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RESUMO

GONZALES, Rafael Vago, M.Sc., Universidade Federal de Vig@8ale Fevereiro de
2019 DIVERSIDADE GENETICA E RESISTENCIA DE Coffea canephor
FERRUGEM E A ANTRACNOSE DOS FRUTOS VERDES. Orientador: Laércio
Zambolim. Coorientador: Renato Domiciano Rosado Silva

O café Conilon (Coffea canephora) € o principal produto do agdoitedo Estado do
Espirito Santo, onde a maior parte dos gendtipos culvadariunda de cruzamentos
espontaneos e selecao realizada de forma empirica gadutq@res e viveiristas. S&ao
escassos estudos cientificos sobre diversidade genétésastencia a doencas nestes
materiais. O presente trabalho avaliou a diversidade igeném uma populacao
composta por 124 genétipos de C. canephora, a partir da angglificde 12
marcadores moleculares do tipo SSR, seguida de elesefene gel de poliacrilamida e
coloracdo do gel em solugcédo de nitrato de prata para d@a@ltas loci polimorficos.
Foi obtida a matriz de distancia genética pelo métodeomaplemento, com indice
ponderado, a qual foi utilizada para analise de agrupamentonpeialo UPGMA. Por
meio da amplificacdo de marcadores SSR, SCAR e CARnfatentificados, em uma
populacdo de 75 individuos, gendtipos portando marcadoresaassoaos genesi$ e
QTL de resisténcia a ferrugem e ao ge€llel, que confere resisténcia ao CBD.
Também foi realizada avaliacdo do nivel de resisténciaagas Il e XXXIII de
Hemileia vastatrix em 23 genatipos, sendo feita inoculac&eiattem discos foliares
e avaliacdo dos componentes de resisténcia periodo tha@dcoy periodo latente, % de
discos com sintomas, % de discos com esporulacdo, %rede com sintomas e
producdo de ureddésporos. Foi utilizado delineamento inteirarnastalizado, co
repeticbes por tratamento, cada uma composta por umagesib@x contendo 16 discos
foliares. Os dados dos componentes de resisténcia farametdos a analise de
variancia a 1% de significancia. Variaveis que apresantaliferenca significativa
foram submetidas ao teste de agrupamento de médias univ8datteKnott a 5% de
probabilidade. Foi também aplicada estatistica multivaraos componentes, sendo
obtida a Distancia Generalizada de Mahalanobis entreres gas genoétipos avaliados
e analise de agrupamento utilizando UPGMA. Foram obtidos, @eddise de
diversidade, adotando-se o critério de Mojena, com pontoode em 0,5552, sete
grupos distintos, separando individuos com caracteristiaasvariedades Conilon,
Robusta e hibridos. Gendtipos oriundos do programa deoraelento do Incaper e

materiais oriundos de sele¢cdo empirica realizada ted&slo Espirito Santo foram
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alocados no mesmo grupo, sendo classificados dentro da varemalbe, enquanto
gendtipos oriundos de outros programas de melhoramentatres cestados foram
alocados em grupos diferentes. Foram identificados setwidinds portando
marcadores associados ao gend, $1 portando marcadores associados a QTL de
resisténcia a ferrugem e 44 ao gene Ckl. Houveram dieresignificativas entre os
gendtipos avaliados para todas as componentes de resigienagas |l e XXXIII de H.
vastatrix, formando-se, através da analise multivariddep classes de resisténcia as
respectivas ragas, sendo elas: Resistentes, ModeraddResigeentes, Moderadamente
Suscetiveis, Suscetiveis e Imunes. Genotipos oriundos lelgiseempirica podem
constituir importante fonte de germoplasma em programaselhoramento buscando a
hibridacdo entre as variedades Conilon e Robusta e tarhbéocando resisténcia a
ferrugem e ao CBD. Existe diversidade na populacdo avaleda o nivel de
resisténcia as racas Il e XXXIII de H. vastatrix, podendesesateriais ser utilizados

em estratégias de manejo da ferrugem, como controleigeeénultilinhas.
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ABSTRACT

Conilon coffee (Coffea canephora) is the main agribusinessupraf the state of
Espirito Santo, where most of the cultivated genotypesdomm spontaneous crosses
and empirical selection by producers and nursery workdrsreTare few scientific
studies on genetic diversity and resistance to diseadt®se research materials. The
present study evaluated the genetic diversity in a popanlatmmposed of 125
genotypes of C. canephora, from the amplification of 1®cutar markers of the SSR
type, followed by electrophoresis in polyacrylamide gel aathisty of the gel in silver
nitrate solution for evaluation polymorphic loci. The génetistance matrix was
obtained by the complement method, with a weighted indexhwirs used for cluster
analysis using the UPGMA method. From the amplificatio s8R, SCAR and CAP
markers, were identified, in a population composed of 75 iohails, genotypes
carrying the §3 and $? rust resistance gene and tG&1 gene, which confers
resistance to CBD. It was also evaluated the level ddteee to Hemileia vastatrix
races Il and XXXIIlI in 23 genotypes, with artificial inoatibn in leaf discs and
evaluation of the resistance components incubatianghdatent period,% of disks with
symptoms,% of disks with sporulation,% of area witmgtoms and production of
uredospores. A completely randomized design was used3wafplicates per treatment,
each one consisting of a gerbox containing 16 leaf disos.d&ba of the resistance
components were submitted to analysis of variance at Eigmficance. Variables that
showed a significant difference were submitted to thet$awott univariate grouping
test at 5% probability. Multivariate statistics wereoalpplied to the components,
obtaining the generalized distance of Mahalanobis betpaies of evaluated genotypes
and clustering analysis using UPGMA. They were obtainethdwnalysis of diversity
adopting the Mojena criterion, with a cut-off point @6552, seven distinct groups,
separating individuals with characteristics of the ConiRobusta and hybrid varieties.
Genotypes from the Incaper breeding program and matemats émpirical selection
carried out in the State of Espirito Santo were aletab the same group, being
classified within the conilon variety, while genotypes fratimeo breeding programs and
other states were allocated in different groups. Sevenmidingls bearing markers for
the $3 gene, 61 for the @ and 44 for theCk-1 gene were identified. There was a
significant difference between the genotypes evaluatedlfoomponents of resistance

to H. vastatrix races Il and XXXIII, which through the multieée analysis, lead to
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five classes of resistance to the respective racesst®&s Moderately Resistant,
Moderately Susceptible, Susceptible and Immune. Genotypeseinguirical selection
may be an important source of germplasm in breeding pregray seeking
hybridization between the Conilon and Robusta varietidsatso resistance to rust and
CBD. There is diversity in the population evaluated far Ewvel of resistance to H.
vastatrix races Il and XXXIll, and these materials ¢@nused in rust management

strategies, such as genetic control and multilines.



1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor, exportador e segundo maiowuecaidsr mundial de
cafés (FERRAO et al., 2017a). Dentre 124 espécies catalogadgéndm Coffea
Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex Froehnereapes maior expressao
econdmica, representando quase a totalidade dos cafésntosumo mundo (DAVIS
et al., 2011), sendo ambas amplamente cultivadas do Brasil.

No ano de 2018, a producdo nacional de café foi estimade® &mmilhdes de
sacas beneficiadas, composta por 45,9 milhdes de sacgsed#&eC. arabica (76,8%) e
13,9 da espécie C. canephora (23,2%), oriundas de um parque cdée@itb6,5 mil
hectares. Os principais estados produtores sao Minas Ggspisto Santo, Sdo Paulo,
Bahia, Ronddnia e Parana. O estado do Espirito Santo praeinz2018, 8,8 milhdes
de sacas beneficiadas de C. canephora (63,3% da producéo Ihacisada espécie
C. arabica (10% da producao nacional). Somando as duas espéetado produziu
22,37% do café nacional, ocupando o posto de segundo maior prditatadlo atras
apenas do Estado de Minas Gerais (CONAB, 2018).

