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EXTRATO

SILVA, Dalza Gomes, D.S., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2000.
Levantamento de racas fisiologicas de Hemileia vastatrix e resisténcia de
clones de Coffea canephora var. Conillon a ferrugem. Orientador: Laércio
Zambolim. Conselheiros: Francisco Xavier Ribeiro do Vale e Antonio Alves
Pereira.

Esta pesquisa foi conduzida no periodo de marco de 1995 a agosto de
1999, em casa de vegetagdo do Departamento de Fitopatologia e no Laboratorio
de Biologia Molecular e Cultura de Tecidos/BIOAGRO, na Universidade Federal
de Vigosa, Vicosa, MG, em trés ensaios experimentais, cujos objetivos foram:
detectar a ocorréncia e a freqiiéncia de racas fisiologicas de Hemileia vastatrix
em Coffea canephora var. Conillon e Coffea arabica, de culturas procedentes do
estado do Espirito Santo e Minas Gerais; avaliar a resisténcia de clones de C.
canephora var. Conillon a ferrugem, componentes de trés variedades clonais
recomentados para o estado do Espirito Santo; e verificar a variabilidade genética
desses clones, empregando marcadores RAPD. No primeiro ensaio foram
utilizadas 139 culturas de H. vastatrix e inoculadas no conjunto de clones
diferenciadores desenvolvidos no Centro de Investigagdes das Ferrugens do
Cafeeiro, em Portugal, observando-se os tipos de reacdes apresentados pelos
plantas diferenciadoras. No segundo ensaio avaliou-se a resisténcia de 33 clones
da var. Conillon, em quatro repeticdes, sendo nove com ciclo de maturagdo

precoce da variedade EMCAPA-8111 (02, 03, 26, 29, 36, 104-A, 104-B, 110-B e



154); 13 com ciclo de maturacao médio da variedade EMCAPA-8121 (07, 11, 14,
16, 19, 109-A, 110-A, 112, 120, 128, 132, 149 e 201); e 11 com ciclo de
maturacao tardio da variedade EMCAPA-8131 (31, 45, 46, 49, 99, 100, 106, 116,
139, 143 e 153), as racgas I, II, III e XIII de H. vastatrix. Empregou-se uma escala
de notas de 1 a 6, sendo que os valores de 1 a 3 corresponderam a reagdes de
resisténcia ¢ de 4 a 6, reagoes de suscetibilidade. No terceiro ensaio avaliou-se a
variabilidade genética por meio de marcadores RAPD, de 12 clones (02, 139, 03,
07, 11, 14, 100, 104-A, 104-B, 110-A, 153 ¢ 201), que apresentaram instabilidade
de reagdo quando inoculados com as quatro ragas de H. vastatrix, e de cinco
clones (36, 45, 46, 109-A, 110-B), que apresentaram reagdo uniforme quando
inoculados com as quatro ragas do patogeno. Os resultados mostraram que a raca
IT prevaleceu em 137 culturas, sendo que, em duas culturas procedentes dos
municipios de Coimbra e Vigosa, no estado de Minas Gerais, em 1995, obtidas de
C. arabica constatou-se a raca III. As trés variedades clonais sdo constituidas por
clones resistentes e suscetiveis as quatro ragas de H. vastatrix, sendo que os
clones 132, 149, 201 (ciclo intermediario), 100 e 143 (ciclo tardio) mostraram
reacdo de resisténcia as quatro ragas do patdogeno, enquanto que os clones 110-B
(ciclo precoce), 110-A, 112 (ciclo intermediario), 31, 45, 106 e 116 (ciclo tardio)
mostraram reacdo de suscetibilidade. Os 17 clones avaliados por meio de RAPD
formaram grupos distintos, ndo observando-se polimorfismo intraclones, com
excecdo do individuo 21, correspondente a repeti¢do I do clone 104-A, o qual
formou isoladamente o grupo 16, mostrando-se divergente dos demais. Os clones

104-A e 104-B formaram um unico grupo, assim como os clones 110-A e 110-B.
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ABSTRACT

SILVA, DALZA Gomes, O.S. Universidade Federal de Vigosa, December 2000.
Rising of physiologic races of Hemileia vastatrix and resistance of clones of
Coffea canephora var. Conillon to the rust. Adviser: Laércio Zambolim.
Committee Members: Francisco Xavier Ribeiro do Vale and Antdonio Alves
Pereira.

This research was conducted from March 1995 to August 1999 in the
greenhouse at the Department of Phytopathology and in the laboratory at the
Molecular Biology and Tissue Culture/BIOAGRO of the Universidade Federal de
Vigosa, Vicosa, MG. Three experimental assays were carried out to detect the
occurrence and frequency of the physiological races of Hemileia vastatrix in
Coffea canephora var. Conillon and Coffea arabica of cultures originated from
the states of Espirito Santo and Minas Gerais; to assess the resistance to rust of C.
canephora var. Conillon, components of three clonal varieties recommended for
the state of Espirito Santo; and to verify the genetic variability of these clones
using RAPD markers. For the first assay, 139 H. vastatrix cultures were used and
inoculated in the set of differentiating clones developed at the “Center of
Research on Coffee Rust” in Portugal, observing the reaction types presented by
the differentiating plants. For the second assay, the resistance of 33 Conillon
variety clones races to the races I, II, III and XIII of H. vastatrix was evaluated,
in four repetitions, with nine being of the variety EMCAPA — 8111 (02, 03, 26,
29, 36, 104-A, 104-B, 110-B and 154) with early ripening cycle; 13 of the variety
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EMCAPA - 8121 (07, 11, 14, 16, 19, 109-A, 110-A, 112, 120, 128, 132, 149 and
201) with intermediary ripening cycle, and 11 of the variety EMCAPA — 8131
(31, 45, 46, 49, 99, 100, 106, 116, 139, 143, and 153) with late ripening cycle. A
grade scale of 1 to 6 was used, with the values from 1 to 3 corresponding to
resistance reactions and values from 4 to 6 to susceptibility reactions. In the third
assay, genetic variability was evaluated by means of RAPD markers of 12 clones
(02, 139, 03, 07, 11, 14, 100, 104-A, 104-B, 110-A, 153 and 201), which
presented reaction instability when inoculated by the four H. vastatrix races and
of 5 clones (36, 45, 46, 109-A, 110-B), which presented uniform reaction when
inoculated by the 4 pathogen races. The results showed that race II predominated
in 137 cultures with race III being found in two cultures from Coimbra and
Vicosa, MG obtained from C. arabica in 1995. The three clonal varieties
consisted of clones resistant and susceptible to the 4 H. vastatrix races, with
clones 132, 149, 201 (intermediary cycle), 100 and 143 (late cycle) showed
resistance to the 4 pathogen races, while clones 110-B (early cycle), 110-A, 112
(intermediary cycle), 31, 45, 106 and 116 (late cycle) showed susceptibility. The
17 clones assessed by means of the RAPD formed distinct groups, without
intraclonal polimorphism being observed, except for individual 21, corresponding
to repetition 1 of clone 104-A, which was formed isolatedly (group 16), diverging
from the rest. The clones 104-A and 104-B formed a single group, as well as the
clones 110-A and 110-B.
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1. INTRODUCAO

A cafeicultura ¢ uma atividade agricola de grande importancia econdmica
para o desenvolvimento do Brasil, que desde o final do século XIX ocupa a
posicao de maior produtor e exportador de café do mundo.

As duas espécies de cafeeiros exploradas comercialmente sdo Coffea
arabica L. (café arabica) e Coffea canephora Pierre (café robusta) representando,
respectivamente, 70 e 30% da producdo mundial de café (MATIELLO, 1998).

O cultivo de cafeeiros diploides (2 n = 22 cromossomos), especialmente
a espécie Coffea canephora, iniciou-se a partir de 1870, ocasido em que as
plantacdes de Coffea arabica, ao sul da Asia, foram seriamente afetadas pela
epidemia de ferrugem causada por Hemileia vastatrix Berk. et Br. Como
resultado das introducdes de espécies diploides, surgiram os hibridos
interespecificos resultantes de cruzamentos naturais e artificiais com C. arabica,
utilizados para o cultivo ou em programas de melhoramento, visando, além de
outras caracteristicas, a resisténcia as doengas, especialmente a ferrugem
alaranjada (BETTENCOURT e RODRIGUES JR., 1988).

A produc¢do mundial de café robusta apresentou aumento significativo na
década de 50, apods o surgimento do café soluvel (MALTA, 1986) e, atualmente,
a producao média ¢ de 27 milhdes de sacas/ano, representando 30% da producgao.

Deste total, 67% ¢ produzido na Indonésia, Brasil, Vietna e Costa do Marfim. No



Brasil, 70% da producdo de café robusta concentra-se no estado do Espirito Santo
e o percentual restante estd distribuido nos estados de Rondonia, Bahia, Minas
Gerais, Mato Grosso, Rio de Janeiro e outros (MATIELLO, 1998).

A alogamia e a auto-esterelidade de C. canephora sao caracteristicas

responsaveis pela alta variabilidade genética, encontrada entre individuos,
contribuindo para a formacao de lavouras heterogéneas em relagcdo a caracteris-
ticas agronOmicas e a resisténcia a patogenos (BRAGANCA et al., 1993).
Além da existéncia de variabilidade em C. canephora, outro aspecto a ser
considerado em programas de melhoramento para obtencdo de variedades
resistentes ¢ a variabilidade do patogeno. Entretanto, sdo escassas as informagoes
a respeito da prevaléncia de racas fisiologicas no patossistema H. vastatrix X C.
canephora nos principais municipios capixabas produtores de café.

A ferrugem causada por H. vastatrix ¢ uma das principais doencas do
cafeeiro, podendo ocasionar perdas na producdo estimadas em 30% nas
variedades de C. arabica, principalmente em anos de alta carga de frutos
(ZAMBOLIM et al., 1997). No entanto, para as variedades de C. canephora, as
perdas ainda ndo foram estimadas, porém, considerando que nas variedades de
café robusta ocorre maior retencdo de folhas doentes, a manutencao do inéculo
por um maior periodo de tempo pode aumentar a severidade da doenca com
perdas considerdveis na produgao.

Os sintomas da ferrugem podem ser observados na face inferior das
folhas, onde aparecem manchas de coloracdo amarelo-palida, inicialmente
pequenas, com 1 a 3 mm de didmetro, que evoluem atingindo até 2 cm de
diametro, quando entdo apresentam aspecto pulverulento, correspondendo aos
urediniosporos do fungo, de coloragdo amarelo-alaranjada caracteristica da
doenga. Na face superior das folhas, correspondendo aos limites da pustula na
face inferior, as manchas sao cloroticas amareladas que, posteriormente, tornam-
se necrosadas (ZAMBOLIM et al., 1997).

Considerando a falta de informagdes a respeito de prevaléncia de ragas
de H. vastatrix no estado do Espirito Santo e da resisténcia dos clones das

variedades clonais ao patogeno, este trabalho teve como objetivos:



1. Detectar a ocorréncia e prevaléncia de racas fisiologicas de H.
vastatrix nos principais municipios produtores do estado do Espirito
Santo e em alguns municipios do Estado de Minas Gerais;

2. Determinar a resisténcia a ferrugem, de clones componentes de trés
variedades clonais de C. canephora, recomendadas para o estado do
Espirito Santo.

3. Verificar a existéncia de variabilidade genética intraclones de C.

canephora var. Conilon, por meio de marcadores RAPD.



2. REVISAO DE LITERATURA

A ferrugem alaranjada, causada por Hemileia vastatrix Berk. e Br., ¢ uma
das doencas mais importantes deste século para a cultura do café, pois em todas
as regides onde se estabeleceu, causou perdas significativas na producdao de
cafeeiros.

O fungo pertence ao filo Basidiomycota, classe Teliomycetes, ordem
Uredinales e familia Pucciniaceae. O género foi descrito em 1869 por Berkeley e
Broom, baseando-se na caracteristica tipica dos urediniosporos, os quais
apresentam a parede lisa do lado interno ao soro e verrugosa do lado externo.
Duas espécies causam danos de importancia econdmica ao cafeeiro, a Hemileia
vastatrix Berk. e Br. (1869), agente causal da ferrugem alaranjada ou ferrugem da
folha do cafeeiro, de ocorréncia generalizada nas regides produtoras de caf¢, e a
Hemileia coffeicola Maubl. e Rog. (1934), agente da ferrugem amarela, cinza ou
pulverulenta (RODRIGUES JR., 1990), ainda nao relatada no Brasil.

Os principais danos causados pela ferrugem alaranjada sao a desfolha
precoce ¢ morte de ramos produtivos e, conseqiientemente, a reducdo da
produtividade dos cafeeiros, observada nos anos subseqiientes as incidéncias
elevadas da doenga. As intensas e freqlientes desfolhas dos cafeeiros provocam
secas de ramos ponteiros e laterais que, sem duvida, reduzem a vida qtil

produtiva da lavoura (ZAMBOLIM et al., 1997).



Os sintomas da ferrugem do cafeeiro podem ser observados na face
inferior das folhas, onde ocorrem manchas ou pustulas alaranjadas ou vermelho
alaranjadas de soros urediniospéricos, mais ou menos redondas, com diametro de
I cm ou mais. A formagdo de pustulas ¢ uma caracteristica distintiva para esta
ferrugem, quando comparada com H. coffeicola que ndo as produz. A parte
superior das folhas infectadas torna-se clordtica sobre a area das pustulas,
tornando-se necréticas com o tempo. Esporadicamente, observam-se os sintomas
em frutos e extremidades de ramos das brotagdes novas (RODRIGUES JR.,
1990).

Durante o ciclo de vida de H. vastatrix, sdo produzidos trés tipos de
esporos: urediniosporos, teliosporos e basidiosporos. Os urediniosporos sao
unicelulares e formados nas extremidades de pedicelos que atravessam o
estomato, formando aglomerados de varios esporos, que ficam comprimidos uns
contra os outros, adquirindo forma variavel, geralmente de secao triangular. Sao
produzidos em grande quantidade e constituem a fase assexuada ou repetitiva da
ferrugem (RODRIGUES JR.,1990).

Os teliosporos, menos comum, ocorrem em condi¢des de campo, no final
do inverno, no més de agosto, num periodo seco e frio, como constatado por
COUTINHO et al. (1995). Sao formados entre os urediniosporos ou em soros
separados, porém sempre apos a formacao dos urediniosporos. Os teliosporos sao
pedicelados de parede lisa, esféricos ou napiformes, com uma papila no apice
que, ao germinarem in situ, produzem um promicélio de quatro células, cada uma
delas originando um terceiro tipo de esporo, denominado basidiosporo.

