DU

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

RENATA TIEMI NOMADA

AVALIACAO DA RESISTENCIA A FERRUGEM
ALARANJADA EM GENOTIPOS DE CAFE ARABICA

LAVRAS-MG
2020



RENATA TIEMI NOMADA

AVALIACAO DA RESISTENCIA A FERRUGEM ALARANJADA EM GENOTIPOS
DE CAFE ARABICA

Monografia apresentada ao Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras,
como parte das exigéncias do Curso de Agronomia,
para a obtencdo do titulo de Bacharel em
Agronomia.

Profa. Dra. Flavia Maria Avelar Gongalves
Orientadora

Agron. Jodo Pedro Gomes Pagan
Coorientador

LAVRAS-MG
2020



AGRADECIMENTOS

A Deus, por sempre iluminar 0 meu caminho e trazer paz no meu corago.

Aos meus pais, Edison e Viviane, por nunca medir esfor¢os para a realizagdo dos meus
sonhos e minha felicidade, por todos os ensinamentos e gestos de amor, por sempre me
incentivar e apoiar minhas decisfes, me levantando nos momentos dificeis e estarem sempre
presentes na minha vida. O que eu sou hoje devo a vocés. Minha eterna gratiddo, eu amo vocés.

Meu namorado, Jodo Vitor, meu maior presente da vida, obrigada por tudo o que faz
para ver um sorriso no meu rosto, pelo seu amor e companheirismo, por todos 0S nossos
momentos juntos, mesmo que as vezes longe, meu sentimento por vocé cresce a cada dia.
Obrigada por segurar minha mao e caminhar ao meu lado. Eu te amo.

Aos meus amigos da graduacao, que caminharam comigo nessa jornada, obrigada pela
companhia e amizade, e desejo muita felicidade para vocés que me proporcionaram 0 mesmo
durante todos esses anos, e muito sucesso na vida profissional. Levarei vocés no coragao.

A minha orientadora Flavia, pela confianca e orientacéo no trabalho, meu coorientador,
Jodo Pedro, por toda a paciéncia em me ajudar sempre que precisei, € toda a equipe do
melhoramento de perenes, obrigada pela forca.

A equipe do Laboratério de Fisiologia do Parasitismo, em especial a Deila e a Tharyn,
por sempre se disponibilizarem quando precisei, todas as nossas conversas, conselhos e
descontrac@es, foi um prazer enorme ter conhecido voceés.

Ao Nucleos de Estudos em Genética e Melhoramento de Plantas e ao Nucleo de Estudos
em Paisagismo e Floricultura, por todo o aprendizado, crescimento e amizades que construi.

Aos professores da UFLA, que foram responsaveis pelo meu crescimento profissional,
meu eterno respeito e gratiddo por se dedicarem a formacao de profissionais qualificados, e por
sempre se disponibilizarem quando precisei.

Aos 6rgaos de apoio a pesquisa CAPES, CNPg, FAPEMIG e UFLA pelas oportunidades
de bolsa.

E por fim, agradeco a todos que passaram pela minha vida e contribuiram para 0 meu
crescimento pessoal e profissional, vocés foram essenciais em minha jornada para a realizacdo

de um sonho e encerramento de uma etapa da minha vida. Muito obrigada!



RESUMO

O Brasil tem 0 maior programa de melhoramento genético de cafeeiro do mundo, e um
dos principais focos de pesquisa € resisténcia a doenca. A ferrugem do cafeeiro é a principal
doenca da cultura, ocasionando perdas de até 50% na producdo das lavouras. Seu controle
quimico é oneroso, o que enfatiza a importancia de trabalhos visando resisténcia a ferrugem e
estudos do mecanismo de defesa dos cafeeiros contra o seu ataque. Neste trabalho objetivou-
se identificar gendtipos superiores de Coffea arabica que possam apresentar resisténcia a
ferrugem alaranjada do cafeeiro (Hemileia vastatrix). Os genotipos avaliados foram inoculados
com o patdgeno para as analises de severidade da doenca e producéo de fendis sollveis e lignina
nas folhas. Na analise de severidade, foi utilizada uma escala diagramatica para a atribuicéo de
uma nota visual variando de 0 a 6 para severidade da doenca nas folhas selecionadas dos 31
gendtipos avaliados, em sua face abaxial, através da porcentagem de érea foliar infectada. Para
as analises bioquimicas foi realizada a quantificacdo de compostos fendlicos sollveis e lignina
soltvel de 25 gendtipos inoculados e ndo inoculados com o patdgeno. O delineamento do
trabalho foi em blocos completos casualizados, e os dados foram analisados no software Sisvar
e agrupados pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Na avaliacdo de severidade, os
genotipobem la s 10x16-5, 41xSI-1 e 11x12-1 ndo apresentaram manifestagdo da ferrugem,
enquanto os genotipos 10x16-4, 10x16-1, 9x32-2 e 9x32-1 obtiveram as menores porcentagens
e 8x32-2, 9x16-1 e 5x29-2 as maiores porcentagens de area foliar lesionada. Na avaliacéo
bioquimica, os genotipos 8x32-5, 8x32-3, 10x16-1, 5x8-1 e 9x32-2 apresentaram 0S menores
teores de fendis sollveis totais, diferindo entre os demais estatisticamente, e na quantificacéo
da producédo de lignina, os gendtipos 5x8-1, 8x32-5, 10x16-1, 11xCatucai-1 e 12xCatigua-1
tiveram maiores teores do composto apés inoculagao do patégeno, e 10x42-2 e 41xSI-1 tiveram
maiores producdes na auséncia da ferrugem. Desta forma, concluiu-se que ha variabilidade de
niveis de resisténcia entre os genotipos de Coffea arabica avaliados e ndo had como determinar
a interacdo entre o acumulo desses compostos e a severidade da ferrugem do cafeeiro.