O café Conilon é a principal variedade de C. canephora cultivadBars
(FERRAO et al., 2015a), destacarskpelo seu volume de producéo e valor industrial.
Introduzido no Brasil através do Estado do EspiritotdGaio ano de 1912, esta
variedade teve seu cultivo impulsionado na década de 1970. Beséeio de
crescimento e auséncia de recomendacfes técnicas sebreultivo, em 1985
iniciaram-se programas de pesquisa continuos no paigades sobretudo pelo
Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica eng&ieRural (Incaper),
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) Eafdtapa Rondonia,
Instituto Agrondémico de Campinas (IAC), Universidade FeddeaVicosa (UFV) e
Universidade Federal do Espirito Santo (Ufes), dentre oimstituicdes (FERRAO et
al., 2017a).

Devido a crescente demanda por cultivares produtivas adaptadasdicdes de
clima e solo do estado do Espirito Santo e variabilidadétiga apresentada por C.
canephora em campo, em 1986 foi iniciado programa de melhdmuohesta espécie
pela Empresa Capixaba de Pesquisa Agropecudtimcapa (atual Incaper), por meio
da selecdo e multiplicacao vegetativa por estaquia, deaplaratrizes selecionadas em
lavouras comerciais em varios municipios da regidoendot Estado (ZAMBOLIM,

2009). ApGs avaliacdo dos clones obtidos, o Incaper lancot98® as variedades
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clonais Emcapa 8111, Emcapa 8121 e Emcapa 8131, possuindo 9, 1bre c
respectivamente. Em 1994 foi langada a variedade Emcapa 814ds{&w Capixaba),
com 10 clones; em 200®iflangada a variedade seminal Emcaper 8151 (‘Robusta
Tropical); em 2004, a Vitéria Incaper 8142, formada por 13esldifERRAO et al.,
2007). Em 2013, mais trés variedades clonais foram lancadasnpaper: Diamante
Incaper ES8112, Jequitibd Incaper ES8122 e Centenaria IncaPgBXE ompostas
por nove clones cada (FERRAO et al, 2015b). Em 2017 foaden@ variedade
Marilandia ES8143, compostas por 12 clones consideradositele@seca.

Todas essas variedades clonais estdo registradas nstré&regacional de
Cultivares (RNC) e podem ser utilizadas por viveiristas paaplantacéo de jardins
clonais, producédo e comercializacdo de mudas de café CdPdomisso, o produtor de
mudas precisa inscrever o viveiro no Registro Nacional deeftes e Mudas
(Renasem) e informar quais materiais genéticos (gloesfio sendo comercializado
pelo respectivo viveiro (FERRAO et al., 2017b). Materiainégieos que ndo fazem
parte das respectivas variedades clonais podem ser caliradns apenas com a
designacéao genérica de café Conilon. Nesse caso é proitiaaeacao e designacao de
materiais genéticos individuais para comercializacdo @ge tanham passado pelo
processo de registro no RNC.

Além do trabalho cientifico de melhoramento, ocorre també forma paralela
no Estado do Espirito Santo um processo continuo de fidagdio, multiplicacao,
selecéo e propagacéo de novos clones por parte de produtimeisigas. Tal processo
se da de forma empirica, com base na escolha de plaatages que apresentam
caracteristicas fenotipicas desejaveis, especialmentaéutipidade, resisténcia ao
tombamento, tolerdncia a seca e resisténcia a pragasngeado Muitos dos clones
oriundos desse processo de selecdo ndo estao registodddC, mas séo utilizados na
formacdo de novas lavouras, em mistura ou ndo comsclmentencentes a variedades
clonais registradas. Nessas lavouras ndo sao realizatdises criteriosas de suas
caracteristicas fenotipicas, uma vez que nao existeldoss sistematicos de
produtividade e adaptabilidade em diferentes regifes, compuislide cruzamentos,
caracterizacdo morfologicas especificas, bem comoagéalido nivel de resisténcia a
pragas e doengas.

O processo de identificacdo de plantas superiores emrés/@omerciais de
produtores, introdugbes em populagbes oriundas de camposcambneacdo e

cruzamentos controlados € o primeiro de dez passos parec®b de uma variedade
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clonal (Ferrdo et al.,, 2017b). Desta forma, visto o gramoeero de caracteristicas
fenotipicas desejaveis nestes clones oriundos dgisedenpirica, tais genotipos podem
constituir importante fonte de recursos genéticos em gnuag de melhoramento. No
entanto, para maioria destes materiais, ha auséncistutioe de diversidade genética
gue possam apontar potenciais genitores.

Estudos de diversidade genética no género Coffea, ténade trés principais
tipos de marcadores baseados em técnicas de PCR: RAPD (Ranguified\m
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Pholymorphism) e SSR (Simple
Sequence Repeats) (FERRAO et al., 2013). Avaliando a eficicdestes trés
marcadores para esta espécie, 0S mesmoseagtmistataram que os Microssatélites
(SSR) foram os mais informativos, apresentando obaresd resultados. Em estudos
recentes tem utilizado também marcadores SNP (Single Nucleotide oPaiiyam)
(ALKIMIM et al., 2018). Mesmo levando em consideracéo lta &ficiéncia dos
marcadores SNB, 0s SSRs apresentam algumas vantagens como a deteccao de altas
taxas de polimorfismo, multialelismo, especificidade d® ldcansferiabilidade entre
espécies e as vezes entre géneros e custos relatigab@@xbs. Visto as inUmeras
vantagens, diversos autores tem optado pela utilizacdo dadoees microssatélites
SSR’s na avaliacdo da diversidade genética em Coffea sp. ([®I8E al., 2010;
TERESSA et al. 2010; MISSIO et al., 2011; GELETA et al., 201 EWCEVETCH et
al., 2013; LEROY et al., 2014; MOTTA, 2014; SILVA et al., 2018).

Além do emprego de marcadores moleculares em analisesveesidide
genética, existem também disponiveis marcadores associagiEr®es de resisténcia a
doencas. A antracnose dos frutos verdes do cafeeiro, tetanem inglés de Coée
Berry Disease (CBD), causada pelo fungo hemibiotréfico Calletatm kahawae
Waller & Bridger, € uma importante doenca do cafeegnds quarentenaria no Brasil,
e apresenta grande ameaca para a cafeicultura nadi®YRZEA et al. 2002) e para a
cafeicultura da América Central. Atualmente esta doenga principal problema
fitossanitario da cafeicultura em paises africanospcamBtiopia Embora restrita a este
continente, precaucdes devem ser tomadas para evitartdu@do em outras areas
produtoras, uma vez que nas Américas e Asia existem cosdilidticas e de altitude
favoraveis ao fungo. Dessa forma, essa doenca podetminar-se endémica, como
acontecido relativamente recente com a ferrugem deicaf@/AN DER VOSSEM &
WALYARO, 2009; ALCKIMIN et al., 2017). Em relacdo a marcadoligados a genes
de resisténcia, Gichuro et al. (2008) identificaram oitwcadores AFLP e dois SSR
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ligados ao geneCk-1 que confere resisténcia a CBD. A disponibilidade destes
marcadores permite a realizacdo de trabalhos de idegébcde fontes de resisténcia
mesmo na auséncia do patégeno (ALKIMIN et al., 2017).

