado de 1 cm?. Em seguida, 20 gramas de folhas reduzidas foram acondicionadas em Erlenmeyer
de 500 mL contendo 200 mL de mistura extratora (180 mL de metanol grau HPLC marca Exodo Cientifica e 20
mL de agua destilada).

A extracdo foi realizada com auxilio de ultrassom em cinco ciclos, divididos em trés etapas de oito
minutos cada. Entre cada etapa de oito minutos, a solugdo extratora contendo a amostra foi agitada manualmente
por alguns segundos e, ao final das trés etapas de cada ciclo, o liquido de extragdo foi coletado, sendo substituido
por mais 200 mL de mistura extratora para a realizacdo do préximo ciclo.

Ao final da extracdo, a solucdo extratora total coletada, com volume de 1000 mL, foi armazenada em
frasco de vidro escuro em freezer a -18 °C. Em seguida, o extrato de folhas de café foi concentrado em evaporador
rotativo de marca Buchi (Rotavapor RIl) a 55 °C até evaporacdo total do metanol.

Apos a evaporagdo da solugdo extratora, a amostra concentrada foi diluida com agua destilada para o
volume de 50 mL. Os compostos fendlicos presentes no extrato foram determinados pelo método Folin-Denis
segundo metodologia da AOAC (2000). Os resultados apresentados em porcentagem de matéria seca (%MS)

correspondem a média das trés épocas de coleta para cada tratamento.

2.6. Anélise mineraldgica foliar

Para a avaliacdo do estado nutricional das plantas ap6s o ataque do patégeno, foram coletadas, ap6s a
colheita dos frutos da safra 2018/19, dez folhas por planta, no terceiro ou quarto par de folhas de ramos
plagiotropicos, tomados aleatoriamente no terco médio da planta, totalizando 50 folhas por subparcela
experimental. As analises foram realizadas em laboratério terceirizado, segundo metodologia proposta por
Malavolta et al. (1997). Os teores dos macronutrientes (nitrogénio, fosforo, potassio, calcio, magnésio e enxofre)
foram expressos em g kg™, enquanto os teores de micronutrientes (boro, zinco, manganés, ferro e cobre) foram

expressos em mg kg,
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2.7. Andlises estatisticas dos dados

Utilizou-se o software Genes (Cruz, 2016) para as andlises de variancia de todas as variaveis avaliadas
de acordo com o modelo estatistico Yijx =p1 + Ri + Aj +e1 + B+ AByj+ e2, em que Yij € 0 valor fenotipico;  é a
constante inerente a todas as observac@es; R; é o efeito da repeticdo i; A; efeito dogendtipo (G) j; eié o erro
associado & parcela; By é o efeito do tratamento para em controle de ferrugem (C) k; ABjk é o efeito da interacéo
GxC e e; é 0 erro associado a subparcela, sendo e;= e;~ N(0, o.?). A precisdo experimental foi aferida por meio
da estimativa do coeficiente de variacdo experimental (CV%). As médias foram agrupadas pelo teste de Scott-
Knott (1974) (p<0.05) quando identificado efeito significativo do fator pela analise de variancia. Foram obtidas as
estimativas de correlacdo entre incidéncia e severidade de ferrugem e as demais variaveis quando as plantas
receberam tratamento quimico para controle da ferrugem ou néo, visando identificar possiveis associagdes entre a
expressdo da doenca e a atividade enzimatica e/ou composicéao de folhas e frutos em fungdo do método de controle
da doenga. A significancia das correlacGes foi avaliada pelos testes t e de Mantel. Foi apresentado também um
heatmap com as médias de todas as variaveis, para visualizagdo das associa¢0es obtidas entre expressdo da doenca
e as demais variaveis, considerando cada genétipo individualmente, bem como o tratamento ou ndo com defensivo

para controle da ferrugem.

3. RESULTADOS

A composicéo quimica e a atividade enzimética nas folhas e frutos, bem como a expresséo da ferrugem,
foram avaliadas visando identificar possiveis diferencas, bem como semelhancas nessas caracteristicas,
provocadas pela adog&o do controle genético ou quimico da doenga. Foi verificado efeito significativo de gendtipos
(G), controle (C) e interacdo GXC na incidéncia e a severidade da ferrugem. Destaca-se que, dentre 0s quatro
genétipos avaliados, apenas 0 MG0277 é resistente a ferrugem, uma vez que ndo apresentou o0s sintomas
caracteristicos da doenca (resultados ndo publicados). O estudo do efeito das fontes de varia¢do gendtipos, controle
e sua interacdo sobre a expressdo da doenca ja foi discutido em outro trabalho (resultados ndo publicados) sendo
que, aqui, deseja-se estudar o efeito dos gendtipos e tipo de controle nas variaveis analisadas nas folhas e frutos,
bem como relacionar a ocorréncia e intensidade da doenga em funcéo do tipo de controle com a composicao e
metabolismo das folhas e frutos do cafeeiro.

3.1. Folhas

Visando verificar se existe efeito dos genétipos e do uso ou ndo de controle quimico sobre o estado
nutricional dos cafeeiros apds o ataque de ferrugem, foi realizada, no final do periodo experimental, uma
amostragem foliar e sua analise mineraldgica. Constatou-se efeito significativo dos gendtipos (G) apenas para o
teor de potéssio (K), porém, a diferenca nas médias ndo foi detectada pelo teste de agrupamento utilizado. Ainda
assim, pode-se observar na Tabela 2, que os teores de K nas folhas foram menores no Unico gendtipo resistente
MGO0277, podendo ter relacdo com essa caracteristica. O uso de controle quimico (C) e a interacdo GxC, nao
tiveram efeito significativo sobre os teores dos nutrientes nas folhas (dados ndo apresentados). Apesar da auséncia

de significancia dos fatores para a maioria das varidveis em estudo, foram observadas algumas tendéncias com
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relacdo aos grupos genéticos, de forma que os teores de fosforo (P) e ferro (Fe) tendem a ser menores nos genotipos

de HT em relagdo aos Bourbons, independentemente da adocéo de controle quimico (TABELA 2).

Tabela 2 — Heatmap dos dados de cada tratamento para todas as variaveis analisadas, para visualizacdo das
associagBes obtidas entre expressdo da doenca e 0s demais caracteres, considerando cada genétipo

individualmente, bem como o tratamento ou ndo com defensivo quimico para controle da ferrugem.

Com Controle Quimico Sem Controle Quimico

Grupo genético HT Bourbon HT Bourbon

MGO0277 MGO0313 MG0006 MG0012 | MG0277 MGO0313 MGO0006 MGO0012
YIncidéncia 0.0000 0.0000 6.6667  3.3333 | 0.5556 20.5556
Severidade 0.0000 0.0000 0.2367  0.1367 | 0.0133 1.1067
SOD folha 0.0267  0.0293 0.0308  0.0323 0.0295
CAT folha 0.7867  1.0662 0.9603
APX folha 8.0805  9.6742 10.0910
SOD Fruto 0.0803 0.0918
CAT Fruto 0.3828  0.3460 0.3257  0.4393 0.3518
APX Fruto
CF folha 6.0622  6.0222 5.4844  4.9200
CF fruto 4.7331  4.8897
Acucares 8.7167  8.5450 8.9483 8.0250  8.6483
Lipidios 6.4633
Proteinas 12.1314 11.8616 12.2509 12.8165

1.1367
3.0383

Trigonelina 1.0467 1.0633

Ac. clorog. 3.0483 3.0783  3.0433

Cafeina 0.9600 1.0183
N 24.1500 28.0000 28.7000 27.6500 27.6500
P 1.5500  1.4500  1.9500 1.5500  1.7000  1.9500
K 17.4500 18.1000 14.4500 17.7000
Ca 12.0500 11.4000 9.8000
Mg 3.4000 2.9500  3.2000 2.8500
S 2.4500 2.3500  2.4000 | 2.2000
43.0000 43.8800 41.9100 | 55.0400 32.0300 41.4500
Zn 7.4500 3.4500 3.2500  7.1300
Mn 75.0000 80.0000 55.0000
Fe 420.0000 387.5000 430.0000 285.0000
Cu 3.5300  3.6500 | 4.0500 4.6500  4.7800

YIncidéncia de ferrugem em %; Severidade de ferrugem em % de area lesionada; Atividade da SOD (U SOD min-
'ug P1), CAT (umol HxO.minpug PY) e APX (umol AsAmin~pug P?) nas folhas e frutos; teores de compostos
fendlicos nas folhas (CF folha) e nos frutos (CF fruto), agUcares totais, lipidios, proteinas, trigonelina, &cidos

clorogénicos (Ac. Clorog.) e cafeina nos frutos em %MS; teores foliares de nitrogénio (N), fosforo (P), potéssio
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(K), célcio (Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S) em g kg e boro (B), zinco (Zn), manganés (Mn), ferro (Fe) e cobre

(Cu) em mg kg™.

Com o objetivo de investigar se os teores de nutrientes nas folhas estdo relacionados com a expressao da
doenca, foram estimadas as correlages da incidéncia e severidade com os nutrientes analisados, considerando
separadamente o controle quimico e o genético (sem controle quimico). Quando as plantas ndo foram controladas
quimicamente contra a ferrugem, o nitrogénio e o cobre foram correlacionados positivamente com a incidéncia,
indicando que a maior concentracdo do nutriente pode estar relacionada com maior nimero de folhas infectadas.
Ja 0 magnésio foi associado negativamente, o que pode induzir a hip6tese de que valores elevados desse nutriente
podem diminuir a infeccdo das folhas pelo patdgeno (TABELA 3). Essas associacdes podem ser visualizadas
individualmente para cada gen6tipo na Tabela 2. Quando se analisa a severidade da doenca, a diferenca foi que o
potéssio, e ndo o nitrogénio, se relacionou com a érea foliar afetada. J4 com a adogdo do controle quimico, houve
associacdo positiva da incidéncia e severidade da doenga com os teores de ferro e negativas para o enxofre e o
cobre. O célcio foi correlacionado positivamente apenas com a severidade. Por meio desses resultados verifica-se
que, mediante o controle quimico, maiores concentrag@es de ferro favorecem a maior infecgdo pela doenga, assim
como o calcio, favorece maior area foliar lesionada, ao contrério do enxofre e cobre, que, quando presentes em

alta concentracdo, diminuem a adaptabilidade do patdégeno (TABELA 3).
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Tabela 3 — CorrelagBes das varidveis analisadas nas folhas e frutos com a incidéncia e severidade de ferrugem,

considerando os tratamentos com e sem aplicagdo de produto quimico para controle da ferrugem do cafeeiro.

Com controle quimico Sem controlequimico

Incidéncia Severidade Incidéncia Severidade
Severidade 0.998 **  ++ 0.996 **  ++
SOD folha -0.146 -0.106 0.351 0.432
CAT folha 0.904 ++ 0.906 ++ 0.943 0.952*
APX folha 0.660 0.682 0.186 0.102
SOD Fruto 0.490 0.503 0.263 0.188
CAT Fruto 0.969*  ++ 0.953* ++ 0.510 0.584
APX Fruto -0.959*  ++ -0.941  ++ 0.606 0.534
CF folha -0.913 + -0.936 -0.568 -0.591
CF fruto -0.981* ++ -0.978* ++ -0.470 -0.541
Aculcares -0.503 -0.474 -0.752 -0.798
Lipidios -0.461 -0.510 -0.963 * ++ -0.936  ++
Proteinas 0.855 0.883 0.547 0.543
Trigonelina 0.395 0.426 0.930 0.946
Ac. Clorog. -0.925 ++ -0.946  ++ -0.015 -0.060
Cafeina 0.522 0.543 0.714 + 0.772
N 0.500 0.544 0.647 + 0.578
P 0.682 0.724 0.375 0.371
K 0.889 0.913 0.857 0.899 ++
Ca 0.709 0.748 + -0.529 -0.490
Mg 0.217 0.269 -0.802 ++ -0.762  ++

-0.673 ++ -0.683  ++ 0.653 0.699
B 0.832 0.798 -0.474 -0.491
Zn 0.450 0.478 0.205 0.206
Mn 0.710 0.679 0.027 0.095
Fe 0.988 **  ++ 0.981* ++ -0.248 -0.201
Cu -0.893 ++ 0912  ++ 0.882 ++ 0.843  ++

1SOD Folha; CAT Folha; APX Folha: atividade da SOD, CAT e APX nas folhas; SOD Fruto; CAT Fruto; APX
Fruto: atividade da SOD, CAT e APX nos frutos e teores de compostos fenolicos nas folhas (CF Folha) e nos
frutos (CF Fruto), agUcares totais, lipidios, proteinas, trigonelina, acidos clorogénicos (Ac. Clorog.) e cafeina nos
frutos; nitrogénio (N), fosforo, (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), boro (B), zinco (Zn),
manganés (Mn), ferro (Fe), cobre (Cu) nas folhas.

*Significativo (p<0.05) pelo teste t.

*** Significativo (p<0.01 e p<0.05) pelo teste de Mantel.
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Adicionalmente, foram realizadas anélises da atividade enzimética nas folhas. A andlise de variancia para
essas caracteristicas revelou significancia apenas da interagdo GxC para a enzima SOD. Considerando as outras
duas enzimas, nenhuma fonte de variacgéo foi significativa (dados ndo apresentados). Analisando-se as correlacfes
entre a atividade das enzimas nas folhas e a expressdo da ferrugem, observa-se que a severidade foi associada
positivamente com a CAT quando se considera os tratamentos sem o controle quimico. Com a adogéo de controle
quimico, essa enzima se correlacionou positivamente também com a incidéncia. Isso sugere que, considerando a
média das avaliagdes, a maior atividade dessa enzima esta ligada com maior nivel da doenga (TABELA 3).

Também foi realizada nas folhas, a avaliagdo do teor de compostos fendlicos, frequentemente relatados
como compostos importantes na defesa das plantas a estresses. Foi encontrado efeito significativo de genétipos e
do controle quimico da doenca sobre o teor de compostos fendlicos nas folhas (dados ndo apresentados). Na tabela
3 observa-se que o teor de compostos fendlicos nas folhas se correlacionou negativamente com a incidéncia da
ferrugem quando foi aplicado o controle quimico nas plantas. Isso indica que nas folhas das plantas que
responderam de forma mais eficiente ao uso de fungicida, ha maior teor de compostos fenélicos. Na Tabela 4
observa-se que os gendtipos do grupo HT apresentam maiores teores de compostos fenolicos nas folhas que o0s
Bourbons. Ainda nessa tabela, verifica-se que os tratamentos com controle quimico apresentaram maiores

concentragdes de compostos fenolicos nas folhas.

Tabela 4 — Médias (%MS ) para teores de compostos fendlicos nas folhas e metabdlitos nos frutos, considerando

genotipos e adogdo de controle quimico para ferrugem do cafeeiro.

Genotipos ICFfolna CFfruto AcUcares Lipidios Proteina  Trig. Ac. Clor. Cafeina
MGO0277 833 a 510 a 966 a 661 a 1219 b 106 b 339 a 099 b
MGO0313 776 a 506 a 883 a 657 a 1234 b 118 a 347 a 111 a
MGO0006 5.77 b 499 a 829 a 654 a 1307 a 118 a 306 b 117 a
MGO0012 5.47 b 489 a 89 a 644 a 1351 a 119 a 305 b 112 a
Controle

. CF folha CF fruto AcguUcares Lipidios Proteina  Trig. Ac. Clor. Cafeina
quimico

Com controle 709 a 493 a 901 a 653 a 1253 b 113 a 322 a 108 a
Sem controle 658 b 509 a 886 a 655 a 1302 a 117 a 326 a 112 a
CVa (%) 5.05 5.44 11.59 8.54 6.20 6.62 10.21 8.07
CVb (%) 5.64 6.04 5.77 3.09 4.14 11.61 9.50 8.41

Teores de compostos fendlicos nas folhas (CF folha) e nos frutos (CF fruto) aglcares totais, lipidios, proteinas,
trigonelina (Trig.), acidos clorogénicos (Ac. Clor.) e cafeina nos frutos em %MS para as fontes de variacdo
genotipos e controle quimico de ferrugem.

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, considerando cada fonte de variagdo, pertencem ao mesmo grupo
pelo teste de Scott-Knott (p<0.05).
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3.2. Frutos

Visando verificar se existe relacdo entre a atividade enzimatica nos frutos e a expressdo da ferrugem,
manejada por meio de controle genético e quimico, além das analises de variéncia, foram obtidas as estimativas
de correlagdo entre as atividades enzimaticas e a incidéncia e severidade. Pela andlise de variancia, ndo foi
observado efeito significativo de gendtipos, do uso de controle quimico ou da sua interagéo sobre a atividade das
enzimas nos frutos (dados ndo apresentados). Também ndo foi encontrada correlacdo significativa entre a
expressdo da doenca e a atividade das trés enzimas avaliadas nos frutos quando se considera apenas o controle
genético. Ja quando as plantas foram tratadas com fungicida, verificou-se correlacdo significativa positiva entre a
incidéncia e a severidade com a CAT, e negativa com a APX, indicando que, na média das avaliacOes, a maior
atividade da CAT nos frutos associou-se com maior nivel da doenca, enquanto a maior atividade da APX foi
expressa em infecgcdes mais brandas (TABELA 3).

Com relagdo a composicdo dos frutos, verifica-se pela andlise de variancia, efeito significativo dos
genoétipos sobre os teores de aglcares, proteinas, trigonelina, acidos clorogénicos e cafeina (dados néao
apresentados). Para o conteludo de proteinas, verificou-se que os genétipos do grupo HT apresentam valores
inferiores aos Bourbons, ao contrario das concentragdes de acidos clorogénicos, que foram maiores nos HTs. O
teste de agrupamento aplicado ndo foi capaz de diferenciar as médias dos gen6tipos para teores de aglicares, porém,
observa-se que 0 genotipo resistente MG0277 apresentou maior teor em relagdo aos demais, podendo indicar uma
relagdo com a resisténcia genética. Ao contrario, os teores de cafeina e trigonelina foram inferiores apenas no
gend6tipo resistente, podendo também ter alguma relagdo com essa caracteristica (TABELA 4).

Houve efeito significativo do controle quimico apenas sobre o teor de proteinas nos frutos, de forma que
as menores concentragdes de proteinas foram encontradas nas plantas que receberam controle quimico para
ferrugem (TABELA 4).

As estimativas de correlacdo entre os teores de metabdlitos nos frutos e a expressdo da doenca,
demonstram que nas plantas que ndo receberam controle quimico, existe associagdo negativa entre os teores de
lipidios e a incidéncia e severidade de ferrugem e positiva entre a cafeina presente no fruto e a incidéncia. Ou seja,
plantas com maior expressdo da doenca apresentaram menores teores de lipidios nos frutos e maiores de cafeina.
J& quando se considera as plantas tratadas com fungicida, encontra-se correlago negativa entre as duas variaveis
gue medem a infeccdo com os teores de acidos clorogénicos e compostos fendlicos, os quais foram menores nas
plantas que expressaram mais a doenga (TABELA 3). Na Tabela 2, essas associa¢des podem ser visualizadas

individualmente para cada genotipo.

4. DISCUSSAO

Entender as respostas de defesa das plantas aos patdgenos em funcéo da forma de controle adotada, pode
auxiliar na escolha de um manejo mais eficiente e sustentavel. Além disso, contribui para a compreensao de
processos que podem ter consequéncias na planta como um todo, incluindo na qualidade do produto
comercializado. Neste trabalho, demonstrou-se que a adogdo do controle genético ou quimico da ferrugem afeta
diferentemente o metabolismo da planta, o que reflete também em érgdos ndo diretamente afetados pela doenca.

Destaca-se que este trabalho foi realizado em condigdes de campo, representando as situacBes préaticas de lavouras
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em producdo, ao contrario da maioria dos estudos nessa area, que sdo realizados com plantas em estadios iniciais
de desenvolvimento e em ambiente controlado.

Com relacdo a composi¢cdo mineralégica das folhas, apesar de ndo ser verificada diferenca significativa
entre gendtipos para os teores dos nutrientes, exceto para o K, foram observadas algumas tendéncias, as quais
podem ser verificadas na Tabela 2. Os teores de P e Fe tendem a ser menores nos genétipos de HT em relagéo aos
Bourbons, independentemente do uso ou néo de controle quimico, indicando ser uma caracteristica relacionada ao
grupo genético. Para os niveis de K foi observada diferenga significativa entre gendtipos, porém, o teste adotado
ndo foi capaz de agrupar as médias. Observa-se, entretanto, que o gendtipo resistente apresentou menor teor de K
que os suscetiveis com e sem aplicacdo controle de controle quimico de ferrugem, o que pode ter relagdo com essa
caracteristica.

Néo foi verificada diferenga significativa nos teores de minerais quando se considera os tratamentos com
e sem controle de ferrugem. Porém, quando se considera esses tratamentos separadamente, foram observadas
associacOes entre o teor de alguns nutrientes nas folhas e a expresséo da doenca. Considerando o controle genético,
quando ndo foi realizado o controle quimico da ferrugem, foi observada correlagéo positiva da incidéncia com N
e Cu e negativa com Mg. Ja considerando a severidade, as correlagdes com Cu e Mg se mantiveram, porém, ao
invés do N, foi observada correlagdo positiva com o K. Alguns autores citam que concentracdes especificas de N
e K estdo entre 0s macronutrientes que mais influenciam as respostas de defesa da planta de café a patégenos como
Cercospora coffeicola e Phoma tarda (Lima et al., 2010).

Sabe-se que baixas concentragdes de K induzem distdrbios fisioldgicos, enquanto altas taxas, estimulam
o crescimento das plantas, minimizando a concentracdo de outros elementos ou induzindo a competi¢do com outros
cations, como Mg e Ca, nos sitios de absorcdo, necessarios durante a fotossintese e no estabelecimento de barreiras
de resisténcia, respectivamente (Marschner, 2012). Assim, explica-se 0 menor teor de K apenas no genoétipo
resistente, bem como a correlacdo positiva encontrada entre a severidade e os teores de K nas folhas, ja que altos
teores de K podem prejudicar a formacdo de barreiras de resisténcia, principalmente quando existe um
desequilibrio nas proporg¢des dos nutrientes. Outros autores também verificaram maior progresso da ferrugem em
elevadas concentracdes de K (Pérez et al., 2019, Santos et al., 2008).

Por outro lado, Pérez et al. (2019) constataram que 0 aumento nas doses de K esta diretamente relacionado
a maior resisténcia a ferrugem, desde que em equilibrio com os outros nutrientes. Rosyady et al. (2020) também
verificaram menor ocorréncia de ferrugem em plantas com maior teor de lignina nas folhas, a qual coincidiu com
os tratamentos que receberam aplicacdo foliar de K. De modo geral, o K favorece a resisténcia as doengas, aumenta
a espessura da cuticula e da parede celular, estimula a rigidez da estrutura do tecido, regula 0 mecanismo de
abertura e fechamento estoméatico e promove a répida recuperacdo dos tecidos colonizados por patégenos
biotréficos, incluindo a ferrugem, o que dificulta a penetragdo do patégeno e o progresso da infecgdo (Marschner,
2012; Pérez et al., 2019; Santos et al., 2008). Pode-se sugerir entdo, que a correlacdo positiva entre o teor de K e
a severidade da doencga seria um mecanismo de defesa da planta direcionando mais K para as folhas tentando
combater ou minimizar os dados causados pela ferrugem. Também pode-se entender que o desequilibrio entre
nutrientes pode proporcionar maior intensidade das doencas e promover variagdes nos mecanismos biogquimicos e
estruturais de defesa do hospedeiro (Acufa et al., 1992). No presente trabalho, observa-se na Tabela 2, que, em
cada genotipo, nem todos os teores foliares de nutrientes se encontram dentro da faixa de suficiéncia para a cultura,

de acordo com as recomendac8es propostas por Ribeiro et al. (1999), indicando um desequilibrio nutricional. 1sso
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implica que o equilibrio entre os nutrientes é importante para diminuir a intensidade de expressdo da doenca,
dificultando a generalizacéo do efeito de algum nutriente especifico, como o K.