RODRIGUES JR. et al. (1980) verificaram que urediniosporos,
morfologicamente indistingiiiveis dos que germinam normalmente, podem
apresentar uma germinacdo anormal, caracterizada pela emissdo de um unico
tubo germinativo, idéntico ao promicélio da germinacao dos teliosporos, podendo
ou nao formar esterigmas. Os autores observaram que esse tipo de urediniosporo
ocorre especialmente no outono e inverno, adquirindo comportamento

semelhante ao dos teliosporos (teliosporos uredinodides).



Até o momento, ndo se conhece um hospedeiro intermedidrio que seja
infectado pelos basididsporos, os quais também nao infectam plantas de café.
Segundo RODRIGUES JR. (1990), nenhum pesquisador obteve sucesso na
determinagdo da fung¢do deste tipo de esporo, no ciclo de vida desta ferrugem, em
virtude das dificuldades encontradas no seu isolamento. Embora seja facil a
obten¢do do promicélio, nem sempre se consegue basidiosporos separados dos
respectivos esterigmas ou em quantidade suficiente para permitir manipulacao.

Segundo RODRIGUES JR. (1990), a ferrugem alaranjada do cafeeiro ¢
autoécia, uma vez que se originou e co-evoluiu na Africa Tropical (Etiopia) com
seu hospedeiro, ndo adquirindo heteroecismo como um modo de sobrevivéncia e
adaptacdo. Entretanto, existe a possibilidade de ser uma ferrugem de ciclo longo
com aécio que se assemelha a urédias e sem espermogonias identificaveis.

A disseminacdo do patdgeno ¢ realizada por meio de ventos, chuvas,
insetos, animais € mudas contaminadas. Dentro de uma planta, a chuva exerce o
papel mais importante, tanto pelo respingo das gotas, de uma folha para outra,
como pelo escorrimento das gotas da face superior a inferior das folhas,
arrastando o indculo (DOENCAS..., 1981).

O controle da ferrugem com fungicidas protetores ou sistémicos ¢
eficiente a curto ou médio prazo, porém a utilizacdo de variedades resistentes
constitui o método mais econdmico a longo prazo, sem causar prejuizos ao meio
ambiente (PEREIRA, 1995).

A obtengdo de variedades de cafeeiros com resisténcia durdvel a
ferrugem tem sido dificultada pela grande variabilidade genética de H. vastatrix,
caracteristica muito comum a maioria de patdogenos biotroficos, especialmente os
causadores de ferrugens. Portanto, faz-se necessario o conhecimento prévio das
ragas fisiologicas predominantes na regido onde se desenvolvem os programas de
melhoramento, e onde se pretende introduzir determinado tipo de resisténcia.

A ocorréncia de especializacdo fisiologica de H. vastatrix foi constatada
pela primeira vez por MAYNE (1932), na India, ao observar que uma cultura era
virulenta a variedade Coorg, mas ndo a Kent’s, enquanto que outra atacava

indistintamente as duas variedades, admitindo, assim, a existéncia de dois genes



responsaveis pela resisténcia nas selecdes locais de café arabica. Posteriormente,
utilizando quatro diferenciadores (Coorg, Kent’s, S 288.19 e S 353.7), MAYNE
identificou quatro racgas fisiologicas do patdogeno, designadas de 1, 2, 3 e 4. A
demonstragdo da existéncia da relagdo entre genes de ataque e de defesa,
respectivamente, no patdégeno e no hospedeiro, foi realizada por FLOR (1942 e
1955) no patossistema linho X Melampsora linii e demonstrada em cafeeiro X H.
vastatrix por NORONHA-WAGNER e BETTENCOURT (1967), permitindo
inferir os genotipos das ragas de H. vastatrix. Posteriormente, D’OLIVEIRA
(1954, 1957), REYS (1957), D’OLIVEIRA e RODRIGUES JR. (1961),
RODRIGUES JR. et al. (1975) e LOPES e GODINHO (1976) identificaram 30
racas de H. vastatrix de amostras coletadas em regides cafeeiras de varios paises,
utilizando um conjunto de clones diferenciadores, composto por cinco selecoes
de C. arabica, seis hibridos tetraploides de C. arabica x Coffea spp. e seis
selecdes de Coffea spp. (RODRIGUES JR. et al., 1975). Os autores verificaram
que as ragas identificadas por MAYNE (1932) como 1, 2 e 4 correspondem,
respectivamente, as ragas II, I e VIII, identificadas no Centro de Investigacdes
das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), porém a raga 3, correspondente a IX, ndo foi
estabelecida (RODRIGUES JR. et al., 1975).

Atualmente, o modelo utilizado para explicar a teoria gene-a-gene de
Flor assume a existéncia de uma interacdo do tipo receptor-elicitor, em que o
gene de resisténcia do hospedeiro ¢ responsavel pela sintese de uma proteina
receptora que reage especificamente com uma molécula elicitora produzida pelo
gene avr no patogeno (PARLEVLIET, 1997). Portanto, a presenca de um tnico
gene de aviruléncia no genétipo de uma raca, correspondente ao gene de
resisténcia no hospedeiro, ¢ suficiente para que ocorra o reconhecimento e,
conseqiientemente, o fendtipo de resisténcia.

Sao conhecidas 32 ragas fisiologicas de H. vastatrix, com predominancia
das racas II (58,2%), raca I (14,4%), raca III (8,9%) e raga XV (3,6%)
(BETTENCOURT e RODRIGUES JR., 1988). A predominancia da raca II, com

gendtipo de viruléncia vs, ¢ atribuida a homogeneidade genética apresentada



pelas variedades comerciais de ardbica, que possuem o gene de resisténcia Sy5,
com sua ampla distribuicao e suscetibilidade a esta raga.

A raga II foi a primeira a ser caracterizada no Brasil apds a constatacao
da ferrugem, e rapidamente foi disseminada para os estados de Minas Gerais,
Espirito Santo, Sao Paulo, Parana e Santa Catarina. A prevaléncia dessa raca em
todas as amostras coletadas nos estados da Bahia, Espirito Santo e Minas Gerais
foi constatada por CHIACHIO (1973).

Em mistura de indculo coletado sobre cafeeiro Conillon no Estado do
Espirito Santo, foram identificadas no CIFC, em 1972, as ragas II (vs) € XV (vy,
vs) (CHAVES e PEREIRA, 1980).

Em Sao Paulo, RIBEIRO et al. (1975) identificaram as ragas II, IIl ¢ XV
e ESKES (1983), as ragas XVII, X, I XXIII e XXIV. Anteriormente, ESKES et
al. (1980) verificaram a ocorréncia de trés novas ragas isoladas de ‘Conillon’
(isolados 10, 11 e 12), capazes de anularem os genes de resisténcia de C.
canephora a H. vastatrix. O isolado 11 superou a resisténcia de plantas
moderadamente resistentes, enquanto que os isolados 10 e 12 mostraram-se
altamente virulentos relacionadas a duas outras plantas, quase imunes em relacao
araga II.

Em Minas Gerais, FONSECA (1979) identificou as racas [ e III em
amostras de cafeeiros Geisha e KP 432, provenientes de Caratinga e CHAVES e
PEREIRA (1980) identificaram as ragas XXIV e XXIII, provenientes da cultivar
Bourbon Vermelho do municipio de Ponte Nova. CARDOSO (1986) identificou
11 ragas fisioldgicas do patogeno (I, 11, VII, X, XIII, XV, XVI, XVII, XXIII e
XXIV, XXV ou XXXI) em culturas coletadas em ensaios de progénies de
Catimor de alguns municipios de Minas Gerais, e de culturas procedentes de
Campinas (SP), sendo o primeiro relato da ocorréncia da raca XVI no Brasil.
Portanto, at¢ o momento, foram detectadas no Brasil 12 ragas fisiologicas de H.
vastatrix: 1, 11, 111, VII, X, XIII, XV, XVI, XVII, XXIII ¢ XXIV, XXV ou XXXI
(CARDOSO, 1986 e CARDOSO et al., 1988).

A importancia da raca XVI reside no fato de que ela possui uma

composicao genética, v|Vv,V3V4Vs, que compromete todas as combinagdes entre os



genes de resisténcia do hospedeiro de Syl a Sy5, isolados ou em combinagdes.
Por outro lado, a raca XXV, com gendtipo de viruléncia v, 5 anula o gene de
resisténcia Sy6, de Coffea canephora (ESKES, 1989).

Existem poucos relatos de ocorréncia de racgas fisioldgicas de H. vastatrix
em C. canephora. HOLGUIN et al. (1993) estudaram o comportamento de varios
isolados do patdogeno, procedentes da Africa e Indonésia, coletados em C.
canephora, em Camaroes, Costa do Marfim e Guiné; no Congusta e Kouillon, de
Madagascar; e Catimor, da Indonésia. Alguns clones de C. canephora da Costa
do Marfim, Caturra Amarelo e Matari apresentaram reacdo de suscetibilidade aos
isolados africanos, enquanto que gendtipos de Congusta e Catimor foram
resistentes. Os isolados de Madagascar provocaram reagdo de suscetibilidade a
alguns clones de C. canephora, mas foram avirulentos a Caturra Amarelo. Porém,
os isolados da Indonésia mostraram um amplo espectro de viruléncia, atacando
Caturra Amarelo, Matari, varios genotipos de Catimor, C. canephora e em alguns
gendtipos descendentes do Hibrido de Timor 832/1. Observou-se que isolados
coletados em C. canephora, na Africa, foram menos agressivos e causaram
reagdes varidveis, mais do que os isolados em Catimor na Indonésia, quando
foram inoculados em Caturra Amarelo e Matari. Os isolamentos adaptados a C.
canephora e seus derivados mostraram uma maior agressividade que parece estar
correlacionada com o acimulo de genes de viruléncia, que € oposto ao fendmeno
observado em C. arabica.

De acordo com ESKES (1989), as ragas fisiologicas de H. vastatrix
podem ser agrupadas de acordo com a viruléncia aos diferentes grupos de plantas
diferenciadoras, principalmente aquelas de C. arabica, de populagdes hibridas (C.
arabica X Coffea sp.) e espécies diploides. No primeiro grupo as 14 ragas variam
em viruléncia aos seis diferenciadores de C. arabica: 849/1(Matari), 63/1
(Bourbon), 128/2 (Dille e Alghe), 32/1 (DH 1/6), 33/1 (S 288-23) e 635/2 (S 12
Kaffa). O diferenciador Matari ndo possui gene de resisténcia conhecido,
enquanto os outros cinco possuem os genes Syl, Su2SyS, Sy3SHS, Sy e Sys,
respectivamente. A raga Il apresenta o gene vs e as demais apresentam esse gene

em combinagdo com um ou mais dos genes Vi, V,, V3 € v4. No segundo grupo as



racas variam em viruléncia aos hibridos interespecificos diferenciadores. A raca
XIII ¢ a Unica com viruléncia ao Hibrido Kawisari (CIFC 644/18) do grupo
fisiologico M, resultante do cruzamento de C. liberica X C. arabica. A raga
XXIX (vs, 67.89) € a que apresenta maior espectro de viruléncia. Ainda ndo foi
detectada nenhuma raga capaz de superar a resisténcia do diferenciador CIFC
832/1 (Hibrido de Timor). O terceiro grupo de ragas mostra variagcdes de
viruléncia aos diferenciadores de C. congensis e C. canephora. Seis ragas sao
virulentas ao diferenciador CIFC 263/1 (C. congensis) e nenhuma possui o gene
de viruléncia vs, mostrando reacdes de suscetibilidade moderada ou resisténcia
moderada aos diferenciadores compativeis de C. arabica.

Finalmente, no quarto grupo, ESKES (1989) inclui as ragas VI e XVIII
virulentas somente aos clones CIFC 269/3 - C. racemosa ¢ CIFC 168/2 - C.
excelsa, respectivamente. Portanto, avirulentas a C. arabica e a segregantes
tetraploides dos hibridos resultantes do cruzamento de C. arabica com outras
espécies de Coffea.

De acordo com o espectro de reacdo a 30 ragas fisioldgicas de H.
vastatrix inoculadas, o germoplasma de cafeeiro (elevado nimero de introducdes
de diversas regidoes do mundo, abrangendo cerca de 20 espécies do género
Coffea) foi classificado no Centro de Investigacdes das Ferrugens do Cafeeiro
(CIFC) em 40 grupos fisiologicos, denominados por letras do alfabeto grego e
romano e por numeros (BETTENCOURT, 1981).

Dentre os 40 grupos fisiologicos caracterizados, 16 grupos (O, S, T, U,
V,X,Y,Z,4,5,6,7,8,9, 10 e 11) foram sintetizados no CIFC por hibridagao de
clones portadores de diferentes combinacdes dos genes Syl a Sy6. Em cafeeiros
de C. arabica originarios da Etiopia e em plantas da populacdo derivada do
cafeeiro Kent’s, foram definidos 10 grupos (B, o, % E, I, C, D, J, L, W). Nos
hibridos interespecificos C. arabica X C. canephora e C. arabica x C. liberica
caracterizaram-se cinco grupos (A, 1, 2, 3 e 4 ou R) em cafeeiros de Hibrido de
Timor ou de seus derivados, 2 (G e H) das selecdes da Estagdao Experimental de

Balehonnur, na India, e 1 ( M) de Hibrido Kawisari. Nas espécies diploides C.
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canephora, C. congensis, C. excelsa e C. racemosa definiram-se seis grupos: F,
N, B, K, P e Q (BETTENCOURT, 1981).

Segundo BETTENCOURT (1981), entre os grupos fisiologicos 1, 2, 3 e
4 ou R de cafeeiros de Hibrido de Timor e seus derivados que segregaram para
suscetibilidade a H. vastatrix, o grupo 1 apresenta reagdao de suscetibilidade
somente a raca XXIX (vs¢+), enquanto o grupo 4 ou R € suscetivel as ragas XXII
(Vs0)s XXV(Va56), XXVI(Vas6), XXVII(Va056), XXIX(Vs ) € XXXI(V562); ©
moderadamente suscetivel as ragas XXVII (v;460)e XXXII (vg2). O grupo 2
mostra-se suscetivel a raga XXX(vs,) e moderadamente suscetivel a raca
XXIX(vsg9), enquanto o grupo 3 ¢ suscetivel as ragas XXIX(vsgo) €
XXXI(v2,56.2)-

Ao grupo A, caracterizado por apresentar resisténcia a todas as ragas
conhecidas de H. vastatrix, pertencem os hibridos derivados do cruzamento entre
C. arabica X C. canephora, como o Hibrido de Timor e o Icatu, e em algumas
espécies dipldides tais como C. liberica, C. dewevrei, C. eugenioides, C.
congensis e C. zamguebariae. Por outro lado, os grupos E, F, N e f pertencem
todas as plantas suscetiveis a todas as racas conhecidas do patégeno. Ao grupo E
pertencem todos os cafeeiros cultivados na América Latina e a maior parte das
plantas dessa espécie das outras regides cafeeciras (BETTENCOURT e
RODRIGUES JR., 1988).