Também existem disponiveis marcadores moleculares adssca genes de
resisténcia a Ferrugem-do-Cafeeiro, causada pelo fungdflmotHemileia vastatrix
Berk. & Br. Esta tem sido considerada a principal doencanamria dos paises
produtores de café, a qual causa reducdo da produtividade deatadenido a queda
precoce de folhas e seca progressiva dos ramos, tornamt@eondmica. Prakash et
al. (2004) identificaram 21 marcadores AFBBsociados ao gene;¥ oriundo de
introgressdo da espécie C. liberica em C. arabica. Malaé €2008) converteram
guatro destes em marcadores SCAR (Sequence-Characterized Ampéfigoh)R
desenvolvendo também outros trés marcadores SCAR utilizamdmossomo
bacteriano artificial (BAC- Bacterial Artificial Chromossome) e trés marcadores SSR
co-segregantes ao geng;3S Marcadores moleculares ligados ao gep@ ®ram
identificados por Brito et al. (2010), Diola et al. (20&De Almeida et al. (in pregs

Em C. canephora podem ser observadas tanto resisténcititajiva como
gualitativa a ferrugem-do-cafeeiro (ZAMBOLIM, 2016), havendm €ampo a
ocorréncia da doenca em maior ou menor intensidade ifeenties genotipos
cultivados (ZAMBOLIM et al., 2009). O cultivo de clones erigdades resistentes
constitui-se na medida mais eficaz e econémica pamarmejo da doenca em campo,
além de minimizar impactos no ambiente pela reducdo do upoodatos quimicos
utilizados no controle, além de apresentar baixo custoileutilizacdo. Neste contexto,
torna-se também importante avaliar o nivel de resisté&xpaesso pelos principais
genotipos de C. canephora cultivados no Espirito Santo. iledsdologias estédo
disponiveis na literatura para estudos desta natureza, aemgioria realizada por meio
da inoculacgéo artificial em discos foliares, que redupeespaco gasto com mudas em
casa de vegetacdo e faciltam a utilizacdo de camarasstfas com ambiente
controlado (ESKES, 2005).

Diante desses fatos e a escassez de estudos nessgp@sente trabalho objetivou
(i) avaliar a diversidade genética em uma populacdo compostl25 gendtipos de C.
canephora; (ii) identificar clones portando marcadorescasos ao genesS e a QTL
de resisténcia a ferrugem e ao g@kel, que confere resisténcia ao CBD e (iii) avaliar
o nivel de resisténcia dos gendtipos mais cultivadossp@rito Santo para as ragas Il e
XXXIIl de H. vastatrix.

13



2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Material genético e extragdo de DNA

Para compor a populacdo avaliada nesse experimentotéoufen selecdo de
gendtipos de C. canephora amplamente utilizados na forrdadagouras no estado do
Espirito Santo e sul do estado da Bahia, incluindo ma&egenéticos pertencentes as
variedades clonais registradas, materiais oriundos déaselrealizada de forma
empirica por produtores e viveiristas e outros materigsgaracteristicas agrondmicas
divergentes.

Dentre os materiais selecionados estdo 44 gendtipos qeartes as variedades
clonais de café Conilon Vitéria Incaper 8142, Diamante E38Tequitiba Incaper
ES8122, Centenaria Incaper ES8132 e Marilandia ES8143. A ¢oildé&ta no jardim
clonal do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia da&aniExtensdo Rural

Incaper, Fazenda Experimental de Marilandia/ES (Tabela

Tabela 1Gendtipos pertencentes as variedades clonais do Incaper.

VARIEDADES CLONAIS

Vitdéria Diamante Jequitiba Centenéria ES Marilandia

ES8142 ES8112 ES8122 8132 ES8143
AV Incaper 101 Incaper 202 Incaper 301 Incaper 403
2V Incaper 103 Incaper 203 Incaper 302 Incaper 404
3V Incaper 104 Incaper 204 Incaper 303 Incaper 405
AV} Incaper 105 Incaper 206 Incaper 304 Incaper 406
5v Incaper 107 Incaper 207 Incaper 306 Incaper 407
6V Incaper 108 Incaper 208 Incaper 308 Incaper 408
1A% Incaper 109 Incaper 209 Incaper 309 Incaper 409
8Vv - - - Incaper 410
9V - - - Incaper 411
10V - - - Incaper 412
11v - - - -
12v - - - -
13V - - - -

Estes materiais sdo amplamente utilizados por viveiristasooperativas
agricolas na formacéo de jardins clonais, onde sdo produmidteriais propagativos
para producdo de mudas utilizadas na formacao de lavourastadsesedo Espirito
Santo e Bahia.

Em viveiros de producédo de mudas dos estados do EspiritoeSBatua foram
coletados outros 31 genotipos, sendo estes oriundos géacselmpirica realizada por

produtores e viveiristas (Tabela 2). Estes materiais smagados vegetativamente e
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suas mudas comercializadas nestes dois estados, posstandemanda para formacao
de novas lavouras por apresentarem caracteristicagpieastvantajosas.

Tabela 2Gendtipos oriundos de selecao empirica coletados adoedb Espirito Santo
e extremo sul da Bahia.

Gendtipos (clones)

JCt Verd&o Sorb P1 LB1’
Timbui2 Triunfo® p2 svio3
8PP3 Delunard§ NV’ Sv10%
P503 Café da pil& Ouro negrd cV®
Piratd ST Manard 2B®
Bamburraft s? K61’ 143
Embigudd s¥ Verdim’ A1®
RC1 Verdim do Triunf§ Jhone$

Local de coleta: lltaguacu/ES; 2Fundao/ES; 3Linhares/fMarilandia/ES; *Rio
Bananal/ES®Jo&o Neiva/ES‘S&do Roque do Canad/E'Babela/BA

Também foram incluidos ao trabalho 31 acessos pentescao Banco Ativo de
Germoplasma do Incaper (BAG) (Tabela 3) e 18 do Programdalkoramento
realizado em consércio entre a Universidade Federal ¢cles®/i(UFV), a Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig) e a EmprasigeBa de Pesquisa

Agropecuaria (Embrapa) (Tabela 4).

Tabela 3Acessos obtidos do Banco Ativo de Germoplasma do Incaper

Genotipo

BRS57 Epamig-65 Robusta 2/2016 06°
Conilon 66/16 Epamig-68 Robusta 3/2016 AS2®
Conilon 67/16 Epamig-69 Robusta 4/2016 015

IAC-55° Apoat& 08 193

IAC-57° LC640° 25° BRS-1213

IAC-44? Laurent? R22 BRS-1218

IAC-45° Guaran 88° 199

IAC-56° Robusta 1/201%6 156°

Pertencentes as variedad®onilon,’Robusta’Hibrido Natural

Tabela 4Gendtipos obtidos do consorcio UFV/Epamig/Embrapa

Genotipo

Conilon Robusta Hibrido (Gen. Masc x Gen. Femino)
UFV3629-11 UFV3371-19 H0911-2 (UFV3367-98 x UFV3628-2)
UFV3628-16 UFV3368-58 H0921-1 (UFV3374-28 x UFV3629-11)
UFV3629-30 UFV3365-144 H0919-2 (UFV 3373-36 x UFV3629-11)
UFV3629-7 UFV3375-65 H0922-1 (UFV3373-36 x UFV3627-31)
UFV3629-29 UFV514 H0912-1 (UFV3366-139 x UFV3628-2)
UFV3627-29 UFV3630-2 H0918-1 (UFV3373-36 x UFV513)
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Estes materiais sdo classificados como pertencentesrésiades Conilon,
Robusta ou como Hibridos (Conilon x Robusta) e saaaditis como fonte de recursos
genéticos em programas de melhoramento.