O N é um componente essencial de proteinas, aminoacidos, acidos nucléicos e citocromos, além de fazer
parte da molécula de clorofila (Fenilli et al., 2008). Altas concentracdes de N na folha desencadeiam o rapido
crescimento e multiplicacdo celular, levando ao afinamento da cuticula e da parede celular, além de aumentar o
turgor da célula, diminuir a producdo de compostos fendlicos, como a lignina, e estimular o acdmulo de
carboidratos de cadeia curta. Esses aglcares podem ser utilizados pelo fungo causador da ferrugem como fonte de
energia para penetrar na folha diretamente através cuticula (Pérez et al., 2019). Isso pode explicar a correlagdo
positiva encontrada entre o teor de N nas folhas e a incidéncia de ferrugem.

Segundo Avelino et al. (2006), dentre as variaveis que apresentam alguma associagdo com a ocorréncia
de ferrugem, destacam-se varias caracteristicas do solo. Em seu estudo, os menores valores de incidéncia méaxima
anual de ferrugem foram encontrados em solos ricos em Mg, ou seja, a maior disponibilidade de Mg esta
relacionada com a menor expressao da doenca, assim como no presente trabalho. Silva et al. (2020) também
verificaram que é possivel estabelecer uma relagdo entre a concentragdo de nutrientes e compostos nas folhas e a
resisténcia a ferrugem. Em seu estudo, as concentra¢@es de Mg, juntamente com o teor de acidos clorogénicos,
foram os maiores responsaveis pela diferenciacédo entre plantas resistentes e suscetiveis, de forma que ambos foram
encontrados em menores concentra¢des em folhas de plantas suscetiveis. Ha relatos de que o Mg nas plantas atua
modificando a permeabilidade de células contra microrganismos, bem como na produgdo de ATP (Zaynab et al.,
2018). Assim, é esperado que o maior contelido de Mg esteja relacionado a plantas mais resistentes a doencas.
Além disso, um aumento no conteldo de Mg estd relacionado com a formacdo de sesquiterpenos, como
fitoalexinas, compostos conhecidos por prevenir doengas em plantas (Silva et al., 2020).

Assim como no presente trabalho, no estudo realizado por Silva et al. (2020), além dos maiores teores de
Mg, os gendtipos resistentes também foram correlacionados com menores concentragbes de Cu. O controle
preventivo da ferrugem com o uso de fungicidas cupricos foi bastante utilizado, principalmente até o advento dos
fungicidas sistémicos. Sua acao se da por meio da formagao de uma camada protetora sobre a folha, a qual impede
a germinacdo e penetracdo do agente causador da ferrugem, devendo, portanto, ser aplicado via foliar (Veneziano,
1999). No presente trabalho, o cobre detectado nas folhas é proveniente da absorcdo de nutrientes pelas raizes,
uma vez que ndo foi realizada aplicacdo foliar. Assim, o teor de cobre encontrado nas folhas néo tem relagdo com
a protecdo contra a infecgdo pelo patdgeno, ao contrario do que acontece quando se utiliza fungicidas cupricos.
Essa correlacdo direta ocorre, provavelmente, devido ao alto requerimento de Cu no sistema antioxidante, para a
formacédo de enzimas de defesa da planta contra a infeccdo, ja que o Cu é um elemento traco essencial que atua
como cofator em enzimas como SOD e PPO. Desta forma, quanto maior a expressao da doenga nas plantas
suscetiveis, maior o requerimento de Cu para a formagéao de enzimas de defesa, justificando sua correlagdo positiva
com a expressdo da ferrugem (Silva et al., 2020).

Ja quando se considera as plantas que receberam controle quimico para ferrugem, sdo observadas
importantes alteracdes nos nutrientes correlacionados com a expressdo da doenga. O cobre, que nas plantas sem
controle apresentou correlacdo positiva com incidéncia e severidade, se correlacionou negativamente com a
ocorréncia da doenga nas plantas que receberam tratamento quimico, ou seja, o maior teor de Cu nas folhas esta
associado a menor expressdo da doenga. Essa diferenca entre o controle genético e quimico ocorre provavelmente

porque no controle quimico outros mecanismos de defesa ndo dependentes de Cu podem ser ativados, de forma
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que a demanda por Cu é menor. Além disso, o N, K e Mg ndo mais apresentaram correlacdo com a ferrugem nessas
plantas tratadas, mas foi observada correlacdo positiva do teor de Fe com incidéncia e severidade, bem como
negativa do conteldo de S com esses dois parametros avaliados. Avelino et al. (2006) verificaram em plantas sem
tratamento para controle da ferrugem, os menores valores de incidéncia em solos com baixos teores de Fe,
indicando também, uma correlagdo positiva, mas ndo foi avaliado o teor desse nutriente nas folhas da planta.

Segundo Zaynab et al., (2018) alguns metabolitos secundarios sdo conhecidos por participar de
mecanismos de defesa das plantas a patégenos e insetos, dentre eles, compostos contendo N e S. E possivel que
metabolitos estejam associados a resposta de defesa ativada pelo defensivo quimico, explicando a correlagao
negativa da expressdo da doenca com os teores de S. Acufia et al. (1992) constataram que a maior incidéncia da
doenca coincidiu com reducdes nos teores de S em plantas ndo tratadas com fungicida.

Além disso, o Ca apresentou correlacdo positiva com a severidade da doenca nas plantas submetidas ao
controle quimico da ferrugem. Esse resultado ndo é esperado, ja que o Ca é essencial para a integridade das células,
principalmente por serem constituintes estruturais dos poligalacturonatos de Ca, requeridos na lamela média para
a estabilidade da parede celular. Fungos produzem enzimas pectinoliticas, que destroem os poligalacturonatos
durante a infeccéo e colonizam os tecidos vegetais, e essas enzimas sdo inibidas pelo Ca (Biggs et al., 1997).
Santos et al. (2008) verificaram que o maior progresso da ferrugem coincidiu com a reducéo no teor foliar de Ca
em tratamento sem controle quimico da ferrugem. Belan et al. (2015) ao estudarem a distribui¢o de nutrientes nas
folhas de café com lesdes provocadas por cinco diferentes doengas, verificaram que maior teor de célcio foi
encontrado em tecidos sintomaticos, decrescendo em dire¢do a zona de transicdo e atingindo seu teor minimo em
tecidos assintomaticos em trés das doencas avaliadas, mas ndo para ferrugem. Porém, esta correlacdo positiva
poderia ser um mecanismo de resposta da planta tratada quanto & severidade da ferrugem, em que ha maior
direcionamento de Ca para folhas com infec¢Bes mais severas, na tentativa de combater a infecgéo.

N&o foram encontrados estudos anteriores sobre o efeito de fungicidas sistémicos sobre o teor de
nutrientes na folha. Segundo com Matiello e Almeida (1997), o uso de fungicidas do grupo triazol, como o
triadimenol, aplicados via solo, para o controle da ferrugem, promove um acréscimo no vigor dos cafezais. 1sso
porque o produto favorece o incremento em tamanho do sistema radicular do cafeeiro e, por conseqtiéncia, ocorre
uma maior absor¢do de nutrientes, acarretando melhor desenvolvimento da parte aérea e aumento de vigor.
Entretanto, no presente trabalho, ndo foi observado efeito significativo do uso do defensivo sobre os teores de
nutrientes nas folhas.

Apesar de escassos 0s estudos sobre os efeitos de fungicidas nos mecanismos de defesa das plantas, sabe-
se que fungicidas sistémicos como os triazis provocam alteragdes nos processos fisioldgicos das plantas,
estimulando a biossintese de clorofila nas plantas (Jaleel; Gopi; Panneerselvam, 2008) e o florecimento e producéo
de frutos, (Moura, 2013), alteram o metabolismo do etileno (Rademacher, 2000) e reduzem a taxa de transpiracao,
0 que pode proporcionar aumento de produtividade em algumas culturas (Biggs, 1990). Segundo Martins et al.,
(2011), os produtos sistémicos, apos serem aplicados no solo, absorvidos e translocados pelo xilema, alcangam as
folhas do café, sitio de acéo contra certas doengas como a ferrugem. O principio ativo instala-se nesses 6rgaos,
prolongando a atividade fotossintética. Acredita-se, entdo, que o uso do produto quimico pode ativar rotas
metabolicas de defesa diferentes daquelas ativadas pela resisténcia genética, o que alteraria o requerimento de
nutrientes na ativacdo e formagdo dos mecanismos bioquimicos e estruturais de defesa do hospedeiro. Os
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resultados aqui apresentados evidenciam a necessidade de se explorar a relacdo entre o uso de defensivos e as
alteragGes provocadas no metabolismo e composigdo quimica da planta no combate as infeccdes.

Com relacdo a atividade enzimética nas folhas, ndo foi observado efeito dos gend6tipos ou do controle
quimico na atividade das trés enzimas avaliadas. Foi verificado apenas efeito significativo da interacdo gen6tipos
x controle sobre a atividade da SOD, demonstrando que a atividade da SOD nos genoétipos responde de forma
diferente ao uso ou ndo do defensivo. A SOD é considerada a primeira na linha de defesa contra as EROs e pode
ser uma enzima chave, uma vez que atua na dismutacdo do O, convertendo-o em H202, sendo o0 Oy a primeira
ERO formada em excesso em situacao de estresse e uma das mais danosas a célula (Pandey et al., 2017). N&o se
tem, entretanto, relato na literatura cientifica dos efeitos de fungicidas sistémicos na atividade dessa enzima.

Néo foi detectada também correlacéo entre a atividade de SOD e APX com a expressdo da doenga nos
tratamentos com ou sem controle quimico. Porém, observa-se nos tratamentos sem controle quimico, que houve
correlacdo positiva significativa entre a atividade da CAT e a severidade de ferrugem. Nos tratamentos com
controle, além da severidade, essa correlagdo foi verificada também com a incidéncia. Isso pode indicar que nos
tratamentos com controle quimico, a ativagdo da CAT como mecanismo de defesa, ocorre ja no inicio da
manifestacdo da doenga, uma vez que a atividade da CAT se correlaciona também com a incidéncia. Por outro
lado, no controle genético, o0 acionamento desse mecanismo aparenta ser mais tardio, ja que é ativado apenas
quando a doenca ocorre com maior intensidade, fato evidenciado pela correlacdo positiva da atividade dessa
enzima apenas com a severidade. A CAT é uma enzima do sistema antioxidante que atua neutralizando o H,0O;
produzido em resposta a diferentes situagdes de estresse (Yang; Poovaiah, 2002), convertendo-o em agua e
oxigénio molecular, ja que é téxico a célula (Pandey et al., 2017). A resisténcia a H. vastatrix é expressa por uma
grande liberacdo de H,O,, uma répida e localizada morte da célula vegetal associada a restri¢do do crescimento de
fungos, além do aumento da atividade de enzimas de defesa como a CAT (Silva et al. 2008). Honorato-Junior et
al. (2015), ao avaliarem as folhas de cafeeiros suscetiveis inoculados com H. vastatrix e tratados com epoxiconazol
(triazol) ou piraclostrobina (estrobilurina) em comparagéo a testemunha verificaram aumento na atividade da CAT
quando foi adotado o controle quimico, sugerindo que o sistema antioxidante nas plantas pulverizadas foi bastante
aprimorado, o que evitou possiveis danos as células foliares devido a producdo de EROs. No presente trabalho, foi
observada situacdo contraria, ou seja, a maior atividade da CAT foi correlacionada a maior expressdo da doenga
nos tratamentos com e sem controle quimico.

Sabe-se entretanto, que em plantas suscetiveis, algumas das respostas de defesa, como a ativacdo de
enzimas antioxidantes, sdo observadas em fases mais tardias do processo de infeccéo, tornando-se ineficazes no
controle da acéo do patégeno (Possa, 2015), enquanto nas resistentes, sua ativacdo precoce pode ser um mecanismo
de tolerancia (Silveira et al., 2015). Como no presente trabalho avaliou-se a infeccdo em condigdo de campo,
considerando-se a média das diferentes épocas de avaliagdo, ndo se tem total controle sobre 0 momento em que
ocorreu a infec¢do, nem informacéo sobre o tempo decorrido até que os tratamentos apresentassem resposta de
defesa. Desta forma, é possivel que a ativacdo tardia dessa enzima nos tratamentos que expressaram mais a
ferrugem, tenha influenciado no resultado dessa correlacdo. A avaliacdo da intensidade da doenca bem como da
atividade enzimatica separadamente em cada tempo de avaliagdo, poderia esclarecer esses resultados.

Ainda nas folhas, observa-se que o0s gendtipos derivados de HT apresentam maiores teores de compostos
fendlicos, indicando uma relacdo desses metabolitos com o grupo genético, mas ndo necessariamente com a

resisténcia a ferrugem, ja que apenas genétipo MG0277 apresentou resisténcia. Destaca-se que essa diferenciacao
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entre grupos genéticos pelo teor de compostos fenolicos é possivel apenas quando avaliado nas folhas. Quando se
considera a concentracdo desses compostos nos frutos, ndo ha diferenca entre os genétipos avaliados. Kitzberger
et al. (2013) também ndo encontraram diferenca entre o teor de compostos fendlicos nos graos de cultivares
modernas, derivadas de HT e tradicionais, como Bourbons.

Ja quando se considera o uso de controle quimico, observa-se que as folhas de plantas tratadas com
fungicidas apresentaram maiores concentracdes desses compostos. Esse resultado pode indicar que o uso de
fungicida estimula a produgdo de compostos fendlicos nas folhas, sendo um mecanismo eficiente no controle da
ferrugem. A correlacdo negativa observada entre os teores de compostos fenolicos na folha, e a incidéncia da
ferrugem nos tratamentos que receberam controle quimico, confirmam essa tendéncia, pois, demonstram que,
quanto mais eficiente a resposta da planta ao uso de fungicida, maior o teor de compostos fendlicos nas suas folhas.
Alguns estudos sobre a resisténcia de plantas a pragas e patégenos indicam que os acidos clorogénicos e compostos
fendlicos em geral estdo envolvidos em diversas fungBes bioldgicas das plantas, incluindo 0s seus mecanismos de
defesa, gracas as suas propriedades antioxidantes e antibidticas (Salgado et al., 2008). Esses compostos podem ser
substratos de peroxidases, levando a polimerizagcdo de produtos como pigmentos insoldveis e lignina, que
contribuem para 0 mecanismo de defesa das plantas (Farah e Donangelo, 2006). Além disso, foi verificado por
Leitdo et al. (2011) seu acimulo diferencial em folhas durante o processo de desenvolvimento do patdgeno, que
pode sugerir seu possivel envolvimento na resisténcia de café contra H. vastatrix. No presente trabalho, ndo foi
observada essa relacdo com a resisténcia genética, mas sim, com a defesa da planta ao patégeno quando tratada
com fungicida. Essa auséncia de correlagdo entre o teor de compostos fendlicos e a incidéncia e severidade de
ferrugem quando os genétipos nao receberam controle quimico da doenca, pode ser devido a quebra de resisténcia
observada no gen6tipo MG0313. Apesar de pertencer ao grupo HT, no qual apenas cerca de 2% dos genotipos
apresentam suscetibilidade a raca mais comum de ferrugem (Rodrigues Jr. et al., 2004), a alta incidéncia e a
severidade observada nesse gendtipo, quando ndo tratado com fungicida, sugere a quebra de resisténcia, assim
como verificado em algumas cultivares derivadas do grupo HT (Del Grossi et al., 2013). Assim, apesar da presenca
de altos teores de compostos fendlicos nas folhas do MG0313, outros importantes mecanismos de defesa da planta
ao patégeno podem ndo estar ativos, levando a alta expressao da doenca. Isso indica que, apesar da sua relacdo
com mecanismos de defesa das plantas, maior concentracdo de compostos fendlicos, por si so, ndo garante a
resisténcia do cafeeiro a ferrugem.

Os resultados discutidos demonstram a possibilidade de se associar a maior ou menor expressdo da doenca
a concentracdo de nutrientes, compostos fenolicos e atividade enzimatica das folhas, tanto quando é adotado o
controle genético ou quimico. Entretanto, ndo se tem informacdo sobre a capacidade da ocorréncia de ferrugem
nas folhas influenciar a concentracdo de metabdlitos e a atividade enzimética dos frutos. Pouco se sabe também
sobre a possibilidadedo uso de defensivo atingir estes 6rgdos a partir de uma acao sistémica, podendo afetar, em
ultima instancia, a qualidade sensorial da bebida.

Com relagdo a composicéo dos frutos, houve efeito significativo dos gendtipos sobre os teores de
proteinas, acidos clorogénicos, aglcares, trigonelina e cafeina. Para o contetdo de proteinas, verificou-se que 0s
genétipos do grupo HT apresentam valores inferiores aos Bourbons, ao contrario das concentragdes de acidos
clorogénicos, que foi maior nos HTs, indicando que o teor destes compostos pode estar associado ao grupo
genético. Bertrand et al. (2003) ao avaliarem a influéncia da introgresséo de genes de resisténcia de C. canephora

em genotipos de C. arabica, também constataram que os individuos descendentes desses cruzamentos
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apresentaram maiores concentragdes de &cidos clorogénicos. Kitzberger et al. (2013) ao avaliarem o teor de
proteinas nos grdos de café, ndo encontraram, por outro lado, relagdo entre o teor de proteinas e a origem genética,
de forma que, dentre as cultivares avaliadas, uma cultivar tradicional (Bourbon) e uma moderna (IPR99)
apresentaram os menores teores de proteina.

O teste de agrupamento aplicado nao foi capaz de diferenciar as médias dos genotipos para teores de
acucares. Alguns autores relatam menor teor de agUcares totais em grdos de cultivares modernas derivadas de HT,
caracteristica que pode ter sido herdada do C. canephora (Mendonga et al., 2007). No presente trabalho, por outro
lado, o maior teor de aglcares totais foi encontrado para a cultivar resistente MG0277. Apesar desse resultado ter
sido obtido a partir dos frutos, e ndo do grdo, o que poderia ser uma causa da ndo concordancia com trabalhos
encontrados na literatura, é compreensivel que plantas menos afetadas pela doenga, como as resistentes,
apresentem maior teor de agucares nos frutos. 1sso porque os carboidratos necessarios para o desenvolvimento dos
frutos sdo fornecidos a partir das folhas (Yamaki, 2010). Esses carboidratos sdo normalmente utilizados durante a
formagcdo de gréos e no crescimento vegetativo, porém, em situagdes de estresse, eles podem ser desviados do seu
principal caminho metabdlico para o mecanismo de defesa das plantas, participando da producéo de compostos
fendlicos, os quais, devido as propriedades antioxidantes e antibiéticas, estdo envolvidos em funcGes bioldgicas
como a resisténcia a pragas e doengas (Salgado et al., 2008). Além disso, doengas de folha como a ferrugem podem
causar desfolha ou reducdo da érea fotossinteticamente ativa devido a formacdo de lesGes, reduzindo o
fornecimento de fotoassimilados para os frutos (Ribeyre e Avelino, 2012). Isso explica por que o gendtipo
resistente foi o0 que apresentou maior teor de agucares totais.

Os teores de cafeina e trigonelina foram inferiores apenas no genétipo MG0277, Gnico que apresentou
resisténcia genética, podendo indicar alguma relacdo desses componentes com sua resposta de defesa ao patdgeno,
e ndo necessariamente, com o grupo genético ao qual pertence. Kitzberger, Scholz e Benassi (2014) também nao
encontraram maiores teores de cafeina nos genétipos obtidos a partir de introgressao de genes de resisténcia em
relagdo aos arabicas tradicionais, assim como Mendongca et al. (2007), apesar da espécie C. canephora apresentar
mais que o dobro da cafeina presente em C. arabica. Alguns autores relatam que a cafeina, juntamente com outros
alcal6ides, trigonelina e outros compostos, contribuem para suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas
(Kitzberger, et al., 2014). Além disso, segundo Dessalegn et al. (2007), a biossintese da cafeina, bem como seu
acumulo, é mais acentuada em situacOes de estresse. Isso explicaria as maiores concentracfes de cafeina em plantas
suscetiveis. Constata-se entdo, que os teores de cafeina, trigonelina e aglcares totais estdo relacionados a
resisténcia genética, uma vez que seu contetdo diferencial é observado apenas no genotipo resistente.

Com relacdo ao efeito do controle quimico, houve efeito significativo apenas sobre os teores de proteinas
nos frutos, de forma que os maiores valores foram encontrados nos frutos de plantas que ndo receberam controle
quimico para ferrugem. Entretanto, ndo sdo encontrados na literatura, relatos sobre o efeito do uso de controle
quimico sobre o teor de proteinas nos frutos ou outros 6rgaos do café.

Ao avaliar as estimativas de correlacéo entre os teores de metabdlitos nos frutos e a expresséo da doenca,
verifica-se que nas plantas que ndo receberam controle quimico, existe correlagdo negativa entre os teores de
lipidios e a incidéncia e severidade de ferrugem e correlagdo positiva entre a cafeina presente no fruto e a
incidéncia. Segundo Dessalgen et al. (2007), a biossintese e o acimulo da cafeina sdo mais acentuados em
situacBes de estresse, razdo pela qual esse composto foi encontrado em maiores quantidades em frutos de plantas

com maior severidade da doenca. Sabe-se também que as EROs, produzidas em excesso na planta sob condicéo



52

de estresse, sdo extremamente reativas e citotoxicas, podendo reagir com biomoléculas como &acidos graxos
insaturados na membrana plasmatica, nas membranas das organelas e endomembranas, causando a peroxidacéo
dos lipidios e a ruptura da membrana (Monteiro et al, 2016). I1sso pode explicar o menor teor de lipidios encontrado
em plantas com maior expressao da doenca.

Ja quando se considera as plantas que receberam tratamento para controle da doenga, encontra-se
correlagdo negativa da incidéncia e severidade com os teores de &cidos clorogénicos e compostos fenolicos, os
quais foram menores nos frutos das plantas que expressaram mais a doenca quando a ferrugem é manejada com o
uso de fungicida, assim como observado para os teores de compostos fendlicos e incidéncia nas folhas. Mhlongo
et al. (2014) relataram que compostos fenélicos que estimulam a defesa das plantas também induzem o acimulo
de &cido clorogénico e outros acidos cafeoilquininicos mono e di-acilados. Também tem sido demonstrado que
menor concentracdo de acidos clorogénicos nas folhas as tornariam mais suscetiveis ao ataque de insetos
(Fernandez et al., 2012). N&o foram encontradas, no entanto, informacao sobre a influéncia do uso de produtos
quimicos para controle de doencas sobre os teores de compostos fendlicos e acidos clorogénicos nas folhas e,
principalmente, nos frutos. Porém, pode-se inferir que a presenca do fungicida sistémico na planta estimula a maior
producdo de &cidos clorogénicos e compostos fendlicos na planta como um todo, principalmente nos genétipos
que respondem de forma mais eficiente a esse tipo de controle.

Referente a atividade enzimatica nos frutos, ndo foi constatado efeito significativo de genétipos ou do uso
de controle quimico pela analise de varidncia. Também ndo foi encontrada correlagdo significativa entre a
expressdo da doenca e a atividade das trés enzimas avaliadas nos frutos quando as plantas ndo receberam
tratamento quimico para ferrugem. Infere-se por esses resultados que, na média das avaliacdes, a ocorréncia ou
ndo de ferrugem, controlada por resisténcia genética, ndo tem efeito sobre a atividade enzimatica antioxidante no
fruto, sendo, portanto, uma acédo localizada de defesa. Destaca-se, no entanto, que esses resultados foram obtidos
considerando a média de trés épocas de avaliacdo, a qual pode influenciar nas estimativas de correlacoes.

Ja quando as plantas foram tratadas com defensivo, observa-se correlagdo significativa positiva entre a
incidéncia e severidade com a CAT, e negativa com a APX. Esses resultados confirmam o efeito sistémico do
produto quimico para controle da ferrugem em outros 6rgaos da planta, além daquele onde ocorre a lesdo, podendo
interferir no metabolismo da planta como um todo, dependendo do nivel de estresse enfrentado. Os dados de
correlagcdo demonstram que, quanto maior é expressdo da doenga na planta, maior ¢ a atividade de CAT e menor
a da APX nos frutos.