A disponibilidade de fontes de resisténcia a doengas ¢ uma das principais
preocupagdes do melhoramento genético, visando esta caracteristica. A procura
por fontes de resisténcia a H. vastatrix em cafeeiros arabica iniciou-se logo apos
a epidemia da ferrugem do cafeeiro no Ceildo. Verificou-se que dentro da espécie
C. arabica, a maioria das plantas eram geneticamente semelhantes e suscetiveis
ao patogeno, provavelmente pela autofertilidade dessa espécie e auséncia do
patogeno no Yemen, o centro de dispersao de C. arabica, onde a selecdo natural
foi conduzida para caracteristicas de qualidade, produtividade e resisténcia a seca
(RODRIGUES JR. et al., 1975). Por esta razdo, diversas introdu¢des da espécie
arabica e de espécies diploides foram realizadas em todas as regides produtoras

com o objetivo de se encontrar resisténcia ao patdogeno.
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A primeira planta de C. arabica com resisténcia a H. vastatrix foi
descoberta na India, em 1911, nas plantagoes de Sr. Kent. As sementes desta
planta originou a cultivar Kent, amplamente cultivada em varios paises. Em 1928,
Cramer selecionou na Abyssinia algumas arvores que foram introduzidas em
Java, com bom desempenho em regides de baixa altitude, com crescimento
vigoroso ¢ alta resisténcia a ferrugem. No Quénia foram introduzidos cafeeiros
etiopes, gracas a aciio dos Oficiais das Forgas do Exército do Leste da Africa,
originando as colecdes Harar, Geisha, Amphillo, Dalle Mixed, Dilla, Dilla e
Alghe, Gimma Mbuni e Gimma Galla Sidamo (BETTENCOURT e
RODRIGUES JR., 1988).

Nas décadas de 60 e 50 a FAO organizou missoes a Etiopia com a
finalidade de organizar colegcdes de cafeeiros ardbicos resistentes a ferrugem,
enquanto que expedigdes patrocinadas pelo Institut Francais de Recherche
Scientifique pour le Développment en Coopération (ORSTOM) a Etidpia, em
1966 e ao Quénia, em 1977, organizaram colegdes de germoplasmas de cafeeiros,
sem, contudo, dar prioridade a genotipos resistentes a ferrugem, obtendo
materiais de grande valor no melhoramento dessa espécie (BETTENCOURT e
RODRIGUES JR., 1988).

Dentre as espécies diploides introduzidas da Africa, a espécie C.
canephora se destacou pela resisténcia a ferrugem, maior vigor e produtividade
em comparagdo a C. arabica. Do cruzamento natural ou artificial das espécies
diploides com C. arabica, surgiram os hibridos interespecificos, porém
improdutivos, apresentando muitos frutos anormais. No entanto, foram muito
uteis como fonte de resisténcia no melhoramento do cafeeiro, principalmente o
Hibrido de Timor, resultante do cruzamento natural entre C. arabica X C.
canephora. As caracteristicas deste hibrido, tais como, maior producdo em
relacdo a outros hibridos, fenotipo semelhante ao arabica, autofertilidade, nimero
de cromossomos (2n = 44), qualidade de bebida regular e menor porcentagem de
cafeina comparado ao arabica e robusta, foram importantes na sua escolha como
fonte de resisténcia a ferrugem em programas de melhoramento genético

(RODRIGUES JR. et al., 1975).
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Conforme discutido por CHAVES (1976), o Hibrido de Timor ¢
constituido por uma populacdo de plantas das quais 90% pertencem ao grupo
fisiologico A, resistente a todas as racas do patégeno conhecidas, além de plantas
dos grupos R e E, este ultimo suscetivel a maioria das ragas conhecidas, inclusive
as racas I e II. Segundo BETTENCOURT e CARVALHO (1968) e CARVALHO
e MONACO (1971), os genes provenientes da espécie arabica foram rapidamente
suplantados com o surgimento de ragas compativeis do patégeno. Das 12 racas de
H. vastatrix constatadas no Brasil, a grande maioria possui genotipo de viruléncia
Vi, V3, V4 € Vs isolados ou combinados, que anulam os genes de resisténcia,
respectivos Syl, Sy2, Sy4 e Sy5, oriundos dos arabicas da Etiopia. Por outro lado,
os genes de resisténcia identificados em C. canephora, (Sy6 a Sy9) e C. liberica
(Sy3) tém proporcionado resisténcia com durabilidade aprecidvel em varias
regides cafeeiras onde tém sidos testados.

Os trabalhos pioneiros de MAYNE (1932, 1936, 1939) constituiram os
fundamentos do melhoramento genético do cafeeiro, visando resisténcia a
ferrugem. Posteriormente, varios autores (NORONHA-WAGNER e
BETTENCOURT, 1967; BETTENCOURT e CARVALHO, 1968 ¢
BETTENCOURT e NORONHA-WAGNER, 1971) estudaram a base genética da
interagdo Coffea X Hemileia vastatrix e verificaram que se ajustava ao modelo
gene-a-gene de FLOR (1942 e 1955). Dessa forma foi possivel inferir o gendtipo
dos clones diferenciadores e das racas que os atacam.

NORONHA-WAGNER ¢ BETTENCOURT (1967) identificaram quatro
genes simples e dominantes, denominados Syl, Sy2, Sy3 e Sy4, condicionando
resisténcia a ferrugem nas diferentes espécies de Coffea. Posteriormente,
BETTENCOURT e CARVALHO (1968), BETTENCOURT e NORONHA-
WAGNER (1971), BETTENCOURT et al. (1980), BETTENCOURT e LOPES
(1982) e BETTENCOURT (1983) identificaram os genes Sy5, Sy6, Sy7, Sy8 e
Sy9. Segundo BETTENCOURT (1981 e 1983), os genes Syl, Sy2, Sy4 € Syd
estdo presentes em C. arabica, o gene Sy3 em C. liberica e os Sy5, Sy6, Sy7,
S8 e Sy9 estdo presentes no Hibrido de Timor, seus derivados e outros

descendentes de C. canephora. Portanto, sdo conhecidos nove genes que
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conferem resisténcia ao hospedeiro (Syl a Sy9) e os alelos recessivos de
aviruléncia correspondente no patdgeno v; a vo.

PEREIRA (1995), analisando a heranca da resisténcia a ferrugem nas
populagdes de trés combinagdes resultantes do cruzamento de Catuai com
selecdes de Hibrido de Timor e quatro de Mundo Novo com Hibrido de Timor,
verificou que em seis das sete combinagdes estudadas, a resisténcia foi
condicionada por trés genes dominantes de segregagdo independente, portanto,
com uma taxa de segregacdo, na geracao F, de 63 cafeeiros resistentes para um
suscetivel. Apenas em uma populagdo a resisténcia foi conferida por um unico
gene dominante, numa segregag¢do na geracao F,, de trés cafeeiros resistentes
para um suscetivel.

ESKES (1989) sugere que genes maiores ¢ menores de dominancia
incompleta estdo presentes nos derivados de Hibrido de Timor, cuja relacdo com
os genes Sy6 a Sy9 ¢ desconhecia.

Nenhuma analise tem sido apresentada para a heranga da resisténcia dos
diferenciadores das espécies diploides, os cafeeiros dos grupos N, B, K, P e Q
(ESKES, 1989).

Em C. canephora, estudos genéticos sobre resisténcia a ferrugem sao
limitados, mas indicam uma heranga complexa. De acordo com BETTENCOURT
e RODRIGUES JR. (1988), de uma maneira geral C. canephora ¢ uma espécie
resistente a H. vastatrix, mas os resultados de inoculagdes de ragas fisiologicas do
patdogeno indicaram que algumas populagdes sdo altamente suscetiveis, outras
totalmente resistentes, e ainda aquelas que apresentam um tipo de reagdo
heterogénea, com um ataque moderado do patdogeno. ESKES (1983) observou
diferencas consideraveis na severidade de doenca entre individuos de 68 plantas
da variedade Conillon. Apenas um individuo foi altamente suscetivel, enquanto a
maioria apresentou reacao intermedidria e poucos apresentaram niveis elevados
de resisténcia.

Os cruzamentos realizados entre plantas de Conillon com diferentes
niveis de resisténcia indicaram que algumas progénies possuem resisténcia

oligogénica dominante e outras, uma heranga poligénica. Os genotipos com
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niveis altos ou intermedidrios de resisténcia incompleta foram cruzados com C.
arabica cv. Catuai. A segregagao de plantas na geracdo F,, para o tipo de reagao,
sugeriu a presenca de um ou mais genes maiores em um cruzamento € genes
menores em outros (BETTENCOURT e RODRIGUES JR., 1988). Estes
resultados foram confirmados por LASHERMES et al. (1994) em plantas
oriundas de hapléides duplos (DH). Dentro de diferentes familias de DH, os tipos
de reacdes variaram de alta resisténcia a alta suscetibilidade, sugerindo
resisténcia poligénica quantitativa e alto nivel de heterozigose dos clones
parentais envolvidos nos mecanismos de resisténcia. Os mesmos autores
concluiram que somente via haploidia € possivel a obtencao de linhas isogénicas,
garantindo a andlise de caracteristicas complexas como sistema de
incompatibilidade, resisténcia a ferrugem e contetido de cafeina, em uma espécie
diploide e auto-incompativel, como C. canephora. Os DH sdo particularmente
apropriados para detectar efeitos aditivos de “loci” de caracteristicas quantitativas
(QTLs), ligados a marcadores moleculares.

O melhoramento genético do cafeeiro ardbica no Brasil ¢ realizado no
estado de Sao Paulo, no Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), e no Parana,
no Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR), que langaram os cultivares “Icata”
(C. canephora x C. arabica cv. Bourbon Vermelho e retrocruzado com Mundo
Novo) e “IAPAR 59”  (Sarchimor), respectivamente, ambos resistentes a
ferrugem (SERA et al.,, 1984). Em Minas Gerais, a UFV/EPAMIG vem
desenvolvendo um programa de melhoramento que teve inicio em 1970/71,
através de introdugdes de material basico e de variedades resistentes cultivadas
em outros paises, formando um banco de germoplasma representativo dos
principais grupos de reagdes, porém os trabalhos de melhoramento tém se
concentrado em fontes de resisténcia origindrias do grupo fisiologico A
(PEREIRA, 1995). A avaliagdo de gendtipos de cafeeiros Catimor (Caturra
Vermelho x Hibrido de Timor) e outros genotipos resistentes a ferrugem
(PEREIRA, 1995) resultou na variedade Oeiras.

No estado do Espirito Santo, no programa de melhoramento genético de

C. canephora da Empresa Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao
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Rural (EMCAPER) adota-se a técnica de multiplicagdo por estaquia de plantas
matrizes, utilizada por CARVALHO ¢ BRAGANCA (1990) ao selecionarem
plantas da variedade Conillon em lavouras comerciais nos municipios produtores
da regido norte daquele Estado, objetivando maior uniformidade de maturagao,
melhor qualidade de grdos e maior produtividade. Os clones obtidos foram
submetidos a ensaios de avaliagdao de suas caracteristicas durante quatro colheitas
e agrupados em trés variedades: ‘EMCAPA 8111°, ‘EMCAPA 8121’ e
‘EMCAPA 8131°, com o ciclo de maturagdo precoce, médio e tardio,
respectivamente (BRAGANCA et al., 1993).

Segundo ANDRADE NETO et al. (1995) e FONSECA (1996), as
variedades clonais sdo mais produtivas, possuem melhor qualidade de graos, ciclo
diferenciado de maturacao, permitindo colheita escalonada, maior uniformidade
de maturacdo e maior produtividade. No entanto, esta metodologia pode reduzir a
base genética dessa variedade, uma vez que as variedades clonais sdo constituidas
por misturas de 10 a 16 clones.

Atualmente, além do melhoramento por meio de propagagdo assexuada,
os pesquisadores da EMCAPER iniciaram um trabalho de selecdo recorrente nas
populagdes experimentais EMCAPA 8112 (maturagdo precoce - 10 clones),
EMCAPA 8122 (maturagdo intermediaria - 16 clones) ¢ EMCAPA 8132
(maturagdo tardia - 11 clones), objetivando ampliar a base genética e a obtengdo
de hibridos e variedades sintéticas em café Conillon (FERRAO, 1999). Segundo
LASHERMES et al. (1994), as variedades e hibridos sintéticos t€ém baixo custo
de produgdo e sdao mais facilmente distribuidos, comparados as variedades
clonais.

A selecdo recorrente ¢ um método de melhoramento amplamente
utilizado em programas de melhoramento para diferentes espécies alogamas, que
consiste na selecdo de plantas desejadas, avaliacdes e recombinagdes das
progénies superiores, para formagao das populacdes subseqiientes (FEHR, 1987).
Na Costa do Marfim, o melhoramento de C. canephora envolve um esquema de
selecdo recorrente reciproca que explora a boa performance de cruzamentos entre

duas populacdes geneticamente diferentes, os grupos Guineano e Congolés. O
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ganho genético de producdo das arvores selecionadas foi de aproximadamente
60%, comparado a média de produgdo do clone mais produtivo utilizado como
controle (LERQOY et al., 1997).

A anélise da diversidade genética em populagdes de Coffea canephora é,
portanto, bastante util, fornecendo informagdes necessarias a aplicagdo da selecao
recorrente. Neste aspecto, os marcadores moleculares apresentam-se como uma
técnica bastante eficiente para esses estudos.

Marcador molecular ¢ qualquer fenotipo molecular oriundo de um gene
expresso, como no caso das isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNA,
que pode ou nao corresponder a regides expressas do genoma. As diversas
técnicas de biologia molecular hoje disponiveis para a detec¢do de variabilidade
genética em nivel de seqliéncia de DNA permitem a obtencdo de um nimero
virtualmente ilimitado de marcadores moleculares, cobrindo todo o genoma do
organismo. Tais marcadores podem ser utilizados para as mais diversas
aplicacdes em estudos de genética e no melhoramento de plantas (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1995).

Dentre as técnicas disponiveis, RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) foi desenvolvida a partir da utilizacdo de oligonucleotideos
iniciadores de seqliéncia arbitraria, mais curtos que os até entdo empregados em
PCR, para dirigir a reacdo de amplificagdo de segmentos do DNA genomico na
presenga de uma DNA polimerase termo-estdvel (Taqg DNA polimerase) e sob
uma alternancia ciclica de temperaturas como na reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) (WILLIAMS et al. (1990). Essa técnica dispensa o conhecimento prévio
das seqiiéncias a serem amplificadas, possibilitando a obtencao de marcadores em
nivel de DNA, mesmo para espécies para as quais estudos genéticos detalhados
nao estdo disponiveis.