Foi realizada a coleta de um par de folhas jovem dewaddos 124 gendétipos
selecionadose conduzidos para o Laboratério de Biotecnologia do Cafeeieo,
Universidade Federal de Vigosa, onde foi realizada a ertrdpdDNA gendmico
utilizando metodologia descrita por Diniz et al. (2005). Acantracdo das amostras de
DNA extraidas foram quantificadas utilizando o espectofot@ni¢anoDrop® 2000 a
gualidade das mesmas avaliada em gel de agarose 1%. F@ fedronizacdo das
amostras para concentracdo de 25 ng,isendo armazenadas a -20°C até 0 momento

das analises.
2.2.Analise de diversidade genética

Para a genotipagem foi feita a triagem de primers SSR1geo® descritos na
literatura (COMBES et al., 2000; BARUAH et al., 2003; BHAT dt, &005;
COULIBALY et al., 2003; MONCADA & McCOUCH, 2004; PONCET et al., 2004;
LEROY et al., 2005) realizando testes preliminares para pdisnar e qualidade dos
produtos da amplificacédo. A partir destes testes, fordenieseados 12 primers (Tabela
5), sendo estes utilizados para amplificacdo de suas rgagaegifes microssatélites
dos individuos da populacdo em estudo utilizando metodgbwgosta por Missio et
al. (2010).

Tabela 5.Primers selecionados para avaliacdo de diversidade gemefzpulacio de
C. canephora.

Primer Forward primer (5'>3") Reverse primer (5'>3")
SSRO7? TGACATAGGGGGCTAAATTG TTAATGGTGACGCTTTGATG
SSR08t CACTGGCATTAGAAA.GCACC GGCAAAGTCAATGATGACTC
SSR13t TGGCCGTGATAATAAACAGC ATGTGGCAATCTAAAGCCAA
SSR302 ATGGGGCCAACTTGAATATG CAGGGCATCTATCTACTTCTCT
SSR342 GGAGACGCAGGTGGTAGAAG TCGAGAAGTCTTGGGGTGTT
SSR462 AATGAAGAAGAGGGTGGTG CGAGGGTATTGTTTTCCAG
SSR56 AGGTGCCTATCACCGTCCTC AATCCGATGCCAAAAGTACG
SSR67 CGTCTCGTTTCACGCTCTCT GATCTGCATGTACTGGTGCTTC
SSR703 GTAACCACCACCTCCTCTGC TGGAGGTAACGGAAGCTCTG
SSR743 TGGGGAAAAA%M({B:GATATAGAC GAGGG GGGPCA'I_'I_AAAGGGAATAA
SSR77 TCTCCTCTTCTTGCTGAGCC AGATTCACCCITCAAGTTTCCT
SSR8f  AGTAATGAACCTGCCGCCTCTTT TTGTCATTCT{GTGTTTTCCAT

'Combes et al. (2000¥Poncet et al. (2004);*Moncada and McCouch (2004)
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Os produtos desta amplificacdo foram submetidos a elstsagfoem gel de
poliacrilamida 6%, seguida da coloracdo em solucéao de nitegpoata e leitura dos loci
polimorficos.

A partir dos dados de polimorfismo dos loci avaliados, Biida a matriz de
distancia genética entre os genoétipos pelo método do eomepto, com indie
ponderado, e esta por sua vez submetida a analise de agrupg@eienmétodo das
médias das distancias, utilizando o software GENES® (CROZ3). A divisdo dos
genatipos em classes foi realizada utilizando o critéridlajena (1977).

2.3.Amplificagdo de Marcadores ligados ao geng;$

Para identificacdo de gendtipos portadores de marcadssesialos ao gene
S43 de resisténcia a H. vastatrix foi realizada amplificagde amostras de DNA
extraidas utilizando trés marcadores SCAR (BA-48-21-f, BA-124{12KSRM16-
S43) e um marcador SSR (Sat244) ligados a este gene ei@ud por Mahé et al.
(2008). Trés genotipos contendo o0 gene de resistép8idGFC H147, CIFC H153/2
E CIFC H33/1) e dois suscetiveis (Caturra Vermelho CIFC 1@4teai UFV 2148/57)
foram incluidos na populacdo como controles. Os genotifesS B147 e CIFC H153/2
séo hibridos resultantes de cruzamentos entre Seleg@mdnS.353 com S4 Agaro e
entre a Selecdo Indiana S.288 com Geisha, respectivanissies plantas sdo clones
diferenciadores de racas fisiologicas de H. vastatribdee portadoras do gene de
resisténcia $3, o que permite a identificacdo de racas do patdgeno que pasgeT®
de viruléncia v.

A amplificacdo de marcadores em cada individuo foizadé por meio de PCR
(Polimerase Chain Reaction) com reacédo de 25 pL contendo d® DA gendmico,
1X de tampéao para Taq polimerase, 2,0 mM MgQll mM dNTPs, 0,4 mM de cada
primer e 0,5 unidades DNA polimerase. As reacdes foram fagsindo Alkimim et
al. (2017) em termociclador Veriti (AppliedBiosystems) progrdmpara as seguintes
condicbes: desnaturacdo inicial por 5 minutos a 95 °C seguid8%aiclos de
desnaturacao a 94 °C por 45 segundos, temperatura de anelaspatifica para cada
primer por 45 segundos, extensado a 72 °C por 45 segundos e efiteals@d?2 °C por

10 minutos.

2.4.Amplificacdo de Marcadores associados a QTL de resisténcia a H. vastat
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Foi realizada amplificacdo de um marcador SCAR (CaRHweqmn CAPs
(CaRHv10_CAP) ligados ao loco de resisténcia as ratias patotipo 001 de Hemileia
vastatrix, identificados por Almeida et. al (in press). Fomaciuidos a populagdo os
acessos Hibrido de Timor UFV 443-03 como controle resester@atuai amarelo IAC
64 (UFV 2148-57) como controle suscetivel. As amplificacbesi realizadas a partir
de reagcbes com volume final ajustado para 20 puL contenadg 80 DNA gendmico,
1X do tampé&o para Taq polimerase, 2,0 mM MgQJ15 mM dNTPs, 0,1 uM de cada
primer, 1,0 unidades de Taq DNA polimerase. Foram utilizados tertadores (PTC-
200 - MJ Research e Veriti - Applied Biosystems), programgiira as seguintes
condi¢des: desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 minutos segwd&5dciclos de
desnaturacao a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 65 °C porr8fbsegutensdo a
72 °C por 60 segundos e extensdo final a 72 °C por 10 minutos.o Raeacador
CaRHv11l CAP foi utilizada a enzima de restricdo Rsal {hberLife), seguindo a
recomendacdo do fabricante.

2.5.Amplificacdo de Marcadores SSR ligados ao gef-1

A identificacdo de individuos portadores de marcadoresaulares ligados ao
geneCk-1, que confere resisténcia a CBD, foi realizada a partiodemarcadores SSR
(CBD-Sat207 e CBD-Sat235) identificados por Gichuru et al. (20a&am incluidas
nas analises os genotipos de Hibrido de Timor UFV 377-15, UFV1@49a cultivar
MGS Catigua 3, como controle de acessos contendo o genesid&mcia. Como
controles suscetiveis foram utilizados as cultivaresidiavermelho IAC 64 (UFV
2148/57) e Caturra Vermelho (CIFC 19/1). A amplificacdo destesossatélites foi
realizada a partir de reacdo com volume final ajustad® »&uL contendo 50 ng do
DNA genbémico, 1X do tampao para Taq polimerase, 2,0 mM M@CL mM dNTPs,
0,4 uM de cada primer, 0,5 unidades de Taq DNA polimerase. As redebes
amplificac6es dos DNAs foram realizadas em termocice®TC-200 - MJ Research
e Veriti - Applied Biosystems), programado para as seguauedicdes: desnaturacao
inicial & 95 °C por 5 minutos seguida de 35 ciclos de desnatuea °C por 45
segundos, especifica tempertura de anelamento para cadg, priteeséo a 72 °C por

45 segundos e extensao final a 72 °C por 10 minutos. (Alkimim20H87).