Considerando que a CAT e a APX atuam de forma coordenada na neutralizacdo do H,O,, sendo que a
CAT apresenta baixa afinidade pelo substrato, atuando na presenca de altos niveis de H,O, ao contrario da enzima
APX, que atua em baixos niveis do substrato (Sharma et al., 2012), e sabendo que a intensidade de expressdo da
APX é diretamente correlacionada com a duracdo e intensidade do estresse imposto, de forma que o0 mesmo tipo
de estresse pode induzir diferentes expressdes dessa enzima (Pandey et al., 2017), pode-se inferir que 0 uso de
controle quimico induz a produgdo de maiores concentragdes de H.O, em frutos de plantas com infecgGes mais
severas, de forma que a CAT apresenta atividade nesses casos. JA em infec¢des mais brandas, com menores
concentragdes dessa ERO, é favorecida a atuacdo da APX. Deve-se atentar, entretanto, que os resultados do
presente trabalho se referem a média de trés épocas de avaliacdo, a qual pode influenciar nas correlagGes obtidas.

Assim, ¢ possivel que o fungicida sistémico atue na planta ativando suas rotas de defesa como um todo,

de acordo com o nivel de epidemia enfrentado pela planta. Echeverria-Beirute et al. (2018), ao avaliarem como o0



53

uso ou nao de defensivo para controle da ferrugem afetam a qualidade de bebida, verificaram que dois dos 10
atributos avaliados em analises sensoriais e quatro de 154 compostos volateis mensurados em analises quimicas
dos gréos torrados, foram significativamente afetados pelo controle quimico, demonstrando que o uso de produto
quimico para controle da ferrugem, que ocorre nas folhas, pode ter reflexo em outros érgéos da planta.

Os resultados desse estudo evidenciam a relagdo existente entre a expressdo da ferrugem e a composicao
e metabolismo dos 6rgéos do cafeeiro, as quais podem apresentar divergéncias, dependendo do método de controle
adotado. Existem também indicios de uma acéo sistémica dos mecanismos de defesa ativados na planta, tanto pelo
controle quimico, quanto pelo controle genético, que sdo constatados em tecidos além daqueles diretamente
afetados pelo patdégeno. Assim, novos estudos devem ser conduzidos visando compreender essas alteracdes em
funcdo do tipo de controle, considerando, principalmente, o tempo de resposta ao patégeno nos diferentes 6rgaos,
para que correlagdes mais precisas possam ser estabelecidas. O entendimento desses processos pode contribuir
para a escolha e conducdo de um manejo mais sustentavel das doengas no campo, o que pode ter reflexo também

no produto final.

5. CONCLUSOES

O controle quimico utilizado no experimento ndo afeta diretamente o teor de nutrientes nas folhas e a
maioria dos metabdlitos nos frutos, mas afeta o teor de compostos fendlicos nas folhas e de proteinas nos frutos.

A atividade das enzimas antioxidantes nas folhas e frutos ndo sofre efeito de gendtipos ou do controle
quimico nas condicdes avaliadas.

Os teores de agUcares totais, cafeina e trigonelina, nos frutos avaliados nesse experimento, sofrem efeito
significativo dos genotipos, estando relacionados com a resisténcia genética.

Nas condicBes de avaliacdo, o nivel de expressdo da ferrugem esta associado ao teor de nutrientes e de
compostos fenolicos nas folhas e a composicéo quimica de frutos, bem como a atividade de enzimas antioxidantes
nas folhas e frutos. Porém, existem diferencas nessas respostas quando se considera o controle genético ou

quimico.
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ARTIGO 3

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E PRODUCAO DE METABOLITOS NO CAFE EM

FUNCAO DA MATURACAO E DO METODO DE CONTROLE DA FERRUGEM

European Journal of Plant Pathology

(Verséo preliminar)

RESUMO

No controle genético da ferrugem (Hemileia vastatrix Berk et Br.) em cafeeiros (Coffea arabica L.), a resisténcia
ou suscetibilidade da planta depende da ativagdo precoce ou tardia de mecanismos de defesa, respectivamente.
Porém, pouco se sabe sobre os mecanismos ativados pelo controle quimico ao longo do desenvolvimento da
doenca. O efeito nos frutos do progresso da ferrugem também é pouco conhecido. Objetivou-se avaliar as
alteracGes no teor de metabdlitos e na atividade enzimatica de folhas em frutos ao longo da maturacdo dos frutos
bem como correlagOes dessas caracteristicas com o progresso da ferrugem, quanto manejada pelo controle genético
ou quimico. Foram avaliados quatro genétipos de café ardbica, dos grupos Hibrido de Timor (MG0277 e MG0313)
e Bourbon (MG0006 e MG0012), com e sem tratamento quimico para controle de ferrugem (Verdadero 600 WG®
- Ciproconazol (30% m/m) + Tiametoxan (30% m/m), 1,0 kg ha'?) nos estadios de maturagéo verde, verde-cana e
maduro. Existe efeito dos estadios de maturacdo sobre o teor de metabolitos e atividade de enzimas antioxidantes
nos frutos, e nos teores de compostos fendlicos nas folhas, mas ndo na atividade de enzimas antioxidantes nas
folhas. O estadio de maturacdo tem efeito na expressdo da ferrugem, a qual varia dependendo da adocéo do controle
quimico ou genético. Existem correlacdes entre a expressao da ferrugem e as variaveis analisadas, indicando que
ha& uma resposta sistémica da planta a infecgdo tanto no controle genético, quanto no quimico. Essas associa¢fes

dependem do estadio de maturacdo dos frutos e do tipo de controle da ferrugem adotado.

PALAVRAS-CHAVE: Coffea arabica L.; Hemileia vastatrix Berk et. Br.; superdxido dismutase; catalase;

peroxidase do ascorbato; resisténcia genética; triazol.
1. INTRODUCAO

O amadurecimento de frutos pode ser considerado um fendmeno oxidativo (Santos et al., 2018) e em
espécies comerciais de café (Coffea arabica L.), € um processo longo, caracterizado por alteracdes e evolugdes
nos tecidos (De Castro e Marracini, 2006). A resisténcia das plantas a patdgenos é frequentemente afetada pelo
seu estadio de desenvolvimento, de forma que as plantas se tornam mais resistentes quando adultas. No entanto,

em culturas perenes, a idade dos érgdos da planta pode ser mais importante que a idade da planta em si, existindo
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relatos do efeito da idade da folha e do estadio de desenvolvimento de frutos do café, na resisténcia a doencas
fingicas (Eskes e Braghini, 1982).

Os mecanismos de defesa em geno6tipos resistentes a patdgenos sao frequentemente estudados. Uma das
primeiras respostas detectadas em interacfes incompativeis, a qual leva a resisténcia das plantas, € a ativacdo de
uma explosdo oxidativa, caracterizada por um aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs), que
precede a sintese de compostos antimicrobianos e ativagéo de genes relacionados a defesa (Ballester et al., 2006,
Monteiro et al, 2016, Pandey et al., 2017). Porém, as EROs sdo altamente reativas e citotoxicas para todos os
organismos (REIS et al., 2015). Para remové-las ou minimizar seus efeitos, as plantas contam com o sistema
antioxidante, que é um sistema de defesa a estresses, formado por componentes ndo enziméaticos consumidores de
oxiradicais e por enzimas antioxidantes, dentre as quais se destacam a superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1),
a catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e a peroxidase do ascorbato (APX, L-ascorbate peroxidase, EC 1.11.1.11) (Monteiro
et al, 2016, Pandey et al., 2017, Resende et al., 2003).

A ferrugem do cafeeiro, causada pelo fungo biotréfico Hemileia vastatrix Berk. et Br. é considerada a
principal doenca da cultura em abrangéncia e danos, e seu controle pode ser eficientemente realizado por medidas
de natureza genética e quimica (Carvalho et al., 2017, Echeverria-Beirute et al., 2018, Silva et al., 2006). Na
literatura sdo relatadas algumas estratégias de defesa do cafeeiro a infecgdo por H. vastatrix: a resisténcia é
expressa nas folhas por uma grande liberacéo de H,O,, uma répida e localizada morte da célula vegetal, associada
a restricdo do crescimento de fungos, além do aumento da atividade de enzimas de defesa como a SOD, CAT e
APX (Guerra-Guimaraes et al., 2008). Também foi verificada nas folhas a deposi¢do de compostos fendlicos,
acumulacdo de calose e lignificacdo da parede celular na zona de infeccdo, limitando o crescimento do fungo
(Diniz et al., 2012, Guerra-Guimaraes et al., 2009).

Existem estudos que associam o teor de metabolitos secundarios a intensidade do ataque de ferrugem
visando encontrar indicadores de resisténcia para sele¢es futuras de genétipos de café (Subroto et al., 2019).
Deve-se, porém, se atentar ao fato de que o momento de avaliagdo é um fator fundamental para o sucesso dessa
estratégia. Isso porque a ativagdo precoce do sistema antioxidante, 0 aumento na atividade de enzimas de defesa e
as alteracBGes nos teores de compostos bioquimicos, podem ser um mecanismo de tolerancia das plantas aos
estresses bidticos e abidticos (Silveira et al., 2015). No entanto, na interagcdo compativel, algumas das respostas de
defesa citadas anteriormente sdo também observadas, mas nas fases mais tardias do processo de infec¢éo,
tornando-se ineficazes no controle da acdo do patégeno. Assim, o monitoramento do teor de metabdlitos e da
atividade de enzimas antioxidantes ao longo do tempo, pode ser usado como um indicador do estresse oxidativo
em plantas e ser relacionado com a reacdo da planta a doenca.

Com relagdo ao controle quimico, sabe-se que a utilizacdo de fungicidas altera drasticamente a fisiologia
das plantas (Honorato-Junior et al., 2015). Os fungicidas do grupo dos triazois estdo associados com a reducao da
taxa de transpiracdo, evitando murchamento e senescéncia foliar (Herzog et al., 2018), promovem alteracdes na
morfologia das folhas e estimula o florescimento e a formagéo dos frutos, aumentando o rendimento das culturas,
assim como proporcionam maior capacidade fotossintética, com incremento nos teores de clorofila total e maior
taxa de assimilacdo liquida, aumentando a massa seca total (Demant e Maringoni, 2012). Estudos demonstram
também, que o uso de fungicida para controle da ferrugem do cafeeiro pode afetar positiva ou negativamente os
atributos avaliados na analise sensorial da bebida e o teor de compostos volateis em gréos torrados (Echeverria-
Beirute et al., 2018).
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Entretanto, as informagdes disponiveis na literatura sobre quais sdo os mecanismos de defesa das plantas
induzidos pelo uso do controle quimico, ao longo do desenvolvimento da doenca, sdo escassas (Honorato-Junior
et al., 2015). Pouco se sabe também sobre a capacidade desse tipo de tecnologia ou da resisténcia genética em
provocar alteracGes em tecidos ndo diretamente afetados pelo patdgeno, de forma que a escolha do manejo em
campo pode ter influéncia no processo de desenvolvimento dos frutos, refletindo na qualidade do produto. Até o
momento ndo foram encontrados relatos do efeito do controle genético e quimico da ferrugem no metabolismo
antioxidante da planta e na producdo de metabdlitos em frutos de café, considerando o progresso da doenca ao
longo do tempo em condicdes de campo. Compreender a maneira pela qual o patégeno afeta o metabolismo da
planta, bem como a forma com que os diferentes métodos de controle auxiliam no combate desses danos, pode
auxiliar na escolha do manejo a ser adotado e com isso reduzir os danos causados as culturas (Honorato-Junior et
al., 2015).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar o efeito do estadio de maturacéo no teor de metabélitos dos frutos
e na atividade enzimatica de folhas e frutos, bem como verificar se existe correlagio entre essas caracteristicas e
0 progresso da ferrugem, quando manejada por meio do controle genético ou quimico. Questiona-se, portanto, se
0s mecanismos de defesa encontrados nos genotipos resistentes sdo semelhantes as respostas induzidas pelo uso
do produto quimico para controle da ferrugem, e se eles se expressam da mesma forma com o progresso da doenca.
Além disso, deve-se avaliar se a ocorréncia da doenga nas folhas e suas formas de controle tém influéncia no
metabolismo e sintese de metabdlitos nos frutos durante a maturagéo, ja que esse 6rgao ndo é diretamente afetado
pelo patégeno. Os resultados deste estudo podem contribuir para o entendimento das rotas de defesa ativadas na
planta pelo controle genético e quimico em resposta ao progresso da doenca, assim como seus efeitos na formacéo

dos gréos de café.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Descrigéo do experimento

O experimento foi realizado no ano agricola de 2018/19, no Banco Ativo de Germoplasma de Coffea spp.
de Minas Gerais, Brasil no Campo Experimental de Patrocinio (CEPC), situado a 18°59°26” de latitude sul,
48°58“95” de longitude oeste e 975 metros de altitude, na Regido do Cerrado Mineiro, 1* Denominagéo de Origem
de Cafés do Brasil. O solo é do tipo Latossolo Vermelho (Geoinfo, 2004) e a topografia é plana, com ligeira
inclinacdo. Patrocinio se encontra em uma regido de clima Tropical, com inverno seco e estacdo chuvosa no verdo
(Aw), conforme classificacdo de Képpen (Martins et al., 2018).

Foram avaliados quatro gendtipos de café ardbica, implantados no ano de 2006, em blocos casualizados
com duas repeti¢des e dez plantas por parcela, sendo dois do grupo Hibrido de Timor (MGO0277- origem Hibrido
de Timor UFV 376-52 e MG0313 - origem Hibrido de Timor UFV 428-04) e dois do grupo Bourbon (MG0006 e
MG0012, coletados em lavouras de propriedades particulares nos municipios de Araponga e Manhumirim — MG,
respectivamente). Esses gendtipos foram escolhidos pela conhecida resisténcia e suscetibilidade a ferrugem dos
gendtipos dos grupos Hibrido de Timor e Bourbon, respectivamente.

Metade das plantas de cada parcela recebeu tratamento quimico via solo para controle da ferrugem
(Verdadero 600 WG® - Ciproconazol (30% m/m) + Tiametoxan (30% m/m), 1,0 kg ha), no inicio do periodo das
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chuvas, em novembro de 2018, conforme recomendacao agronémica. Esse produto também é eficiente no controle
do bicho mineiro, pela presenca do ingrediente ativo Tiametoxan. Desta forma, na outra metade de cada parcela,
foi realizado simultaneamente o controle de bicho mineiro (Actara 250 WG® - Tiametoxan (25% m/m), 1,0 kg ha"
1), totalizando, em um esquema de parcela subdividida, oito tratamentos com duas repeticGes em subparcelas de
cinco plantas. Os demais tratos culturais foram realizados conforme recomendacéo técnica baseada na analise de

solo e monitoramento de pragas e doengas.

2.2. Avaliacéo da ferrugem

Para verificar o progresso da ferrugem, foram realizadas, de abril a maio de 2019, trés avaliagGes de
incidéncia e severidade, quando os frutos de café se apresentavam predominantemente nos estadios de maturacdo
verde, verde-cana e maduro, visando relacionar a expressao da ferrugem sob diferentes métodos de controle com
o0 processo de desenvolvimento dos frutos. Foram coletadas dez folhas por planta, no terceiro ou quarto par de
folhas de ramos plagiotrépicos, tomados aleatoriamente no terco médio da planta, totalizando 50 folhas por
subparcela experimental. A incidéncia da doenca foi determinada com base no nimero de folhas com pustulas
esporuladas em relacdo ao nimero total de folhas avaliadas por subparcela experimental, sendo, posteriormente,
convertida para porcentagem. A severidade da ferrugem foi avaliada por meio de escala diagramatica para
ferrugem, descrita por Capucho et al. (2011), de acordo com a porcentagem de area foliar lesionada. A resposta
dos gendtipos avaliados foi para a populagdo natural de ragas de ferrugem presentes no campo experimental de

Patrocinio.

2.3. Avaliacéo da atividade enzimatica em folhas e frutos

Simultaneamente as avaliagGes de ferrugem, foram realizadas coletas de material vegetal para analise de
atividade enzimatica. Para cada tempo de coleta, folhas e frutos localizados no terco médio das plantas, no terceiro
ou quarto par de folhas dos ramos plagiotrépicos, foram coletados e, imediatamente, congelados em nitrogénio
liquido. Em seguida, as amostras foram armazenadas em freezer a -86 °C para posterior analise.

Para a obtencdo dos extratos utilizados na determinac&o da atividade das enzimas superdxido dismutase
(SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e peroxidase do ascorbato (APX, L-ascorbate peroxidase, EC
1.11.1.11) nas folhas, amostras de 200 mg de tecido foliar foram maceradas com N liquido em almofariz, com
adicdo de polivinilpirrolidona (PVP) -Vetec 1% (p/p), até obtencdo de um p6 fino. Ja para a analise dos frutos, as
amostras de frutos foram liofilizadas por 96 horas (liofilizador Terroni, modelo Enterprise 1) e moidos por cerca
de 1 minuto em moinho 11A basic (IKA, Brasil), adicionando-se nitrogénio liquido para facilitar a moagem e
evitar oxidagdes das amostras, com adic¢do de polivinilpirrolidona (PVP) 1% (p/p), até obtencéo de um pé fino.

Em seguida, 200 mg do p6 obtido no preparo de amostras de folhas e frutos foi homogeneizado em tampéo
de extracdo descrito na Tabela 1 para cada tipo de amostra.

Os homogeneizados foram centrifugados (Centrifuge 5804 R Eppendorf) a 14000 rpm, por 25 minutos, a
4 °C, e os sobrenadantes utilizados para realizagdo das analises enzimaticas (Biemelt et al., 1998).
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Tabela 1 — Descricao das solucBes tampédo de extracdo e incubacdo para andlise das enzimas SOD, CAT e APX

em folhas e frutos de cafeeiro

Folhas

Frutos

Tampéo de
extracdo -1500

pL de volume

375 uL de fosfato de potassio (Vetec) 100
mM e pH 7.8;

15 uLde EDTA 0,1 mM;

75 pL de acido ascorbico (Vetec) 10 mM;

1452 uL de fosfato de potassio 100 mM e pH
7

15 puL de EDTA 100 mM,;

15 pL de &cido ascérbico 100 mM;

total 1035 pL de agua destilada. 6 uL de DDT 500 mM,;
12 pL. de PMSF 100 mM.
7 uL do extrato enzimatico (ajustado para 360 5 pL do extrato enzimatico (ajustado para
pL de solugdo final); 200 pL de solugdo final);
Incubagéo fosfato de potassio (Vetec) 100 mM pH 7,0;  fosfato de potassio 200 mM pH 7,0;
APX acido ascorbico (Vetec) 0,5 mM; acido ascorbico 10 mM;
perdxido de hidrogénio (Dinamica) 0,1 mM;  peroxido de hidrogénio 250 mM;
agua destilada. agua destilada.
9 uL do extrato enzimatico (ajustado para 360 9 pL do extrato enzimatico (ajustado para
pL de solugdo final); 180uL de solugdo final);
Incubacéo ] )
fosfato de potassio (Vetec) 100 mM pH 7,0;  fosfato de potassio 100 mM pH 7,0;
CAT peroxido de hidrogénio (Dinamica) 12,5 mM; perdxido de hidrogénio 12,5 mM;
agua destilada. agua destilada.
12,5 pL do extrato enzimatico (ajustado para 5 pL do extrato enzimatico (ajustado para
360 pL de solug@o final); 200 pL de solugdo final);
fosfato de potéssio (Vetec) 50 mM pH 7,8; fosfato de potassio 100 mM pH 7,8;
Incubacéo metionina (Vetec) 14 mM; metionina 70 mM;
SOD EDTA (Synth) 0,1 uM; EDTA 10 pM;
NBT (Vetec) 75 uM; NBT 1 mM;

riboflavina (Exodo) 2 uM;

agua destilada.

riboflavina 0,2 mM;

agua destilada.

A atividade da APX foi determinada por meio de adaptacdo do método de Nakano e Asada (1981),

descrita na Tabela 1, para as amostras de folhas e frutos. A atividade enzimatica foi determinada pelo consumo de

H>0, a 290 nm durante 3 minutos a 30 °C para folhas e 28 °C para frutos em espectrofotdmetro (BioteK Power

Wave XS). O coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM™* cm™ foi usado para calcular a atividade da APX. O

resultado foi expresso em pmol AsAminZug P2,

A atividade da CAT foi avaliada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, durante 3 minutos, a 30 °C

em espectrofotdmetro (BioteK Power Wave XS) a partir da incubacdo das amostras de folhas e frutos descrita na

Tabela 1. O coeficiente de extingdo molar de 36 Mt cm™ foi usado para calcular a atividade da CAT (Havir e

Mchale, 1987). O resultado foi expresso em pumol H,O, min*ug P,

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducdo do azul de

nitrotetrazdlio (NBT-Vetec) (Giannopolitis e Ries, 1977), a partir da incubacdo das amostras de folhas e frutos
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descrita na Tabela 1. Ap6s incubacdo por 7 minutos, em camara fechada com lampada fluorescente de 30 W,
realizou-se leitura a 560 nm em espectrofotdmetro (BioteK Power Wave XS). Uma unidade da SOD correspondeu
a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condic6es do ensaio. O resultado foi
expresso em U SOD min?ug P,

A proteina total de cada extrato enzimatico de folhas e frutos foi mensurada em espectrofotdmetro
(BioteK Power Wave XS), de acordo com o método de Bradford (1976). O resultado foi expresso em pg P mg*

de massa fresca.

2.4. Anélises da composicéo quimicas dos frutos

As andlises de avaliagdo da composi¢do quimica dos frutos de café foram realizadas no Laboratério de
Qualidade do Café Dr. Alcides Carvalho, situado na EPAMIG, em Lavras, MG. Todas as analises foram realizadas
em duplicata e os resultados foram expressos em percentagem de matéria seca (%MS).

As amostras de frutos foram moidas por cerca de um minuto em moinho modelo IKA All Basic
Analytic®, adicionando-se nitrogénio liquido para facilitar a moagem e evitar oxidagGes na amostra. Apds a
moagem das amostras, estas foram acondicionadas em embalagens de plastico e armazenadas em freezer, a
temperatura de -18 °C, até a realizacéo das analises. A composi¢do dos frutos, nos trés estadios de maturacdo, foi
avaliada quanto a umidade, teores de proteinas totais, lipideos, agUcares totais, compostos fendlicos, cafeina,
trigonelina e &cidos clorogénicos.

A umidade dos frutos foi determinada em estufa a 105 °C durante 24 horas, segundo Brasil (2009).

Os compostos fendlicos foram extraidos por refluxo da amostra em solucéo aquosa de acetona 50 % (v/v)
e determinados pelo método Folin-Denis segundo metodologia da AOAC (2000). Para a extracdo dos compostos
fendlicos, foram utilizadas 0,5 gramas de amostra sendo acrescentado 50 mL de solu¢do aquosa de acetona 50%
(v/v). O extrato foi entdo aquecido em chapa aquecedora até o ponto de ebulicdo durante 15 minutos. O extrato
em suspensdo foi filtrado em papel de filtro de filtragem répida e recolhido, acrescentando-se novamente 50 mL
do solvente a amostra residual precipitada. Esse procedimento foi realizado por trés vezes. Uma vez recolhidos os
extratos, o solvente foi entdo evaporado até a obtengdo de aproximadamente 5 mL de extrato, o qual foi diluido
em 50 ml de dgua destilada e submetido a determinago dos compostos fendlicos.

O conteldo de proteina bruta foi determinado pelo método Kjeldahl citado pela AOAC (2000), utilizando-
se 0,5 g de amostra pulverizada em tubo para digestdo. A mesma quantidade de amostra foi utilizada para a
determinacdo de lipideos totais, pelo método Soxhlet (AOAC, 2000).

Os acucares totais nos frutos de café foram extraidos pelo método de Antrona e quantificados por
espectrofotometria a um comprimento de onda de 620 nm, utilizando-se uma curva padréo de glicose anidro,
conforme método descrito por Dische (1962).