Palavras-chave: Coffea arabica. Hemileia vastatrix. Defesa vegetal.
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1 INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, foi introduzido no Brasil em
1727 e teve grande importancia na politica e economia nacional. O Brasil é o maior produtor e
exportador de café, representando um terco da producdo mundial. (MAPA, 2018). Ao total sdo
2,16 milhdes de hectares de lavouras de café, com mais de 90% da area plantada concentrada
nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, S80 Paulo e Bahia (CONAB, 2020). Apesar de
existir mais de 125 espécies identificadas do género Coffea, apenas duas tem valor comercial,
C. arabica L. e C. canephora Pierre, no entanto, as demais espécies sdo exploradas em
pesquisas para desenvolvimento de novos genétipos em programas de melhoramento
(CAIXETA; PESTANA; PESTANA, 2015; FERREIRA et al., 2019).

O Brasil tem 0 maior programa de melhoramento genético de cafeeiro do mundo, 0s
trabalhos tiveram inicio na década de 30, visando maior produtividade, vigor, qualidade de
frutos, longevidade e adaptacdo regional. A partir de 1970, o principal foco das pesquisas foi
direcionado a resisténcia a doencas, devido a chegada da ferrugem alaranjada (Hemileia
vastatrix Berk. et Br.) do cafeeiro no pais (CAIXETA; PESTANA; PESTANA, 2015). Ela é
considerada a principal doenca da cultura. Apos ser identificada no Brasil pela primeira vez na
Bahia, rapidamente foi disseminada para outras regies produtoras, e ja se encontra em 90%
das lavouras do pais (ZAMBOLIM, 2016).

O fungo causador da ferrugem se estabelece na face abaxial das folhas, caracterizado
por uma massa de esporos de coloracdo alaranjada que causa desfolha na planta, diminuindo a
area fotossintética e prejudicando o florescimento e pegamento de frutos (SENAR, 2017). Esses
danos podem ocasionar perdas de 35% até 50% dependendo das condicGes edafoclimaticas da
regido e caracteristicas da cultivar plantada (ZAMBOLIM, 2016).

O controle quimico da ferrugem alaranjada é a forma de manejo mais utilizada pelos
produtores, entretanto o uso indiscriminado de fungicidas pode impactar o meio ambiente e aos
seres vivos, além de favorecer a selecdo de racas do fungo resistentes a essas substancias
(AMARAL et al., 2007). Desta forma, o uso de cultivares resistentes a ferrugem alaranjada é a
melhor estratégia a ser utilizada, visto que apresenta viabilidade econémica e ndo provoca danos
ao meio ambiente (OLIVEIRA et al., 2011).

Um dos fatores que pode estar relacionado a resisténcia das plantas é o mecanismo de
defesa contra o ataque de pragas e patdgenos. Alguns compostos oriundos do metabolismo
secundario s&o formados apds a infec¢do, proporcionando maior resisténcia a doenca (SHEEL,

1998; MAIA et al., 2012). Uma vez que as plantas sintetizam essas substancias capazes de
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bloquear ou dificultar o ataque de fungo, a quantificacdo desses metabdlitos secundarios, como
compostos fenolicos e lignina, pode auxiliar na identificacdo e selecdo de genotipos que
apresentem maiores niveis de resisténcia a doenca. Esses compostos pertencem a um extenso
grupo de fendis e sdo conhecidos pela sua agdo antifingica, antibacteriana e antivirdtica
(STANGARLIN et al., 2011). Sua atividade e quantidade produzida nas plantas é um aspecto
que pode auxiliar na assimilagdo do nivel de resisténcia ou susceptibilidade do hospedeiro a
uma determinada doenga.

Tendo em vista os fatos mencionados, o trabalho teve como objetivo identificar
genotipos superiores de Coffea arabica que possam apresentar resisténcia a ferrugem alaranjada
do cafeeiro (Hemileia vastatrix) por meio da avaliacdo de severidade da doenca e producdo de

compostos fendlicos soluveis e lignina nas folhas.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 CAFE
2.1.1 Café no Brasil

O café (Coffea sp.) é originario do continente Africano, e foi introduzido no Brasil pelo
Sargento-Mor Fernando de Melo Palheta em 1727, que trouxe mudas e sementes provindas da
Guiana Francesa, atual Suriname. O cafeeiro foi cultivado inicialmente em Belém do Parg, onde
ndo houve uma boa adaptacdo da planta, e mais tarde distribuindo-se para os outros estados, se
estabilizando principalmente na regido sudeste do Brasil, devido as condi¢es edafoclimaticas
favoréveis a cultura (MAPA, 2018).

A importéncia da cafeicultura na historia do Brasil ndo se limita apenas na economia
nacional, mas também tendo influéncia nos aspectos politicos e socioculturais. O café teve
momentos de ascensdo e queda relacionados a novos mercados produtores, recessdo mundial e
superproducdo (MEDEIROS e RODRIGUES, 2017). A diversidade de condigdes ambientais e
climéticas presentes no Brasil proporciona diferentes tipos de grdos de café em toda a regido
produtora no pais, possibilitando atender o mercado consumidor com uma grande variabilidade
de precos e paladares (MAPA, 2018). As principais espécies cultivadas para producao
comercial sdo o café arabica (Coffea arabica) e robusta (Coffea canephora), representando
cerca de 75% e 25% da producéo nacional (CONAB, 2020).