2.6.Avaliacao dos produtos das amplificacbes
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Os produtos das amplificagbes foram submetidos a eletsgfoem Gel de
poliacrilamida 6%. Apoés a eletroforese, os géis foramdozr&@m solugédo de nitrato de
prata, utilizando protocolo descrito por Brito et al. (2010)a¥aliacbes de presenca ou
auséncia de bandas correspondentes aos marcadoresdassacggenes de resisténcia
em cada genotipo da populacdo em estudo foram realizadasrpparegdo com 0s

controles suscetiveis e resistentes.

2.7.Resisténcia de gendtipos de Coffea canephora as racas Il e XXXde H.
vastatrix

2.7.1. Selecédo e obtencdo de material genético

Foi realizada a coleta de mudas de 23 genotipo<.deanephora, sendo
utilizado como critério a escolha dos materiais malisvados atualmente no estado do
Espirito Santo e Sul da Bahia, oriundos de selecdo empé@alizada por produtores e
viveiristas e que ndo estao inscritos no Registro Nacion&ultévares (RNC). Os
materiais foram obtidos em viveiros de producdo de mudasdestalos, sendo feita a

coleta de 10 mudas de cada genatipo (Tabela 6).

Tabela 6 Gendtipos coletados em viveiros dos estados do Espirito &andala Bahia

para realizacdo dos ensaios de fenotipagem para regstés racas Il e XXXIII de H.

vastatrix.
Gendtipo

Jc s? Manara SV105
Timbu? Verdim do Triunfd K61° CcV®
8PP PP Verdin? 2B°
Verddo Sord P2 Jhones 143
Triunfo® NV° LB1° A1°

Delunardd Ouro Negrd svi103

Local de coleta dos gendtipostaguacu/ESFund&o/ES, 3Linhares/ESJodo Neiva,
°S30 Roque do Canad/F8abela/BA

Também foram selecionados genotipos pertencentesealade clonal Conilon
Vitoria Incaper 8142, classificados como resistentes, raddemente resistentes,
moderadamente suscetiveis e suscetiveis as racas Il Xl Xde H. vastatrix
(CAPUCHO, 2011) (Tabela 7). Para obtencdo destes matériaisita a coleta de
ramos ortotropicos no Jardim Clonal do Incaper da Fazengarimental de

Marilandia/ES, os quais foram levados para casa de végetdg Laboratério de
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Protecdo de Plantas, em Vigosa. Os ramos foram utibzaa@ obtencdo de mudas por
meio de propagacdo vegetativa. Mudas de C. arabica pertenaectiétszar Caturra

(CIFC 19/1), suscetivel a ferrugem-do-cafeeiro, foram obtidapropagacdo sexuada,
por meio de sementes. Estes materiais, por apresenméreinde resisténcia conhecido,

foram incluidos como controles neste trabalho.

Tabela 7 Genotipos utilizados como controles nos ensaios de fegetipapara
resisténcia as racas Il e XXXIII de H. vastatrix

Geno6tipo  Resisténcia a H. vastatrix raca Il Resisténcia a H. vastatrix raga XXXIII

3V Resistente Resistente
4V Resistente Moderadamente Resistente
5V Moderadamente Resistente Resistente
6V Suscetivel Suscetivel
rAY Suscetivel Moderadamente Suscetivel
12v Moderadamente Suscetivel Resistente
13Vv Suscetivel Resistente
Caturra Suscetivel Suscetivel

Capucho et al., (2011).

Estes materiais, por apresentarem nivel de resistéooleecido, foram incluidos
como controles neste trabalho.

As mudas obtidas via propagacéo vegetativa foram transplargadavasos de 3 L
contendo substrato composto por mistura de terra de bayresterco bovino, calcéario
dolomitico, superfosfato simples e cloreto de potassigpindo recomendacgao proposta
por Fonseca et al. (2007). Apdés o transplante, as mudaa foantidas sob cuidados de

irrigacéo, adubacéo e controle de pragas adequado para seu Wesento.
2.7.2. Obtencao e Multiplicacédo de Isolados de H. vastatrix

Isolados das racas Il (v5) e XXXIII (v5, v7 ou V5, v7, v9)Hlevastatrix foram
obtidos da colecdo do Laboratério de Biotecnologia doeddaf (BioCafé) na
Universidade Federal de Vicosa. A raca Il foi a primeiseraidentificada no Brasil
(CHIACHIO, 1973), sendo a mais comum no pais (CABRAL e2a8D9) e também no
estado do Espirito Santo (DA SILVA et al.,, 2000), enquant@aca XXXIII foi
identificada recentemente infectando gendtipos de cafedmadicionalmente
considerados resistentes a ferrugem-do-cafeeiro (CAPUGHKQ 2012).

A multiplicagdo dos isolados foi realizada em camarambiente controlado

pertencente ao Laboratério de Protecdo de Planfepartamento de Fitopatologia, na
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Universidade Federal de Vigosa. Cada isolado foi multgdicaeparadamente em
mudas de C. arabica variedade Caturra (CIFC 19/1), sendmtetdacao espalhando
ureddsporos na face abaxial de folhas jovens com auxilomd@incel, seguida da
atomizacdo de agua destiladaAs plantas foram entdo alocadas dentro de sacos
plasticos transparentes, objetivando criar cAmara Ucoidaaproximadamente 90% de
umidade relativa. Nestas condi¢Oes, as plantas foremmbadas por 48 horas na
auséncia de luz e temperatura a 22 °C. Ap0Os esse peri@ao femovidos 0s sacos
plasticos e fotoperiodo de 12 horasiisendo estas condicbes mantidas até a
esporulagéo.

Os uredosporos produzidos foram coletados através da raspageramsula de
gelatina e armazenados em dessecador contendo solucdaaesidftirico a 36% e
armazenado a 4 °C (ZAMBOLIM & CHAVEZ, 1974).

2.7.3. Inoculacao e Avaliacdo das Componentes de Resisténcia

Para avaliacdo da resisténcia, nas mudas de cada um dopageselecionados
foram coletadas folhas jovens, porém, totalmente expand apresentando aspecto
ligeiramente brilhante na face adaxial, situadas no seguntkraairo pares de folhas
de ramos plagiotrépicos das plantas. A coleta foa fieit periodo da manha e as folhas
armazenadas em sacos de papel umedecidos e devidametitieades. Em seguida,
as folhas foram utilizadas para confeccdo de discogdelide 18 mm de diametro,
utilizando um furador de rolhas. Estes discos foram digpoam caixas acrilicas do
tipo gerbox, com a face abaxial voltada para cima, sefmemetalica e esponja de 0,5
cm de espessura saturada com agua destilada. Foram celdéadscos de folha de
um mesmo genoétipo por gerbox. Para inoculacdo, foi prépasaspensdo em agua
destilada com concentracdo de 2.1@eddsporos.rifl acrescida de tween 80 na
proporcdo de 0,02% para cada 200 rifgde uredésporos. Antes da inoculacdo, a
viabilidade dos ureddsporos foi avaliada pelo teste de germimagaagar-agua 2%,
descrito por Zambolim & Chavez (1974). Para garantir a utdizalg in6culo com boa
viabilidade, apenas foram utilizados lotes de ureddsporos quseafameam germinacao
superior a 30%. A contagem e calibracdo da suspenséo lipadeautilizando camara
de Neubauer. Com micropipetas adiciors@,025 mL da suspensao sobre cada disco
foliar, conforme metodologia proposta por Eskes, (1982)sApinoculacédo, as caixas
gerbox foram fechadas e mantidas em camara de inculawaael8 horas sem
iluminacdo e com temperatura de 22 °C. Ap0s esse periodo, lisepouidadosamente
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a superficie abaxial dos discos utilizando algoddo, de moeeitar que fungos
saprofitas ou hiperparasitas se desenvolvessem, tomaruodselo para ndo causar
ferimentos, conforme recomendacdes propostas por CAPUEHO (2005). A seguir
as caixas gerbox foram levadas novamente a camaraagtnente controlado, com
fotoperiodo ajustado para 12 horas’diatemperatura de 22 °C. Foi utilizado o
delineamento experimental inteiramente casualizado cém rgpeticOes, cada uma
composta por uma caixa gerbox contendo 16 discos fotlaresspectivo clone.