Os compostos bioativos cafeina, trigonelina e acidos clorogénicos (5-ACQ) foram determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), segundo metodologia de Vitorino et al. (2001) adaptada por Malta
e Chagas (2009). Amostras de 0,5 g de café cru moido foram extraidas em 50 mL &gua ultra pura em ebulicéo e
colocadas em banho-maria, com &gua em ebuli¢éo, durante 3 min. O extrato foi filtrado em papel de filtro comum
e, em seguida, filtrado em membrana PTFE de 0,45 um. A determinacdo desses compostos foi realizada em

cromatdgrafo da marca Perkin Elmer Flexar, Software: Chromera Flexar, com sistema de detecc¢do por arranjo de
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diodos (PDA Detector Flexar), coluna cromatografica Perkin Elmer C18 (250 x 4,6 mm, Sum), comprimento de
onda de 272 nm. A fase movel constituiu-se de metanol:agua:acido acético (20:80:1), com fluxo de 1 mL min™,
Para a identificacdo e analise quantitativa, foi elaborada curva-padrao, utilizando-se padrdes de cafeina, trigonelina
e 4cido-5-cafeiolquinico (5-ACQ).

2.5. Analise de compostos fenolicos nas folhas

Os teores de compostos fenolicos foram avaliados também nas folhas por serem frequentemente
relacionados a defesa das plantas a estresses, incluindo a infeccdo por H. vastatrix (Farah e Donangelo, 2006;
Subroto et al., 2019). Para a realizagdo dessas analises, amostras de folhas foram coletadas quando os frutos de
café se apresentavam predominantemente nos estadios verde, verde-cana e maduro, sendo mantidas refrigeradas
em gelo durante o transporte e até o preparo das amostras para as analises.

As folhas frescas foram reduzidas manualmente utilizando-se uma tesoura, de forma a ficarem com
tamanhos aproximado de 1 cm?2. Em seguida, 20 gramas de folhas reduzidas foram acondicionadas em Erlenmeyer
de 500 mL contendo 200 mL de mistura extratora (180 mL de metanol grau HPLC marca Exodo Cientifica e 20
mL de agua destilada).

A extracdo foi realizada com auxilio de ultrassom em cinco ciclos, divididos em trés etapas de oito
minutos cada. Entre cada etapa de oito minutos, a solugdo extratora contendo a amostra foi agitada manualmente
por alguns segundos e, ao final das trés etapas de cada ciclo, o liquido de extracdo foi coletado, sendo substituido
por mais 200 mL de mistura extratora para a realizacdo do préximo ciclo.

Ao final da extragdo, a solugdo extratora total coletada, com volume de 1000 mL, foi armazenada em
frasco de vidro escuro em freezer a -18 °C. Em seguida, o extrato de folhas de café foi concentrado em evaporador
rotativo de marca Buchi (Rotavapor RIl) a 55 °C até a evaporacao total do metanol.

Apos a evaporagdo da solugdo extratora, a amostra concentrada foi diluida com &gua destilada para o
volume de 50 mL. Os compostos fendlicos presentes no extrato foram entdo determinados pelo método Folin-
Denis segundo metodologia da AOAC (2000). Os resultados foram expressos em porcentagem de matéria seca
(%MS).

2.6. Anadlises estatisticas dos dados

Utilizou-se o software Genes (Cruz, 2016) para as andlises de variancia de todas as variaveis avaliadas
de acordo com o modelo estatistico Yiju = 1 + Ri + Aj + Bk + ABjc + e1 + Cj+ CAj; + CB + CABjj + 2, em que
Yij € 0 valor fenotipico; u é a constante inerente a todas as observacdes; R; é o efeito da repeticéo i; A; efeito do
gendtipo (G) j; Bk é o efeito do tratamento para controle de ferrugem (C) k; ABj« é 0 efeito da interagdo GxC; e;
é 0 erro associado & parcela; C; é o efeito do estadio de maturagéo (M) I; CAj; é o efeito da interacdo MxG; CBy é
o efeito da interagdo MxC; CABj« € o efeito da interacdo MxGXC e e é o erro associado & subparcela, sendo e;=
e~ N(0, o.?). A precisdo experimental foi aferida por meio da estimativa do coeficiente de variagio experimental
(CV%). As médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott (1974) (p<0.05) quando identificado efeito
significativo do fator pela analise de variancia. Foram obtidas as correlacdes entre incidéncia e severidade de

ferrugem e as demais variaveis quando as plantas receberam tratamento quimico para controle da ferrugem, ou
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ndo, e considerando os diferentes estadios de maturacdo, visando identificar possiveis associacBes entre a
expressdo da doenca e a composicdo dos frutos e/ou atividade enzimatica. A significancia das correlagdes foi

avaliada pelos testes t e de Mantel.

3. RESULTADOS

As analises de composicéo quimica dos frutos e atividade enzimética de folhas e frutos de café foram
realizadas quando os frutos se apresentavam predominantemente nos estadios de maturacdo verde, verde-cana e
maduro, visando correlacionar a expressdo da doenca e suas formas de controle com o processo de
desenvolvimento dos frutos. Os efeitos dos genotipos (G) e do uso de controle quimico (C), bem como de sua
interacdo (GxC) sobre essas variveis, ja foi abordado em estudo anterior (Pereira, resultados ndo publicados),
sendo o0 objetivo desse trabalho, avaliar o efeito dos estadios de maturacdo nas variaveis analisadas, assim como
sua relagdo com a expressdo da ferrugem. Destaca-se, com base nas avaliacdes de incidéncia e severidade de
ferrugem, que dentre os quatro gendtipos avaliados, apenas 0 MG0277 apresenta resisténcia ao patdgeno (Pereira,

resultados ndo publicados).

3.1 Alteracdes na producdo de metabolitos ao longo da maturacao dos frutos de café

Todos os metabdlitos avaliados nos frutos, e o teor de compostos fendlicos nas folhas, sofreram influéncia
do estadio de maturacdo (M), ou seja, todos eles tém sua concentracdo alterada ao longo dos estadios de maturacéo.
Compostos fenolicos nos frutos, aglcares, lipidios e proteinas, também foram influenciados pela interacdo GxM,
indicando que a variagdo nos teores desses metabdlitos nos diferentes estadios de maturagdo depende do gendtipo.
Efeito significativo da interacdo CxM foi observado para o teor de proteinas e trigonelina, demonstrando que esses
metabolitos sdo acumulados diferentemente durante a maturacdo, dependendo do tipo de controle, se genético ou
quimico. Verificou-se também efeito significativo da interacéo tripla GXCxM nos teores de aglcares e proteinas,
indicando que esses trés fatores atuam simultaneamente no acimulo desses metabolitos no fruto, resultando em

teores diferentes, considerando cada caso especifico (TABELA 1).
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Tabela 1 — Resumo das anélises de variancia dos teores de metabdlitos nos frutos e compostos fendlicos nas folhas.

ICF Fol. CF Fru. Acucares Lipidios Proteina Trig. Ac. Clor. Cafeina

FV GL QM oM oM oM oM QM QoM oM
Rep 1 6810 * 0.177 0.105 0.011 0.175 0.125 *  0.000 0.048
Genétipos (G) 3 24319 * 0.103 3.855 * 0.062 4619 * 0.049 * 0584 0.069
Controle (C) 1 3135 * 0.289 0.264 0.004 2873 * 0.018 0.025 0.015
GxC 3  1.356 0.047 0.698 * 0.085 0.493 0.003 0.028 0.012
Erro A 7 0.408 0.192 0.109 0.072 0.119 0.008 0.200 0.021
Maturagdo (M) 2 5192 * 6444 * 255147 * 147122 * 8028 * 0134 * 2904 * 0698 *
GxM 6 0.987 0276 * 2383 * 0542 * 1503 * 0.004 0.057 0.008
CxM 2 0.630 0.004 0.216 0.066 0536 * 0050 * 0.015 0.002
GxCxM 6 0.498 0.092 0.654 * 0.010 0423 * 0.009 0.094 0.006
ErroB 16 0.592 0.036 0.147 0.103 0.141 0.013 0.080 0.005
Total 47 2.550 0.382 11.619 0.730 1.067 0.022 0.240 0.043
Média 6.833 5.009 8.933 6.541 12.778 1.150 3.241 1.097
CVa (%) 9.343 8.750 3.700 4.110 2.700 7.800 13.780 13.070
CVb (%) 11.264 3.790 4.290 4,910 2.930 10.020 8.700 6.190

Teores de compostos fenodlicos nas folhas (CF Fol) e nos frutos (CF Fru), agucares totais, lipidios, proteinas,
trigonelina (trig.), acidos clorogénicos (Ac. Clor.) e cafeina nos frutos.
* Significativo pelo teste F (p<0.05).

3.2. Atividade enzimética nos frutos e nas folhas de café ao longo da maturagéo

A atividade das enzimas SOD, CAT e APX nos frutos teve efeito apenas do fator estadio de maturacéo,
ndo sendo afetada pelos genétipos, métodos de controle ou suas interacdes (dados ndo apresentados). Ja nas folhas,
ndo houve efeito significativo das fontes de variacdo ou interages sobre a atividade das enzimas avaliadas, exceto
na atividade da SOD, em que a interacdo GxC foi significativa (dados ndo apresentados).

Na Tabela 2 sdo apresentadas as médias das variaveis analisadas em cada estadio de maturagéo dos frutos.
Observa-se que os teores de aglicares e lipidios aumentaram ao longo da maturagdo. Comportamento contrario foi
observado em relacdo aos compostos fendlicos nos frutos, &cidos clorogénicos e cafeina, os quais apresentaram
redugdo nos teores ao longo do desenvolvimento dos frutos, sendo os menores valores encontrados no estadio
maduro. Em relacdo aos teores de trigonelina, verifica-se que se mantiveram estaveis nos dois estadios iniciais de
maturacdo, reduzindo, posteriormente, na maturidade dos frutos. Ja o teor de proteinas foi mediano quando o fruto
estava verde, apresentando seu pico no estadio verde cana e reduzindo significativamente no fruto maduro. Nas
folhas, o teor de compostos fendlicos apresentou um pico no estadio verde cana, diferentemente do que ocorre nos
frutos. Com relagdo a atividade enzimaética nos frutos, observa-se que a SOD apresentou menor atividade no
estadio verde, com aumento significativo no estaddio verde-cana, se mantendo até o final da maturacdo. Ja a
atividade da CAT e APX se manteve baixa nos dois estadios iniciais, com expressivo incremento apenas na

maturidade.
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Tabela 2 — Médias para atividade enzimética e teores de metabdlitos nos frutos avaliados durante a maturagao.

'sob
F CAT Fru. APX Fru. CFFol. CF Fru. AcUcares  Lipidios Proteinas Trig. Ac. Clor. Cafeina
ru.

Verde 006 b 037 b 1291 b 6698 b 571 a 504 ¢ 565 c 1304 b 122 a 371 a 132 a

V. Cana 013 a 023 b 1795 b 7458 a 483 b 875 b 645 b 1332 a 118 a 314 b 107 b
Maduro 012 a 093 a 2810 a 6343 b 448 ¢ 1302 a 752 a 1198 ¢ 105 b 287 ¢ 09 c

CVa(%) 5.97 26.12 21.32 9.34 8.75 3.70 4.11 2.70 7.80 13.78 13.08
CVb(%) 6.94 18.84 16.84 11.26 3.79 4.29 4.91 2.93 10.02 8.70 6.19

1SOD Fru. (U SOD min? pg P1), CAT Fru. (umol H20; mint pug P1) e APX Fru. (umol AsA min™ pg P1) nos
frutos e teores de compostos fendlicos nas folhas (CF Fol.) e nos frutos (CF Fru.), aglcares totais, lipidios,

proteinas, trigonelina (Trig.), acidos clorogénicos (Ac. Clor.) e cafeina nos frutos (%MS). Médias seguidas pela

mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott (p<0.05).

3.3. Incidéncia e severidade da ferrugem nas folhas do cafeeiro durante a maturacéo dos frutos

A incidéncia e a severidade da ferrugem em fungdo do uso do controle genético ou quimico foram
avaliadas concomitantemente & coleta de folhas e frutos. Tanto a incidéncia, quanto a severidade, foram
significativamente afetadas pela época de coleta. Também foi verificado efeito significativo de genotipos, controle
e interacdo GXC nessas duas variaveis, além do efeito das interagdes GxM e GXCxM sobre a incidéncia da
ferrugem (dados nédo apresentados). Os efeitos do gen6tipo, controle quimico, estadios de maturagdo, bem como
de suas interacfes sobre a incidéncia e severidade da ferrugem ndo serdo abordados, uma vez que no presente
estudo objetiva-se relacionar a expressao da ferrugem com a composicéo quimica e com a atividade enzimatica de
folhas e frutos do cafeeiro durante a maturagao.

Na Tabela 3 observa-se que a incidéncia média da ferrugem nas folhas do cafeeiro aumentou ao longo da
maturacdo dos frutos, ao contrario da severidade, que se estabilizou ap6s o estadio verde, ndo havendo diferenca
significativa entre os dois Ultimos estadios de maturag&o. E importante ressaltar, que os gen6tipos se comportaram
diferentemente com relacéo a doenca quando avaliados em diferentes estadios de maturacdo, com ou sem controle

quimico, o que pode ser observado na Figura 1.

Tabela 3 — Médias para incidéncia (%) e severidade (% de area lesionada) de ferrugem em folhas de cafeeiro nos
diferentes estadios de maturacao.

Incidéncia Severidade
Verde 2.731 c 1.429 b
Verde Cana 3.435 b 1.560 a
Maduro 4.101 a 1.664 a
CVa (%) 30.57 20.48
CVb (%) 17.89 10.83

Meédias seguidas pela mesma letra na pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott (p<0.05).
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Figura 1. (a) Incidéncia (%) e (b) severidade (% de area lesionada) de ferrugem em folhas de cafeeiro em fungéo
do gendtipo, aplicacdo de controle quimico e estadio de maturacdo do fruto. MG0277¢; MG0313c; MG0006c e
MGO0012c: com aplicacdo de controle quimico; MG0277; MG0313; MG0006 e MG0012: sem aplicacdo de

controle quimico.

3.4. Estimativas de correlacdo da incidéncia e severidade da ferrugem com as demais variaveis

analisadas

As estimativas de correlag@o entre a incidéncia e severidade de ferrugem e as demais varidveis analisadas,
nos diferentes estadios de maturagdo, e considerando os tratamentos com e sem controle quimico, sdo apresentadas
na Tabela 4. Observa-se que, para 0s tratamentos com controle quimico ndo houve correlagao significativa no
estadio verde, ja que nesta ocasido nenhum dos genétipos apresentou sintomas da doencga (FIGURA 1). No estadio
verde-cana, houve correlacdo significativa e positiva entre incidéncia/severidade e atividade da CAT nas folhas,
bem como lipidios e cafeina nos frutos, indicando que quanto maior a expressao da doenca, maior a atividade
dessa enzima nas folhas e maior o teor desses metabolitos nos frutos. Foi significativa também, nesse estadio, a
correlagdo negativa entre incidéncia/severidade e a atividade da SOD nas folhas, da CAT e APX nos frutos, e
teores de agUcares nos frutos, bem como de compostos fendlicos nas folhas e frutos. Ja no estadio maduro a
correlacdo negativa significativa da incidéncia e severidade com compostos fendlicos nos frutos se manteve, sendo
observada também para os teores de acidos clorogénicos, enquanto a atividade da CAT nos frutos apresentou

correlacdo significativa positiva com a expressao da doenca.
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Tabela 4 — Correlacdo entre as variaveis analisadas nas folhas e frutos do cafeeiro e a incidéncia e severidade da

ferrugem, com e sem aplicacéo de produto quimico, nos estadios de maturacgao

Verde Verde Cana Maduro
Incidéncia Severidade Incidéncia Severidade Incidéncia Severidade

Severidade 0.00 1.00 ++ 1.00 ** ++
1SOD Fol. 0.00 0.00 -096 *  ++ -096 *  ++ 0.51 0.53
CAT Fol. 0.00 0.00 0.56 ++ 0.56 ++ -0.21 -0.19
APX Fol. 0.00 0.00 0.37 0.37 -0.43 -0.44
SOD Fru. 0.00 0.00 -0.12 -0.12 0.91 0.91
CAT Fru. 0.00 0.00 -0.89 ++  -0.89 ++ 0.80 ++ 0.78 ++

% APX Fru. 0.00 0.00 -0.59 ++ -0.59 ++ 0.34 0.37

% CF Fol. 0.00 0.00 -0.79 ++ -0.79 ++ -0.88 -0.89

E CFFru 0.00 0.00 -0.50 ++  -0.50 ++ | 097 * 098 *

© Acucares 0.00 0.00 -1.00 ** ++ -1.00 ** ++ | -0.64 -0.63
Lipidios 0.00 0.00 1.00 ** ++ 1.00 ** ++ 0.66 0.65
Proteinas 0.00 0.00 0.46 0.46 -0.20 -0.21
Trigonelina 0.00 0.00 0.18 0.18 -0.27 -0.27
Ac. Clorog. 0.00 0.00 0.26 0.26 -098 * 4+  -098 * ++
Cafeina 0.00 0.00 0.78 ++ 0.78 ++ 0.10 011
Severidade 0.99 ** ++ 1.00 ** ++ 099 * ++
SOD Fol. 0.41 0.51 ++ -0.11 -0.07 -0.23 -0.07
CAT Fol. 0.83 0.86 -0.38 -0.39 096 * ++ 0.90 ++
APX Fol. 0.94 0.91 -0.18 -0.25 0.12 -0.03
SOD Fru. 0.33 0.27 0.87 0.84 -0.89 -0.95 * ++
CAT Fru. -0.49 -0.46 -0.22 -0.16 0.47 0.59

% APX Fru. 1.00 ** ++ 0.99 ** ++ 0.60 ++ 0.63 ++ 0.40 0.31

% CF Fol. -0.38 -0.39 -0.63 -0.58 -0.65 -0.75

£ CFFru 0.49 0.57 0.65 0.58 -0.76 -0.85

¢ Acucares -0.60 -0.63 -0.23 -0.18 -0.57 -0.69
Lipidios -0.61 -0.63 -0.13 -0.13 -0.04 0.08
Proteinas 0.53 0.56 0.27 0.19 0.88 0.88 +
Trigonelina 0.76 0.75 0.99 ** ++ 1.00 ** ++ 0.86 0.93
Ac. Clorog. -0.11 -0.17 -0.36 -0.31 0.62 0.49
Cafeina 0.75 0.80 0.76 0.79 ++ 0.60 0.72

1SOD Fol.; CAT Fol.; APX Fol.: atividade da SOD, CAT e APX nas folhas; SOD Fru.; CAT Fru.; APX Fru.:

atividade da SOD, CAT e APX nos frutos e teores de compostos fenélicos nas folhas (CF Fol.) e nos frutos (CF

Fru.), acUcares totais, lipidios, proteinas, trigonelina, acidos clorogénicos (Ac. Clorog.) e cafeina nos frutos.

*Significativo (p<0.05) pelo teste t.

*** Significativo (p<0.01 e p<0.05) pelo teste de Mantel.

Quando foi avaliado o controle genético da ferrugem, ou seja, sem tratamento quimico, foi verificada

correlacdo significativa entre a expressdo da doenca e as demais variaveis analisadas nos trés estadios de

maturacdo. No estadio verde verificou-se correlagdo positiva entre incidéncia e severidade com a atividade de

APX no fruto, assim como com a SOD na folha, porém, neste caso, apenas para a variavel severidade. A correlagdo

positiva da atividade da APX no fruto com incidéncia e severidade da doenga se manteve no estadio verde cana,
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estadio no qual também foi verificada correlacdo positiva da incidéncia e severidade com o teor de trigonelina,
bem como da severidade com a cafeina. Ja no estadio maduro, a incidéncia e severidade se correlacionaram
positivamente com a atividade da CAT na folha. Correlacdo positiva também foi verificada entre a severidade e 0
teor de proteinas nos frutos. Por outro lado, foi observada a correlagdo negativa da atividade da SOD nos frutos

com a severidade da doenca.

4. DISCUSSAO

Entender o processo de defesa das plantas a um patdgeno ao longo da maturacdo, considerando préaticas
como o uso de defensivos ou cultivares resistentes, pode auxiliar na escolha do manejo adotado na lavoura.
Também contribui para a compreensdo dos fatores que influenciam em caracteristicas importantes para a
agregacdo de valor na comercializacdo do produto final. Neste trabalho, demonstrou-se que a adog¢éo do controle
genético ou quimico da ferrugem afeta diferentemente o metabolismo da planta, com variagdes nas formas e
tempos de resposta da planta a infeccdo. Além disso, verificou-se que essas alteracdes se refletem também em
outros 6rgdos além daquele atacado diretamente pelo patégeno. Destaca-se que a maioria das pesquisas nessa area
utiliza plantas em condigdes de laboratdrio ou casa de vegetagdo. Portanto, o mérito do presente estudo consiste
na abordagem pratica em que o experimento foi realizado, em condi¢des de campo e com plantas em producao.

A maturacdo do café envolve uma série de reacdes bioquimicas que modificam todo o metabolismo do
fruto, causando alteracdes nos seus constituintes quimicos ao longo desse processo (Alves, 2019, Angélico et al.,
2009, Pimenta, 2003). No comeco do periodo de desenvolvimento do fruto, de 60 a 90 dias apds o florescimento
(DAF), o perisperma passa por intensa diviséo e expansao celular, ocupando o volume total do l6culo, enquanto o
endosperma (parte comercial do fruto) ainda ndo ¢ aparente (De Castro, Joét et al., 2009, Marraccini, 2006). O
desenvolvimento do perisperma é crucial para a biossintese de compostos que irdo contribuir para as caracteristicas
bioquimicas finais do café, incluindo agUcares, diterpenos, acidos clorogénicos e cafeina (Joét et al., 2009).

Os frutos de café colhidos no estadio de maturacdo verde apresentam menor teor de lipidios (llly; Viani,
1995) e acUlcares (Joét, 2010) e maiores concentragdes de compostos fendlicos, acidos clorogénicos e dos
alcaldides cafeina e trigonelina, quando comparados aos frutos totalmente maduros (Montavon et al. 2003;
Pimenta, 2003). Nos frutos no estadio verde-cana, esses metabolitos se encontram em niveis intermediarios (Alves,
2019; Pimenta, 2003). Essas informag6es corroboram os resultados encontrados no presente trabalho. Para proteina
bruta, de forma semelhante ao verificado, Angélico et al. (2009) também encontraram maior teor médio no estadio
verde/verde-cana em relacdo aos frutos maduros. Este fato pode ser devido a presenca de maiores teores de alguns
aminoacidos no fruto verde, que podem ser precursores de sabores e aromas caracteristicos desse estadio de
maturacdo (Angélico et al., 2009). Nao foram encontrados na literatura, trabalhos que evidenciem o efeito da
interacdo entre maturagdo e os fatores gendtipos, ou controle quimico de patégenos no teor de metabdlitos dos
frutos de café. Entretanto, de acordo com os resultados do presente trabalho, é possivel constatar que os fatores
avaliados podem agir de forma simultanea, alterando o padrdo de acimulo desses compostos ao longo da
maturacdo, principalmente em relacdo aos teores de compostos fendlicos, proteinas, acucares, lipidios e
trigonelina.

A atividade das enzimas SOD, CAT e APX nos frutos também foi influenciada pelos estadios de

maturacdo, todas com menor atividade nos estadios iniciais, considerando a média dos tratamentos. Essa atividade
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aumentada das enzimas nos frutos ao longo da maturagéo pode ser uma resposta ao processo de amadurecimento
e senescéncia, no qual as EROs possuem papéis importantes, contribuindo para a transformacéo de cloroplasto em
cromoplasto (Marti et al. 2009), e contribuindo para uma deterioracdo geral do metabolismo celular (Huang et al.
2007). Montavon et al. (2003) sugeriram que as sementes provenientes de frutos verdes sdo mais sensiveis a
oxidacdo do que as maduras porque os mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo se tornam mais eficientes
a medida em que a maturagdo avancga. Além disso, 0 aumento na atividade da SOD anterior as demais enzimas
pode ser explicado pelo fato de esta ser a primeira enzima na linha de defesa da planta, responsavel por neutralizar
a primeira ERO formada, o O, o qual é convertido em H,0,, neutralizado posteriormente pela CAT e APX
(Pandey et al., 2017).