OROZCO-CASTILLO et al. (1994) utilizaram com sucesso a
metodologia de marcadores RAPD na detec¢dao de polimorfismo entre espécies de
cafeeiros e entre gendtipos de C. arabica. O pertfil de RAPD foi consistente,
distinguindo claramente os gendtipos etiopes e os sub-grupos de C. arabica,

Typica e Bourbon. Por meio da anélise de RAPD, as diferencas morfolédgicas e a
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origem geografica dos genotipos foram confirmados. Observou-se que os
marcadores RAPDs foram capazes de identificar introgressdo interespecifica
natural entre C. canephora e os acessos de C. arabica, Rume Sudan RS-510,
assim como as introgressoes artificiais como no caso de Catimor T 5175.
LASHERMES et al. (1996a) confirmaram a estreita base genética de
cultivares comercias de C. arabica, por meio de marcadores RAPD. Entretanto, a
ampla diversidade genética observada dentro da colegdo de germoplasma
analisada, confirmou a importancia das missoes de coletas aos centros de origem
do cafeeiro.
OROZCO-CASTILLO et al. (1996) estudaram as relagdes taxonOmicas
de dezoito acessos de 11 espécies de Coffea, empregando marcadores RAPD e
“primers” de seqiiencia especificas de mitocondrias e cloroplastos, com o
objetivo de criar subsidios para o melhoramento genético, baseado na
transferéncia de gene alienigena. A analise dos produtos RAPD amplificados
agruparam as espécies em trés grupos: no primeiro grupo, C.
pseudozanguebariae, C. sessiliflora e C. racemosa; no segundo grupo, C.
canephora, C. liberica, C. brevipes ¢ C. congensis; € no terceiro grupo, C.
humilis, C. arabica, C. eugenioides e C. stenophylla. Os resultados foram
consistentes com o fendtipo de DNA de cloroplastos, com a origem geografica
das espécies e a maior similaridade de C. eugenidides com C. arabica.
PAILLARD et al. (1996) construiram um mapa de ligagdo molecular de
C. canephora, utilizando uma populagao de haploides duplos, baseando-se em
marcadores RFLP e RAPD, com o objetivo de ser empregado em estudos
genéticos e analise de “locus” de caracteristicas quantitativas (QTLs).
LASHERMES et al. (1996b) confirmaram, por meio de marcadores
moleculares, que a auto-incompatibilidade gametofitica em de C. canephora ¢
governada por um unico “locus” S. Os autores verificaram que esse “locus” esta
associado com um marcador RFLP, g1069, localizado no grupo de ligagao 9, do
mapa genético construido por PAILLARD et al. (1996), sendo o primeiro gene
mapeado do genoma do cafeeiro. A disponibilidade de um marcador RFLP ligado

ao “locus” S serd particularmente util em programas de selecdo baseados em
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marcadores, facilitando a introgressdo de autofertilidade de espécies selvagens
para C. canephora.

TEIXEIRA et al. (1999) avaliaram com marcadores RAPD a distancia
genética de 38 genotipos de cafeeiros, confirmando a variacdo interespecifica
entre as espécies de Coffea, sendo que a maior distdncia genética de C. arabica
foi calculada para C. racemosa, seguida de C. canephora e C. congensis.
observado em trabalhos anteriores.

Os resultados das andlises de divergéncia genética no género Coffea,
mostrado por marcadores RAPD, confirmaram a importancia das introducdes de
cafeeiros, cujo objetivo principal foi promover a ampliacdo da diversidade
genética, principalmente da espécie C. arabica. Os marcadores de DNA serdo
muito uteis no melhoramento do cafeeiro, uma espécie perene com periodo de
vida longo, principalmente, na formacdo de populagdes base para selecdo
recorrente, em estudos filogenéticos, na identificagdo de clones, na deteccao de

variagao somaclonal e na transferéncia de caracteristicas agronomicas.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho constou de estudos realizados em casa de vegetacao
do Departamento de Fitopatologia e no Laboratério de Biologia Molecular e
Cultura de Tecidos/BIOAGRO, na Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,
Minas Gerais, no periodo de 1995 a 1999.

3.1. Identificacio de racas fisiologicas de Hemileia vastatrix Berk. & Br. em

culturas obtidas em Coffea canephora e Coffea arabica

3.1.1. Obtencao e multiplicaciio das culturas de H. vastatrix

Foram coletadas 232 amostras de folhas ao acaso, com pustulas de H.
vastatrix, no periodo de junho de 1995 a julho de 1997. No estado do Espirito
Santo foram amostradas lavouras comerciais e jardins clonais de C. canephora
constituidos de trés variedades clonais, em 17 municipios e lavouras
experimentais de C. arabica, no municipio de Venda Nova do Imigrante. Em
Minas Gerais foram amostradas lavouras comerciais € experimentais de C.
arabica em cinco municipios do Vale do Piranga. As folhas coletadas foram
acondicionadas em sacos de papel-pardo, devidamente identificados e

transportados para o laboratdrio em caixas de isopor.
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Os urediniosporos foram removidos das folhas utilizando-se pincel de
pélo de camelo macio (Tigre® n° 6), efetuando-se imediatamente a inoculagiio em
plantulas de Catuai Vermelho (LCH2077-2-5-44), no par de folhas bem
desenvolvidas, porém de aspecto ainda tenro. Sempre que a quantidade de
urediniosporos permitia, realizava-se, simultaneamente, a inoculagdo nos clones

diferenciadores.

3.1.2. Técnica de inoculacio e preservacao do indculo

A inoculagdo foi realizada baseando-se na técnica recomendada por
D'OLIVEIRA (1954, 1957) e empregada por CARDOSO (1986) ¢ TAMAYO
(1988). Com auxilio de pincel macio marca Tigre®n®6 distribuiu-se,
aproximadamente, 1,0 mg de urediniosporos na face abaxial de folhas
desenvolvidas de mudas de Catuai Vermelho (UFV-2144) que, em seguida,
foram aspergidas com 4gua destilada. As mudas foram transferidas para camara
de nevoeiro a temperatura de 22 +2°C, umidade relativa de aproximadamente
100% e auséncia de luz, por um periodo de 72 horas. Apds este periodo, as
mudas foram levadas para cdmaras de crescimento com fotoperiodo de 12 horas
luz/escuro, a temperatura de 23 + 1°C por 25 dias e, em seguida, mantidas na casa
de vegetacdo, em divisoria de madeira, até¢ a esporulagdo. Os urediniosporos
recolhidos foram acondicionados em ampolas de vidro com tampa de algodao,
envolvidos em papel aluminio e mantidos em dessecador, contendo na parte
inferior solu¢do aquosa de acido sulfurico com densidade de 1,8 na concentragao
de 32,6% (V/V) a temperatura de 5°C, em geladeira. O periodo de
armazenamento dos urediniosporos, nesta condi¢do, foi de no maximo trés meses,

conforme recomendagdao de ZAMBOLIM e CHAVES (1974).

3.1.3. Identificacao de racas fisiologicas de H. vastatrix

Para se identificar a(s) raga(s) fisiologica(s) de H. vastatrix presentes nas

culturas amostradas, foram realizadas duas inoculagdes em épocas diferentes, em
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clones diferenciadores (Quadro 1), desenvolvidos no Centro de Investigacdes das
Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), em Portugal, empregando a técnica descrita no

item 3.1.2.

Quadro 1 - Clones diferenciadores utilizados na caracterizacdo de ragas
fisiologicas de Hemileia vastatrix, com 0s respectivos genes de
resisténcia e grupos fisiologicos

Clones diferenciadores Genes de resisténcia Grupos fisiologicos
134/4 (512 Kaffa) Syl,4 1
1006/10 (KP 532) Sul,2,5 L

1343/269 (H. de Timor) Su5,6,7,8,9,? R

H 420/10 Sy6 ? 1

33/1 (S 288 -23) Su3,5 G

H 151/1 (33/1 x 110/5) Su2.,4,5 Y
H 152/3 (32/1 x 110/5) Su3.4,5 X
H 419/20 Sy? 3

635/3 (S 12 Kaffa) Sul,4,5 \%
H 147/1 Su2,3,4,5 T

832/1 (H. de Timor) Su5,6,7,8,9,? A
110/5 (54 Agaro) Su4,5 J
87/1 (Geisha) Syl,5 C
32/1 (DK 1/6) Su2,5 D
644/18 (H. Kawisari) Sy? M
128/2 (Dilla e Alghe) Syl a
HW 17/12 Sul,2,4,5 o
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3.1.4. Avaliacao das reacoes nos clones diferenciadores

A avaliagdo das interacdes patogeno-hospedeiro foi realizada
semanalmente, sendo a primeira e a ultima avaliacdo aos 20 e 60 dias apos a
inoculacdo, respectivamente, empregando a escala de tipos de reagdes (Quadro 2)
adotadas pelo CIFC, proposta por D’OLIVEIRA (1954-57). Para a identificagao
de racas fisiologicas, considerou-se como reacdo de resisténcia o clone, que

apresentou grau variando de 1 até 0 e reacao de suscetibilidade 1, 2, 3,4 ¢ X.

Quadro 2 - Escala de avaliagdo dos tipos de reac¢des induzidas por Hemileia
vastatrix Berk. e Br. em cafeeiros diferenciadores de racas

fisiologicas
Grau Descrigao
i imune, sem qualquer sinal de infecgao.

“flecks”, reac@o de hipersensibilidade, as vezes dificil de ser observada macroscopicamente, mas
fl. visiveis microscopicamente.

; pontuagdes necroticas, visiveis macroscopicamente, situadas no ponto de penetragio do fungo ou
dispersas pela area de infecgao.

T pequena tumefacdo no ponto de penetragdo do fungo, bem visivel a lupa.

clorose mais ou menos intensa na area de infeccdo, as vezes acompanhada de pequenos pontos
0 necroticos, mas sem a formagao de soros urediniosporiferos.

1 raros soros urediniosporiferos, sempre muito pequenos, as vezes somente distinguiveis a lupa,
em areas predominantemente cloroticas, por vezes acompanhada de necrose.

2 pustulas urediniosporicas pequenas ou médias, difusas, mas bem visiveis macroscopicamente, em
areas intensamente cloroticas.

3 pustulas urediniosporicas médias ou grandes, circundadas por um halo clordtico.

grandes pustulas urediniosporicas, sem verdadeira hipersensibilidade, mas podendo apresentar
4 leve clorose na margem de infecgdo (altamente congenial ou suscetivel).

X reacdo heterogénea, plstulas urediniosporicas de tamanho muito variavel, com lesdes clordticas
ou necroticas, sem formacdo de uredinioporos, incluindo na aparéncia diversos tipos ou graus de
infecgdo com expressdes de congenialidade e incongenialidade.

Fonte: D’OLIVEIRA (1954, 1957).
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3.2. Avaliacido da resisténcia de clones de Coffea canephora var. Conillon a

Hemileia vastatrix

3.2.1. Obten¢ao e conduc¢ao das mudas

Os clones de C. canephora das variedades clonais, recomendadas para o
estado do Espirito Santo, foram obtidos de plantas matrizes em lavouras
comerciais nos municipios da regido Norte, obedecendo os seguintes critérios
eliminatdrios: idade superior a seis anos; auséncia de sintomas de mancha
manteigosa (Colletotrichum coffeanum Noack); e infeccdo de ferrugem inferior a
15% e produgdo superior a média da lavoura. Considerou-se, ainda, arquitetura e
vigor das plantas e tipo e tamanho das folhas e tipo e época de maturagdo dos
frutos. Os clones foram multiplicados por estaquia e reavaliados quanto ao
enraizamento. Apds ensaios de campo, foram selecionados os melhores clones e
agrupados de acordo com a época de maturagdo de frutos, os quais formaram as
variedades clonais EMCAPA 8111, EMCAPA 8121 e¢ EMCAPA 8131
(BRAGANCA et al., 1993).

Para obtencdo das mudas dos clones a serem avaliadas, utilizaram-se
ramos ortotropicos novos, que crescem verticalmente na planta, os quais foram
mantidos imediatamente apos a coleta, em baldes com 4gua até o preparo das
estacas, efetuado no mesmo dia. Procederam-se a eliminacdo dos ramos
plagiotropicos, a individualizacdo dos internddios e ao corte parcial das folhas,
deixando-se 1/3 do limbo foliar. O tamanho das estacas foi de 4 a 5 cm, sendo o
corte superior de seccdo reta e o inferior em forma de bisel para proporcionar
maior enraizamento. Antes do plantio, as estacas receberam um tratamento por
imersdo em suspensao de benomyl a 0,035% por 2 min. Efetuou-se o plantio das
estacas em sacolas de polietileno preto com 10 x 20 x 0,006 cm, contendo
substrato tratado previamente com brometo de metila (80 cc/m’), preparado na
propor¢ao de 70% de terra de camada subsuperficial; 30% de esterco de curral;
0,25% de superfosfato simples; 0,05% de cloreto de potassio; e 0,1% de

calcario/m’, tratado previamente com brometo de metila. As sacolas foram
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mantidas em viveiros, sob um sistema de microaspersao regulado para funcionar
a irrigagdo 30 segundos a cada cinco minutos.

Apbs quatro meses de enviveiramento, quando as mudas apresentaram
dois a trés pares de folhas, foram transferidas para a casa de vegetagdao do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa (MQG),
onde foram transplantadas para vasos de 3 litros de capacidade, contendo
substrato constituido de terra de camada subsuperficial e esterco de curral
curtido, na proporcao de 3:1, adubado com 1,5 kg de NPK na formulagao 4-14-8
por m’ de substrato, previamente tratado com brometo de metila (80 cc/m’).
Foram efetuados tratamentos fitossanitarios para controle de cochonilha, acaro,
pulgdo e adubagdes com solucdo nutritiva para correcdo de deficiéncias de

micronutrientes.

3.2.2. Avaliacdo das reacoes de clones de C. canephora var. Conillon a H.

vastatrix

Para avaliacdo da reagdo a ferrugem, clones de C. canephora var.
Conilon foram inoculados com as ragas fisioldgicas I(v, vs), Il(vs), III(vivs ) e
XII (vs, o) de H. vastatrix, identificadas a partir de amostras de urediniosporos,
procedentes de Caratinga (MG), Linhares (ES), Lavras (MG) e Vicosa (MQG),
respectivamente. A porcentagem de germinacgdo das culturas do patogeno variou
de 32,5 a 42,5%. Um par de folhas jovens e bem desenvolvido de cada planta foi
marcado com uma fita plastica e a inoculacdo realizada de acordo com a
metodologia descrita no item 3.1.2. Apds a inoculagdo, as plantas foram mantidas
em camara de nevoeiro por 72 horas e, posteriormente, transferidas para camara
de crescimento com fotoperiodo de 12 horas luz/escuro, a temperatura de
23 + 1°C, onde permaneceram durante o periodo de 60 dias, até a avaliagdo final
do experimento.