A partir do décimo dia apés a inoculacdo (DAI) foraralizmdas observacfes
diarias para identificacdo do surgimento dos sintomamas da doenca nos discos
inoculados. Aos 40 DAI foi feita a fotodocumentacdo ddaceepeticdo utilizando
scanner. Avaliaram-se 0s seguintes componentes dé€mnegshorizontal:

| - Periodo de incubacao (Pl) -Periodo de DAI até a observacdo de 50% da
incidéncia final de discos com sintomas;

Il - Periodo latente (PL) -Periodo de DAI até a observacdo de 50% da incidéncia
final de discos com sinais;

[l - Porcentagem de discos com sintomas (DS)percentagem final de discos
apresentando sintomas da doenca;

IV -Porcentagem de discos com esporulacdo (DE)ercentagem final de discos
apresentando espurulacao;

V - Porcentagem de area com sintomas (AS)porcentagem final de area foliar
apresentando sintomas da doenca;

VI - Producéo de ureddsporos (PU} quantidade final de ureddsporos produzidos.

O componente de resisténcia AS foi avaliada utilizando dtwes®
QUANT®(VALE et al., 2003). Para avaliacdo da componente dtlfeita a coleta dos
ureddésporos produzidos em cada repeticdo dos tratamenmosapsulas de gelatina, e

afericdo do nimero de uredosporos com auxilio de uma adleadeubauer.
2.7.4. Analise estatistica das Componentes de Resisténcia

Os dados de cada componente de resisténcia foram subneetaludise de
variancia a 1% de significancia. Variaveis que apresentaliferencas significative
foram submetidas ao teste de agrupamento de médias univadatteKnott & 5% de
probabilidade, agrupando os genétipos avaliados com base nmportamento em

relacdo & cada componente de resisténcia.
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Foram também feitas estimativas de parametros geséiembientais de cada
componente de resisténcia avaliado.

As médias dos componentes de resisténcia avaliados tafol@msubmetidas
a analise estatistica multivariada, sendo obtida areist&eneralizada de Mahalanobis
entre os pares dos genotipos avaliados. A matriz de datdbiida foi utilizada para
agrupar os gendtipos utilizando o método UPGMA (unweirhted pair-grotipodne
using arithmetic averages) no qual sédo utilizadas as médiageticas da medida de
dissimilaridade, evitando assim caracterizar a dissimildeigeelos valores minimos ou
maximos (CRUZ, 2011).

Os padrdes de agrupamento obtidos foram avaliados atravéseficiebte de
Correlacao Cofenética (CCC), proposto por Sokal & R¢{I962), o qual avalia a
correlacéo entre medidas de dissimilaridade originais feegga Quanto maior o valor
da correlacdo, menor € a distor¢do do agrupamento.

A partir dos dendograma obtidos, os gendtipos foram sepaeadosinco
diferentes classes fenotipicas quanto a resistéaaiacas Il e XXXIIl de H. vastatrix
sendo o ponto de corte estabelecido com base nas di#fsregisgiais observadas na
manifestacdo das componentes de resisténcia em cadggeRa@tia estas analises, foi
utilizado o software GENES (CRUZ, 2013). Os grupo formados foranpastos por
individuos considerados Resistentes (R), Moderadamenteistdtess (MR),
Moderadamente Suscetiveis (MS), Suscetiveis (S) e Br{ljne

3. RESULTADOS
3.1.Andalise de diversidade com base em marcadores SSR

Com base em 12 marcadores SSR e usando o Critério deaVdje77) o
dendograma obtido pelo método UPGMA ficou formado por sete groposponto de
corte em 0,5552 (Figura 1). Destes grupos, quatro foram compost@pemas um
individuo, sendo eles: Grupo 1 (Conilon6716); Grupo 2 (BRS1216); Grup@3 €
Grupo 5 (S3).

O Grupo 4 foi composto por individuos classificados como penttes a
variedade Robusta por Alkimim et al. (2018) obtidos do Progmenilelhoramento

Genético UFV/Epamig/Embrapa. O grupo 6 também foi composto paridads
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classificados como Robusta oriundos do Instituto Agrondehic€ampinas (IAC) e do
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do Incaper.

O Grupo 7 foi composto por individuos caracterizados comterpamtes a
variedade Conilon, incluindo todos os genoétipos pertencastesriedades clonais do
Incaper, pelos gendtipos oriundos de sele¢cdo empiridaacids no Estado do Espirito
Santo. Neste grupo também foram alocados gendtipos hibdidoBrograma de
Melhoramento Genético da UFV/Epamig/Embrapa bem como hibmatosais obtidos
do BAG do Incaper e oriundos do estado de Rondonia.

S
= ™
% é S TEn- oy ~
= ] N D g O
22538 5a58288 8
5% ,pedtisis SEIESFIE €
- w0 & -
¢o¢ i% ®, - uicc% w HQ?’EG‘)} D@@é‘b&k
%, %“Aé‘%a@ R }fb@
Fy o B® YT A
- 0 i ?(J a1
) Al \é} a:\ \'5
% O
i ?—5 -:_aﬁ
ey @ Pg, %
- \wﬂﬂmﬂﬁ 10»\5
&
b, A e@ibusw
heg o 2 I [
e, e g ST at
‘cl{?s@ g V33
B Ty U%sﬁﬂﬂ 2
U360y o Ur s 14
72 ’ "'FF::gsBB
heaper 259 lfr‘ezz
Incaper 4p5 BRS 1218
SV103 ' Conilon 67 16
K&1 15
o83 > :
v - Va8 42075
g o™ do 73;
™ ks . Hing,
a
ned™ Ler,,, 7% Al
oul TN Titmg,. ¥
ny ey
3 5
o o, e
LY = Ty o T F
1 @% % o,
a¥ 47 g 7y Py
o @Qe ce‘,‘l"cb '__’5 f-;,%
N N PR N
FUASCR PR GRUPOS
NI R =9 B 1
e =RQT 2
G Ee P&y L330% %
VEF 358500 p cnzT 00l 25 —_ 3
V¢ FSsTIEETEsRTIRERRSR A
TEH c?‘d?“‘%“’% $EE L - 5
SEE TF g3 T FLaws —
Vs o 3 - E @ 6
£ E‘é@ - 7.1
7.2

Figura 1 Andlise de agrupamento da populagéo avaliada. Os genétiposdivididos
em classes utilizando o Critério de Mojena (1977) e swedas partir do agrupamento

de individuos incluidos como controles no trabalho.
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3.2.Amplificagdo de Marcadores ligados ao geng;$

Com base em informagdes de marcadores moleculares) fdemtificados na

populacdo avaliada sete individuos (9,33%) portadores de marcdidados ao gene

S43 com resisténcia a ferrugem-do-cafeeiro (Tabela 8). rBewts gendtipos
pertencentes as variedades clonais do Incaper, seis (13p88sgntaram a marca do

gene enquanto dentre os gendtipos oriundos de selecao amspimente um (3,22%)

apresentou tal marca.

Tabela 8 Gendtipos portando o0 gene de resisténgia iBentificados com base em
marcadores moleculares.