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café, representando um terco da
producdo mundial (CONAB, 2019). Sendo a segunda commodity mundial em valor de mercado,
é notavel a importancia da cafeicultura na economia nacional. Sdo aproximadamente 300 mil
produtores, em sua grande maioria pequenas propriedades, distribuidos em 15 estados do pais.
(MAPA, 2018), totalizando 2,16 milhdes de hectares de café ardbica e robusta, sendo
aproximadamente 92,9% da area plantada concentrada nos estados de Minas Gerais, Espirito
Santo, Séo Paulo e Bahia (CONAB, 2020).

O café arabica é a espécie mais cultivada no Brasil, representando uma area total de 1,75
milhdes de hectares, e 96,3% das lavouras estdo concentradas nos estados de Minas Gerais, S&o
Paulo, Espirito Santo e Bahia. Sua producdo em 2019 foi de 34,29 milhdes de sacas colhidas, e
a estimativa para 2020 é de um aumento de entre 26,0% a 34,1%, totalizando uma colheita de
entre 43,20 a 45,98 milhdes de sacas. Esse aumento estd em virtude ao ciclo de bienalidade
positiva que o café arabica é fortemente influenciado. Ja o café robusta possui aproximadamente
404,3 mil hectares, com 93,2% da area concentrada nos estados de Espirito Santo, Rond6nia e

Bahia. Devido a sua rusticidade, o ciclo de bienalidade é menos intenso, em comparagdo ao
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café arabica, apresentando menos variacao na producéo, totalizando uma colheita em 2019 de
15,01 milhGes de sacas, e estimando que em 2020 seja colhido entre 13,95 e 16,04 milhGes de
sacas (CONAB, 2020).

2.1.2 Aspectos botanicos e culturais

O cafeeiro pertence ao grupo de familia das Rubiaceae, e género Coffea, que é composto
por mais de 125 espécies conhecidas. Apesar da grande diversidade de espécies pertencentes a
esse género, apenas duas sdo mais relevantes no mercado mundial, C. arabica e C. canephora.
A espécie C. arabica é uma alotetraploide (2n = 4x = 44) proveniente da hibridacdo natural
entre as espécies C. canephora e C. eugenioides S. Moore. Sua planta é autdgama com 90% de
autofecundacdo e mais vigorosa, em comparacdo a C. canephora, gerando frutos de maior
qualidade comercial. Ja C. canephora, uma espécie mais rustica e que por sua vez sé gera frutos
a partir de fecundagéo cruzada (FERREIRA et al., 2019).

A planta de café tem comportamento perene e apresenta um habito de crescimento
arbustivo, com uma copa em formato cilindrico. Possui dimorfismo em seus ramos,
determinados pelas suas funcdes e orientacdo: ramos ortotrépicos, que sdo verticais e dao
origem, a partir das gemas cabeca-de-série, aos ramos plagiotropicos, que sdo horizontais e por
sua vez podem gerar ramos secundarios e frutos. Suas folhas tem uma coloracéo verde-escura,
formato eliptico e bordas onduladas, podendo variar o tamanho de acordo com a espécie ou
cultivar. Sua inflorescéncia é de coloracdo branca e formada em glomérulos que se
desenvolvem nas axilas foliares a partir de gemas seriadas, gerando um fruto, que pode ser de
coloracdo vermelha ou amarela, do tipo drupa elipsoide com duas lojas e duas sementes
(CARVALHO, 2008).

Em regibes equatoriais, € possivel obter mais de uma florada ao ano, resultando em
varias colheitas no decorrer desse periodo, ao contrario do Brasil e outras regifes ndo
equatoriais, que representam a maioria da producdo mundial de café, as plantas possuem um
Unico ciclo anual de crescimento e frutificacdo. (FERREIRA et al., 2019). No cafeeiro existe
um fenbmeno conhecido como bienalidade, no qual em um ano a planta obtém altas
produtividades, absorvendo grande parte das atividades metabdlicas no crescimento de frutos
e, consequentemente, diminuindo o desenvolvimento vegetativo, e no outro ano, 0 oposto
(OLIVEIRA et al., 2012). Sao diversos fatores que podem influenciar na produtividade e
qualidade do gréo de café: genética, ambiental, manejo, nutricdo e aspectos de colheita e pos-
colheita. Para os fatores que podem ser controlados, é fundamental a adocao de boas préticas
para que se obtenha um alto rendimento (MESQUITA et al, 2016).
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Dentro do manejo, uma das atividades mais onerosas praticada pelos cafeicultores é o
controle de pragas, doengas e plantas daninhas, portanto, é necessario que se saiba quantificar
os danos e conhecer os métodos mais adequados e sustentaveis de controle. (SENAR, 2017). O
Brasil é o pais com maior atengdo em questdes sociais e ambientais no plantio e manejo do café,
se preocupando com uma producdo sustentavel e uma rigida legislacdo que respeita a
biodiversidade e os trabalhadores. (MAPA, 2018).

2.2 FERRUGEM-DO-CAFEEIRO
2.2.1 Historico

A Ferrugem-do-cafeeiro (Hemileia vastatrix) é a principal doenga do cafeeiro. Foi
identificada pela primeira vez em 1861 por um explorador inglés na Africa Oriental em espécies
selvagens do género Coffea (TALINHAS et al., 2017). Poucos anos depois, a doenca
exterminou o cultivo de café no Ceildo, atual Sri Lanka, ocasionando em grandes prejuizos
econémicos e sociais no pais (MORRIS, 1880). Rapidamente, a ferrugem do cafeeiro foi se
disseminando em todas as regides produtoras de café no mundo. No Brasil, seu primeiro relato
ocorreu em 1970 no sul da Babhia, e ateé os dias de hoje vem trazendo danos as lavouras no pais,
podendo alcancar perdas de até 50% da producdo (ZAMBOLIM, 2016).