Empregou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado com
33 clones e quatro repetigdes, utilizando a linhagem LCH2077-2-5-44 de Catuai

Vermelho como testemunha.
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As avaliagdes iniciaram-se aos 18 dias ap6s a inoculacdao e,
posteriormente, a cada oito dias, num total de seis avaliagdes. Foi empregada uma
escala de notas adaptada por TAMAYO (1988) das escalas de D’OLIVEIRA
(1954, 1957), ESKES (1983) e ABREU (1988), descrita no Quadro 3.

Quadro 3 - Descricao da escala de avaliagao dos tipos de reagdes induzidas por
Hemileia vastatrix Berk. e Br.

Grau* Descrigao das reacoes

1 Auséncia de sintomas

2 Manchas clordticas pequenas (at¢é 1 mm de didmetro). Reagdo de hipersensibilidade. Auséncia de
esporulacdo nas urédias.

3 Manchas clordticas medianas (1-3 mm de didmetro). Auséncia esporul¢do nas urédias.

4 Manchas clordticas medianas (1-3 mm de didmetro). Poucos urediniosporos; menos de 25% de
urédias esporuladas.

5 Manchas cloréticas grandes (maior que 3 mm de didmetro). Presenca nitida de urediniosporos; 25-
50% de urédias esporuladas.

6 Manchas cloréticas grandes (maior que 3 mm de didametro). Uredinioporos abundantes; mais de 50%
de urédias esporuladas.

Fonte: TAMAYO (1988).
* @Graus 1, 2 e 3 =reac¢ao de resisténcia; e 4, 5 e 6 = reacao de suscetibilidade.

3.3. Estudo da variabilidade genética de clones de Coffea canephora var.

Conillon por meio de marcadores RAPD

No ensaio ‘Avaliacdo da resisténcia de clones de C. canephora var.
Conillon a H. vastatrix’, observou-se que alguns clones apresentavam reacao de
resisténcia e suscetibilidade diferenciado entre as repeticoes de cada tratamento,

quando inoculados com as ragas fisiologicas I, II, III e XIII, confirmada apds
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duas repetigdes do ensaio. Portanto, o presente ensaio foi proposto com o
objetivo de verificar a variabilidade genética inter e intraclones da var. Conillon,
por meio de marcadores RAPD.

Avaliaram-se as quatro repeticoes de 12 clones (02, 139, 03, 07, 11, 14,
100, 104-A, 104-B, 110-A, 153 e 201) que apresentaram variabilidade de reagdo
a H. vastatrix, sendo avaliados oito individuos dos clones 03 ¢ 07, em funcao da
variabilidade observada, quando inoculados com as ragas Il e III e III e XIII,
respectivamente. Selecionaram-se, ainda, cinco clones (36, 45, 46, 109-A e 110-
B) que apresentaram reacao uniforme quando inoculados com as quatro racas do

patogeno. No total, foram avaliados 76 individuos.

3.3.1. Extracao do DNA dos clones de C. canephora var. Conillon

Para a extragdo do DNA foram empregadas folhas jovens, nao
completamente  expandidas, coletadas no momento das extracdes.
Aproximadamente, 200 mg de cada amostra foram maceradas em almofariz de
porcelana, contendo N, liquido e transferidos para tubos de prolipropileno, com
600 uL do tampao de extracao (2% de CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA,
100 mM Tris-HCI pH 8,0, 1% polyvinylpyrrolidone e 0,2% pS-mercaptoetanol,
sendo este ultimo adicionado imediatamente antes do uso), previamente aquecido
a 65°C.

Os tubos foram incubados em banho-maria a 65°C, durante 60 min,
sendo levemente agitados a cada 10 min. Ao sobrenadante obtido foi adicionado
volume igual de CIA (cloroférmio: isoamilico, na proporcao de 24:1), invertendo
os tubos diversas vezes. A fase organica foi separada por centrifugacao a 12.000
rpm, por 10 min. O sobrenadante foi recolhido e extraido mais uma vez com
cloroférmio/isoamil, sendo os 4cidos nucléicos precipitados com igual volume de
isopropanol mantido a -20°C, durante 14 h. O precipitado foi sedimentado por
centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com etanol 70% durante 3 min. O etanol foi descartado e o

precipitado novamente lavado com etanol 95%, por igual periodo de tempo. Apos
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descartar o etanol, o precipitado foi ressuspendido com em 500 ul de Tris-EDTA
pH 8,0. Os tubos foram, em seguida, incubados em banho-maria a 65°C durante
5 min. Em seguida, foram adicionados 3 uL. de RNAse em cada tubo, e estes
incubados em banho-maria durante 1 hora a 37°C, depois a 65°C por 5 min. Apds
este periodo, foram adicionados 50 yL. de acetato de sodio (NaOAc 3 M pH 7,0)
e 500 L de isopropanol a -20°C. Os tubos foram mantidos por 14 h a 4°C. Apos
este periodo, foram centrifugados a 12.000 rpm por 10 min. e descartado o
sobrenadante. Em seguida, efetuou-se o tratamento do DNA com 1,0 mL etanol
70% por trés minutos, repetindo-se a etapa com etanol 95% pelo mesmo periodo.
Apo0s descartar o sobrenadante, adicionaram-se 300 uL de Tris-EDTA pH 8,0 aos
tubos, os quais foram incubados em banho-maria 65°C por 5 minutos. ApOs

ressuspensdo do DNA, os tubos foram mantidos a 4°C.

3.3.2. Processo de obtencao de marcadores RAPD

As reagdes de amplificagdo foram conduzidas, com algumas
modificacdes de acordo com o protocolo de Williams et al. (1990). Elas foram
realizadas em tubos de polietileno num volume final de 25 ul, cada uma
contendo Tris-HCl1 10 mM/L(pH 8,0), KClI 50mM/L, MgCl, 2 mM/L,
desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) 0,1 mM/L de cada,
oligonucleotideos iniciadores (“primers”) 0,2 uM/L, taq polimerase 1 unidade e
DNA 25 ng. O processo de amplificagao foi realizado em termociclador “Perkin
Elmer modelo 9.600”, utilizando-se um programa de 40 ciclos de 94°C por
15 segundos, 35°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, seguido por 7 minutos a
72°C e finalizando com 4°C até a retirada das amostras do equipamento.

Foram utilizados 14 “primers” de 10 nucleotideos, adquiridos na

“Operon Technologies” (California, EUA) (Quadro 4).

28



Quadro 4 - Seqiiéncia de nucleotideos de 14 ‘primers’ que geraram padrdes de
polimorfismo entre os 76 individuos de C. canephora analisados

Codigo do ‘primer’ Seqiiéncia de nucleotideos
OPA-01 5' CAGGCCCTTC
OPA-07 5' GAAACGGGTG
OPA-09 5' GGGTAACGCC
OPA-10 5' GTGATCGCAG
OPA-18 5' AGGTGACCGT
OPB-05 5' TGCGCCCTTC
OPB-12 5' CCTTGAGGCA
OPE-20 5' AACGGTGACC
OPH-04 5' GGAAGTCGCC
OPJ-01 5'CCCGGCATAA
OPJ-04 5' CCGAACACGG
OPJ-05 5' CTCCATGGGG
OPJ-06 5'TCGTTCCGCA
OPK-02 5'GTCTCCGCAA

Ap0s a amplificac¢do, a cada amostra foram adicionados 3 yL. de corante
(azul de bromofenol 0,25% e sacarose 40%) e os fragmentos de DNA obtidos,
separados por eletroforese em gel de agarose 1,4% em tampao TBE (Tris base
54 g, Acido Boérico 27,5 g ¢ EDTA 0,5 M pH 8,0 20 ml), a 100 volts, durante
3 horas, e entdo corados numa solugdo de Brometo de Etideo a 5 ug/ml. Os
padrdes de bandas foram visualizados, fotografados e armazenados no sistema de
fotodocumentacdo Eagle Eye II, da Stratagene. Os RAPDs foram registrados

como presenca ou auséncia de bandas.
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O experimento foi executado com duas repeti¢des, sendo computadas
somente bandas polimorficas, cujos resultados foram consistentes nas duas

repetigoes.

3.3.3. Analise estatistica dos dados

3.3.3.1. Avaliacio da resisténcia dos clones de C. canephora var. Conillon

O comportamento final dos clones, em relagdo as ragas I, II, IIT e XIII de
H. vastatrix, teve como base a ultima data de avaliagdo, 60 apds a inoculacao,
utilizando-se a estimativa do intervalo de confianga (IC) do grau médio de
doenca de cada clone, a 5% (= 5%) de significancia (GOMES, 1985).

Foram considerados resistentes, os clones que apresentaram média do

grau de doenca menor que 4 e como suscetiveis, média maior ou igual a 4.

3.3.3.2. Avaliacao da variabilidade genética de clones de C. canephora var.

Conillon

Foram avaliadas a presenca ou a auséncia de bandas no gel, simbolizados
pelas notas 1 (um) e O (zero), respectivamente, computando-se bandas
polimérficas, diretamente sobre as fotografias, obtidas apos eletroforese em gel
de agarose. Os dados foram transferidos para uma planilha eletronica para céalculo
e obtencdo de uma matriz das distancias genéticas. Por meio de programa
estatistico GENES, foi realizada a analise de agrupamento dos individuos de cada
clone, adotando-se como medida de dissimilaridade o complemento aritmético de
Jaccard e, como técnica de agrupamento, o método de Tocher. Para a construgdo
de dendrograma das distdncias genéticas, foi empregado o programa
STATISTICA.

O complemento aritmético de Jaccard ¢ dado por

J=ala+b=c
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em que
a=1 - 1: nimero de coincidéncia do tipo “1” e “1”;
b =1 -0 : namero de discordancia do tipo “ 1” ¢ “O”; e

¢ =0 - 1: nimero de discordancia do tipo “0” e “1”.

sendo que 1 (um) significa a presenca da banda; e 0 (zero) a auséncia da banda.

O complemento aritmético expresso por DJ ¢ dado por DJ =1 - J.

O método de Tocher adota o critério de que a média das medidas de
dissimilaridade dentro de cada grupo deve ser menor que as distancias médias
entre quaisquer grupos. Este método requer a obtencdo da matriz de
dissimilaridade, sobre a qual ¢ identificado o par de individuos mais similar, que
formardo o grupo inicial. A partir dai ¢ avaliada a possibilidade de inclusdo de
novos individuos, adotando-se o critério anteriormente citado.

A entrada de um individuo em um grupo sempre aumenta o valor médio
da distancia dentro desse grupo, por meio da comparagdo entre o acréscimo no
valor médio da distancia dentro do grupo e um nivel méximo permitido, que pode
ser estabelecido arbitrariamente, ou adotar, como tem sido geralmente feito, o
valor maximo da medida de dissimilaridade encontrado no conjunto das menores

distancias envolvendo cada individuo (CRUZ e REGAZZI, 1994).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificacido de racas fisiologicas de Hemileia vastatrix Berk. & Br. em

alguns municipios dos estados do Espirito Santo e Minas Gerais

Das 232 amostras de urediniosporos de H. vastatrix obtidas em lavouras
de C. canephora e C. arabica, foram estabelecidas 139 culturas em Catuai
Vermelho (LCH2077-2-5-44). O insucesso no estabelecimento de 93 culturas foi
causado pela oxidagcdo das folhas em algumas amostras, durante o percurso do
local de coleta até ao laboratorio e em outras a quantidade de indculo nao foi
suficiente para a infeccdo e colonizagdo dos tecidos do hospedeiro multiplicador
(Quadro 5).

A raga II foi constatada em 137 culturas, sendo 107 procedentes de
amostras coletadas no estado do Espirito Santo, em C. canephora e C. arabica, e
30 em Minas Gerais, em C. arabica. Os resultados foram confirmados apos duas
inoculagdes na série de clones diferenciadores usada no CIFC. Das amostras
coletadas em Minas Gerais, em 1995, nos municipios de Vicosa e Coimbra foi
identificada a raga III portadora dos alelos v;vs que confere reagdo de
suscetibilidade nos clones CIFC 128/2 - Dilla e Alghe (Syl) e CIFC 87/1-Geisha
(Sy1,5), além dos cafeeiros do grupo B, E, F e N, conforme apresentado no

Quadro 6.