Montavon e Bortlik (2004), ao avaliarem a atividade da CAT em gréos de café C. canéfora, provenientes
de frutos em diferentes estadios de maturagdo, verificaram aumento expressivo na atividade dessa enzima nos
grdos maduros em relacdo ao estadio anterior, indicando que a sensibilidade dos gréos de café ao estresse oxidativo,
bem como suas consequéncias, devem diminuir drasticamente com a maturagdo. Esse aumento na atividade da
CAT no fruto maduro também foi verificado no presente trabalho. Santos et al. (2018) verificaram em plantas de
Bourbon Amarelo menor atividade da SOD nos frutos verdes em relacdo aos verde-cana, cultivados no municipio
de Carmo de Minas, Sul de Minas Gerais, Brasil a 965 metros de altitude. Esses mesmos autores observaram que
a CAT apresentou atividade estavel nos estadios verde e verde-cana, o que também foi observado no presente
trabalho. Por outro lado, um pico da atividade da APX durante o estadio de maturacdo verde em relacdo ao verde-
cana, conforme observado no trabalho de Santos et al. (2018), diverge do que foi encontrado neste estudo.

Quanto aos teores de compostos fenolicos nas folhas, diferentemente do que se observa nos frutos,
verifica-se que, na média dos tratamentos, as maiores concentragdes sdo encontradas no estadio verde-cana. Nao
foram encontrados, entretanto, trabalhos que relatem alteragdes nos teores de compostos fenolicos nas folhas ao
longo do processo de maturacdo dos frutos de café. J& com relacdo & atividade das enzimas antioxidantes, ao
contrario do que foi observado nos frutos, nas folhas ndo foi verificado efeito significativo dos estadios de
maturacdo na atividade das enzimas analisadas. Reis et al. (2015), por outro lado, constataram aumento na
atividade das enzimas SOD, CAT e APX em folhas de café ao longo da maturacdo, considerando diferentes
suprimentos de N, sugerindo que o sistema antioxidante das folhas é muito ativo durante o amadurecimento dos
frutos, principalmente em individuos com deficiéncia de N, devido a remobilizagdo de nutrientes das folhas para
os frutos. Segundo Geromel (2006), a demanda dos frutos/sementes por fotoassimilados é diferente ao longo do
desenvolvimento. A producgdo de frutos requer grandes quantidades de fotoassimilados durante as etapas de
expansdo e formacdo de grédos, quando ha maior acimulo de matéria seca (Salgado et al., 2008). Isso sugere que
no trabalho de Reis et al. (2015) o aumento na demanda dos frutos por fotoassomilados e nutrientes ao longo da
maturacdo intensificou a condico de estresse provocada pela deficiéncia de N, refletindo no aumento da atividade
enzimética nas folhas, de forma coincidente com o observado nos estadios de maturacdo dos frutos. Montavon e
Bortlik et al. (2004) citam que diversos séo os estressores da planta, dentre eles seca, calor, deficiéncia mineral,
baixa temperatura, insetos, patdégenos etc. Considerando o presente trabalho, deve-se entéo verificar, se nas folhas,
a atividade das enzimas antioxidantes e os teores de compostos fendlicos, frequentemente relacionados com a
defesa das plantas a estresses, coincide com os momentos de maior estresse enfrentados pela planta, devido a
ocorréncia de ferrugem simultaneamente a maior demanda de fotoassimilados pelos frutos, e se esse estresse se

reflete na atividade enzimética e na composicéo dos frutos.
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Observa-se que no geral, a incidéncia de ferrugem nas folhas aumentou com a maturagdo dos frutos,
enquanto a severidade se estabilizou a partir do estadio verde-cana. Entretanto, a evolucéo da doenca divergiu
quando se adotou o controle genético ou quimico. No controle genético, os genotipos responderam diferentemente
a ocorréncia de ferrugem, sendo que o Unico genotipo que se mostrou resistente foi o0 MG0277. J& o controle
quimico foi eficiente em reduzir a expressdo da doenga em todos 0s gendtipos, mas alguns responderam melhor a
esse tipo de controle: enquanto os Hibridos de Timor, incluindo 0 MG0313 que demonstrou alta suscetibilidade
no controle genético, ndo apresentaram sintomas durante todo o periodo de avaliagdo, nos Bourbons, a doenga se
expressou a partir do estadio verde-cana. De fato, é relatado que a maioria dos gendtipos derivados de HT apresenta
resisténcia parcial quando a resisténcia completa é quebrada (Silva, et al. 2006). Isso demonstra o grande potencial
das cultivares derivadas de HT, as quais, mesmo quando ocorre a quebra de resisténcia, tém melhor resposta ao
uso do controle quimico por meio de uma possivel agdo sinérgica entre esses genes de resisténcia parcial e os
mecanismos de defesa induzidos pelo uso do fungicida.

A expressdo diferencial dos sintomas de ferrugem nos diferentes tratamentos foi entdo correlacionada
com as variaveis analisadas nas folhas e frutos, visando identificar algum padrdo que possa ser associado a
mecanismos de defesa ativados pelo controle genético e/ou quimico. Também é importante verificar se a
ocorréncia da doenga nas folhas tem reflexo na composicao e atividade enzimatica dos frutos.

Considerando-se o controle genético, foram observadas algumas correlagdes ja no estadio verde de
maturagdo, uma vez que, apesar de o gendtipo resistente ndo apresentar sintomas, sendo eficiente no controle da
doenga, as plantas suscetiveis expressaram 0s primeiros sintomas ainda nesse estadio. Foi observada correlagao
positiva da SOD nas folhas com a severidade da doenca, bem como da APX nos frutos com a incidéncia e a
severidade. 1sso quer dizer que, quanto maior a expressdo da doenca, maior € a atividade dessas enzimas nos
respectivos 0rgdos.

A atividade da SOD desempenha um papel importante na dismutacdo dos radicais superoxido (O2),
primeira ERO formada em condigdo de estresse, sendo esta, a primeira enzima a atuar na linha de defesa das
plantas (Ballester et al., 2006). E relatado o aumento precoce na atividade de enzimas antioxidantes de plantas
resistentes, em resposta a grande liberacdo de EROs logo ap6s o reconhecimento do patégeno pela planta, o que
impediria o progresso da doenca. Ao contrario, em plantas suscetiveis, essa ativacdo enzimatica ocorreria em fases
mais tardias do processo de infeccéo, sendo, portanto, ineficaz no controle da acdo do patdgeno (Silveira et al.,
2015). No presente trabalho foi observado que as plantas suscetiveis apresentaram maior atividade da SOD nesse
primeiro momento de avaliagdo. Entretanto, deve-se considerar que a resposta das plantas resistentes ¢ muito
rapida, antes mesmo que as plantas apresentem sintomas (Monteiro et al., 2016). Guerra-Guimaraes et al. (2008),
ao estudar o papel da SOD na resisténcia de café a H. vastatrix, observaram na interacdo incompativel, um pico
de atividade desta enzima, entre 17 e 20 horas apds a infecgdo. Assim, considerando que no presente trabalho os
experimentos foram realizados em campo, com infecgéo natural pelo patdgeno, sem controle do tempo decorrido
desde a infeccéo até a avaliacéo, e utilizando como marcadores de avaliacdo os estadios de maturagéo dos frutos,
é possivel que o pico de atividade da SOD nas plantas resistentes tenha ocorrido antes da primeira avalia¢éo, sendo,
portanto, eficiente em controlar a doenca, ja que essas plantas ndo apresentavam sintomas no estadio verde. Ja a
maior atividade da SOD nas plantas suscetiveis pode representar uma ativacao tardia dessa enzima, ineficiente no

controle do progresso da doenga, explicando essa correlagdo positiva.
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A alta correlagdo positiva entre a atividade da APX nos frutos e a incidéncia e severidade da ferrugem
sugere que existem reflexos da ocorréncia da doenca em outros 6rgdos além daqueles afetados diretamente pelo
patégeno. Segundo Resende et al. (2003), o aumento dos niveis de EROs provocado pelo estresse ativa a sintese
de &cido salicilico, o qual, por sua vez, potencializa a producdo de EROs. Portanto, a explosdo oxidativa ndo esta
confinada apenas a reagdo de hipersensibilidade (HR) macroscdpica local, ja que explosdes oxidativas secundarias
podem ocorrer em tecidos distantes, causando micro-HR’s e conduzindo a resisténcia sistémica adquirida (SAR)
(Resende et al., 2003). Além disso, em outros estudos, também foi demonstrado que a atividade da APX é
aumentada na presenca de outras enzimas antioxidantes, como a SOD, sugerindo que a a¢do dessas enzimas esta
interligada (Pandey et al., 2017). Isso poderia explicar a associacdo dessas duas enzimas com a ocorréncia de
ferrugem, ainda que em 6rgaos diferentes.

O fato dessa associagdo ser positiva, assim como a observada para SOD nas folhas, ou seja, hd maior
atividade da APX nos frutos de plantas com maior expressdo da doenca, parece também refletir uma interacéo
compativel, em que a resposta do sistema antioxidante é tardia, ndo evitando os prejuizos causados pelo estresse.
Sabe-se que a APX e a CAT atuam de forma coordenada na neutralizacdo do H.O,, sendo que a CAT apresenta
baixa afinidade pelo substrato, atuando na presenca de altos niveis de H2O2, ao contrério da enzima APX, que atua
em baixos niveis do substrato (Shigeoka et al., 2002). Considerando que a infec¢do no estadio verde ainda é
relativamente baixa, espera-se menor concentracdo de EROs nos frutos, de forma que a APX, e ndo a CAT, é
ativada. O pico da APX nos frutos das plantas resistentes pode ter ocorrido em momento anterior a primeira
avaliacdo. Porém, ndo foram encontrados relatos anteriores na literatura, ja que geralmente os estudos da interagao
patégeno/hospedeiro com inoculacdo controlada séo realizados em casa de vegetacdo, utilizando-se plantas de café
ndo produtivas (Subroto et al., 2019; Honorato-Junior et al., 2015).

Essa correlacdo positiva entre a expressdo da doenca e a atividade da APX nos frutos, foi mantida durante
0 estadio verde-cana nos tratamentos sem controle quimico, porém, em menor magnitude. 1sso poderia indicar
que, com o avango da doenca nas plantas suscetiveis, é possivel que a concentracdo de EROs esteja aumentando
gradativamente. Desta forma, outros mecanismos de defesa, além da ativacdo da APX (que atua em baixas
concentragdes de H»0,, como citado anteriormente), comecam a ser acionados nos frutos como reflexo da maior
intensidade da doenca nas folhas.

Isso pode ser observado pelas altas correlagdes positivas entre os teores de trigonelina com a incidéncia
e severidade, bem como entre a cafeina e a severidade de ferrugem. A trigonelina e a cafeina sdo dois tipos de
alcaldides presentes no grao de café (Ashihara, 2006), havendo relatos de ambos contribuirem para suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas (Green et al., 2015). Tem sido proposto que a biossintese de cafeina
em gemas e folhas de cafeeiro esteja relacionada com a prevencdo de predacdo por animais (Frischknecht et al.,
1986). Subroto et al. (2019) sugerem que a combinacéo de flavondides e cafeina nas folhas pode ser utilizada como
indicador de resisténcia de gendtipos de café a H. vastatrix. Além disso, segundo Dessalegn et al. (2007), a
biossintese de cafeina, bem como seu acimulo, é mais acentuada em situagdes de estresse. Isso explicaria a
correlacéo positiva desses metabolitos com a expressdo da ferrugem.

No estadio maduro, foi observada nas plantas sem controle quimico, uma correlagcdo positiva da
incidéncia e severidade com a atividade da CAT na folha, indicando a ativagao tardia dessa enzima nos genotipos
suscetiveis, ineficiente no controle da infecgdo. Além disso, é encontrada correlacéo negativa entre a atividade de

SOD no fruto e a severidade de ferrugem. Isso indica que, quanto menor a severidade nesse estadio de maturacéo,
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maior a atividade da SOD nos frutos, o que pode ser o reflexo de algum mecanismo eficiente de controle da doenga,
que levou a estabilizacao/reducéo da severidade no final da maturagdo, nos genétipos sem tratamento quimico. A
severidade também é positivamente correlacionada com o teor de proteinas nos frutos no estadio maduro. Tem
sido demonstrado que, em plantas de café suscetiveis a H. vastatrix, & observado em estadios posteriores ao
processo de infec¢do, um aumento nos teores de proteinas relacionadas a defesa, como fenilalanina aménia liase,
peroxidase, superéxido dismutase, quitinase, gene 1 (PR1) relacionado a patogénese, tipo taumatina, proteina
NtPRp27 e b-1, 3-glucanase, (Guerra-Guimardes et al., 2009), o que pode justificar essa correlacdo positiva
observada no estadio maduro do fruto.

Quando foi adotado o controle quimico, a auséncia de sintomas de ferrugem em todos os genétipos no
estadio verde, impossibilitou a obtengdo de estimativas de correlacdo com as variaveis analisadas nesse estadio.
Esses resultados demonstram a eficiéncia desse tipo de tecnologia de controle em adiar o inicio da infeccdo em
genotipos suscetiveis. A apari¢do tardia dos sintomas da ferrugem em plantas tratadas com fungicidas foi também
verificada por Honorato-Janior et al. (2015).

No estadio verde-cana, considerando-se o controle quimico da ferrugem, observa-se forte correlacéo
negativa entre a atividade da SOD nas folhas e a incidéncia e severidade da doenca. Ou seja, a alta atividade da
SOD apos a infecgdo ¢é eficiente no controle do progresso da doenca, de forma que, quanto maior a atividade dessa
enzima nas folhas, menor a expressdo da ferrugem. N&do foram encontrados trabalhos que tenham avaliado a
atividade da SOD em resposta a aplicacdo de controle quimico. Porém, os resultados observados sugerem que a
ativacdo da SOD nas folhas, induzida pelo controle quimico para controlar os primeiros sintomas de infeccéo, se
assemelha ao que é relatado na literatura para a interacdo incompativel nos gendétipos resistentes (Guerra-
Guimaraes et al., 2008).

Jéa a correlagdo positiva entre a incidéncia e severidade e a CAT nas folhas, se assemelha a uma interacdo
compativel, ou seja, plantas com maior atividade dessa enzima nas folhas apresentam mais sintomas, devido a uma
ativacdo tardia dos mecanismos de defesa. De forma contréria, Honorato-Junior et al. (2015), ao avaliarem em
casa de vegetacao, plantas de café suscetiveis a ferrugem, aos trés meses de idade (ndo produtivas), verificaram
que a atividade da CAT nas folhas frente ao progresso da severidade da doenga indica uma correlacdo negativa
entre esses caracteres quando se aplica o controle quimico. Outros autores também sugerem que na interagdo
incompativel com H. vastatrix hd um aumento na atividade da CAT (Guerra-Guimaraes et al., 2008). Deve-se
atentar, entretanto, que no presente trabalho, o tempo de inoculacdo ndo foi monitorado, ja que foi avaliada a
infecgdo natural em campo. Isso pode indicar que nos gendtipos onde o controle quimico esta sendo menos
eficiente, a alta atividade da CAT pode ser uma resposta tardia ao possivel excesso de EROs provocado pelo
estresse, ja que essa enzima atua em maiores concentracdes do substrato. 1sso evidencia o efeito significativo da
interagdo GxC para incidéncia e severidade de ferrugem, em que os gendétipos respondem diferentemente a
aplicacéo do fungicida.

Ainda no estadio de maturacédo verde-cana, pode-se inferir, pela correlagéo negativa entre a incidéncia e
severidade de ferrugem e as atividades da CAT e APX nos frutos, que a ocorréncia ou ndo de ferrugem manejada
pelo uso de fungicida também provoca um efeito sistémico no metabolismo da planta. 1sso significa que, de forma
semelhante ao que foi observado para o controle genético, ha inducao de alteragBes em outros tecidos da planta,
além dos diretamente lesionados pelo patdgeno. Essas correlagBes indicam que, quanto menor a incidéncia e

severidade da doenca, maior a atividade da CAT e APX nos frutos, comportamento tipico de interacdo
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incompativel. Como relatado anteriormente, a CAT e a APX atuam conjuntamente na neutralizagdo do H,O; e a
atividade da APX é aumentada na presenca de outras enzimas como a SOD (Shigeoka et al., 2002; Pandey et al.,
2017), a qual se encontra em alta atividade no estadio de maturacdo verde-cana em folhas das plantas controladas
quimicamente. Ndo foram encontrados, entretanto, trabalhos anteriores que demonstrem o efeito do controle
quimico da ferrugem na atividade de enzimas antioxidantes nos frutos.

Esse efeito sistémico em resposta ao controle quimico da ferrugem pode ser comprovado também pelas
correlagGes observadas entre os teores de metabolitos e a expressao da doenca. Assim como no controle genético,
observa-se correlacdo positiva entre o teor de cafeina e a severidade da ferrugem, mas no caso do controle quimico,
essa correlacdo é observada também com a incidéncia, indicando novamente que a biossintese e acimulo da
cafeina sdo mais acentuados em condicdo de estresse, independentemente de ser adotado o controle quimico ou
genético. Porém, sdo notadas algumas divergéncias nas alteragdes provocadas no fruto pelo manejo quimico da
ferrugem em relacdo ao controle genético. Com o uso de controle quimico, ndo ocorre correlacdo significativa
entre a trigonelina e a expressdo da doenca, mas sim, com os teores de lipidios, aglcares e compostos fendlicos
nas folhas e frutos.

O teor de lipidios no estadio verde-cana, considerando os tratamentos que receberam controle quimico da
ferrugem, esta positivamente correlacionado com a incidéncia e severidade da ferrugem, ou seja, quanto maior a
expressdo da doenca, maior o teor de lipidios nos frutos. Esse resultado ndo é coincidente com o relatado na
literatura, de que as EROs sdo extremamente reativas e citotdxicas e podem reagir com biomoléculas como cidos
graxos insaturados na membrana plasmatica, em membranas plasmaticas das organelas e endomembranas,
causando a peroxidacao dos lipideos e a ruptura de membranas (Monteiro et al., 2016). Assim, seria esperado um
menor teor de lipidios nos frutos das plantas mais afetadas pela doenca.

J& quanto ao teor de agUcares totais, sabe-se que os carboidratos sdo normalmente utilizados durante a
formacédo dos grdos e no crescimento vegetativo das plantas, e que os acglcares sdo transportados das folhas para
os frutos (Yamaki, 2010). No entanto, eles podem ser desviados do seu principal caminho metabdlico para o
mecanismo de defesa das plantas, produzindo compostos fendlicos envolvidos em fungdes biolégicas nas plantas,
como a resisténcia a pragas e doengas, gragas as suas propriedades antioxidantes e antibioticas (Salgado et al.,
2008). Assim, é compreensivel que o teor de aglcares no fruto esteja negativamente correlacionado com a
expressdo da ferrugem, pois quanto menor a utilizagdo desses compostos na tentativa de combate a doenca, maior
a disponibilidade de agUcares para a formag&o dos frutos.

Também foi observada nesse estadio de maturacdo, correlagcdo negativa entre o teor de compostos
fendlicos nas folhas e frutos e a incidéncia e severidade de ferrugem, ou seja, estdo presentes em maior
concentragdo nas plantas com menos sintomas da doenca quando esta é manejada com uso de fungicida. Os
compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios geralmente envolvidos na defesa contra radiagdo ultravioleta ou
agressao por patégenos, sendo relatado aumento nos teores desses compostos em folhas gendtipos de cafeeiro
resistentes a ferrugem (Diniz et al., 2012, Farah e Donangelo, 2006). No presente trabalho, esse aumento néo foi
verificado quando a ferrugem foi manejada pelo controle genético, mas sim, pelo controle quimico. A observagao
da correlagdo negativa nesses tratamentos entre os teores de compostos fendlicos nas folhas e a incidéncia e
severidade de ferrugem, indica que os genotipos que respondem melhor ao uso de fungicida, tendem a apresentar
maiores teores de compostos fenolicos nas folhas, sendo eficiente no controle da ferrugem. Essa correlagdo

negativa observada também nos frutos indica uma rea¢do sistémica da planta ao patégeno quando manejado pelo
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controle quimico, com producdo de compostos de defesa em tecidos ndo diretamente afetados pela doenca. Ou
seja, esses resultados demonstram que o uso do controle quimico estimula a maior producéo desses metabdlitos
principalmente nos genotipos que respondem de forma mais eficiente a esse tipo de controle, tanto nas folhas
quanto nos frutos, indicando, portanto, a a¢do sistémica do produto no metabolismo de defesa da planta.

No estddio maduro, observou-se nas plantas que receberam controle quimico de ferrugem, que essa
correlagdo negativa entre a incidéncia e severidade da ferrugem e os teores de compostos fendlicos nos frutos se
manteve, apresentando ainda, maior intensidade, o que ndo aconteceu nas folhas. Isso indica que nesse estadio de
maturacdo os efeitos sistémicos induzidos anteriormente continuam sendo refletidos em tecidos ndo afetados
diretamente pelo patégeno, enquanto nas folhas, outros mecanismos de defesa podem estar sendo ativados para
combater a crescente infeccédo, ja que nos tratamentos com controle quimico o auge da expressdo da ferrugem
aconteceu no estadio maduro. Neste estadio de maturacéo foi observada também correlagéo negativa da incidéncia
e severidade com o teor de &cidos clorogénicos nos frutos, indicando que, quanto menor a expressao da doenca,
maior o teor de acidos clorogénicos nos frutos nesse estadio. Os acidos clorogénicos sdo tipos especificos de
compostos fendlicos, também relacionados a defesa da planta ao ataque de patogenos (Farah e Donangelo, 2006),
atuando na neutralizacdo de radicais livres (Abrahdo et al., 2010), protegendo o grdo de predadores por meio das
suas altas concentragdes nos frutos (Baumann, 2006) e apresentando propriedades antifingicas nos tecidos onde
se encontra (Castaldo et al., 2018).

A deteccdo de correlacdo significativa entre a expressao da ferrugem e os teores de acidos clorogénicos
apenas no estadio maduro indica que, quando o controle quimico é adotado, outros compostos fenolicos de defesa
sdo produzidos nos estadios mais precoces da infeccdo, ao contrario dos acidos clorogénicos, que sao produzidos
em resposta ao patdégeno em estadios mais tardios. Alguns autores relatam o aumento nos teores de &cidos
clorogénicos em folhas de café sob ataque de H. vastatrix (Hammerschmidt, 2014, Silva et al., 2020). Subroto et
al. (2019) também encontraram associacao negativa entre a severidade de ferrugem e o teor de compostos fenélicos
nas folhas de café. Esses resultados ndo foram observados no presente trabalho, sendo verificada associagdo entre
a ferrugem e os teores de compostos fendlicos nas folhas e frutos e de &cidos clorogénicos nos frutos, apenas
quando é adotado o controle quimico. Essa auséncia de correlagdo entre compostos fenélicos e a expressdo da
ferrugem pode ser devido a quebra de resisténcia verificada no gendtipo MG0313. Apesar de pertencer ao grupo
dos HT, no qual apenas cerca de 2% dos genétipos sdo suscetiveis a raga mais comum da ferrugem (Rodrigues JR.
et al., 2004), a alta incidéncia e severidade observada quando este gen6tipo ndo recebeu controle quimico sugere
a quebra de resisténcia, assim como relatado em algumas cultivares derivadas de HT (Carvalho et al., 2017). Desta
forma, pode-se inferir que apesar da presenca de altos teores de compostos fendlicos nas folhas do MG0313, outros
mecanismos de defesa ao patégeno podem ndo estar ativos, levando a alta expressdo da doenga. Assim, constata-
se que apesar da sua relagdo com os mecanismos de defesa das plantas, a alta concentracdo de compostos fenélicos,
por si s8, ndo garante a resisténcia do cafeeiro a ferrugem.