Ambas as espeécies cultivadas comercialmente sdo atacadas pela ferrugem-do-cafeeiro,
mas o café ardbica apresenta uma maior susceptibilidade a doenca (SANDERS, 2019). As
condicdes que favorecem o desenvolvimento do fungo sdo temperaturas médias entre 20 e 24°
C, alta umidade relativa, alto sombreamento, caracteristico em plantios adensados, baixas
altitudes, grande quantidade de folhas e alta carga de frutos, iniciando a infec¢do a partir da saia
do cafeeiro e chegando ao apice em infecgdes generalizadas (MESQUITA et al., 2016). A
doenca pode ser identificada por manchas de coloracdo amareladas que aumentam até se
tornarem uma massa de esporos alaranjada na face ventral das folhas, e na clorose na face
dorsal. Em condi¢Bes mais severas, podem ocasionar desfolhas precoces, seca dos ramos e,

consequentemente, uma queda dréastica da producdo (SENAR, 2017).

2.2.2 Caracteristicas e ciclo da ferrugem-do-cafeeiro

A ferrugem-do-cafeeiro € um fungo biotréfico, que penetra nas folhas e se desenvolve
e alimenta das células sem matar a planta (MESQUITA et al., 2016). Pertencente ao filo
Basidiomycota, classe Pucciniomycetes e ordem Pucciniales, o fungo é hemiciclico e produz

urediniésporos, esporos dicariéticos que representam o ciclo assexuado, os teliGsporos, que séo
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estruturas de resisténcia, sexuados e ocorrem raramente, dando origem os basididsporos, que
ndo infectam o cafeeiro e se desconhece outros hospedeiros. O processo de infecgdo se da pela
germinacdo e penetracdo dos uredinidsporos na face ventral da folha através dos estdmatos,
colonizando os espacos intra e intercelular (TALINHAS et al., 2017). Durante esse processo, 0
fungo desenvolve uma estrutura especializada denominado haustorio, responsavel pela
absorcdo de nutrientes nas células hospedeiras (ALVES et al., 2019). Por meio dessa interacao
intima com as células hospedeiras, o fungo Hemileia vastatrix modifica 0s processos
metabdlicos da planta para atender as suas necessidades. A presenca de condi¢fes ambientais
favoraveis, como clima, adensamento, sombra, fertilidade e arquitetura do dossel, influencia na
gravidade da doenca (TALINHAS et al., 2017).

Atualmente ja& foram identificadas mais de 50 racas diferentes do fungo Hemileia
vastatrix (TALINHAS et al., 2017), sendo 15 ja identificadas no Brasil. Dentre elas, araca Il é
a mais disseminada nas regides produtoras do pais (ZAMBOLIM et al., 2005). Até entdo, 0
mecanismo considerado que correspondia ao surgimento de novas ragas era a mutacéo.
Entretanto, em estudos recentes foi identificado uma forma de reproducdo sexual oculta
disfarcada no estagio assexual. Esse fendbmeno denominado criptosexualidade justificou a
frequéncia e a rapidez do surgimento de novas racas fisioldgicas de H. vastatrix (CARVALHO
et al., 2011).

2.2.3 Melhoramento genético de resisténcia a Hemileia vastatrix

Os primeiros trabalhos com melhoramento do cafeeiro no Brasil tiveram inicio em 1932,
com os principais objetivos sendo a selecdo de materiais direcionados ao desenvolvimento de
cultivares de alto vigor vegetativo, produtividade, longevidade e adaptacéo as diferentes regides
do pais. A partir da década de 70, ap0s a chegada da ferrugem do cafeeiro, os programas de
melhoramento genético passaram a dar énfase em busca de resisténcia a doencas, se tornando
o principal objetivo dos programas até os dias atuais (CAIXETA; PESTANA; PESTANA,
2015).

Dentre as formas de controle a ferrugem-do-cafeeiro, a medida mais eficaz e
ambientalmente correta é o melhoramento genético do cafeeiro visando a obtencdo de gendtipos
com resisténcia ao patdégeno, porém a maior dificuldade do desenvolvimento de cultivares
resistentes € a alta variabilidade do fungo (SILVA, 2017). Na segunda metade do século XX,
foi caracterizado e identificado o Hibrido de Timor (HdT), originado a partir do cruzamento
natural de Coffea arabica e Coffea canephora, que serviu de material base para diversas

pesquisas nos programas de melhoramento do cafeeiro e lancamento de novas cultivares
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(TALINHAS et al., 2017). As cultivares desenvolvidas a partir do Hibrido de Timor foram
capazes de oferecer resisténcia a raca Il, até entdo a mais prevalente do fungo, por um
determinado tempo, reduzindo a ocorréncia de surtos da doenca. Entretanto, devido a alta
variabilidade e adaptabilidade do fungo, as cultivares foram perdendo sua resisténcia para novas
ragas desenvolvidas (ROMERO et al., 2014).

Os bancos de germoplasma tém uma grande importancia para estudos, sendo um recurso
de diversidade genética. Ao redor do mundo existem em torno de 19 bancos de germoplasma
de café (KRISHNAN, 2016), e a partir deles foram descobertos 9 genes de resisténcia presentes
no cafeeiro, que podem atuar de forma isolada ou associada, sendo quatro genes no Coffea
arabica (Snl, SH2, SH4 e SH5), quatro genes no Coffea canephora (SH6, SH7, SH8 e SH9) e um
gene em Coffea liberica W. Bull ex Hiern (Sn3), que apesar de ndo ser uma variedade produzida
comercialmente, conferiu um gene de maior durabilidade de resisténcia a ferrugem em campo
(SANDERS, 2019). Os genotipos do café sdo classificados em grupos fisiologicos que
determinam a resisténcia e susceptibilidade as racas da ferrugem-do-cafeeiro, sendo do grupo
A 0s que conferem resisténcia a todas as racas, € 0 grupo E aqueles que apresentam
susceptibilidade a todas as racas conhecidas. No entanto, nenhum dos genes Sn conferem
prevencdo a doenca, apenas apresentam niveis variaveis de resisténcia (SILVA et al., 2006).