Gendtipos
2Vv*H? 10V? 8PP Incaper309?
5v*3 12v* Incaper208

SCAR BA-124-12K-f 9, 2BA-48-210R;SRM16-SH3 e SSRSAT244

3.3.Amplificagdo de marcadores ligados a QTL associado a resisténcia a H.

vastatrix

Foram identificados 61 genotipos (81,33%) contendo marcadigaesos ao

QTL de resisténcia a ferrugem-do-cafeeiro (Tabela 9).

Tabela 9 Gendtipos portando loco de resisténcia as racas & Hatétipo 001
identificados com base em marcadores moleculares.

Genotipos
AVE Incaper 103t Incaper 306 Timbuit2 Ouro negrot
2V12 Incaper 104t Incaper 308! 8PP2 K61
3wt Incaper 1052 Incaper 3091 P50t Verdim?2
4\ Incaper 1082 Incaper 4032  Verdao Soré? Jhonest
5wt Incaper 2021 Incaper 4051 Triunfo! LB1?
6V? Incaper 2031 Incaper 4061 Delunardo® SV103z
VL Incaper 2041 Incaper 4071 Café da pilat Sv105t
8Vt Incaper 2072 Incaper 408* S1#2 (OAVE
oVt Incaper 208 Incaper 4092 S22 2Bt
10wt Incaper 2091 Incaper 4102 V. do Triunfo®
11vt Incaper 3011 Incaper 411* P1t
12vt Incaper 302 Incaper 412* P2
13v: Incaper 304% JCz? NV

tCaRHvIl 9 e 2CaRHvII 10

3.4.Amplificacdo de Marcadores SSR ligados ao ge@k-1
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Dentre os genotipos pertencentes as variedades clonkisager, 38 (86,36%)

apresentaram marcas para a presenca deste loco. Degaedipos ndo pertencentes a

essas variedades, 23 (74,19%) apresentaram a marca pesargaro loco.

Marcadores para o gerigk-1, que confere resisténcia a antracnose dos frutos

verdes (CBD) foram identificados em 44 gendétipos (58,66%) galario avaliada

(Tabela 10). A marca que indica presenca para o genddern@ada em 29 individuos

(65,9%) pertencentes as variedades clonais do Incaper edws ifividuos (48,38%)

ndo pertencentes a estas variedades.

Tabela 10 Genétipos portando o geriek-1 de resisténcia a antracnose dos frutos do
cafeeiro, identificados com base em marcadores makesul

Genotipos

2V2 Incaper1042 Incaper2072 Incaper4082 K612

3V? Incaper1062 Incaper2082 Incaper4122 Verdim?
4\2 Incaper1072 Incaper2092 Jcz Jhonest
512 Incaper1082 Incaper3012 Triunfo! LB12

6V2 Incaper1092 Incaper3022 S22 SVv103,2

vt Incaper2012 Incaper304 V. do Triunfo? 2B?
11Vv2 Incaper2022 Incaper3082 p2t 1432
13Vv2 Incaper203: Incaper4012 NV Al2

Incaper103t Incaper206? Incaper4072 Manara?

1SAT 207 9 e 2SAT 235

3.5. Resisténcia de gendtipos de Coffea canephora as racas Il eXKde H.

vastatrix

Nos genotipos estudados foram observados diferentes nivepEssado dos

componentes de resisténcia, variando desde gendtipos temsaimmanifestacédo slo

componentes a gendtipos que ndo apresentaram quaisqueansintosinais da doenca.

Pela andlise de variancia, foram observadas diferend& de significancia

entre 0s genotipos para todos os componentes de resiggatiados apos inoculacéo

com as racas Il e XXXIIl de H. vastatrix (Tabela 11).

Altos valores de Herdabilidade foram observados para todasmpouoentes de

resisténcia para ambas as racas com valores variat@o96,45 e 99.90 (Tabela 12).

Foram também observados altos valores de razdo enfleeficiente de Variacao

Genético (CVg) e Coeficiente de Variagdo Ambiental (CVe).
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Tabela 11.Resumo da analise de variancia das componentes denasistéaliados
em discos foliares de C. canephora inoculados com alragéXXlll de H. vastatrix.

FV GL PI PL DS DE AF PU
Raca Il

Trat, 29,0 90,5 166,7** 2431** 3924,6** 1664,9** 3562472537,0*
Residuo 60,0 0,74 0,93 46,1 13,8 33,6 49590633,8
Média - 16,0 27,2 83,9 27,7 30,4 20717,87
CV(%) - 53 3,5 8,11 13,3 19,0 33,9

Raga XXXIII
Trat, 28,0 170,0~* 161,3* 4158,4** 2646,8** 14125 685082205,1
Resido 58,0 0,40 0,15 16,6 12,6 7,5 3898435,0
Média - 19,5 32,1 76,8 16,8 21,4 6438,9
CV(%) - 3,2 1,2 53 21,1 12,7 30,6

Periodo de incubacdo (PPeriodo latente (PL); Porcentagem de discos com sistoma
(DS); Porcentagem de discos com esporulacao ;(B¥ycentagem de area com
sintomas (AS)Producédo de ureddsporos (PU).

Tabela 12 Estimativas de parametros genéticos e fenotipicos dopawentes de
resisténcia avaliados em discos foliares de C. canephacalados com as racéise
XXXIIl de H.vastatrix

Descricao Pl PL DS DE AF PU
Raca Il
Minimo 12,00 17,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Méaximo 40,00 40,00 100,00 100,00 100,00 145000,00
CVg (%) 35,44 25,61 33,95 167,25 77,35 213,44
CVg/Cve 6,86 7,61 4,17 7,98 3,15 3,24

S genética 35,01 54,06 807,46 881,92 334,45 522187152,9
S* ambiental 0,25 0,31 15,46 4,61 11,22 16530211,27

Herdabilidade 99,29 99,42 98,12 99,47 96,75 96,93
Raca XXXIII

Minimo 12,00 19,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Maximo 40,00 40,00 100,00 100,00 100,00 68370,00

CVg (%) 40,83 22,30 52,18 180,37 79,26 216,47

CVg/Cve 12,93 18,66 9,49 7,12 5,38 3,72

S? genética 67,27 52,02 1501,35 640,98 216,66 53837750,38

S? ambiental 0,13 0,05 5,56 4,21 2,50 1299478,35

Herdabilidade 99,80 99,90 99,63 99,35 98,86 97,64

Periodo de incubacédo (PReriodo latente (PL); Porcentagem de discos com sistoma
(DS); Porcentagem de discos com esporulacdo ;([P®ycentagem de area com
sintomas (AS)Producéo de ureddsporos (PU).

Por meio do teste de médias univariado de Scott-Knott a 1%obahilidade
foram formadas diferentes classes de gendtipos, de aconl@ comportamento em
relacdo a cada componente de resisténcia. Na avaliegézada para a raca Il de H.
vastatrix, os genétipos foram agrupados em seis classes @b, trés classes
guanto ao PL, cinco classes quanto ao DS, nove classe® qudDiE, seis classes

guanto a AS e 6 classes quanto a PU (Tabela 13).

27



Tabela 13Agrupamento das médias dos componentes de resisténcigpgenoti
estudados araca Il de H. vastatrix pelo teste de médiasiadivae Scott-Knott

Genotipos Pl PL DS DE AS PU

Jc? 13,00  19,67c  100,00a  10,41h  36,14c  3788,75f
Timbui2 23,00b 40,00  45,83d 0,00i 2,63f 0,00f
8Pp1 40,00a  40,00a 0,00f 0,00i 0,00f 0,00f
\S’g:gf‘o 15,00c  40,00a  100,00a  0,00i 43,53c  0,00f
Triunfo? 15,00c  40,00a  97,91a 0,00i 8,02f 0,00f
Delunardo?  23,33b 40,00  22,9le 0,00i 0,51f 0,00f
S22 12,00f  40,00a  100,00a  0,00i 21,166 0,00f
V. do > 67b  40,00a  100,00a  0,00i 17,46 0,00f
Triunfo?