Além disso, verificou-se em frutos no estadio maduro, correlagéo positiva da doenga com a CAT quando
as plantas receberam controle quimico, contrariamente ao que foi observado no estadio anterior, indicando que
esta pode ser uma resposta tardia a infec¢do, ndo sendo eficiente no controle da ferrugem, ja que as plantas com
maior atividade dessa enzima, nesse estadio, apresentam mais sintomas da doenca.

Destaca-se que, maior nimero de correlagdes significativas entre a expressao da doenga e as varidveis

analisadas ocorre no estadio verde-cana, no qual se observa também maior incremento na incidéncia e severidade
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da doenca para a maioria dos geno6tipos estudados. Este fato reflete na ativagdo de diferentes mecanismos de defesa
das plantas visando controlar o processo de infeccdo, seja induzido pela resisténcia genética ou pelo controle
quimico. A defesa da planta deve ser entendida como um grupo de processos interconectados, de forma que
dificilmente pode ser explicada por um Unico mecanismo (Oliveira e Romeiro, 1991). Assim, as complexas vias
metabolicas das plantas que sdo ativadas frente ao estresse bidtico devem continuar sendo estudadas. Este trabalho
representa um passo inicial no entendimento de alguns desses mecanismos de defesa ativados pelo controle
quimico e genético, e seus reflexos em 6rgaos ndo diretamente afetados pelo patégeno, sendo Util para melhorias
no processo de producéo e obtengdo de um produto final de qualidade.

5. CONCLUSOES

Foi constatado efeito dos estadios de maturacdo sobre o teor de metabolitos e atividade de enzimas
antioxidantes nos frutos, bem como nos teores de compostos fendlicos nas folhas. Porém, a atividade de enzimas
antioxidantes nas folhas néo sofre influéncia dos estadios de maturacéo.

A incidéncia e severidade da ferrugem sdo afetadas pelo estadio de maturacéao e esse efeito € variavel se
o controle adotado é genético ou quimico, j& que o Ultimo, adia a expressao dos sintomas iniciais nos genotipos
suscetiveis.

Hé correlacdo entre a expressdo da ferrugem e a atividade enzimatica e o teor de metabdlitos nas folhas e
frutos, indicando uma resposta sistémica da planta a infeccdo, tanto no controle genético quanto no quimico,

correlacdo esta, dependente do estadio de maturacdo e do tipo de controle, se genético ou quimico.
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RESUMO

A ocorréncia de doengas pode alterar o metabolismo do cafeeiro (Coffea arabica L.), provocando modificagdes
na composicdo dos gréos e na qualidade de bebida. Porém, pouco se sabe sobre quais aspectos da qualidade do
café sdo de fato alterados pela ferrugem (Hemileia vastatrix Berk et Br.) e por seus principais métodos de controle.
Foi investigado o efeito dos métodos quimico e genético de controle da ferrugem do cafeeiro sobre a qualidade do
grdo e da bebida do café. Tanto o controle genético quanto o quimico reduzem os prejuizos causados pela doenga
na composicao dos grdos. Genotipos com ascendéncia resistente, mesmo que apresentem quebra de resisténcia,
respondem melhor ao controle quimico. Nas condi¢des avaliadas, cafés com maior e menor frequéncia de notas
de sabor ‘frutadas’ e ‘achocolatadas’, respectivamente, apresentam maior nota total na andlise sensorial. A
combinacédo do controle genético e quimico favorece o aumento do teor de agUcares nos grdos, a nota sensorial

total e a riqueza de sabores percebidos.

PALAVRAS-CHAVE: Coffea arabica L.; Hemileia vastatrix Berk et. Br.; Hibrido de Timor; café especial; perfil

sensorial; caracterizacdo fisico-quimica; triazol.

1. INTRODUCAO

A demanda por cafés de alta qualidade tem aumentado constantemente nos Gltimos anos em todo o
mundo, ndo apenas por seus beneficios a salde, mas principalmente pelas sensa¢bes prazerosas proporcionadas
pela bebida.* Essa mudanca de comportamento vem destacando o conceito de cafés especiais, que se referem a
cafés que possuem caracteristicas qualitativas que o distinguem positivamente quanto ao sabor, aroma, acidez,
docura e corpo.® Quanto mais exoticas e raras essas sensagdes, maior sua valorizacdo no mercado, o que se reflete
em ganhos para o produtor, ja que cafés especiais podem ter um valor de venda até 50% superior aos cafés
commodities.!®

A qualidade do café é definida como um conjunto de atributos fisicos, quimicos, sensoriais e higiénico-

sanitérios, que proporcionam prazer e seguranga aos seus consumidores, sendo uma caracteristica complexa, que



81

pode ser avaliada em diferentes niveis, englobando a composi¢do quimica e integridade dos gréos, sua classificacdo
fisica, além da analise sensorial 3478

Diferentes fatores envolvidos no processo de producdo do café, colheita e pds-colheita, armazenamento
e preparo da bebida podem interagir entre si e ter influéncia nos diferentes aspectos da qualidade, alterando a
percepcdo final.® Inimeros estudos tém mostrado a grande influéncia sobre a qualidade do café da adocio de
diferentes gendtipos, condi¢cBes ambientais, como altitude e clima, praticas de manejo como o sombreamento e
desbaste de frutos, tipo de processamento pés-colheita, bem como da interacio entre esses fatores.*8:0

No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos causados na qualidade do café pela utilizagdo dos principais
métodos de controle de doengas do cafeeiro que, no caso da ferrugem, é o controle quimico com uso de fungicidas
preventivos-curativos sistémicos, e a adogdo de cultivares com resisténcia genética, como as derivadas do grupo
genético Hibrido de Timor (HT). 312

Também é pouco estudada a interagdo entre gendtipos e a adocdo do controle quimico quanto a sua
resposta em termos de qualidade.® 1sso pode ser crucial para o produtor que busca a diferenciagio do seu produto,
principalmente quando se considera niveis detalhados do perfil sensorial, decisivos na produgdo de cafés
destinados a nichos de mercado especificos.

Sabe-se que a ocorréncia de doencas, ainda que ndo diretamente nos frutos, pode provocar modificacoes
no metabolismo da planta, levando a alterages na composigéo quimica dos gréos, o que, consequentemente, pode
acarretar numa bebida de menor qualidade. E necessario, entretanto, a realizagio de estudos que especifiquem
quais aspectos da qualidade do café sio afetados por doencas como a ferrugem,'® uma vez que esta é considerada
a principal doenca do cafeeiro em danos e abrangéncia e, muitas vezes, os estudos envolvendo sua ocorréncia e
controle consideram apenas suas consequéncias na produtividade.’* Além disso, as medidas de controle que
amenizam os prejuizos da ferrugem no vigor da planta, e produtividade, podem provocar efeitos colaterais
favoraveis ou ndo na qualidade, por meio de mecanismos no diretamente relacionados a doenca que controla.*®

Diante do exposto, objetivou-se verificar o efeito dos métodos quimico e genético de controle da ferrugem
do cafeeiro, bem como de sua interacdo, sobre diferentes aspectos ligados a qualidade do café, desde a composicao
quimica, fisico-quimica e granulometria, até a avaliacdo sensorial da bebida e seu perfil de nuances de sabores.
Espera-se encontrar alteracfes dentro de cada um desses pardmetros de qualidade que possam embasar a deciséo
do produtor a respeito do gendtipo e manejo da doenca adotado, principalmente quando se deseja agregar valor ao

produto café por meio da diferenciacdo e qualidade.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Descrigdo do experimento

O experimento foi realizado no ano agricola de 2018/19, no Banco Ativo de Germoplasma de Coffea spp.
de Minas Gerais, Brasil no Campo Experimental de Patrocinio (CEPC), situado a 18°5926 de latitude sul,
48°5895” de longitude oeste e 975 metros de altitude, na Regido do Cerrado Mineiro, 12 Denominacéo de Origem
de Café do Brasil. O solo ¢ do tipo Latossolo Vermelho® e a topografia é plana, com ligeira inclinag&o. Patrocinio
se encontra em uma regido de clima Tropical, com inverno seco e estacdo chuvosa no verdo (Aw), conforme

classificagdo de Koppen.®
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Foram avaliados quatro genotipos de café arabica, implantados no campo no ano de 2006, em blocos
casualizados com duas repeticBes e dez plantas por parcela, sendo dois do grupo Hibrido de Timor (HT), de
ascendéncia resistente a ferrugem (MG0277- origem Hibrido de Timor UFV 376-52 e MG0313 - origem Hibrido
de Timor UFV 428-04) e dois do grupo Bourbon, considerado padréo de qualidade de bebida do café (MGO0006 e
MG0012, originados de coletas em lavouras de propriedades privadas nos municipios de Araponga e Manhumirim
— MG, respectivamente). Em cada parcela, metade das plantas recebeu tratamento quimico via solo para controle
da ferrugem (Verdadero 600 WG® - Ciproconazol + Tiametoxan, 1,0 kg.ha?), no inicio do periodo das chuvas,
em novembro de 2018, conforme recomendacdo. Esse produto também é eficiente no controle do bicho mineiro,
pela presenca do ingrediente ativo Tiametoxan. Desta forma, na outra metade de cada parcela, foi realizado
simultaneamente o controle de bicho mineiro (Actara 250 WG® - Tiametoxan, 1,0 kg.ha), totalizando, em um
esquema de parcela subdividida, oito tratamentos com duas repeticdes em subparcelas de cinco plantas. Os demais
tratos culturais foram realizados conforme recomendacédo técnica baseada na analise de solo e monitoramento de

pragas e doengas.

2.2. Avaliagéo da ferrugem

Foram realizadas, de abril a maio de 2019, trés avalia¢des de incidéncia e severidade da ferrugem. Essas
avaliagdes foram realizadas quando os frutos de café se apresentavam nos estadios de maturacdo verde, verde-
cana e maduro, visando representar o progresso da doenca durante a formagéao do grédo, ja que esta tem influéncia
no metabolismo da planta e, consequentemente, pode afetar a composicdo do grao. Foram coletadas dez folhas por
planta, no terceiro ou quarto par de folhas de ramos plagiotropicos, tomados aleatoriamente no terco medio da
planta, totalizando 50 folhas por subparcela experimental. A incidéncia da doenca foi determinada com base no
namero de folhas com pustulas esporuladas em relagdo ao ndmero total de folhas avaliadas por subparcela
experimental, sendo posteriormente convertida para porcentagem. A severidade da ferrugem foi avaliada por meio
de escala diagramatica para ferrugem, descrita por Capucho et al., " de acordo com a porcentagem de area foliar
lesionada. Os resultados apresentados correspondem a média dos valores obtidos nos trés tempos de avaliacdo em
cada subparcela. Com base nessas avaliagdes, constatou-se que, dentre os quatro gendtipos avaliados, apenas o
MGO277 apresentou resisténcia a ferrugem (PEREIRA, nédo publicado). A resposta dos gendtipos avaliados foi

para a populagdo natural de racas de ferrugem presentes no campo experimental de Patrocinio - MG.

2.3. Colheita e processamento do café

A colheita do café foi realizada em maio de 2019, quando os frutos se apresentavam predominantemente
no estadio de maturacéo cereja (maduro), ideal para obtencdo de uma bebida de qualidade superior. Os frutos de
café foram lavados para separacdo dos frutos chochos, malformados, brocados e impurezas e, posteriormente,
selecionados, sendo retirada uma amostra de oito litros de frutos maduros de cada subparcela experimental. As
amostras foram processadas via seca (café natural), e submetidas a secagem em peneiras de fundo telado
constituida de polietileno de 1,00 mm?2 de malha, montadas em suportes de madeira e dispostas de forma suspensa,
conforme técnicas especificas estabelecidas pela tecnologia de pds-colheita do café®. O final da secagem foi

determinado quando os frutos atingiram o teor de &gua de 11 % (base Umida). Em seguida, as amostras de café em
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coco de cada parcela experimental foram acondicionadas em sacos impermeaveis e armazenadas em camara fria
por 30 dias a 16 °C, para uniformizacdo do teor de agua nos grdos e harmonizagdo dos compostos quimicos
precursores do sabor e aroma. Ap6s o periodo de descanso, o café em coco foi beneficiado e os grdos foram
preparados para as analises quimicas, fisico-quimicas e sensorial. Realizou-se a remogéo dos defeitos das amostras
e a classificagcdo granulométrica foi realizada por meio da passagem da massa de grdos em peneiras de crivos
circulares para grdos chatos de numeracdo 16, 17 e 18/64 polegadas, em jogo de peneiras especifico para
classificacdo de grdos de café, sendo que estabeleceu-se a porcentagem de grédos chatos retidos nas peneiras 16
acima, a partir de uma amostra inicial de 300 gramas.'® Para a realizacéo das anélises quimicas, fisico-quimicas e

sensorial foram utilizados gréos sem defeitos e classificados em peneira 16 acima.

2.4. Analises quimicas e fisico-quimicas dos graos de café

As andlises de avaliacdo da composicdo quimica dos gréos de café foram realizadas no Laboratorio de
Qualidade do Café Dr. Alcides Carvalho, situado na EPAMIG, em Lavras, MG. As amostras de grdos foram
moidas por cerca de um minuto em moinho modelo IKA A1l Basic Analytic®, adicionando-se nitrogénio liquido
para facilitar a moagem e evitar oxidagdes na amostra. Apos a moagem das amostras, estas foram acondicionadas
em embalagens de pléstico e armazenadas em freezer, & temperatura de -18 °C, até a realiza¢do das andlises. A
composicao dos gréos crus provenientes dos diferentes tratamentos foram avaliados quanto a umidade, teores de
proteinas totais, lipidios, agucares totais, compostos fenolicos, cafeina, trigonelina e &cidos clorogénicos, pois estes
sdo considerados compostos chave para a qualidade do café.® Os resultados dessas analises foram expressos em
porcentagem de matéria seca (%MS). Além disso, foi realizada a avaliagdo da condutividade elétrica, lixiviagdo
de potassio e atividade da polifenoloxidase dos graos. Todas as andlises foram realizadas em duplicata.

A umidade dos gréos foi determinada em estufa ventilada a 105 °C + 1 °C, durante 24 horas.?

Os compostos fendlicos foram extraidos por refluxo da amostra em solugéo aquosa de acetona 50 % (v/v)
e determinados pelo método Folin-Denis segundo metodologia da AOAC.? Para a extragio dos compostos
fendlicos, foi utilizada 0,5 grama de amostra a qual foi acrescentada 50 mL de solucdo aquosa de acetona 50%
(v/v). O extrato foi entdo aquecido em chapa aquecedora até o ponto de ebuli¢do durante 15 minutos. O extrato
em suspensdo foi filtrado em papel de filtro de filtragem répida e recolhido, acrescentando-se novamente 50 mL
do solvente & amostra residual precipitada. Esse procedimento foi realizado por trés vezes. Uma vez recolhidos os
extratos, o solvente foi evaporado até a obtencdo de aproximadamente 5 mL de extrato o qual foi diluido em 50
ml de agua destilada e submetido a determinacdo dos compostos fendlicos.

O contelido de proteina bruta foi determinado pelo método Kjeldahl citado pela AOAC,?! utilizando 0,5
de amostra pulverizada em tubo para digestdo. A mesma quantidade de amostra foi utilizada para a determinacéo
de lipidios totais pelo método Soxhlet citado pela AOAC. 2

Os aclcares totais nos graos de café foram extraidos pelo método de Antrona e quantificados por
espectrofotometria a um comprimento de onda de 620 nm, utilizando-se uma curva padréo de glicose anidro,
conforme método descrito por Dische.?

Os compostos bioativos cafeina, trigonelina e acidos clorogénicos (5-ACQ) foram determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), segundo metodologia de Vitorino et al.?® adaptada por Malta e

Chagas.?* Amostras de 0,5 g de café cru moido foram extraidas em 50 mL &gua ultra pura em ebulicéo e colocadas
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em banho-maria, com agua em ebulicdo, durante 3 min. O extrato foi filtrado em papel de filtro comum e em
seguida, filtrado em membrana PTFE de 0,45 pum. A determinagdo desses compostos foi realizada em
cromatdgrafo da marca Perkin Elmer Flexar, Software: Chromera Flexar, com sistema de detec¢do por arranjo de
diodos (PDA Detector Flexar), coluna cromatografica Perkin Elmer C18 (250 x 4,6 mm, 5um), comprimento de
onda de 272 nm. A fase mdvel constituiu-se de metanol:agua:acido acético (20:80:1), com fluxo de 1 mL min™™.
Para a identificagdo e andlise quantitativa, foi elaborada curva-padrao, utilizando-se padr&es de cafeina, trigonelina
e acido-5-cafeiolquinico (5-ACQ).

A condutividade elétrica foi determinada segundo Malta, Pereira e Chagas.?® Quatro amostras de 50 gréos
de cada parcela foram pesadas e imersas em 75 mL de agua deionizada (no interior de copos plasticos de 180 mL
de capacidade) e colocadas em estufa ventilada a 25 °C. Apds o periodo de embebicao de 5 horas, as solugdes sem
os graos de café foram vertidas para outro recipiente, onde se realizou a leitura da condutividade elétrica em
condutivimetro Digimed CD-20. Os resultados foram ser expressos em uS cm™g-! de amostra.

Imediatamente apds a leitura da condutividade elétrica, realizou-se a leitura do potassio lixiviado na
solugdo em fotdmetro de chama Digimed NK-2002 de acordo com metodologia proposta por Prete.?® Os resultados
da quantidade de potassio lixiviado foram expressos em ppm.

O extrato enzimatico utilizado na determinacéo da atividade da polifenoloxidase foi obtido por meio da
adaptacdo do processo de extracdo descrito por Draetta e Lima?’ e determinada pelo método descrito por Ponting
e Joslyng,?® utilizando-se extrato de amostra sem DOPA (L-3,4-Dihydroxyphenylalanine) como branco.?® Os

resultados foram expressos em u min™g™ de amostra.

2.5. Analise sensorial

A anélise sensorial foi realizada por trés juizes certificados e calibrados, de acordo com o protocolo da
Associacdo de Cafés Especiais (SCA), segundo a metodologia proposta por Lingle® para avaliagdo sensorial de
cafés especiais. Amostras contendo 100 g de gréos de café peneira 16 acima, ausentes de grdos mocas e defeitos,
foram torradas monitorando-se a temperatura para que o tempo de torracdo ndo fosse inferior a 8 minutos ou
superior a 12 minutos, sendo obtida uma coloracéo ao final da torra entre 55# e 65# na escala Agtron. Todas as
amostras foram torradas dentro de um prazo de 24 horas antes da degustagao.

Foram avaliadas cinco xicaras representando cada amostra, sendo atribuidas notas no intervalo de 6 a 10
pontos para as caracteristicas fragrancia/aroma, sabor, acidez, corpo, finalizagdo (sabor residual), equilibrio e
impresséao global. Uniformidade, auséncia de defeitos (xicara limpa) e docura, foram avaliados quantitativamente,
atribuindo-se 2 pontos para cada um desses atributos quando cada xicara se apresenta uniforme, sem defeitos e
com dogura minima equivalente a concentracdo de 0,5% m/v de sacarose. As notas totais da analise sensorial
foram constituidas pela soma das notas médias de todos os atributos, sendo considerados cafés especiais, aqueles
com notas iguais ou acima de 80 pontos. As nuances de sabor e aroma percebidas pelos juizes também foram

descritas, permitindo uma melhor caracterizacdo das bebidas provenientes de cada tratamento.
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2.6. Andlise dos dados

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software Genes,®! obtendo-se as analises de
variancia para todas as variaveis avaliadas de acordo com o modelo estatistico Yix = p + Ri + Aj + e1 + Byt ABy;
+ e, em que Yij é o valor fenotipico; u é a constante inerente a todas as observacdes; Ri é o efeito da repeti¢éo i;
A, efeito do gendtipo (G) j; e1 é o erro associado a parcela; By é o efeito do tratamento para em controle de ferrugem
(C) k; ABj« é o efeito da interagdo GxC e e € 0 erro associado a subparcela, sendo e;= e,~ N (0, .?). A precisdo
experimental foi aferida por meio da estimativa do coeficiente de variacdo experimental (CV%). O agrupamento
de médias foi realizado pelo teste de Scott-Knott*? (p<0.05) quando identificado efeito significativo do fator pela
analise de variancia.

Foram obtidas as correlagGes entre incidéncia e severidade de ferrugem e as demais variaveis quando as
plantas receberam tratamento quimico para controle da ferrugem ou néo, visando identificar possiveis associagdes
entre a expressdo da doenca e a composi¢do quimica dos grdos bem como com os atributos avaliados na anélise
sensorial. Também foram obtidas as correlagdes das variaveis quimicas e fisico-quimicas com as caracteristicas
gerais da analise sensorial, visando verificar quais componentes do grdo tém maior influéncia nas caracteristicas
da bebida. Por fim, foram estimadas as correlagdes entre as caracteristicas gerais da analise sensorial e a nota total,
com o0 objetivo de identificar quais desses atributos tem maior interferéncia na nota total. A significancia das
correlaces foi avaliada pelos testes t e de Mantel (p<0.05).

Para complementacdo da avaliacdo sensorial da bebida por escala de notas, o perfil sensorial da bebida
foi analisado descritivamente considerando as notas sensoriais de cada tratamento em um Unico diagrama em radar
(escala grafica Unica), denominado ‘sensoriograma’. Também foi empregada a analise de contelido, segundo a
adaptagio proposta por Sobreira et al.,*? para a caracterizagio sensorial de cafés especiais quanto a qualidade e
intensidade das nuances de sabor e aroma percebidas pelos juizes na analise sensorial. As nuances atribuidas a
cada tratamento foram agrupadas nas categorias frutados (frutado, frutas amarelas, frutas tropicais, meldo, papaia,
maracuja e uva), caramelados (caramelo, mascavo, mel e melado), achocolatados (leve chocolate, chocolate ao

leite e chocolate) e outros (herbal e améndoas).

3. RESULTADOS

As analises quimicas e fisico-quimicas dos grdos de café, bem como a anélise sensorial e classificacéo
granulométrica, foram realizadas visando identificar possiveis alteragdes no metabolismo do cafeeiro causadas
pela adocéo do controle genético ou quimico da ferrugem, bem como correlaciona-las com a expressdo da doenca
no campo. Foi verificado efeito significativo de gendtipos (G), controle (C) e interagdo GxC na incidéncia e a
severidade da ferrugem. O estudo do efeito dessas fontes de variacdo sobre a expressdo da doenga ja foi discutido
em outro trabalho (PEREIRA, nédo publicado) sendo que aqui, deseja-se relacionar a ocorréncia e intensidade da
doenca em funcéo do tipo de controle adotado com a qualidade dos gréos e da bebida do café.

Com relagdo as analises quimicas e fisico-quimicas dos graos, foi observado pela analise de variancia,
efeito significativo de gendtipos para os teores de aclcares totais, proteinas, lipidios, compostos fendlicos,
trigonelina e cafeina, indicando que o teor destes metabolitos é variavel, dependendo do genétipo adotado (Dados
ndo apresentados). O teor de agUcares foi superior no gendtipo MG0277, Unico que apresentou resisténcia genética
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a ferrugem, podendo ser indicio da existéncia de uma relagdo entre esses compostos e a resisténcia a ferrugem
(TABELA 1). Os teores de trigonelina e cafeina, apesar da significancia na analise de variancia, ndo tiveram suas
médias agrupadas pelo teste utilizado. Porém, verifica-se que seus valores foram inferiores no gendtipo resistente

(MG0277), o que também pode ter relagdo com a sua resisténcia.

Tabela 1 — Médias para os teores de metabdlitos nos graos, considerando gen6tipos e a adogdo de controle quimico

para ferrugem do cafeeiro.

Genotipos ALK °CE °PFO dacu. °prot. flip. ICF "trig. IAC. icaf.