Nos ultimos anos foram realizadas diversas pesquisas nos programas de melhoramento
genético do cafeeiro para resisténcia a doencas, com resultados bem-sucedidos. Entretanto,
muitas variedades desenvolvidas estdo perdendo sua resisténcia devido ao rapido surgimento
de novas racas de Hemileia vastatrix, sendo assim, torna-se necessario reavaliar esses materiais
frente a essas racas e se atentar na identificacdo de fontes de resisténcia que apresentem maior
durabilidade (SILVA et al., 2006).

2.3 DEFESA DA PLANTA CONTRA FITOPATOGENOS

As plantas desenvolveram mecanismos de defesa contra o ataque de patdgenos (SHEEL,
1998). Dentre elas, existem os fatores de resisténcia estruturais e bioquimicos, estes podendo
ja estar presentes na planta hospedeira ou expressados apds o contato com o fitopatdgeno, como
0 aumento da producdo de algumas micromoléculas que dificultam ou paralisam seu
desenvolvimento. Esses compostos produzidos pelas plantas formados apds a infeccédo
proporcionam maior resisténcia ao patdgeno (MAIA et al., 2012).

Alguns compostos fendlicos sdo exemplos de substancias que atuam no mecanismo de
defesa das plantas. Essas substancias abrangem um extenso grupo heterogéneo que contém em

sua estrutura um grupo fenol, constituido por um anel aromatico e pelo menos uma hidroxila
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funcional (TAIZ e ZEIGER, 2013). Geralmente, esses compostos estdo localizados no vacuolo
das células vegetais e podem ja estar presentes ou serem formados posteriormente em resposta
a entrada de patdgenos. Além disso, sdo conhecidos por sua acdo fungitoxica, antibacteriana e
antivirdtica. Dentre os diversos grupos de fendis pode-se apresentar varia¢do do efeito inibitorio
de germinacdo de esporos, crescimento micelial e produgédo e atividade das enzimas dos
patégenos (STANGARLIN et al., 2011).

A lignina é uma macromolécula fendlica que consiste em um polimero de grupos
fenilpropanoides, altamente ramificados. Além de proporcionar suporte mecéanico nas plantas,
também desempenha funcBes protetoras as plantas, sendo um importante componente na
resisténcia a patdgenos, por limitar sua acdo formando uma barreira fisica (BOTELHO et al.,
2005). A lignificagdo tem o intuito de reforcar a parede celular ou envolver as estruturas do
patogeno invasor, impedindo ou dificultando sua chegada no citoplasma, paralisando seu
avanco. Entretanto, a quantidade de lignina produzida pode variar entre hospedeiros,
determinando se estes apresentam resisténcia ou susceptibilidade a doenca, quando relacionado
a aspectos fisiologicos (STANGARLIN et al., 2011; PEREIRA; CARVALHO; PINHEIRO,
2011).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANALISE FENOTIPICA
3.1.1 Plantio e manejo dos tratamentos

A avaliagdo de severidade da ferrugem do cafeeiro foi realizada na casa de vegetacéo
do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras - UFLA. Foram avaliadas 26
populacdes Fs de cafeeiro provenientes de recombinacGes do segundo ciclo de selecdo
recorrente, e cinco testemunhas (Ametista, Catigua, Catuai, MGS Paraiso, e Topazio), no
delineamento de blocos completos casualizados com trés repeticGes.

O substrato utilizado foi uma mistura de terra e esterco, na proporcéao de 3:1, e para cada
metro cubico foi adicionado 5kg de superfosfato simples, 1kg de cloreto de potassio e 2kg de
calcéario dolomitico. Em setembro de 2019 foi realizada a semeadura dos tratamentos, em cada
vaso foram feitas trés covas e semeadas trés sementes, totalizando nove plantas por vaso, que
posteriormente passaram por desbaste para se permanecer uma populacdo final de trés plantas

por vaso.

3.1.2 Inoculacdo do fungo Hemileia vastatrix

Realizou-se a coleta dos esporos do fungo Hemileia vastatrix em folhas de plantas nas
lavouras de café da Universidade Federal de Lavras. Realizou-se a raspagem dos esporos das
folhas infectadas, os quais foram conservados no escuro e em temperatura de 21°C. A solucéo
de esporo foi feita utilizando agar + 100 mL de agua e para se ter uma solucdo mais homogénea
adicionou-se o espalhante surfactante Tween 20. A concentracdo da solucédo foi aferida pela
contagem do niimero de esporos na solucéo, a qual deveria conter no minimo 2,5x10°.

A inoculacdo ocorreu dia 15 de abril de 2020, quando as plantas ja tinham de dois a trés
pares de folhas totalmente expandidas. A inoculada dos esporos foi realizada se borrifando a
solucdo na face abaxial das folhas, de maneira a facilitar a infeccdo do fungo. Apds a inoculagéo
as plantas foram cobertas com lona preta e mantidas no escuro, por 72 horas, e posteriormente

a esse periodo as plantas foram colocadas sob fotoperiodo de 12 horas.