32



Quadro 5 - Culturas de Hemileia vastatrix Berk. & Br. estabelecidas nos
estados do Espirito Santo ¢ Minas Gerais a partir de amostras de
urediniosporos, coletadas em lavouras cafeeiras, no periodo de 1995

a 1997
Numero de culturas
Municipios/estados Espécies Total
1995 1996 1997
Aguia Branca (ES) C. canephora 3 - 3 6
Alegre (ES) C. canephora 2 4 - 6
Baixo Guandu (ES) C. canephora - - 1 1
Barra de Sao Francisco (ES) C. canephora 3 - 3 6
Colatina (ES) C. canephora 3 - 3 6
Itaguacu (ES) C. canephora 3 - 3 6
Itarana (ES) C. canephora 3 - 3 6
Jaguaré (ES) C. canephora 2 - 6 8
Jodo Neiva (ES) C. canephora 2 - 8 10
Linhares (ES) C. canephora 4 - 11 15
Marilandia (ES) C. canephora 2 - - 2
Rio Bananal (ES) C. canephora 5 - - 5
Santa Teresa (ES) C. canephora - - 3 3
Sdo Domingos do Norte (ES) C. canephora 2 - 3 5
Sao Gabriel da Palha (ES) C. canephora 2 - 3 5
Sdo Mateus (ES) C. canephora - - 6 6
Valério (ES) C. canephora 1 - - 1
Venda Nova do Imigrante (ES)  C. arabica - 10 - 10
Coimbra (MG) C. arabica 1 - - 1
Paula Candido (MG) C. arabica 1 - 1 2
Porto Firme (MQG) C. arabica 2 - - 2
Sdo Miguel do Anta (MG) C. arabica - - 1 1
Vicosa (MG) C. arabica 4 - 22 26
Total 139
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Quadro 6 - Ragas fisiologicas de Hemileia vastatrix identificadas nos
municipios do estado do Espirito Santo e Minas Gerais, em

1995/1996/1997

Municipio/estado Ano de coleta  Espécies  N°®de cul‘[uras1 Ragas identificada Ocorréncia (%)
Aguia Branca (ES) 1995 C. canephora 03 Raga Il 100
Alegre (ES) 1995 C. canephora 02 Raga Il 100
Barra de Sao Francisco (ES) 1995 C. canephora 03 Raga II 100
Colatina (ES) 1995 C. canephora 03 Raga Il 100
Itaguacu (ES) 1995 C. canephora 03 Raga Il 100
Itarana (ES) 1995 C. canephora 03 Raga Il 100
Jaguaré (ES) 1995 C. canephora 02 Raga Il 100
Jodo Neiva (ES) 1995 C. canephora 02 Raga Il 100
Linhares (ES) 1995 C. canephora 04 Raga Il 100
Marilandia (ES) 1995 C. canephora 02 Raga II 100
Rio Bananal (ES) 1995 C. canephora 05 Raga Il 100
Sdo Domingos do Norte (ES) 1995 C. canephora 02 Raga II 100
Sdo Gabriel da Palha (ES) 1995 C. canephora 02 Raga II 100
Valério (ES) 1995 C. canephora 01 Raga Il 100
Coimbra (MG) 1995 C. arabica 01 Raga III 100
Paula Candido (MG) 1995 C. arabica 01 Raga II 100
Porto Firme (MG) 1995 C. arabica 02 Raga Il 100
Vigosa (MG) 1995 C. arabica 04 Raga II 75

1995 Raga III 25
Venda N. do Imigrante (ES) 1996 C. arabica 10 Raga Il 100
Alegre (ES) 1996 C. canephora 04 Raga Il 100
Aguia Branca (ES) 1997 C. canephora 03 Raga Il 100
Baixo Guandu (ES) 1997 C. canephora 01 Raga Il 100
Barra de Sao Francisco (ES) 1997 C. canephora 03 Raga II 100
Colatina (ES) 1997 C. canephora 03 Raga Il 100
Itaguacu (ES) 1997 C. canephora 03 Raga Il 100
Itarana (ES) 1997 C. canephora 03 Raga Il 100
Jodo Neiva (ES) 1997 C. canephora 08 Raga Il 100
Jaguaré (ES) 1997 C. canephora 06 Raga Il 100
Linhares (ES) 1997 C. canephora 11 Raga Il 100
Santa Teresa (ES) 1997 C. canephora 03 Raga Il 100
Sdo Domingos do Norte (ES) 1997 C. canephora 03 Raga II 100
Sdo Gabriel da Palha (ES) 1997 C. canephora 03 Raga II 100
Sao Mateus (ES) 1997 C. canephora 06 Raga Il 100
Paula Candido (MG) 1997 C. arabica 01 Raga II 100
Sdo Miguel do Anta (MG) 1997 C. arabica 01 Raga Il 100
Vigosa (MG) 1997 C. arabica 22 Raga Il 100

1. 1995 =45; 1996 = 14; € 1997 = &0.
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A raca II apresenta uma importancia relevante no melhoramento genético
do cafeeiro, visando resisténcia a H. vastatrix, pois sua prevaléncia indica a pre-
senga do gene Sy5 no hospedeiro, o que o torna suscetivel a todas as ragas que
possuem o alelo recessivo de aviruléncia vs. No Brasil, na ocasido da constatacao
da ferrugem, na Bahia foi confirmada a presenca da raga II em todas as culturas
analisadas. De acordo com SCHIEBER e ZENTMYER (1984), essa raca foi
responsavel pelo estabelecimento do patdgeno nos cafezais dos outros estados do
pais e de outros paises da América do Sul.

A prevaléncia da raga II, nas culturas coletadas em C. arabica, esta de
acordo com as informagdes de RODRIGUES JR. et al. (1975), os quais afirmam
que a predominancia desta raca deve-se a homogeneidade genética das cultivares
de café ardbica. Por outro lado, a presenca da raga III, nos cafeeiros da espécie
C. arabica, indica a presenca do gene Syl associado ao Sy5.

A ocorréncia da raga II em 100% das amostras coletadas nos cafeeiros da
variedade Conillon, indica, também, a prevaléncia do gene Sy5 nas plantas
amostradas. No entanto, segundo RODRIGUES JR. et al. (1975), ocorre em C.
canephora plantas do grupo fisiologico A e F, resistentes e suscetiveis ao
patdgeno, respectivamente, e plantas com resisténcia parcial a algumas ragas,
pertencentes aos grupos fisioldgicos Q, P, K e B. Em lavouras de C. canephora,
formadas por mudas oriundas de sementes, essa segregacdo ocorre com alta
freqliéncia, devido a alogamia e auto-incompatibilidade apresentados por essa
espécie.

Existem poucos relatos de ocorréncia de ragas fisiologicas de H. vastatrix
em C. canephora. Em 1972 foi identificada a raga XV em amostras coletadas em
cafeeiros da variedade Conillon, no estado do Espirito Santo (CHAVES e
PEREIRA, 1980). ESKES (1983) constatou a ocorréncia de trés racas de H.
vastatrix (Is. 2, Is, 10 e Is. 11) que superaram a resisténcia de genes
desconhecidos da variedade Conillon, da cole¢do de germoplasma do Instituto
Agrondémico de Campinas (IAC).

HOLGUIN et al. (1993) estudaram o comportamento de varios isolados

de H. vastatrix, procedentes da Africa e Indonésia, coletados em algumas
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variedades de C. canephora. Os autores observaram que os isolados mostraram
reacdo diferenciada quando inoculados em C. canephora, Catimor, Catuai
Amarelo, Matari e em alguns descendentes do Hibrido de Timor. Observou-se
que isolados coletados em C. canephora, na Africa, foram menos agressivos e
apresentaram maior variabilidade do que os isolados obtidos em Catimor, na
Indonésia, quando foram inoculados em Caturra Amarelo e Matari.

MONTAGNON et al. (1994), na Costa do Marfim, verificaram que em
clones do grupo Guienenses de C. canephora, com baixa incidéncia de ferrugem
em 1989, sofreram um ataque severo da doenga em 1991, indicando a presencga
de uma nova raca do patogeno.

Os resultados desse trabalho indicam a necessidade de realizacdo de
amostragem sistematica e freqliente de culturas de H. vastatrix nas regides
produtoras de café Conillon, com o objetivo de identificar novas ragas e verificar
a prevaléncia destas no tempo. CHAVES e PEREIRA (1980), RODRIGUES JR.
et al. (1975) e BETTENCOURT (1981) afirmam que a freqiiéncia e distribuicao
de racas fisioldgicas desse patdgeno estdo estritamente correlacionadas com a
diversidade de gendtipos no campo, pois nestas condi¢cdes hd maior pressdo de

selecdo e, assim havera uma maior probabilidade de ocorréncia de novas racas.

4.2. Avaliacio da resisténcia de clones de Coffea canephora var. Conilon a H.

vastatrix, por meio de inoculacdes artificiais

O grau médio de doenga e o intervalo de confianca, para cada um dos
clones da variedade Conillon, aos 60 dias ap6s a inoculagdo, em relacao as quatro
racas de H. vastatrix, na terceira repeti¢ao do ensaio, estdo representados grafica-
mente nas Figuras 1, 2, 3 e 4. O intervalo de confianga mostra a variabilidade de
reacdo de cada clone em relacdo as quatro ragas do patdogeno inoculadas. Foram
considerados os resultados da terceira repeticgdo do ensaio, por serem mais
consistentes, uma vez que foi observada variagdo quanto aos tipos de reacdes

entre as repeticoes de cada tratamento.
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Figura 1 - Representacdo grafica do comportamento dos clones em relagdo a
raca I, expresso pelo intervalo de confianga do grau médio de
doenca (t< 0,05), aos 60 dias apos a inoculagao.
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Neste experimento considerou-se como resistentes os clones que apresen-
taram grau médio de doenga inferior a 4, e, como suscetiveis, os clones que
apresentaram grau médio de doenga maior ou igual a 4.

Os clones de C. canephora var. Conilon apresentaram graus médios de
doenca diferenciados para as quatro racas de H. vastatrix estudadas. Dos 33
clones analisados, 66,7; 30,3; 18,2; e 48,5% apresentaram grau médio inferior a
4, quando inoculados com as racas I, II, Il e XIII, respectivamente, sendo,
portanto, considerados resistentes as respectivas ragas do patdgeno.

Considerando o grau médio de doenca, 66,7% dos clones inoculados com
a raga | (Figura 1) comportaram-se como resistentes, entretanto observou-se uma
varia¢ao de grau médio de doenca entre os clones e de valores de nota atribuida a
cada repeticdo. Dentre as quatro repeti¢des do clone 02, uma planta apresentou
reacdo de resisténcia (nota 3) e trés plantas, reagdo de suscetibilidade (nota 4).
Comportamento contrario foi observado no clone 139, que apresentou trés plantas
com reagao de resisténcia (duas notas 3 e uma nota 1) e uma planta com reagao
de suscetibilidade (nota 5).

Com relacdo a raca II (Figura 2), 30,3% dos clones comportaram-se
como resistentes. O grau médio para resisténcia variou de 2,5 a 3,75, enquanto
para suscetibilidade, variou de 4 a 6. Entretanto, 18,2% dos clones apresentaram
reagoes de resisténcia e suscetibilidade entre as repeti¢cdes. Os clones 03, 99 e 201
apresentaram trés repeticoes com reacdo de resisténcia e uma repeticdo com
reacdo de suscetibilidade. Por outro lado, os clones 14, 104-A e 153 apresentaram
trés repeticdes com reacdo de suscetibilidade e uma repetigdo com reacdo de
resisténcia.

Quando os clones foram inoculados com a raga III, encontrou-se um
menor nimero de plantas resistentes (18,2%). Observou-se maior homogeneidade
de reagdes para resisténcia e suscetibilidade. Dos 33 clones avaliados, 12%
apresentou variacdo para resisténcia e suscetibilidade entre as repeti¢des. Nos
clones 07 e 11 observou-se que uma planta apresentou reacdo de resisténcia

(notas 3 e 4), reagdo de suscetibilidade (notas 5 e 6). No clone 03, trés plantas
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foram suscetiveis (notas 5 e 6) e uma planta resistente (nota 3). No clone 104-B,
observaram-se duas plantas resistentes (notas 3) e duas suscetiveis (notas 6).

Com relagdo a raga XIII, 48,5% dos clones apresentaram reacdo de
resisténcia. Observou-se instabilidade de reagdes, em 6% dos clones inoculados.
No clone 07, trés plantas mostraram-se resistentes (notas 1 e 2) e uma planta
suscetivel (nota 4). Ao contrario, no clone 110-A, encontraram-se trés plantas
suscetiveis (notas 4 e 6) e uma planta resistente (nota 3).

Considerando a média dos graus de reagdes de resisténcia (média inferior a
4) e de suscetibilidade (média maior ou igual a 4), de acordo coma escala de notas, os
clones 100, 132, 143, 149, 154 e 201 foram resistentes, enquanto que os clones 31,
45, 106, 110-A, 110-B, 112, 116 e 120, suscetiveis a todas as quatro ragas inoculadas.

Analisando o comportamento dos clones que compdem as variedades
clonais, observa-se no Quadro 7 que na variedade EMCAPA 8111, composta por
nove clones de ciclo de maturagdo precoce, apenas o clone 110-B apresentou
reacdo de suscetibilidade a raca I. Por outro lado, cinco clones foram suscetiveis a
raga II, oito clones foram suscetiveis a raca III e dois, suscetiveis a raca XIII.

Dos 13 clones de ciclo de maturacdo intermedidria que compdem a
variedade EMCAPA 8121 (Quadro 8), quatro foram suscetiveis a raga I, dez as
ragas II e III e oito, a raga XIII.

O comportamento da variedade EMCAPA 8131, com relagdo as ragas
fisiologicas de H. vastatrix, pode ser observado no Quadro 9. Dos 11 clones que
compOem esta variedade, seis, oito, nove e sete clones foram suscetiveis as racas
I, II, IIT e XIII, respectivamente. O clone 153 apresentou um desvio-padrao de
2,06, quando inoculado com a racga II, mostrando variagdes entre as repetigdes.

Os resultados indicaram que as variedades clonais sdo compostas por
clones resistentes e suscetiveis as ragas de H. vastatrix estudadas. A variabilida-
de de reacdes observadas entre as repeti¢des de alguns clones, quando inoculados
com as referidas ragas fisiologicas de H. vastarix, mostrada pela diferenciagdo
nas respostas a infec¢ao e pelo desvio-padrdao das notas da escala de avaliagdo,
foi confirmada apds trés repeticoes desse ensaio, sugerindo a necessidade de

investigacdo da pureza genética dos clones por meio de marcadores moleculares.
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Quadro 7 - Comportamento de clones pertencentes a variedade EMCAPA
8111, avaliados pela média do grau de doenca e desvio-padrao, 60
dias apds a inoculagdo, com as ragas fisiologicas I, II, III e XIII de
H. vastatrix

Racgas
Clones
I II I11 XIII

02 3,75 £ 0,50* 6,00 £ 0,00%* 6,00 £ 0,00%* 4,50 £0,58*

03 2,00 £0,00 3,25+0,50 5,00+ 1,41%* 1,75 £ 0,50

26 1,75+ 0,96 3,00 £ 0,00 5,00 + 0,00%* 1,00 £ 0,00

29 2,50 £0,58 5,75 £ 0,50* 5,00+ 1,15% 2,00 £ 0,82

36 2,00 £ 0,00 6,00 £+ 0,00%* 6,00 £ 0,00%* 1,00 £ 0,00
104-A 2,75+ 0,50 4,50 £1,29* 5,50 £ 1,00%* 2,50 £0,58
104-B 2,75 +£0,50 2,50+ 1,00 4,50 £1,73* 1,75 +£0,96
110-B 4,75 £0,50* 6,00 £ 0,00%* 5,75 £ 0,50* 4,00 £0,00*
154 2,50 +0,58 3,00 £ 0,00 3,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00

:‘ Clones suscetiveis as racgas fisioldgicas de H. vastatrix, inoculadas.
Desvio-padrao dos valores atribuidos as reagdes, nos diferentes intervalos de
avaliacao.

Alguns clones apresentaram graus intermedidrios de doenca, avaliados
pela nota 4 da escala de avaliacdo, que corresponde a menos de 25% de urédias
esporuladas. Este tipo intermediério de reacao foi verificada por ESKES (1983)
nessa variedade, sugerindo que se trata de resisténcia incompleta, manifestada
por uma menor esporulacao do patogeno.