MGO0277 4310 a 69.75 a 4740 a 945 a 1438 a 1105 a 722 a 092 a 471 a 115 a
MGO0313 4522 a 9131 a 4651 a 848 b 1431 a 1152 a 677 b 097 a 451 a 137 a
MGO0006 4658 a 8712 a 4807 a 825 b 1471 a 989 b 657 ¢ 109 a 342 a 123 a
MG0012 4648 a 8938 a 4594 a 814 b 1514 a 974 b 732 a 124 a 374 a 138 a

Controle quimico ALK °CE ‘PFO dacu. eprot. flip. ICF Mtrig. IAC. icaf.

Com controle 4476 a 8511 a 4683 a 894 a 1468 a 1042 a 660 b 103 a 406 a 129 a
Sem controle 4593 a 8367 a 4713 a 822 b 1459 a 1068 a 734 a 108 a 413 a 128 a
CVa (%) 7.173 22.697 2.664 1.722 1.288 3.884 1.018 5.870 13.051 5.285
CVb (%) 3.337 3.688 2.895 1.543 2.207 4.142 3.417 5.988 6.197 4.367

3lixiviacdo de potassio (ppm); Pcondutividade elétrica (uS cm™ g-!); Catividade da polifenoloxidase (u min‘g?);
daclcares totais; °proteinas totais; flipidios; 9%compostos fendlicos; "trigonelina; acidos clorogénicos; icafeina
(%MS). Médias seguidas pela mesma letra na coluna, considerando cada fonte de variagdo, pertencem ao mesmo

grupo pelo teste de Scott-Knott (p<0.05).

As médias para teor de proteinas também ndo foram agrupadas pelo teste adotado, apesar do efeito
significativo do fator gendtipos. Verifica-se, entretanto, que os genétipos do grupo Bourbon (MG0006 e MG0012)
tendem a apresentar maior teor de proteinas que os HT (MG0277 e MG0313). De forma contraria, o teor de lipidios
nos gréos é maior nos gendtipos HT que nos Bourbons, demonstrando uma tendéncia na composi¢do dos gréos
devido a sua origem genética. O teor de compostos fendlicos nos graos ndo parece ter relacdo direta com o grupo
genético ou com a resisténcia a ferrugem, sendo maior nos genétipos MG0277 e MG0012, mediano no MG0313
e inferior no MG0006 (TABELA 1).

O uso ou ndo de controle quimico para controle da ferrugem teve efeito significativo apenas sobre os
teores de agucares e compostos fenolicos (Dados ndo apresentados). O teor de aglcares dos gréos foi maior quando
foi realizado o controle quimico (TABELA 1). Ou seja, tanto na adocdo do controle genético, quanto do quimico,
a quantidade de acgUcares nos gréos é favorecida pela menor ocorréncia de sintomas da ferrugem. J& o teor de
compostos fendlicos foi maior quando nao foi adotado o controle quimico (TABELA 1).

O teor de acucares nos graos foi o Unico influenciado pela interacdo GxC (Dados ndo apresentados). 1sso
indica que os gendtipos respondem diferentemente ao uso de controle quimico quanto ao teor de aglcares. Na
Figura 1 observa-se que todos os gendtipos apresentaram maior contedido de aglcares nos grdos quando receberam
tratamento quimico para controle da ferrugem. Ja considerando separadamente os tratamentos de controle de
ferrugem (com e sem controle quimico), observa-se que nas parcelas tratadas com fungicida, os Bourbons
apresentaram menor teor de agUcares. No entanto, nas parcelas ndo tratadas, ndo existe uma separacao de acordo
com 0 grupo genético: apenas o gendtipo resistente apresentou maior concentracdo de aglicares nos grdos. A

expressdo da ferrugem também apresentada na Figura 1, pode ser associada a este resultado, de forma que, quanto
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menor a expressao da ferrugem, maior a concentracdo de aglcares nos graos, independentemente de ser adotado o

controle genético ou quimico.

Expresssao daferrugem e interagao GxC para teores de
agucares
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Figura 1. Interacdo GxC para o teor de aglcares nos graos (%MS) e incidéncia (%) e severidade (% de area
lesionada) médias de ferrugem para os diferentes tratamentos. Letras mindsculas indicam a comparacéo entre
genotipos dentro de um mesmo tipo de tratamento quimico para ferrugem (com ou sem controle quimico) e letras
maiUsculas correspondem a comparacdo do mesmo genotipo em diferentes tratamentos para controle da doenca.

Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott (p<0.05).

Na Tabela 2 sdo apresentadas as médias das caracteristicas avaliadas na analise sensorial, nota total e
classificacdo granulométrica (peneira 16+). Com relagdo a andlise sensorial, ndo foi realizada a analise de variancia
para as caracteristicas uniformidade, auséncia de defeitos e dogura, ja que na avaliagdo dos trés juizes todos 0s
tratamentos apresentaram nota maxima. As caracteristicas fragrancia/aroma e impressao global também néo foram
consideradas, pois todos os tratamentos receberam dos juizes nota média 7,5. Foi observado, na analise de
variancia, efeito significativo de genotipos (G) para finalizagéo e equilibrio, bem como para a nota total (Dados
ndo apresentados). Observa-se para o atributo finalizacdo, nota superior apenas para o gen6tipo HT MG0313. J&
para o atributo equilibrio, somente para o Bourbon MG0012 apresentou média inferior.
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Tabela 2 - Médias para atributos sensoriais, nota total e classificacdo granulométrica (peneira 16+) considerando

genotipos e de adogéo de controle quimico para ferrugem do cafeeiro.

genotipos sabor bacidez ‘corpo dfinalizagdo equilibrio fnota total Y9peneira 16+
MG0277 796 a 779 a 796 a 7.54 b 7.50 a 83.75 a 78.50 a
MG0313 800 a 779 a 792 a 7.83 a 7.54 a 84.08 a 71.50 a
MGO0006 7.88 a 7.59 a 7.79 a 7.54 b 7.50 a 83.29 a 76.50 a
MG0012 758 a 750 a 763 a 7.46 b 7.29 b 82.46 a 74.25 a
controle quimico 2sabor bacidez ‘corpo ‘finalizagio tequilibrio fnota total 9peneira 16+
com controle 790 a 775 a 790 a 7.63 a 7.46 a 83.63 a 77.13 a
sem controle 7.81 a 7.58 a 7.75 a 7.56 a 7.46 a 83.17 a 73.25 a
CVa (%) 1.941 1.406 1.342 0.527 0.658 0.404 9.688

CVb (%) 1.287 1.722 2.063 0.970 2.840 0.637 16.535

Notas para as caracteristicas 2sabor, Pacidez, °corpo, “finalizacdo, equilibrio e 'nota total obtidas na analise
sensorial segundo protocolo da SCA e %porcentagem de grédos peneira 16 acima pela classificagdo granulométrica.
Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, considerando cada fonte de variagdo, pertencem ao mesmo grupo
pelo teste de Scott-Knott (p<0.05).

Apesar de significativo o efeito de gendtipos na andlise de variancia para a nota total, o teste adotado ndo
foi capaz de agrupar as médias. Observa-se que todos 0s gendétipos apresentaram nota superior a 82,46 pontos,
sendo entdo classificados como cafés especiais. Além disso, as maiores notas totais tendem a ser observadas nos
genétipos do grupo HT. Verifica-se também que apesar de ndo ter sido observada diferenca significativa pelo teste
F na analise de variancia para as caracteristicas sabor, acidez e corpo, os genotipos HT apresentaram avaliacéo
superior para esses caracteres em relacdo aos Bourbons (TABELA 2). Constata-se entdo, que apesar de 0s
Bourbons serem mundialmente reconhecidos pela sua qualidade de bebida, os HT tém potencial para produzir
cafés de qualidade igual ou superior. Isso pode ser melhor evidenciado pelo perfil sensorial dos cafés (FIGURA
2), em que, no geral, os genotipos do grupo HT apresentam maior pontuacdo para os diferentes atributos sensoriais

avaliados, independentemente de ser adotado o controle genético ou quimico.
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Perfil Sensorial dos gendtipos sob controle genético e quimico da ferrugem
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Figura 2. Perfil sensorial (Sensoriograma) dos gendtipos avaliados com e sem controle quimico da ferrugem
considerando as caracteristicas sabor, acidez, corpo, finalizagéo e equilibrio. Tratamentos: MG0006¢; MG0012c;
MG0277c; MGO0313c: com controle quimico de ferrugem; MG0006; MG0012; MG0277; MGO0313: sem controle

quimico de ferrugem.

Nenhuma das variaveis relacionadas & avaliacdo sensorial ou classificagdo granulométrica foi
influenciada pelos fatores controle (C) ou pela interagdo GxC na analise de variancia (Dados ndo apresentados).
Porém, observa-se que todos os atributos da andlise sensorial, a nota total e a classificagdo por tamanho (peneira
16+) tendem a apresentar valor superior quando é adotado o controle quimico, exceto para equilibrio, que foi igual
nos dois tipos de tratamento (TABELA 2).

As estimativas de correlagdo entre incidéncia e severidade de ferrugem e as demais variaveis analisadas
no grdo e na andlise sensorial, considerando os tratamentos com e sem adogdo de controle quimico, séo
apresentadas na Tabela 3. Com relagéo aos tratamentos com controle quimico, observa-se correlacdo negativa da
incidéncia e severidade da doenca com os teores de lipidios e &cidos clorogénicos nos grdos, indicando que, quanto
maior a expressdo da doenga no campo, menor 0s teores desses compostos no grao. Também é observada uma
correlacdo negativa entre a severidade da doenca e o atributo acidez, indicando que, quanto maior a intensidade

da infeccdo, menor a acidez da bebida.
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Tabela 3 — Estimativas de correlacdo da incidéncia e severidade de ferrugem com as variaveis analisadas nos gréos
e na analise sensorial, considerando os tratamentos com e sem aplicagdo de produto quimico para controle da
ferrugem do cafeeiro.

com controle quimico sem controle quimico
incidéncia severidade incidéncia severidade

severidade 0.99824 i 0.99601 i

ALK 0.45594 0.45073 0.50708 0.53397

°CE 0.51726 0.54188 0.98973 *x ++ 0.97314 ++
‘PFO 0.75026 0.71384 -0.47541 -0.44051

dagu. -0.86545 -0.89092 -0.98386 * ++ -0.96945 ++
‘prot. 0.70783 0.74835 0.11264 0.10921

flip. -0.94254 ++ -0.95976 * ++ 0.05249 -0.00281

9CF -0.52396 -0.49009 -0.02027 -0.07104

Ptrig. 0.66987 0.71261 0.50136 0.49985

IAC -0.9995 *x ++ -0.9992 faid ++ -0.56159 -0.60102

Icaf. 0.00786 0.04137 0.76619 0.71244

“nota total -0.58822 -0.633 -0.1101 -0.11523

'sabor -0.44559 -0.4979 -0.03214 -0.02447

Macidez -0.84653 -0.87552 + -0.64086 -0.62063

"corpo -0.44559 -0.4979 -0.49373 -0.51191

°finalizacéo -0.50462 -0.5375 0.57616 0.52792

Pequilibrio -0.33386 -0.3874 -0.09162 -0.05703

Ypeneira 16+ -0.09856 -0.12579 -0.61773 + -0.56133

3lixiviacio de potassio (ppm); Pcondutividade elétrica (uS cm™ g-Y); Catividade da polifenoloxidase (u min“g?);
dacticares totais; proteinas totais; lipidios; 9compostos fendlicos; "trigonelina; 'acidos clorogénicos; Jcafeina
(%MS), *nota total e as caracteristicas 'sabor, ™acidez, "corpo, °finalizacio, Pequilibrio obtidas na analise sensorial
segundo protocolo da SCA e 9porcentagem de gréos peneira 16 acima pela classificacao fisica.

-

Significativo (p<0.01 e 0.05) pelo teste t.
*** Significativo (p<0.01 e 0.05) pelo teste de Mantel.

J4 nos tratamentos em que se avaliou o controle genético, sem a adocdo de fungicida, observa-se
correlacdo positiva da condutividade elétrica nos grdos com a incidéncia e severidade de ferrugem. Ou seja, quanto
maior a expressdo da doenga no campo, maior a quantidade de danos provocados no sistema de membranas das
células do gréo, o que é evidenciado pelos maiores valores de condutividade elétrica. Também nesses tratamentos
é observada correlacdo negativa entre o teor de aglcares do grao e as duas variaveis utilizadas para acompanhar o
progresso da doenca, confirmando a tendéncia indicada pelo efeito significativo da interacdo GxC na Figura 1, em
que, quanto maior a expresséo da ferrugem, menor o teor de acuicares nos grdos. De forma semelhante, é constatada
correlacdo negativa entre a incidéncia de ferrugem e a porcentagem de grdos peneira 16 acima, podendo-se inferir
que, quanto maior a incidéncia da doenca, menor é o tamanho dos gréos (TABELA 3).

Esses resultados demonstram que independentemente da forma de controle adotada, a ocorréncia de
ferrugem traz prejuizos para a qualidade do gréo e, consequentemente, da bebida, ja que os atributos sensoriais
sdo dependentes da composicdo do grdo. Esse comportamento pode ser evidenciado na Tabela 4, onde séo

apresentadas as estimativas de correlacdo das caracteristicas quimicas e fisico-quimicas que sofrem influéncia
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direta da ferrugem (TABELA 3), com os atributos sensoriais da bebida e a qualidade fisica do grdo. O teor de
aclcares dos graos esta positivamente correlacionado com os atributos sabor, corpo e equilibrio, avaliados na
analise sensorial, além da classificacdo por tamanho (peneira 16+). O teor de lipidios também esta diretamente
relacionado com o sabor e nota total, assim como o teor de acidos clorogénicos esta relacionado com o corpo da
bebida. J& a condutividade elétrica se relaciona negativamente com o tamanho do gréo (peneira 16+) (TABELA
4).

Tabela 4 — Estimativas de correlacdo das varidveis quimicas e fisico-quimicas dos grdos com as caracteristicas
avaliadas na analise sensorial, nota total e classificacdo granulométrica, considerando os tratamentos com e sem
aplicacédo de produto quimico para controle da ferrugem do cafeeiro.

com controle quimico

nota total bsabor ‘acidez dcorpo *finaliz. fequil. 9peneira 16+
"CE -0.46 -0.62 -0.56 -0.62 -0.03 -0.39 -0.90
iac. 0.81 0.79 ++ 094 0.79 ++ 056 0.66 + 048
ip. 0.78 0.70 0.95 0.70 0.59 0.58 0.33
kKAC 0.61 0.47 0.86 0.47 0.53 0.36 0.09

sem controle quimico

2nota total bsabor ‘acidez dcorpo *finaliz. fequil. 9peneira 16+
"CE -0.12 -0.06 -0.68 -0.47 0.63 -0.16 -0.69 ++
iagy. 0.23 0.18 0.75 0.57 -0.54 0.26 0.61 ++
lip. 0.81 ++ 0.73 ++ 0.43 0.77 0.85 0.48 -0.80
KAC 0.77 0.66 0.77 0.96 . 0.35 0.50 -0.28

anota total e notas para as caracteristicas "sabor, cacidez, 9corpo, ¢finalizago, ‘equilibrio obtidas na anélise sensorial
segundo protocolo da SCA, %porcentagem de grdos peneira 16 acima pela classificacdo granulométrica,
hcondutividade elétrica (uS cm™ g-1); fagUcares totais; llipidios, “acidos clorogénicos (%MS)

“"Significativo (p<0.01 e 0.05) pelo teste t.

++* Significativo (p<0.01 e 0.05) pelo teste de Mantel.

Na Tabela 5, sdo apresentadas as estimativas de correlagdo entre as caracteristicas avaliadas na analise
sensorial com a nota total. Observa-se que o sabor € a caracteristica que mais tem influéncia na nota total da bebida,
independente de ser adotado o controle genético ou quimico. Considerando essa importancia do sabor na
classificacdo final da bebida e sabendo-se que o sabor esta associado ao teor de agucares no grao (TABELA 4) o
qual, por sua vez, tem forte correlagdo com a expressao da ferrugem (FIGURA 1 e TABELA 3), faz-se necesséario
o estudo detalhado dos sabores percebidos no café em funcdo do controle da doenca, bem como sua relagdo com
a nota total. Com essa finalidade, foi realizada a analise de contetido para descrigdo de sabores de cada tratamento,
fornecida pelos juizes na analise sensorial, visando diferenciar os tratamentos quanto a qualidade e intensidade das
nuances e compara-las com a nota total (FIGURA 3). Constata-se que as maiores notas totais coincidem com os
tratamentos que apresentam maior variedade e frequéncia de nuances agrupadas na categoria “frutados’ e menor
frequéncia de nuances do grupo ‘achocolatados’. Essas maiores notas correspondem aos genétipos do grupo HT,
nos quais, além das nuances comuns, como caramelo, mascavo e chocolate, foram percebidas nuances ndo

encontradas no grupo dos Bourbons, como améndoas, melado, uva, papaia, meldo e frutas tropicais (FIGURA 3).
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Tabela 5 — Estimativas de correlacdo das caracteristicas avaliadas na andlise sensorial com a nota total,

considerando os tratamentos com e sem aplicagdo de produto quimico para controle da ferrugem do cafeeiro.

com controle quimico sem controle quimico
nota total
bsabor 0.95 * ++ 0.99 * ++
‘acidez 0.93 ++ 0.79
dcorpo 0.95 * ++ 0.90 ++
tfinaliz. 0.89 ++ 0.60 ++
fequil. 0.96 * ++ 0.90 ++

anota total e de Psabor, acidez, Ycorpo, *finalizacéo e ‘equilibrio obtidas na anélise sensorial segundo protocolo da
SCA.
**/*

Significativo (p<0.01 e 0.05) pelo teste t.
*** Significativo (p<0.01 e 0.05) pelo teste de Mantel.
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Analise de contetdo paraatributos de sabor e nota total da bebida
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Figura 3. Notas totais e analise de conteido com a descri¢do de nuances de sabor e aroma da bebida para cada
tratamento. As barras sdo distribuidas de acordo com freqliéncia relativa que cada nuance foi citada pelos juizes
na anélise sensorial para cada tratamento. As nuances podem ser agrupadas nas categorias frutados (frutado, frutas
amarelas, frutas tropicais, meldo, papaia, maracuja e uva) caramelados (caramelo, mascavo, mel e melado),
achocolatados (leve chocolate, chocolate ao leite e chocolate) e outros (herbal e améndoas). Tratamentos:
MGO0006c; MG0012c; MG0277c; MG0313c: com controle quimico de ferrugem; MG0006; MG0012; MG0277;

MGO0313: sem controle quimico de ferrugem.

Percebe-se também nos genotipos HT, que existe maior variedade de nuances e maior nota total quando

o controle quimico é adotado. Isso indica que a anulagdo da expressdo da ferrugem através da combinacgdo do

controle genético e quimico, além de favorecer o maior teor de agucares nos graos (FIGURA 1) também influencia
positivamente a nota total e a riqueza de sabores percebidos pelos juizes nesses tratamentos (FIGURA 3).

Constata-se, além disso, que a nota total foi aumentada pelo uso do produto quimico em todos os genotipos,

porém, a classificacdo dos genotipos quanto a esse quesito foi mantida, independentemente do uso ou ndo de

fungicida, evidenciando a auséncia de interacdo GxC para a nota total e o potencial dos genétipos HT para a

producdo de cafés diferenciados no ambiente avaliado (FIGURA 3).
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4, DISCUSSAO

Neste trabalho, investigou-se como as principais formas de controle da ferrugem afetam a qualidade dos
grdos e da bebida café. Os resultados encontrados demonstraram que apesar da eficiéncia dos métodos, a
ocorréncia de ferrugem desde seus niveis mais baixos traz consequéncias negativas para a qualidade,
independentemente da forma de controle adotada. Desta forma, a escolha correta da cultivar e do manejo da doenca
é fundamental, quando se deseja agregar valor ao café, pela qualidade.

Uma das formas de avaliacdo da qualidade do café se da por meio da composicéo quimica dos graos. O
teor de agUcares nos graos crus tem sido considerado como um precursor importante do sabor e aroma do café,
pois contribui para a formacdo de aglcares redutores, que estdo envolvidos nas reacGes de fragmentacéo,
caramelizagdo, e nas reagdes de Maillard durante a torracdo.? Alguns autores relatam que genétipos do grupo HT
apresentam menor teor de aclcares que gendtipos tradicionais de café arabica, caracteristica que pode ter sido
herdada do C. canephora, a qual apresenta menores teores desse constituinte.'®3334 Segundo Ribeiro et al.,®
variagBes no teor de sacarose entre cultivares distintas de café arabica podem estar relacionadas com diferengas na
expressao génica, tanto na sintese como na degradacdo deste composto. No entanto, no presente trabalho, maior
teor de agUcares totais foi encontrado apenas para o genotipo resistente a ferrugem, o HT MG0277, indicando
relacdo desse composto com a expresséo da doenca.

Nas plantas, os fotoassimilados necessarios para o desenvolvimento dos frutos, ou seja, 0s carboidratos
exportados principalmente na forma de sacarose, sdo fornecidos a partir das folhas®. Os carboidratos séo
normalmente utilizados durante a formacdo de grdos e no crescimento vegetativo das plantas. Contudo, sob
condicOes adversas, eles podem ser desviados do seu principal caminho metab6lico para 0 mecanismo de defesa
das plantas, participando da produgdo de compostos fenolicos, os quais, devido as propriedades antioxidantes e
antibioticas, estdo envolvidos em fungdes bioldgicas como a resisténcia a pragas e doencas.” Além disso, doengas
de folha como a ferrugem podem causar desfolha ou reducdo da area fotossinteticamente ativa devido a formagéao
de lesdes, reduzindo o fornecimento de fotoassimilados para os frutos.'® Desta forma, qualquer estresse durante a
frutificaco pode prejudicar o acimulo destas moléculas nos gréos.*® Isso explica por que o gendtipo resistente foi
0 Unico com maior teor de agUcares totais.

Observa-se também, que os teores de cafeina e trigonelina foram inferiores no genétipo MG0277, Unico
que apresentou resisténcia genética, podendo indicar uma relacdo desses componentes com sua resposta de defesa
ao patdgeno, e ndo necessariamente com sua ancestralidade genética. Diversos autores'®3343 também néo
encontraram maiores teores de cafeina nos genétipos obtidos a partir de introgressao de genes de resisténcia em
comparacdo as cultivares tradicionais, apesar da espécie C. canephora apresentar quase o dobro da cafeina presente
em C. arabica. Alguns autores relatam que a cafeina, juntamente com outros alcaloides, trigonelina e outros
compostos, contribuem para suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas.®%° Além disso, segundo
Dessalegn et al.,*° a biossintese da cafeina, bem como seu acimulo, sdo mais acentuados em situagdes de estresse.
Isso explicaria as maiores concentracdes de cafeina em plantas suscetiveis.

Os teores de proteinas parecem estar associados ao grupo genético, sendo observado menores teores nos
HT, o que pode ter relagcdo com a sua ascendéncia resistente. Porém, considerando-se que o Unico genétipo que
expressou resisténcia completa foi o0 HT MGO0277, ndo ha indicio de relacdo direta desses compostos com a

resisténcia genética. Kitzberger et al.,*! por outro lado, ndo encontraram relagio entre o teor de proteinas no gréo
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e a origem genética, de forma que, dentre as cultivares avaliadas, uma cultivar tradicional (Bourbon) e uma
moderna (IPR99) apresentaram os menores teores de proteinas.

Com relagdo ao teor de lipidios, assim como no presente trabalho, Kitzberger et al.*! e Bertrand et al.*®
também verificaram maior teor de lipidios totais nas cultivares modernas. Segundo Mazzafera,*? a concentragio
de lipidios depende de varios fatores, particularmente da espécie e cultivar. Kitzberger, Scholz e Benassi®
verificaram que gendtipos provenientes de cruzamentos com C. canephora, visando a indugdo de resisténcia,
apresentaram melhor perfil de diterpenos do que cultivares tradicionais de café arabica. Esses dados indicam que
existe relagdo entre os teores desses compostos e sua ascendéncia genética, mas ndo com a expressao da resisténcia,
propriamente dita.