3.1.3 Avaliacéo de severidade

As avaliac@es tiveram inicio em 28 de maio de 2020, dois dias apds 0s primeiros sinais
de esporulacédo, e foram realizadas semanalmente por trés avaliadores, durante trés semanas.
Os pares de folhas avaliados estavam localizados no terco superior da planta e foram

identificados de forma que as mesmas folhas fossem avaliadas por todos os avaliadores e em
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todo periodo de avalia¢do. Foi utilizada a escala diagramatica proposta por Cunha et al. (2001),
na qual foram atribuidas notas para severidade variando de 0 a 6, sendo a nota 0 para folhas
sem nenhuma lesdo esporulando e nota 6 para folhas com mais de 50% de area lesionada
(FIGURA 1).

Figura 1 - Adaptacdo de escala diagramética para avaliacdo de severidade da ferrugem do

cafeeiro.
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Fonte: Cunha et al. (2001).



26

3.2 ANALISE BIOQUIMICA

A quantificacdo da concentracdo de lignina e fendis soluveis totais nas folhas inoculadas
e ndo inoculadas com o fungo Hemileia vastatrix foram realizadas no laboratério do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras - UFLA. O delineamento do
experimento foi em blocos completos casualizados, com 3 repeticdes e 25 tratamentos, sendo
24 genotipos de cafeeiro provenientes do programa de selecdo recorrente e uma testemunha
susceptivel.

Foram coletadas as folhas dos tratamentos 240 horas apds a inoculacdo e maceradas em
solucdo tampéo e nitrogénio liquido, e armazenadas em tubos eppendorfs de 2 mL, a -80°C.
Para ambas avaliacbes os materiais foram liofilizados por 48 horas e depois pesados em
amostras de 30 mg de tecido e colocados em tubos de 2 mL. Adicionou-se 1,5 mL de metanol
80%, cobriu-se o tubo com papel aluminio e deixou as amostras agitando em shaker por
aproximadamente 15 horas, a 100 rpm e temperatura ambiente. Apos esse tempo, foi coletado

0 sobrenadante para anélise de fendis e o residuo para analise de lignina.

3.2.1 Quantificacdo de compostos fenolicos soluveis

As amostras foram centrifugadas a 25°C em 14000 rpm durante dez minutos. Coletou-
se 0 sobrenadante, transferindo-o para um tubo de 1,5 mL e adicionou 150 uL de extrato
metanoico + 150 mL de Folin-Ciocauteal 0,25 N, apds cinco minutos, foi adicionado 150 uL
de Na2COs 1 M, homogeneizou as amostras manualmente e deixou repousando durante dez
minutos. Apds esse periodo acrescentou 1 mL de agua destilada, permanecendo por uma hora
em repouso antes de ser avaliado no teste Elisa, em uma leitura a 725 nm de absorbancia,

seguindo a metodologia de Spanos e Wrolstad (1990).

3.2.2 Quantificacdo de lignina solGvel

Foi adicionada a amostra 1,5 mL de metanol 80% e centrifugou por sete minutos a
14.000 rpm. Posteriormente foi descartado o sobrenadante e os tubos com o residuo foram
levados a estufa a 45°C, onde permaneceu durante 15 horas. Apos esse periodo, adicionou 1,5
mL de acido tioglicolico + HCI 2 M, em uma proporc¢ao de 1:10, deixou as amostras em banho
maria por quatro horas, e depois centrifugou novamente. O sobrenadante foi descartado e
adicionou a amostra 1,5 mL de agua destilada, passou pela centrifuga por mais dez minutos,

descartou novamente o sobrenadante e adicionou 1,5 mL de NaOH 0,5 M, e depois as amostras
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foram agitadas em shaker por aproximadamente 15 horas. As amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante foi transferido para um tubo novo, adicionando 200 uL de HCI concentrado e
depois levado a geladeira por quatro horas. Centrifugou novamente e em um béquer foi
descartado o sobrenadante e adicionado 2 mL de NaOH 0,5 M. A solucdo foi levada para analise
no teste Elisa, em uma leitura a 280 nm de absorbancia, seguindo a metodologia de Doster e
Bostock (1988).

3.3 PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

Os dados foram submetidos & andlise de variancia usando o software Sisvar. As
variaveis quando significativas para o teste F (P<0,05) foram agrupados pelo teste de Scott-
Knott (P<0,05). A média das notas de avaliacdo de severidade foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro Wilk, e como eles ndo atendem as pressuposic¢des de normalidade dos
erros, foi necessario realizar a transformacéo dos dados, sendo a transformacio de (x + 1)%°a
que melhor se ajustou aos dados.

Foi realizado o teste de correlacdo de Pearson entre severidade e concentragdo de
compostos fendlicos sollveis totais e severidade e lignina sollvel total para se verificar a

possivel correlagdo entre as variaveis (P>0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Severidade da ferrugem

Apos as trés avaliagOes de severidade da doenca, foi possivel observar que os genotipos
10x16-5, 41xSl-1 e 11x12-1 ndo apresentaram manifestacao da ferrugem até a Gltima avaliacéo.
Enquanto os gendtipos 10x16-4, 10x16-1, 9x32-2 e 9x32-1 obtiveram as menores porcentagens
de &rea lesionada (0,03%, 0,07%, 0,07% e 0,19%, respectivamente) (TABELA 1 e FIGURA
2).

Os gendtipos que tiveram maior severidade da ferrugem foram 8x32-2, 9x16-1 e 5x29-
2,com 6,00%, 3,60% e 3,46% de area lesionada, respectivamente, e as testemunhas susceptiveis
Topazio e Catuai, que manifestaram maiores porcentagens de severidade da doenca (6,54% e
21,12%) (TABELA 1 e FIGURA 2).