De acordo com os conceitos de van der PLANK (1984), a resisténcia do
hospedeiro a patdogenos pode ser do tipo vertical e horizontal. Em cafeeiros,
inicialmente, foi observado resisténcia do tipo vertical, com a constatacao dos
genes Syl a Sy9. A resisténcia chamada vertical ¢ qualitativa, pouco duradoura,
especifica e envolve mecanismos cuja heranga ¢ governada por genes simples,
dominantes e faceis de manipular. Posteriormente, com a avaliagdo de progénies
descendentes de hibridizagcdes de C. arabica com cafeeiros de genotipos mais

complexos e descendentes do Hibrido de Timor, varios autores observaram a
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Quadro 8 - Comportamento de clones pertencentes a variedade EMCAPA
8121, avaliados pela média do grau de doenga e desvio-padrao,
60 dias ap6s a inoculagdo, com as racas fisiologicas I, 11, III e XIII
de H. vastatrix

Racgas
Clones
I IT 11T XIII

07 5,00 £ 0,82*" 5,50 £ 1,00* 4,50 £ 1,00* 2,25+ 1,26

11 2,75+0,50 5,75 £ 0,50* 4,50 £ 1,00* 4,00 £ 0,00*

14 2,00 £ 0,00 4,25+ 1,26* 5,75 £ 0,50* 4,50 £ 1,00*

16 2,75+0,50 5,00 £ 1,15% 6,00 £ 0,00%* 4,00 £ 0,00*

19 1,50 £ 0,58 5,75 £ 0,50* 6,00 £ 0,00%* 4,75 £ 0,96*
109-A 1,00 £ 0,00 6,00 £ 0,00%* 6,00 £ 0,00* 5,25 £ 0,50*
110-A 4,00 £ 0,00* 6,00 £ 0,00%* 6,00 £ 0,00%* 4,25+ 1,26*
112 5,00 £ 0,00%* 6,00 £ 0,00%* 6,00 £ 0,00%* 5,50+ 0,58%*
120 4,50 £0,58* 6,00 £ 0,00%* 6,00 £ 0,00%* 4,75 £ 0,96*
128 1,00 £ 0,00 4,25+ 0,50* 5,00 £ 0,00%* 2,00 £ 0,82
132 1,25 £0,50 3,00 £ 0,00 1,50 £ 0,58 1,50 £0,58
149 2,50 £ 0,58 3,00 £ 0,00 3,00 £ 0,00 1,50 £ 0,58
201 2,25+0,50 3,25+£0,50 1,75 £0,96 1,00 £ 0,00

:‘ Clones suscetiveis as racgas fisioldgicas de H. vastatrix, inoculadas.
Desvio-padrao dos valores atribuidos as reagdes, nos diferentes intervalos de

avaliacao.
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Quadro 9 - Comportamento de clones pertencentes a variedade EMCAPA
8131, avaliados pela média do grau de doenga e desvio-padrao,
60 dias ap6s a inoculagdo, com as racas fisiologicas I, 11, III e XIII
de H. vastatrix

Racgas
Clones
I 1T 11T XIII

31 4,50+ 0,58*° 6,00 = 0,00* 5,50 £0,58* 500+ 1,15%

45 4,25+ 0,50* 4,00 £ 0,00* 6,00 = 0,00* 4,75 £ 0,50*

46 4,50 + 0,58* 6,00 = 0,00* 6,00 = 0,00* 1,75+ 0,50

49 2,00+ 0,82 5,00 £ 1,50%* 6,00 = 0,00* 500£1,15%

99 2,50+ 0,58 5,50 £ 1,00%* 6,00 = 0,00* 4,00 + 0,00*
100 1,50 £ 0,58 3,00 £ 0,82 2,00+ 1,15 1,00 £ 0,00
106 5,00 £0,82* 6,00 = 0,00* 6,00 = 0,00* 4,50 + 0,58*
116 4,50 £ 0,58* 6,00 = 0,00* 6,00 = 0,00* 4,25+ 0,50*
139 3,00+ 1,63 5,25 +£0,50* 6,00 = 0,00* 2,75+ 0,50
143 2,00+ 0,82 3,00 £ 0,00 2,25+0,50 3,00 £ 0,00
153 4,00 + 0,00* 3,75+ 2,06 5,00 £ 0,00%* 4,00 + 0,00*

:‘ Clones suscetiveis as racgas fisioldgicas de H. vastatrix, inoculadas.
Desvio-padrao dos valores atribuidos as reagdes, nos diferentes intervalos de
avaliacao.

presenca de resisténcia do tipo horizontal. Esta se caracteriza por ser quantitativa,
mais duradoura, nao-especifica e governada por poligenes, por apresentar o
mesmo nivel de protecdo a todas as racas do patdgeno.

Segundo van der PLANK (1984), a resisténcia horizontal atua na redugao
da taxa de infec¢do, retardando a penetracdo, reduzindo o tamanho das pustulas e
aumentando o periodo latente. E controlada, geralmente, por sistemas poligénicos
aparentemente de efeitos aditivos que exercem diferentes fun¢des na planta e que
ndo apresentam interacdo com o patdgeno, advindo dai, seu carater de resisténcia
permanente, porém, em geral, incompleta.

No cafeeiro, conforme discutido por CHAVES (1976), alguns hibridos

como o Hibrido de Timor e o Icati podem apresentar ao lado da resisténcia
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vertical complexa, altos niveis de resisténcia horizontal. Este fato foi preconizado
por varios autores (ROBINSON, 1976; PARLEVLIET, 1979; FRY, 1982), os
quais afirmam que nem sempre resisténcias duradouras sdo governadas por
poligenes.

Segundo CHAVES (1976), os primeiros indicios da existéncia de
resisténcia horizontal, associada a resisténcia vertical, foram apresentados por
BETTENCOURT (1983). Progénies com os fatores Syl e Sy4, provenientes da
Etidpia, e Sy3, originario da India (C. liberica), apresentaram plantas que,
embora atacadas pela raga correspondente de Hemileia vastatrix, ndo foram,
aparentemente, muito atingidas pela doenca.

A variagdo entre plantas dos tipos de reagdes raca-especifica foi
observada por ESKES (1983), na variedade Conillon, no entanto resisténcia do
tipo horizontal foi verificada por CADENA-GOMEZ e BURITICA-CESPEDES
(1980), baseando-se na suscetibilidade da maioria dos genétipos analisados, a
raga Il de H. vastatrix.

A suscetibilidade dos clones da variedade Conillon, as racas de H.
vastatrix, sugere a necessidade de selecdo assistida por inoculagdes de ragas
desse patdogeno, predominantes na regido para qual os materiais estdo sendo
selecionados. Neste trabalho, verificaram-se a predominancia da raga II no estado
do Espirito Santo e a suscetibilidade de 70% dos clones selecionados para essa
regido a essa raca.

Outro aspecto a ser considerado sdao as condigdes climaticas da regido,
pois o desenvolvimento da ferrugem do cafeeiro ¢ afetado por varios fatores
como a temperatura, o molhamento foliar e a altitude. ALFONSI et al. (1977)
observaram que na presenga de altas temperaturas, em torno de 34,6°C, mesmo
em Otimas condi¢des de umidade, os niveis de infeccao estabilizaram em torno de
0,2 pustulas/folha. Nos meses, cuja temperatura média oscilou em torno de 19,8-
22,2°C, o nivel de infec¢do atingiu 2,3 pustulas/folha, mesmo sob forte seca.
MONACO et al. (1973) estudaram o efeito das altas temperaturas, em condi¢des
controladas, sobre o desenvolvimento e a esporulacdo de H. vastatrix. As

plantulas inoculadas foram submetidas a tratamentos térmicos de 40°C por quatro
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horas, durante quatro dias sucessivos. Os sintomas ndo evoluiram além do estadio
de flecks, enquanto nas testemunhas a evolucdo da doenca ocorreu normalmente.
De acordo com MATIELLO (1998), na regiao norte do estado do Espirito Santo,
as condicoes de temperatura e umidade sdo, na maior parte do ano, desfavoraveis
a ferrugem. As temperaturas sdo muito altas de novembro a marc¢o, com média de
25,5°C, quando existe umidade. As temperaturas elevadas paralisam o
desenvolvimento de lesdes e inibem a esporulagdo, enquanto chuvas muito fortes
e descontinuas lavam os esporos das folhas. No periodo de marco a setembro,
quando as temperaturas sdo mais amenas e favordveis, com média de 22°C, a
precipitagdo pluviométrica ¢ reduzida, ndo favorecendo a ocorréncia da doenga.
Porém, se houver chuvas neste periodo, a doenga pode evoluir. Este aspecto deve
ser cuidadosamente analisado, uma vez que regides como o sul da Bahia,
Ronddnia e Amazonas apresentam areas aptas ao desenvolvimento do cafeeiro
Conillon, como também a ocorréncia de epidemia de ferrugem. Portanto, a

recomendagdo de clones para estas regioes deve ser analisada cuidadosamente.

4.3. Diversidade genética de clones de Coffea canephora var. Conilon,

analisada por meio de marcadores RAPD

A andlise de diversidade genética entre clones de Conillon foi realizada
por meio de marcadores RAPD, os quais sdo capazes de detectar diferencas em
nivel de DNA, utilizando-se como iniciadores oligonucleotideos com 10 pares de
bases.

A reagdao de PCR gerou produtos de amplificagio RAPD constantes ou
monomorficos e variaveis ou polimoérficos, os quais sdo muito Uteis em estudos
de taxonomia e sistematica. Porém, no presente trabalho, foram considerados
somente os produtos variaveis ou polimorfios. Dos 20 “primers” utilizados, 14
geraram 29 bandas polimorficas consistentes, ou seja, geradas em ambas
repeticdes das reacdes de amplificacio. Em média, cada “primer” gerou dois
“loci” polimérficos. Exemplo do nivel de polimorfismo detectado ¢ apresentado

na Figura 5, gerado pelo “primers” OPJ-12.
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As plantas geneticamente proximas foram agrupadas, utilizando-se o
método de agrupamento de Tocher, CRUZ ¢ REGAZZI (1994), baseando-se na
distancia de dissimilaridade de Jaccard. Cada grupo ¢ estabelecido nesta técnica,
adotando-se o critério em que a distancia média intragrupo € inferior a qualquer
distancia intergrupo, de tal forma que existe homogeneidade dentro e
heterogeneidade entre grupos.

Pelo método de agrupamento de Tocher, foi possivel agrupar as 76
plantas da var. Conillon, pertencentes a 17 clones, em 16 grupos (Quadro 10),
sendo que cada clone formou um grupo, porém a planta 21, correspondente a
repeticdo I do clone 104-A, formou isoladamente, o grupo 16.

Os clones 104-A e 104-B formaram o grupo 6, assim como os clones
110-A e 110-B, o grupo 11. No entanto, com relagdo aos clones 104-A e 104-B,
que pertencem a variedade EMCAPA 8111, de ciclo de maturacdo precoce,
quando inoculados com as ragas fisiologicas de H. vastatrix, apresentaram reagao
diferenciada. Quando inoculados com as ragas I e XIII, mostraram-se como
resistentes, e com a raga III, suscetiveis. Porém, quando inoculados com a raca II,
o clone 104-A mostrou-se suscetivel e o 104-B, resistente. Com relacdo aos
clones 110-A e 110-B, ambos foram igualmente suscetiveis as quatro racas do
patdgeno, porém, o clone 110-A pertence a variedade precoce EMCAPA 8111 e
o clone 110-B a variedade de ciclo de maturacao intermediaria, EMCAPA 8121.

Analisando o dendrograma (Figura 6), com base nas porcentagens de
dissimilaridade observa-se que, a 60% de distancia genética estimada, as plantas
analisadas formaram trés grupos. O primeiro, grupo A, com dezesseis individuos
representando quatro clones (109-A, 36, 46 e 45); o segundo, grupo B, com 35
individuos representando oito clones (11, 07, 201, 153, 110-B, 110-A, 104-B e
104-A) e o terceiro, grupo C, com 25 individuos representados por cinco clones

(02, 139, 03, 14, 100 e um individuo do clone 104-A).
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Planta 21

Figura 5 - Padrao de amplificagdo de fragmentos de DNA (RAPDs) obtido
com o “primer’ OPB-12 para 76 individuos de 17 clones de Coffea
canephora var. Conillon. A seqiiéncia dos individuos partindo da
esquerda para a direita ¢ a seguinte: (a) clone 02; (b) clone 139; (c)
clone 03; (d) clone 14; (e) clone 100; (f) clone104-A; (g) clone 153;
(h) clone 201; (i) clone 03; (j) clone 07; (1) clone 11; (m) clone 104-
B; (n) clone 07; (o) clone 110-A; (p) clone 45; (q) clone 46; (1)
clone 36; (s) clone 109-A; (t) clone 110-B e DNA marcador de peso
molecular 1kb “Ladder”. A seta indica polimorfismo mais
evidente, da repeticao I do clone 104-A.
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Quadro 10 - Agrupamento de individuos da variedade Conillon de Coffea
canephora pelo método de Tocher

Grupo Individuos/Clones
1 1,2, 3, 4 (clone02)
2 5,6,7, 8 (clone 139)
3 9,10, 11, 12, 33, 34, 35, 36 (clone 03)
4 13, 14, 15, 16 (clone 14)
5 17, 18, 19, 20 (clone 100)
6 22,23, 24 (clone 104-A); 45, 46, 47, 48 (clone 104-B)
7 25,26, 27, 28 (clone 153)
8 29, 30, 31, 32 (clone 201)
9 37, 38, 39, 40, 49, 50, 51, 52 (clone 07)
10 41, 42,43, 44 (clone 11)
11 53, 54, 55, 56 (clonel110-A); 73, 74, 75, 76 (clone 110-B)
12 57, 58, 59, 60 (clone 45)
13 61, 62, 63, 64 (clone 46)
14 65, 66, 67, 68 (clone 36)
15 69, 70, 71, 72 (clone 109-A)
16 21(repetigao I, clone 104-A)
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Figura 6 - Dendrograma representando distancias genéticas, estimadas entre
76 individuos de 19 clones de Coffea canephora var. Conillon e
baseadas em 29 marcadores polimorficos RAPD, gerados por 14
“primers” de 10 oligonucleotideos.

O individuo 21, correspondente a primeira repetigdo do clone 104-A,
formou um grupo isolado, conforme observado pelo método de agrupamento
(Quadro 10). Essa diferenca foi causada por nove “loci” polimorficos, com
presenca de bandas na planta 21 e auséncia nas demais repetigdes, € por um locus
com presenga de banda na planta 21, porém ausentes nos demais individuos desse
clone. Sugere-se a hipotese de que essa planta seja oriunda de uma quimera
setorial do clone 104-A.

RAPD ¢ uma técnica muito eficaz na identificacao de espécies e de varie-
dades, na andlise de parentesco e no mapeamento genético. Ela tem sido muito
util em cafeeiros, no estudo de diversidade genética, como demostram os

trabalhos de OROZCO-CASTILLO et al. (1994, 1996) ¢ o LASHERMES et al.