Ja os resultados para os teores de compostos fenélicos nos graos nao parecem estar associados a origem
do gendtipo ou a resisténcia a ferrugem. E relatado que gen6tipos derivados de HT apresentam maiores teores de
compostos fenolicos devido a participacio de C. canephora nos cruzamentos.'° Entretanto, assim como no presente
trabalho, Kitzberger et al.*! ndo encontraram indicios de que cultivares derivadas de HT tenham necessariamente
comportamento diferenciado quanto aos compostos fenolicos, de forma que os mecanismos para o acimulo destes
compostos aparentam ser similares entre cultivares modernas e tradicionais.

Considerando a adogdo ou ndo de controle quimico, observou-se efeito significativo da aplicagdo de
fungicida nos teores de agticares e compostos fendlicos dos graos. Abraho!! por outro lado, ao avaliar a qualidade
dos gréos de café por meio de analises fisicas e quimicas, verificaram que os tratamentos com fungicidas sistémicos
ndo afetaram as variaveis relacionadas a qualidade quando comparados a uma testemunha suscetivel e sem
aplicacdo de controle quimico.

O teor de compostos fendlicos foi maior nos graos que nao receberam controle quimico. 1sso pode indicar
uma alteracdo no processo de maturagdo provocada pela maior expressdo da doenca nesses tratamentos. Segundo
Scholz et al.*®, maiores concentracdes de compostos fendlicos podem estar associadas & maturagdo incompleta dos
graos de café. Estudos demonstram que o tempo de maturagdo esta fortemente relacionado com a evolugdo da
sintese de etileno na planta, a qual acelera o metabolismo do fruto.3® Sabe-se também, que a ferrugem causa
desfolha do cafeeiro devido a grande producdo de etileno.* Ja o tratamento com triazéis promove a inibicdo da
atividade da enzima sintase ACC (&cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico), a qual tem a fungéo de converter o
ACC em etileno,* o que poderia estar associado a uma maturagdo mais lenta nesses tratamentos. Desta forma, a
maior producdo de etileno nas plantas com maior expressdo da ferrugem pode estar associada & maturacdo
incompleta dos graos, os quais apresentam maior concentracéo de compostos fenolicos. Alguns autores comentam
que a ferrugem do cafeeiro causa amadurecimento prematuro dos frutos, o que resulta em grdos de baixa
qualidade.®

Ja para o teor de agucares totais, 0s maiores valores encontrados nos tratamentos com controle quimico
pode ser explicado de forma semelhante ao que foi realizado para o genétipo resistente: os métodos de controle de
pragas e doencas, incluindo pesticidas quimicos, ajudam a manter a qualidade do café, pois impedem ou reduzem
a proliferacdo desses organismos, os quais afetam a producéo de fotoassimilados, refletindo entéo, na qualidade
do gréo.*® Além disso, com a inibicéo do desenvolvimento da doenca, os fotoassimilidados podem ser translocados
para os frutos, a exemplo dos acucares, e ndo serem utilizados pela planta para a formacéo de compostos de defesa,

como os compostos fendlicos. E relatado também, que o uso de fungicidas do grupo dos triazois favorece uma
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maior capacidade fotossintética por meio do incremento nos teores de clorofila total e maior taxa de assimilagédo
liquida, aumentando a massa seca total.*

O efeito significativo da interacdo GxC para o teor de aglcares confirma o que foi verificado para esses
fatores individualmente. Ou seja, independentemente da adogdo do controle genético ou quimico, o maior teor de
aclcares nos gréos esta relacionado a menor expressdo da doenga no campo. Além disso, 0 manejo combinado,
adotando o controle quimico juntamente com geno6tipos de ascendéncia resistente, como os derivados de HT, pode
favorecer o maior acimulo de aglcares nos graos.

Apesar da resisténcia genética sozinha ser capaz de quase zerar a expressdo da doenca nas folhas, como
no caso do MG0277, mesmao niveis baixos de infeccdo pela doenga afetam o metabolismo de carboidratos da planta
e, consequentemente, a composicdo dos graos. Desta forma, o teor de aclcares desse genoétipo é favorecido
significativamente quando a expressdo da doenca é anulada pelo uso de fungicida, ainda que esses teores j& fossem
relativamente altos em compara¢do aos encontrados nos genotipos suscetiveis.

Ja o0 gendtipo HT MGO0313, apesar de expressar a maior incidéncia e severidade da doenca no tratamento
sem controle quimico, indicando uma quebra de resisténcia, teve seu comportamento completamente alterado
quando foi adotado o uso de fungicida: os sintomas da doenca foram anulados e foi observado incremento
expressivo no teor de agUcares dos graos, indicando a presenca de genes de resisténcia parcial, ndo encontrados
nos Bourbons. De fato, alguns autores relatam que a maioria dos genétipos derivados de HT apresenta resisténcia
parcial quando a resisténcia completa é quebrada.*” Esse resultado demonstra o potencial das cultivares derivadas
do HT, as quais, mesmo quando ocorre a quebra de resisténcia, apresentam resposta ao controle quimico mais
eficiente que cultivares totalmente suscetiveis, por meio de uma possivel acdo sinérgica entre esses genes de
resisténcia parcial e mecanismos de defesa induzidos pela aplicagdo do fungicida, favorecendo a defesa da planta
ao patogeno e, consequentemente, a qualidade do produto final.

Quanto & analise sensorial, assim como no presente trabalho, Barbosa et al.® verificaram efeito
significativo de gendtipos para finalizacdo, equilibrio e nota total. A finalizagdo é avaliada de acordo com a
persisténcia do sabor do café e a agradabilidade de sua sensacio.®® Neste trabalho, foi observada nota superior
neste quesito apenas para o genétipo HT MGO0313. Ja o equilibrio se refere a complementacao e contraste entre os
demais atributos.®® Neste atributo, somente o Bourbon MG0012 apresentou média inferior. Assim, infere-se que o
grupo genético ou a resisténcia a ferrugem nao tém influéncia direta predominante sobre esses atributos.

A nota total é resultante do somatorio das notas dos atributos avaliados, subtraida a nota dos defeitos
presentes na amostra, sendo ela que classifica de fato o café.*® No presente trabalho verificou-se que todos 0s
gendtipos avaliados apresentaram nota total acima de 80 pontos, sendo classificados como especiais ‘Premium’
pela metodologia da SCA.3 Além disso, foi verificado efeito significativo de gendtipos para a nota total, e apesar
do teste ndo ter sido capaz de agrupar as médias, os HT tendem a apresentar maiores valores. Diversos autores,
considerando diferentes condic@es de cultivo, também relatam a superioridade'*? ou pelo menos similaridade* 3334
dos genotipos do grupo HT quanto a avaliagao sensorial em comparagao a cultivares tradicionalmente utilizadas,
como Catuai, ou referéncias em qualidade, como os Bourbons.? Isso demonstra que derivados de HT, comumente
adotados como fonte de resisténcia a ferrugem, podem também contribuir no melhoramento de outros fendtipos
de interesse, como a qualidade de bebida.

Uma forma de aprimorar a diferenciacdo de cafés especiais, principalmente daqueles com notas totais

muito préximas, consiste em avaliar o equilibrio entre as notas referentes a cada atributo que comp6e sua qualidade
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global. Assim, é possivel identificar perfis sensoriais distintos evidenciados por estas caracteristicas, 0s quais
podem atender diferentes nichos de mercado.*? Independentemente da adogio de controle genético ou quimico, de
acordo com o sensoriograma apresentado, observa-se a superioridade, ou pelo menos similaridade, dos genétipos
HT, em comparacdo aos Bourbons, considerando os atributos que apresentaram variagdo entre tratamentos (sabor,
corpo e acidez, finalizacdo e equilibrio). Resultados semelhantes foram encontrados por Sobreira et al., 1 que
verificaram também para essas caracteristicas, pelo menos igualdade entre genétipos HT ndo melhorados e
Bourbons, bem como superioridade de cultivares derivadas de HT para esses quesitos, indicando que o
melhoramento pode ainda, refinar a expressdo de qualidade desses genotipos.

Né&o houve, por outro lado, efeito significativo da adocdo ou ndo de controle quimico ou da interacdo GxC
nos atributos avaliados na analise sensorial, nota total ou porcentagem de gréos peneira 16 acima. Abrahdo! ao
avaliar o efeito do uso de fungicidas no controle da ferrugem em cultivar de café suscetivel, também ndo verificou
diferenca significativa na classificacéo fisica dos grdos por tamanho. Ja Echeverria-Beirute et al.® constataram
efeito significativo do uso de fungicida para controle da ferrugem nos atributos xicara limpa (-0.2 pontos) e
impressdo global (+0.3 pontos), mas ainda assim, todos os tratamentos apresentaram nota total acima de 82,46
pontos. Esses autores também identificaram diferenca nas concentra¢es de quatro entre 154 compostos volateis
de gréos torrados, em funcdo da adocdo do controle quimico. No presente trabalho, apesar da auséncia de
significancia, todos os atributos da analise sensorial, a nota total e a classificacdo por tamanho (peneira 16+) foram
aumentadas quando foi adotado o controle quimico, exceto equilibrio, que apresentou a mesma nota média nos
dois tratamentos. Segundo Ribeyre e Avelino,*® o uso de defensivos tende a reduzir defeitos fisicos e a melhorar a
qualidade organoléptica do café, ja que reduz os danos causados por pragas e doencas na nutricdo dos frutos e
gréos e, consequentemente, na qualidade da bebida. 1sso pode ser confirmado pelos resultados do presente trabalho,
em que menor e maior teor médio de aglcares e compostos fenolicos, respectivamente, foram encontrados nos
tratamentos sem controle quimico, j& que trés, das quatro cultivares avaliadas, sdo suscetiveis, apresentando maior
expressdo média da doenga que quando considerado os tratamentos com fungicida.

As estimativas de correlacdo dos caracteres avaliados nos gréos e na bebida do café com a expresséo da
ferrugem, auxiliam no entendimento das consequéncias da doenca na qualidade do produto final quando se opta
por adotar o controle genético ou quimico. Quando se considera apenas o controle genético, ou seja, sem aplicacdo
de fungicida, percebe-se danos mais diretos em componentes fundamentais da qualidade, como a integridade das
membranas dos gréos (avaliada por meio da analise de condutividade elétrica), o teor de aglcares, e o tamanho do
grdo (peneira 16+). Isso porque, as plantas suscetiveis sofreram todos os prejuizos causados pela doenga, sem ter
seus danos amenizados por nenhum tipo de controle.

A condutividade elétrica € um indicativo de qualidade, pois representa a concentracéo de ions exsudados
dos gréos, de forma qu,e quanto menor esse valor, mais integras se encontram as membranas.*® A degeneracio das
membranas e perda de controle da permeabilidade, causada por qualquer fator estressante, incluindo ataque de
patégenos, € um dos primeiros eventos que caracterizam a deterioragdo do gréo, provocando reagGes que alteram
sua composicdo quimica e, consequentemente, suas propriedades sensoriais.?® Isso explica a correlagdo positiva
observada no presente trabalho, em que, quanto maior a incidéncia e severidade da ferrugem, maior a
condutividade elétrica.

Como citado anteriormente, o acimulo de agUcares nos graos se relaciona com a intensidade do ataque

pela ferrugem, a qual afeta a producdo de fotoassimilados na planta. A correlacdo negativa da expressdo da doenca
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com esses compostos, confirma os resultados observados anteriormente para efeito do genétipo, controle quimico
e interagdo GxC no teor de agUcares do grdo. O suprimento de fotoassimilados também é um passo limitante para
o0 crescimento de tecidos dreno, como frutos e gréos,® o que justifica a correlagdo negativa da incidéncia de
ferrugem com a porcentagem de graos peneira 16 acima.

J& nos tratamentos com controle quimico, as correlagdes sdo observadas com caracteristicas que, em um
primeiro momento, ndo séo tdo evidentemente ligadas aos danos da doenca, como o teor de lipidios, acidos
clorogénicos e a acidez da bebida. I1sso provavelmente ocorre porque os prejuizos causados pela ferrugem foram
amenizados em todos os gendtipos pelo uso do fungicida. Quanto a correlacdo negativa com o teor de lipidios,
sabe-se que a ocorréncia de ferrugem desencadeia a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) na planta,
n&o restrita ao local de infeccdo,*® e que niveis aumentados dessas EROs sdo capazes de reagir com biomoléculas,
causando a peroxidacdo de lipidios e ruptura de membranas,* explicando os menores teores desses componentes
nas plantas com maior expressdo da doenca. Além disso, a sacarose é um precursor da biossintese de lipidios e
proteinas,® de forma que a reducio na produgdo de fotoassimilados pela maior expressdo da ferrugem pode
também refletir em menor teor de lipidios nos graos.

Os 4acidos clorogénicos sdo conhecidos por seu envolvimento na defesa das plantas contra estresses,
incluindo ataque de patdgenos, além de atuar na neutralizagdo de EROs.5? Isso implica que, em plantas com
maiores teores desses compostos, hd uma menor expressdo da doencga, justificando a correlacdo negativa
encontrada.

Quanto a acidez da bebida, sabe-se que esta pode contribuir positiva ou negativamente para a qualidade
sensorial, dependendo do &cido predominantemente encontrado na amostra.> Assim, a acidez considerada
agradavel contribui para a vivacidade do café, permitindo notar com clareza, a caracteristica de dogura. J& quando
é excessiva e causa sensacdo desagradavel (‘azeda’), esse atributo reflete um resultado negativo quanto a
qualidade.®® A correlagio negativa da acidez com a severidade da doenca pode indicar que, quando é adotado o
controle quimico da ferrugem, a maior severidade observada nos gendtipos que respondem de forma menos
eficiente a esse tipo de controle, pode favorecer a formacao de acidos indesejaveis ou reduzir a formagéao de acidos
desejaveis, 0 que tem como consequéncia a reducdo da nota atribuida a essa caracteristica na analise sensorial. O
estudo do perfil dos acidos encontrados em amostras de café provenientes de plantas com diferentes niveis de
ataque da doenca, bem como sob diferentes formas de controle, deve ser realizado para confirmar essa hipétese.

S0 escassos na literatura trabalhos que relacionem a expressao da ferrugem do cafeeiro com a qualidade
de bebida, principalmente considerando diferentes formas de controle. Echeverria-Beirute et al.® encontraram
correlacdo negativa entre o atributo impressao global e a incidéncia e severidade da ferrugem ao avaliarem o efeito
do controle quimico da doenca na qualidade da bebida, confirmando o resultado do presente trabalho sobre a
possibilidade de existir influéncia da doenca em atributos sensoriais.

No entanto, percebe-se que os componentes do grdo cru sofrem maior acdo direta da ferrugem que os
atributos sensoriais. Sabe-se, por outro lado, que todos os compostos do grdo tém participa¢do no perfil sensorial
ap6s a torragdo, de forma que diversas associagGes entre esses fatores sdo citadas na literatura.6° Assim, espera-
se que a expressdo da ferrugem, que influencia diretamente a composi¢do do gréo, tenha também influéncia
indireta nos atributos de qualidade valorizados pelo mercado.

Destacando-se os compostos diretamente afetados pela ferrugem, é relatado que maiores teores de lipidios

estdo associados a melhores caracteristicas sensoriais, por participarem formacgdo de compostos aromaticos
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importantes, além de auxiliarem na retencdo de compostos volateis no grdo e do aroma da bebida, e contribuirem
para a textura e sensacdo da bebida na boca,*®*® o0 que confirma sua correlagio positiva com sabor e nota total
encontrada no presente trabalho e por Gichimu et al.

Os acidos clorogénicos sdo um grupo de compostos fendlicos que durante a torra, participa de reaces,
resultando no aumento do amargor, adstringéncia, sabor e aroma,®?* porém, pouco tem sido relatado sobre sua
associacgao com o corpo da bebida. Neste trabalho, verificou-se correlagéo positiva entre esses caracteres, resultado
também encontrado por Gichimu et al., os quais também observaram correlago negativa, dependendo do local
de avaliagdo.

A condutividade elétrica, que representa a integridade das membranas dos gréos, se correlacionou com
tamanho dos grdos, de forma que, quanto menor a porcentagem de gréos peneira 16 acima, maior a condutividade
elétrica. Tanto o menor tamanho do gréo, quanto a maior desorganizagdo das membranas, sdo reflexos de situagdes
de estresse enfrentadas durante o desenvolvimento do grao, conforme demonstrado anteriormente, o que justifica
a associacao negativa entre esses caracteres hum contexto onde se considera a ocorréncia de ferrugem.

Os agUlcares sdo os compostos que tém influéncia sobre o0 maior nimero de atributos da analise sensorial,
bem como também esta relacionado ao tamanho dos grdos. Apesar de grdos maiores serem valorizados por seu
aspecto visual, eles ndo necessariamente apresentam melhor qualidade sensorial,® porém, sio indicio de sua boa
formagdo no campo, o que esta relacionado com a menor ocorréncia de ferrugem. Dal Molin et al.5 também
verificaram correlagdo positiva entre o tamanho do gréo e sua concentracdo de acucares. Existe também influéncia
do teor de aglicares no corpo da bebida. Nunes e Coimbra® citam que os carboidratos presentes no gréo de café
cru contribuem significativamente para as caracteristicas de corpo, corroborando a correlacdo encontrada no
presente trabalho. O atributo equilibrio, por sua vez, avalia como os aspectos de sabor, finalizag&o, acidez e corpo
da amostra interagem se complementando ou contrastando. Considerando que 0s agUcares sd0 0S principais
contribuintes para a qualidade,? espera-se que um grdo bem formado, com menor interferéncia de estresses durante
seu desenvolvimento, produza bebidas mais equilibradas, justificando a correlacdo encontrada. Por fim, observa-
se que o teor de aglcares se correlaciona positivamente com sabor. Gimase et al.3 também encontraram correlagio
positiva entre teor de agUcares e sabor. 1sso se explica, ja que quanto maior a concentracdo de aglicares no grao
cru, maior sua participagdo nas reacfes que ocorrem no processo de torracdo, no qual sdo formadas substancias
volateis e ndo-volateis responsaveis pelo aroma e sabor do café. Assim, o teor de agUcares é considerado um bom
marcador para discriminar a qualidade da bebida.?

E relatado que o sabor é o atributo que mais se correlaciona com a nota total,”*> sendo um dos principais
critérios para obtencdo de ganhos em qualidade.’ No presente trabalho, esse resultado também foi observado,
independentemente de ser adotado o controle quimico ou genético. Essa correlacdo se justifica, jA que a nota
atribuida ao sabor considera a intensidade, qualidade e complexidade da interagdo entre gosto e aroma, envolvendo
todas as sensacdes do paladar.®® O sabor caracteriza 0 que o café apresenta em seu potencial, e a complexidade da
bebida é o principal diferencial de um café especial, de forma que, quanto mais raras e exéticas forem as sensagoes
proporcionadas, maior sera sua valorizagdo comercial.> Considerando que o sabor ¢ altamente influenciado pelo
teor de agUcares, € este, por sua vez, estd fortemente correlacionado com a expressdo da ferrugem, faz-se necessario
0 estudo detalhado dos sabores percebidos no café, em funcéo do controle da doenca, bem como sua relagdo com

a nota total.
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Na descri¢do sensorial dos cafés, os juizes utilizam termos relativos as suas experiéncias anteriores para
caracterizar as amostras. Apesar desses termos raramente serem avaliados metodologicamente,*!2 as nuances
detectadas nos cafés classificados como especiais podem representar a qualidade de uma forma mais especifica.'?
Assim, deve-se explorar a sensibilidade olfativa e gustativa dos juizes, visando identificar com precisdo, a
singularidade das amostras, que podem ser destinadas a diferentes nichos de mercado. Com este objetivo, a analise
de contetido pode complementar a atual escala por notas.?

Constatou-se que as notas ‘carameladas’ e ‘achocolatadas’ aparecem em todas as combinacfes de
tratamentos de genotipo e controle de ferrugem, porém, em diferentes niveis. As nuances de caramelo sdo
esperadas nos cafés em geral, ja que durante o processo de torracdo, uma das reacdes mais importantes é a
caramelizagio dos aglicares, a qual confere aroma, sabor e cor ao café.>® Fassio et al.* e Sobreira et al.'? também
encontraram notas carameladas e achocolatadas na descrigdo de sabor de todos 0s gen6tipos e grupos genealdgicos
de café arabica avaliados, evidenciando que estes ndo sao atributos raros.

Considerando os tratamentos avaliados no presente trabalho, foi observada maior variacdo de nuances e
maiores notas totais nos HT, principalmente quando foi realizado o controle quimico. Enquanto nos gendtipos
tradicionais foram percebidas notas de sabor comumente encontradas no mercado, nos genétipos HT identificou-
se nuances mais complexas que ndo aparecem nos Bourbons, como améndoas, melado, uva, papaia, meldo e frutas
tropicais. Esse resultado também foi encontrado por Sobreira et al.” ao comparar diferentes grupos genealdgicos
de café arabica. Constata-se entdo que, apesar da eficiéncia do controle genético no controle da doenca, a anulagéo
dos sintomas pela combinacdo do controle genético e quimico pode ser recomendada em cultivos nobres,
destinados a concursos de qualidade.

Percebe-se também, que as maiores notas totais, referentes aos HT, coincidem com os tratamentos que
apresentam maior frequéncia de notas ‘frutadas’ associada a menor frequéncia de notas ‘achocolatadas’. Sobreira
et al.*2 verificaram que 70% das nuances percebidas em genotipos HT pertencem a categoria “frutados’, indicando
ser uma caracteristica inerente ao genétipo. Fassio et al.%, ao agrupar genotipos de café arabica pela pontuagio
total da analise sensorial, constataram que no grupo com as maiores pontuagdes existe maior frequéncia de nuances
frutadas, sendo esta, uma caracteristica importante para a classificacdo sensorial do café.

Além disso, observa-se que a adogao do controle quimico favoreceu a nota total em todos os genétipos,
porém, ndo mudou seu ranqueamento nos tratamentos com ou sem controle quimico, evidenciando o potencial do
grupo HT mesmo quando comparado a um grupo reconhecido por sua qualidade, como os Bourbons.

Os resultados aqui discutidos demonstram que os diversos aspectos da qualidade sensorial dependem do
genotipo, manejo e interagdo desses fatores em um mesmo ambiente. Ou seja, apesar de tanto o controle genético
quanto o quimico, serem eficazes na reducéo dos prejuizos da doenga quanto a composi¢do quimica dos gréos, o
potencial para qualidade dos gen6tipos HT associado a anulagdo da expressdo da ferrugem por meio da agao
conjunta do controle genético e quimico, favorece a composicdo dos gréos e, consequentemente, a avaliacdo
quantitativa dos atributos sensoriais, bem como as nuances percebidas, agregando valor ao produto final. Essa é
mais uma caracteristica que destaca esses genotipos, além de possuirem como vantagem a resisténcia a ferrugem,
gque mesmo quando quebrada pelo surgimento de novas ragas, apresentam melhor resposta ao controle quimico da

doenga, que gendtipos totalmente suscetiveis.
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5. CONCLUSOES

Os controles genético e quimico sdo eficazes na redugdo dos prejuizos da doenga quanto a composicao
quimica dos grédos, principalmente em relagéo ao teor de agUcares totais.

Genotipos com ascendéncia resistente, mesmo que apresentem quebra de resisténcia, respondem melhor
ao controle quimico, refletindo positivamente na qualidade do grao e da bebida.

A nota atribuida ao sabor é a que mais se correlaciona com a nota total, e cafés com maior frequéncia de
nuances ‘frutadas’ associadas a menor frequéncia de nuances ‘achocolatadas’, como os HT, apresentam melhor
desempenho na analise sensorial, independentemente do uso de controle quimico.

A anulacédo da expressdo da ferrugem pela combinacéo do controle genético e quimico favorece o teor de

acucares nos graos, bem como a nota total e riqueza de sabores percebidos na analise sensorial.
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