Tabela 1 - Severidade da ferrugem alaranjada avaliada em 31 genotipos de cafeeiro aos
2, 9 e 16 dias apds o inicio de manifestacdo dos sinais do patdgeno.

(continua)

Severidade (%)

Genotipo Dias ap6s manifestacdo dos sinais do patogeno
2 9 16
10x41-1 0,210000 a 0,620000 a 0,953333 a
10x42-2 0,733333 a 1,180000 a 1,566667 a
10xBourbon-1 0,633333 a 0,940000 a 1,380000 a
10x16-1 0,000000 a 0,076667 a 0,076667 a
10x16-4 0,000000 a 0,036667 a 0,036667 a
10x16-5 0,000000 a 0,000000 a 0,000000 a
9x32-1 0,000000 a 0,020000 a 0,190000 a
9x32-2 0,076667 a 0,076667 a 0,076667 a
9x16-1 1,416667 b 2,553333 b 3,600000 a
9x12-1 0,180000 a 0,236667 a 0,320000 a
9x12-2 0,216667 a 0,350000 a 0,453333 a
9x29-1 0,123333 a 0,266667 a 0,350000 a
9x41-1 0,000000 a 0,076667 a 0,216667 a
9x10-1 0,376667 a 0,730000 a 1,176667 a
41xSl1-1 0,000000 a 0,000000 a 0,000000 a



Tabela 1 - Severidade da ferrugem alaranjada avaliada em 31 gendtipos de cafeeiro aos
2, 9 e 16 dias apos o inicio de manifestacdo dos sinais do patégeno.

(concluséo)

Severidade (%)

Gendtipo Dias apés manifestacdo dos sinais do patégeno
2 9 16

5xBourbon-1 0,203333 a 0,340000 a 0,340000 a
5x12-1 0,870000 a 1,196667 a 1,843333 a
5x8-1 0,573333 a 1,046667 a 1,706667 a
12xCatigua-1 0,990000 a 1,130000 a 1,513333 a
8x32-2 2,423333 b 3,480000 b 6,003333 b
8x32-3 0,273333 a 0,683333 a 0,990000 a
8x32-4 0,423333 a 0,730000 a 1,343333 a
8x32-5 0,286667 a 0,593333 a 0,786667 a
11x12-1 0,000000 a 0,000000 a 0,000000 a
11xCatucai-1 0,216667 a 0,326667 a 0,493333 a
5%29-2 2,133333 b 2,686667 b 3,463333 a
Catuai V. IAC 99 5,196667 c 10,473333 c 21,123333 ¢
Ametista 0,000000 a 0,000000 a 0,000000 a
MGS Paraiso 2 0,023333 a 0,07666 a 0,106667 a
Topéazio MG 1190 2,453333 b 3,51666 b 6,540000 b
Catigua MG 2 0,206667 a 0,390000 a 0,480000 a
CV (%) 19,18 29,72 38,20

As médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si significativamente
a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. Dados transformados para (x + 1)°°.

26
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Figura 2 - Curva de progresso da ferrugem alaranjada avaliada em 31 gendtipos de cafeeiro aos
2, 9 e 16 dias apos o inicio da manifestacdo dos sinais do patdgeno.
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Botelho et al. (2010) relataram variabilidade na severidade da doenca entre as progénies
avaliadas, através da contagem de pustulas por folha. As progénies avaliadas sdo oriundas do
cruzamento das cultivares Catimor e Icatu, ambas com resisténcia a ferrugem alaranjada. Assim
como nesse trabalho, realizado com gendtipos provenientes de cruzamentos que também foram
utilizadas cultivares de Icatu.

De acordo com de Mendonga et al. (2019), ha variacdo quanto ao nivel de resisténcia
dos gendtipos de Coffea canephora a ferrugem, assim como os resultados encontrados neste
trabalho com C. arabica.

Essa variacdo nos graus de severidade pode ter ocorrido em razdo das progénies
avaliadas terem sido originadas a partir de cruzamentos entre cultivares de Icatu e Catuai na
selecdo recorrente, aléem da insercdo e recombinacdo de cultivares conhecidas como

susceptiveis (Bourbon) e resistentes (Catigua e Catucai). Zambolim (2016) relata que a cultivar
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Catuai apresenta susceptibilidade a Hemileia vastatrix, enquanto Icatu possui resisténcia parcial
ou moderada. Isso pode justificar a variabilidade na severidade da doenca entre os gendtipos
avaliados neste trabalho.

A respeito da analise de resisténcia a Hemileia vastatrix, € importante a determinagéo
da severidade devido seu papel na selecdo de progénies, isso se deve ao fato de que,
provavelmente, aquelas que apresentarem uma menor severidade sdo mais tolerantes a doenca,
devido a menor desfolha (BOTELHO et al., 2010). Além disso, segundo Ribeiro et al. (1981),
as progénies que apresentam menor severidade podem indicar resisténcia horizontal, ou seja,
controlada por muitos genes, sendo mais dificil de ser quebrada por diferentes racas do
patdgeno.

4.2 Producéo de compostos fendlicos soluveis totais

A fonte de variagdo da interacdo genotipos e inoculacdo ndo foi significativa (P>0,05),
evidenciando que 0s genotipos apresentaram consisténcia na auséncia e presenca do patogeno
(TABELA 2). Houve diferenca significativa entre 0s genotipos nos teores meédios dos
compostos fenolicos sollveis totais, sendo 8x32-5, 8x32-3, 10x16-1, 5x8-1 e 9x32-2 0s que
apresentaram os menores teores (6,36, 6,32, 6,25, 6,24, 6,19 pg/mg de massa seca), além da
testemunha Catuai (6,26 pg/mg de ms) (FIGURA 3).