51



(1996a), assim como na constru¢do de mapa genético para C. canephora
(PAILLARI et al., 1996).

Os resultados desse experimento mostram a diversidade entre os clones
da variedade Conillon ¢ a homogeneidade intraclones dessa variedade, ndo
demonstrando variacdo somaclonal ou misturas de plantas, com excecao do clone
104-A. Porém, a variacao nos tipos de reagdes apresentados, quando inoculados
com as ragas de H. vastatrix, pode ser causada por genes ndo ligados a esses

marcadores, localizados em regides ndo amplificadas do genoma.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Estabeleceu-se em Catuai Vermelho linhagem UFV 2144 de C. arabica,
139 culturas de H. vastatrix, procedentes de alguns municipios dos estados do
Espirito Santo e Minas Gerais, obtidas, no periodo de 1995 a 1997, em cafeeiros
da espécie Coffea. canephora e Coffea. arabica. Para a identificacdo de ragas
fisiologicas do patdogeno, essas culturas foram inoculadas em clones
diferenciadores, obtidos no Centro de Investigagdes das Ferrugens do Cafeeiro,
em Portugal, mantidos no Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Vigosa, empregando-se escala de avaliagdo recomendada por
D’OLIVEIRA (1954, 1957). A raga II prevaleceu em 137 culturas, sendo que, em
duas culturas procedentes dos municipios de Coimbra e Vigosa, em 1995,
constatou-se a raga fisiologica III.

Foram avaliados, quanto aos tipos de reacdo as ragas I, II, IIT e XIII de H.
vastatrix, 33 clones de Coffea canephora componentes de variedades clonais,
sendo nove com ciclo de maturacao precoce da variedade ‘EMCAPA 8111’ (02,
03, 26, 29, 36, 104-A, 104-B, 110-B e 154); 13 com ciclo de maturacao médio da
variedade ‘EMCAPA 8121° (07, 11, 14, 16, 19, 109-A, 110-A, 112, 120, 128,
132, 149 ¢ 201), e 11 de ciclo de maturacao tardio da variedade ‘EMCAPA 8131’
(31, 45, 46, 49, 99, 100, 106, 116, 139, 143 e 153). Empregou-se escala de graus
de doenca de 1 a 6, adaptada por TAMAYO (1998), em que graus médios de
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doenca menores que 4, correspondem a resisténcia e maiores ou iguais a 4
correspondem a suscetibilidade. Utilizou-se o intervalo de confianga do grau
médio de doenca como medida de estabilidade de reagdo dos clones em relacdo
as racgas inoculadas. Os resultados mostraram que as trés variedades clonais sdo
constituidas por clones resistentes e suscetiveis as quatro racas de H. vastatrix.
Os clones 132, 149, 201 (ciclo intermediario), 100 e 143 (ciclo tardio) mostraram
reacdo de resisténcia as quatro racas do patdégeno, enquanto que os clones 110-B
(ciclo precoce), 110-A, 112 (ciclo intermediario), 31, 45, 106 e 116 (ciclo tardio)
mostraram reagao de suscetibilidade.

Observou-se que alguns clones apresentavam reagdo de resisténcia e
suscetibilidade, diferenciado entre as repeticdes de cada tratamento, quando
inoculados com as ragas fisiologicas I, II, III e XIII, confirmada apods trés
repeticdes do ensaio. Portanto, o presente ensaio foi proposto com o objetivo de
verificar a variabilidade genética inter e intraclones da var. Conillon, por meio de
marcadores RAPD.

Avaliou-se as quatro repetigdes de 12 clones (02, 139, 03, 07, 11, 14,
100, 104-A, 104-B, 110-A, 153 e 201) que apresentaram variabilidade de reagdo
a H. vastatrix, sendo avaliados oito individuos dos clones 03 e 07, em funcao da
variabilidade observada, quando inoculados com as racas II e III, e III e XIII,
respectivamente. Selecionou-se também, cinco clones (36, 45, 46, 109-A, 110-B),
que apresentaram reagdo uniforme quando inoculados com as quatro ragas do
patogeno, totalizando 76 individuos. Pelo método de agrupamento de Tocher, os
76 individuos formaram 16 grupos. As quatro repeticdes de cada clone formaram
grupos distintos, porém, o individuo 21, correspondente a repeticdo I do clone
104-A, formou isoladamente o grupo 16, mostrando-se divergente dos demais. Os
clones 104-A e 104-B formaram um grupo, assim como os clones 110-A e 110-B,
outro grupo, indicando que sdo muito proximos geneticamente. Os ‘primers’
utilizados nao foram capazes de detectar diferencas entre os clones quando se
considera o ciclo de maturacdo, da mesma forma que ndo foi possivel confirmar

diferengas intraclones observadas, quando inoculados com as ragas do patogeno.
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Pode-se concluir, neste trabalho, que no estado do Espirito Santo e Minas
Gerais, no periodo de 1995 a 1997, houve predominancia da raga Il de H.
vastatrix em C. canephora var. Conillon e C. arabica, nas regides amostradas.

Os clones que compdem as variedades clonais EMCAPA 8111,
EMCAPA 8121 e EMCAPA 8131, sdo constituidas por clones suscetiveis e
resistentes as racas I, I, III e XIII de H. vastatrix. Os resultados do presente
indicam que a variedade Conillon, cultivada no estado do Espirito Santo, ¢
portadora do gene Sy5.

Por meio de marcadores RAPD, ndo foi possivel detectar diferencas
intraclones da variedade Conillon que apresentaram instabilidade de reagdes a H.
vastatrix. Da mesma forma, ndo foi possivel diferenciar clones de diferentes
ciclos de maturacao.

A resisténcia de clones da variedade Conillon a ferrugem do cafeeiro
deve ser estudada mais detalhadamente, com vistas a obtencdo de clones com
maior nivel e durabilidade de resisténcia a H. vastatrix. A continuidade de
estudos nesta linha de pesquisa ¢ de fundamental importancia para a elucidagao
desse fenomeno de variabilidade de reagcdo dos clones de cafeeiros da var.
Conillon. Um maior nimero de “primers” e de clones deve ser utilizado em

estudos futuros.
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Quadro 1A - Meédia, desvio-padrao e intervalo de confianca de graus de doenca,
de 33 clones de C. canephora var. Conillon e linhagem

LCH 2077-2-5-44 de Catuai Vermelho de C. arabica, quando
inoculados com a raca I de H. vastratrix

Repeticoes Limites
Clones Média  Desvio-padrio
I 1I I v Inferior  Superior
2 4 4 3 4 3,75 0,50 2,96 4,55
3 2 2 2 2 2 0,00 2,00 2,00
7 5 4 5 6 5 0,82 3,70 6,30
11 3 2 3 3 2,75 0,50 1,96 3,55
14 2 2 2 2 2 0,00 2,00 2,00
16 2 3 3 3 2,75 0,50 1,96 3,55
19 2 1 1 2 1,5 0,58 0,58 2,42
26 1 1 3 2 1,75 0,96 0,23 3,27
29 3 3 2 2 2,5 0,58 1,58 3,42
31 5 4 4 5 4,5 0,58 3,58 5,42
36 2 2 2 2 2 0,00 2,00 2,00
45 4 4 5 4 4,25 0,50 3,46 5,05
46 4 5 4 5 4,5 0,58 3,58 5,42
49 1 1 1 3 1,5 1,00 -0,09 3,09
99 2 2 3 3 2,5 0,58 1,58 3,42
100 1 2 1 2 1,5 0,58 0,58 2,42
104-A 3 3 2 3 2,75 0,50 1,96 3,55
104-B 3 3 3 2 2,75 0,50 1,96 3,55
106 5 4 5 6 5 0,82 3,70 6,30
109-A 1 1 1 1 1 0,00 1,00 1,00
110-A 4 4 4 4 4 0,00 4,00 4,00
110-B 5 5 4 5 4,75 0,50 3,96 5,55
112 5 5 5 5 5 0,00 5,00 5,00
116 5 5 4 4 4,5 0,58 3,58 5,42
120 5 5 4 4 4,5 0,58 3,58 5,42
128 1 1 1 1 1 0,00 1,00 1,00
132 1 1 2 1 1,25 0,50 0,46 2,05
139 3 3 5 1 3 1,63 0,40 5,60
143 2 1 2 3 2 0,82 0,70 3,30
149 2 2 3 3 2,5 0,58 1,58 3,42
153 4 4 4 4 4 0,00 4,00 4,00
154 3 2 2 3 2,5 0,58 1,58 3,42
201 3 2 2 2 2,25 0,50 1,46 3,05
Catuai 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
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Quadro 2A - Meédia, desvio-padrao e intervalo de confianca de graus de doenca,
de 33 clones de C. canephora var. Conillon e linhagem

LCH 2077-2-5-44 de Catuai Vermelho de C. arabica, quando
inoculados com a raca II de H. vastratrix

Repeticoes Limites
Clones Média  Desvio-padrio
I 1I I v Inferior  Superior
2 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
3 3 3 3 4 3,25 0,50 2,46 4,05
7 3 6 6 6 5,25 1,50 2,87 7,64
11 6 6 3 6 5,25 1,50 2,87 7,64
14 3 6 3 4 4 1,41 1,75 6,25
16 4 4 6 6 5 1,15 3,16 6,84
19 6 6 5 6 5,75 0,50 4,96 6,55
26 3 3 3 3 3 0,00 3,00 3,00
29 6 6 5 6 5,75 0,50 4,96 6,55
31 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
36 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
45 4 4 4 4 4 0,00 4,00 4,00
46 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
49 4 4 6 6 5 1,15 3,16 6,84
99 4 6 6 6 5,5 1,00 3,91 7,09
100 2 3 4 3 3 0,82 1,70 4,30
104-A 5 4 3 6 4,5 1,29 2,45 6,55
104-B 3 3 1 3 2,5 1,00 0,91 4,09
106 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
109-A 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
110-A 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
110-B 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
112 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
116 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
120 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
128 4 4 5 4 4,25 0,50 3,46 5,05
132 3 3 3 3 3 0,00 3,00 3,00
139 6 5 5 5 5,25 0,50 4,46 6,05
143 3 3 3 3 3 0,00 3,00 3,00
149 3 3 3 3 3 0,00 3,00 3,00
153 4 4 1 6 3,75 2,06 0,47 7,03
154 3 3 3 3 3 0,00 3,00 3,00
201 3 3 4 3 3,25 0,50 2,46 4,05
Catuai 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
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Quadro 3A - Me¢édia, desvio-padrao e intervalo de confianca de graus de doenca,
de 33 clones de C. canephora var. Conillon e linhagem

LCH 2077-2-5-44 de Catuai Vermelho de C. arabica, quando
inoculados com a raca III de H. vastratrix

Repeticoes Limites
Clones Média  Desvio-padrio
I 1I I v Inferior  Superior
2 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
3 5 6 6 3 5 1,41 2,75 7,25
7 3 5 5 5 4,5 1,00 2,91 6,09
11 5 3 5 5 4,5 1,00 2,91 6,09
14 6 5 6 6 5,75 0,50 4,96 6,55
16 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
19 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
26 5 5 5 5 5 0,00 5,00 5,00
29 4 4 6 6 5 1,15 3,16 6,84
31 5 5 6 6 5,5 0,58 4,58 6,42
36 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
45 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
46 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
49 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
99 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
100 1 3 1 3 2 1,15 0,16 3,84
104-A 4 6 6 6 55 1,00 3,91 7,09
104-B 3 6 3 6 4,5 1,73 1,75 7,25
106 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
109-A 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
110-A 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
110-B 6 6 5 6 5,75 0,50 4,96 6,55
112 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
116 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
120 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
128 5 5 5 5 5 0,00 5,00 5,00
132 1 2 1 2 1,5 0,58 0,58 2,42
139 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
143 3 2 2 2 2,25 0,50 1,46 3,05
149 3 3 3 3 3 0,00 3,00 3,00
153 5 5 5 5 5 0,00 5,00 5,00
154 3 3 3 3 3 0,00 3,00 3,00
201 1 1 2 3 1,75 0,96 0,23 3,27
Catuai 6 6 6 6 6 0,00 6,00 6,00
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Quadro 4A - Meédia, desvio-padrao e intervalo de confianca de graus de doenca,
de 33 clones de C. canephora var. Conillon e linhagem

LCH 2077-2-5-44 de Catuai Vermelho de C. arabica, quando
inoculados com a raca XIII de H. vastratrix

Repeticoes Limites
Clones Média  Desvio-padrio
I 1I I v Inferior  Superior
2 5 5 4 4 4,5 0,58 3,58 5,42
3 1 2 2 2 1,75 0,50 0,96 2,55
7 4 2 1 2 2,25 1,26 0,25 4,25
11 4 4 4 4 4 0,00 4,00 4,00
14 6 4 4 4 4,5 1,00 2,91 6,09
16 4 4 4 4 4 0,00 4,00 4,00
19 6 5 4 4 4,75 0,96 3,23 6,27
26 1 1 1 1 1 0,00 1,00 1,00
29 3 2 2 1 2 0,82 0,70 3,30
31 4 6 6 4 5 1,15 3,16 6,84
36 1 1 1 1 1 0,00 1,00 1,00
45 4 5 5 5 4,75 0,50 3,96 5,55
46 1 2 2 2 1,75 0,50 0,96 2,55
49 4 4 6 6 5 1,15 3,16 6,84
99 4 4 4 4 4 0,00 4,00 4,00
100 1 1 1 1 1 0,00 1,00 1,00
104-A 2 3 2 3 2,5 0,58 1,58 3,42
104-B 2 1 1 3 1,75 0,96 0,23 3,27
106 4 5 4 5 4,5 0,58 3,58 5,42
109-A 6 5 5 5 5,25 0,50 4,46 6,05
110-A 3 4 4 6 4,25 1,26 2,25 6,25
110-B 4 4 4 4 4 0,00 4,00 4,00
112 6 5 5 6 5,5 0,58 4,58 6,42
116 4 4 5 4 4,25 0,50 3,46 5,05
120 6 5 4 4 4,75 0,96 3,23 6,27
128 3 1 2 2 2 0,82 0,70 3,30
132 2 1 2 1 1,5 0,58 0,58 2,42
139 3 3 2 3 2,75 0,50 1,96 3,55
143 3 3 3 3 3 0,00 3,00 3,00
149 1 2 1 2 1,5 0,58 0,58 2,42
153 4 4 4 4 4 0,00 4,00 4,00
154 1 1 1 1 1 0,00 1,00 1,00
201 1 1 1 1 1 0,00 1,00 1,00
Catuai 5 5 5 6 5,25 0,50 4,46 6,05
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