Tabela 2 — Andlise se variancia para teores de compostos fendlicos soluveis (ug/mg de massa

seca).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 2 0,003924 0,001962 0,022 0,9785
Genotipo 25 5,333769 0,213351 2,366* 0,0013
Inoculagdo 1 1,116923 1,116923 12,389* 0,0006
Gxl 25 3,125044 0,125002 1,387 0,1297
erro 102 9,195876 0,090156

Total 155 18,775536

CV (%) = 4,57

De acordo com Silva et al. (2020), é possivel diferenciar cafeeiros suscetiveis e resistentes
a ferrugem alaranjada com base na concentragdo de compostos fendlicos, sendo que em plantas

suscetiveis foi relatado menor teor desses.
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A testemunha avaliada neste trabalho valida o resultado desse autor. No entanto, os demais
genotipos ndo seguiram o padrdo em producdo dos compostos fendlicos e suscetibilidade a
doenca, tendo apresentado comportamento semelhante entre si, ndo sendo possivel a
caracterizacdo de suscetibilidade ou resisténcia a partir da producdo dessas micromoléculas.
Essa semelhanga pode estar relacionada ao fato de que todos os gen6tipos sdo dos mesmos
cruzamentos, podendo justificar a similaridade dos teores dos compostos fendlicos sollveis, e,

portanto, ainda ndo sendo possivel identificar essa resisténcia.

Figura 3 - Quantificacdo dos compostos fendlicos soluveis totais em 25 gen6tipos de

cafeeiro.
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As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si significativamente a 5% de probabilidade
pelo teste de Scott-Knott.

No teste de correlacdo entre a severidade da doenca e a concentracdo de compostos
fendlicos sollveis totais ndo foi possivel observar uma correlacdo entre as variaveis a 5% de
probabilidade. Portanto, isso pode indicar que a producao de compostos fendlicos ndo apresenta

ligagdo com o grau de severidade da doenca nos gendtipos avaliados neste trabalho.

4.3 Producao de lignina soltvel

Houve diferenca significativa na quantidade de lignina produzida nos gendtipos quando
inoculados e ndo inoculados (TABELA 3). Cinco dos 25 genotipos avaliados tiveram maiores
teores de lignina quando inoculado o fungo: 5x8-1, 8x32-5, 10x16-1, 11xCatucai-1 e



26

12xCatigud-1, sendo esta Ultima a que apresentou maior diferenca significativa, com 9,84
pHg/mg de massa seca quando ndo inoculado, e 16,25 pg/mg de ms quando inoculado. O
gendtipo 8x32-5 foi 0 que mais produziu lignina quando submetido a inoculagéo, totalizando
19,63 pug/mg de ms (FIGURA 4).

Tabela 3 — Andlise se variancia para teores de lignina soltvel (ug/mg de massa seca).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

Bloco 2 26,376471 13,188235 2,016 0,1385
Gendtipo 25 671,846459  26,873858 4,108* 0,0000
Inoculacéo 1 1,161356 1,161356 0,178 0,6744
Gxl 25 484,960710  19,398428 2,965* 0,0001
erro 102 667,302663  6,542183

Total 155 1851,647659

CV (%) = 18,98

Dois gendtipos tiveram maiores producdes de lignina quando néo inoculado o patégeno,
10x42-2 e 41xS1-1 (FIGURA 4). Desta forma, supde-se que essas plantas possam utilizar outros
métodos de defesa contra o ataque da ferrugem alaranjada ao invés de lignificacao das folhas,
uma vez que o gendtipo 41xSI-1 ndo apresentou danos do patdgeno na avaliacdo de severidade
(TABELA1).

A respeito dos resultados deste trabalho, a maioria dos tratamentos ndo apresentaram
diferenca significativa no teor de lignina em relacdo a presenca do patdgeno, provavelmente
porque a producdo desse composto esta relacionada com diversos fatores, como aspectos
fisiologicos da planta e a préopria biossintese da lignina, ndo restringindo essa producéo pela
presenca ou auséncia do patdgeno. Resultados opostos foram encontrados no trabalho de Maia
et al. (2012), em que houve o aumento significativo da concentracdo de lignina quando
inoculada com Colletotrichum gloeosporioides como uma resposta de defesa da planta.

De acordo com Pereira et al. (2012), foi possivel constatar a relacdo entre o acimulo de
lignina e um fungicida alternativo para o combate a ferrugem alaranjada, assimilando aumento
do teor de lignina com o uso do 6leo essencial de citronela, que promoveu controle parcial da
ferrugem e ativou o mecanismo de defesa das plantas. Isso reforca a ideia de que a producéo de
lignina pode ndo estar diretamente relacionada a presencga do patégeno, mas com outros fatores

que possam influenciar no metabolismo da planta.
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Figura 4 - Quantificagdo da lignina solivel em 25 gendtipos de cafeeiro inoculados e ndo
inoculados com Hemileia vastatrix.
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As médias seguidas da mesma letra em cada gendtipo ndo diferem entre si significativamente a
5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

No teste de correlacdo entre a severidade da doenca e a concentracgdo de lignina soltvel
total ndo foi possivel observar uma correlacdo entre as variaveis a 5% de probabilidade. Desta
forma, pode-se supor que a producao de lignina nas folhas ndo apresenta ligacdo com o grau de
severidade da doenca nos genotipos avaliados neste trabalho.
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5 CONCLUSAO
Hé& variabilidade de niveis de resisténcia entre os gendtipos de Coffea arabica avaliados.
A respeito da producdo dos compostos fendlicos sollveis e lignina ndo foi possivel verificar a

interacdo entre o acimulo desses compostos e a severidade da ferrugem do cafeeiro.
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