P12 22,67b  40,00a  64,58c 0,00i 9,28f 0,00f
P22 21,00c  40,00a  89,58a 0,00i 13,53e 0,00f
NV3 13,33f 19,67c  81,25b  4375¢  2540e  10087,5f
Ouro 14,66d  40,00a  41,67d  0,00i 7.24f 0,00f
Negro?

Manara3 12,33f 19,3333¢  100,00a 16,68h 16,11e 6576,25f
K612 21,66c  40,00a  8541b 0,00i 1,47f 0,00f
Verdim? 14,33e  23,3333b  100,00a  16,68h  33,94c 7290f
Jhones? 12,00f  21,6667b 100,00a  29,16f 33,90c  13135,41f
LB12 12,00f  40,00a  100,00a  0,00i 21,94e 0,00f
SV103? 16,00c  20,67c  100,00a 22,91  17,29e  1708,75f
SV1052 12,00f  20,67c  100,00a  16,66h  50,46¢ 7150f
cv* 12,67f 19,67c  97,97a  97,91a  61,93b  83583,33b
2B° 12,00f  20,67c  100,00a  54,16d  48,19c  37917,50e
1432 13,67e  40,00a  97,91la 0,00i 16,79 0,00f
A1* 13,67  20,00c  100,00a  100,00a  55,87b  75000b
3v2 21,00c 40,00  21,17e 0,00i 1,13f 0,00f
5V 13,67  19,00c  70,83c  66,66c  49,29c  44833,75d
63 12,67f  22,33b  100,00a  16,66h  57,31b  10176,75f
7V 12,33f  20,67c  100,00a  8541b  57,70b  41629,5d
12V 12,67f  21,00c  100,00a  68,75c 53,480  58581,5c
13V 13,00f 18,33c  100,00a  93,83a  62,59b  84243,75b
Caturrd 12,33f  20,00c  100,00a  93,75a  86,85a 135833,33z

Periodo de incubacédo (PReriodo latente (PL); Porcentagem de discos com sistoma
(DS); Porcentagem de discos com esporulacdo ;([P®ycentagem de area com
sintomas (AS)Producéo de ureddsporos (PU).

Para a raca XXXIII de H. vastatrix, o teste de médias umigarde Scott-Knott
agrupou os gendtipos avaliados em nove classes quanto amsRilasses quanto ao
PL, quatro classes em relacdo a DS, seis classes ar@orélaDE, nove classes em
relacdo aAS e seis classes quanto a PU (Tabgla 16

Por meio da analise multivariada dos componentes de regstéagenotipos

foram separados em cinco diferentes classes quanto séémes a raca Il de H.
vastatrix, sendo elas R (Verdado Sor¢, Triunfo, 143, S2, LBldiMedo Triunfo, P2,
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K61, Timbui, P1, Ouro Negro, Delunardo, 3V), MR (4V, JC, SV105, Verdimnes,
NV, Manara, SV103), MS (13V, CV, Al, 12V, 5V, 2B, 7V), S (Caturra) (8RP).
Estes grupos foram obtidos estabelecendo o ponto de codendograma em 1100%
de dissimilaridade (Figurg2

Tabela 16 Agrupamento das médias dos componentes de resisténcigedéspos
estudados a raca XXXIII de H. vastatrix pelo teste de médi8sale-Knott

Genotipos PI PL DS DE AF PU

JC 17,66e** 40,00a 64,58b 0,00f 9,31h 0,00f
Timbui 40,00a 40,00a 0,00e 0,00f 0,00i 0,00f
8PP 40,00a 40,00a 0,00e 0,00f 0,00i 0,00f
Verdao Sor¢  14,33h 40,00a 45,83c 0,00f 7,48h 0,00f
Triunfo 20,00c 40,00a 62,5b 0,00f 4,52i 0,00f
Delunardo 40,00a 40,00a 0,00e 0,00f 0,00i 0,00f
S2 16,67f 40,00a 100,00a 0,00f 14,529 0,00f

V. do 13,33i 20,67e 100,00a 22,91e 26,68f 2396,25e
P1 14,33h 22,33c 100,00a 29,16d 39,80d 7572,5e
P2 17,67e 40,00a 100,00a 0,00f 16,839 0,00f
NV 13,33i 20,00f 100,00a 77,08b 55,22c 27082,5¢c
Ouro Negro  37,00a 37,00a 0,00e 0,00f 0,00i 0,00f
Manara 14,00h 21,33d 100a 68,67¢C 35,31e 9387,5e
K61 18,67d 40,00a 100a 0,00f 24,04f 0,00f
Verdim 20,67c 40,00a 47,91c 0,00f 3,08i 0,00f
Jhones 15,339 40,00a 99,58a 0,00f 15,2¢g 0,00f
LB1 20,33c 40,00a 91,6667a 0,00f 22,61f 0,00f
SVv103 15,33¢g 22,00c 100,00a 72,91b 35,00e  23141,25d
SV105 18,67d 40,00a 95,83a 0,00f 20,03f 0,00f
CVv 17,00f 23,33b 100,00a 22,91e 23,82f 875f
2B 15,679 40,00a 100,00a 0,00f 15,479 0,00f
143 15,679 40,00a 100,00a 0,00f 24,20f 0,00f
Al 15,33¢g 22,33c 100,00a 29,17d 33,98e 7503,75e
5V 17,00f 40,00a 97,91a 0,00f 12,259 0,00f
6V 12,67i 19, 67f 100,00a 64,58c 61,83b  44293,75b
v 21,00c 40,00a 100,00a 0,00f 9,03h 0,00f
12v 22,66b 40,00a 22,83d 0,00f 1,78i 0,00f
13V 16,67f 40,00a 100,00a 0,00f 13,189 0,00f
Caturra 14,67h 21,67d 100,00a 100a 97,91a 64476,67a

Periodo de incubacédo (PReriodo latente (PL); Porcentagem de discos com sistoma
(DS); Porcentagem de discos com esporulacdo ;([P®ycentagem de area com
sintomas (AS)Producéo de ureddsporos (PU).
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Figura 1 Dendrograma obtido pelo método hierarquico UPGMA aplicado aznakr
dissimilaridade da distancia generalizada de Mahalanalglindo os gendtipos
avaliados em diferentes classes de resisténcia 3l dg&l. vastatrix.

Na analise multivariada das componentes de resisténe@gaaXiXXlIll de H.
vastatrix foram também foram formadas cinco classemtaist sendo elas R (Verdim
do Triunfo, CV, P1, A1, NV, Manara, SV103), MR (143, P2, JhoBBs5V, S2, 13V,
7V, LB1, K61, SV105, 12V, Verdao Soro, JC, Triunfo, Verdim), MS (8¥)]Caturra)
e | (Ouro Negro, Delunardo, Timbui, 8PP). Estes grupos fohdishos estabelecendo o

ponto de corte do dendograma em 280% de dissimilaridade (Figura 3
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Figura 2 Dendrograma obtido pelo método hierarquico UPGMA aplicado aznukr
dissimilaridade da distancia generalizada de Mahalanaligjindo os gendtipos
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avaliados em diferentes classes de resisténcia a raca IXXEl H. vastatrix

4. DISCUSSAO
4.1 .Diversidade Genética

A utilizacdo de 12 marcadores microssatélites (SSR) perndividir a
populacao clonal de C. canephora em sete grupos com bassiméatislade genética.
Os grupos 1, 2, 3 e 5 foram formados apenas por um individuocseada, eles Conilon
6716, BRS1216, R22 e S3, respectivamente. O gendétipo do Conilon 67 d&tiazlo
programa de melhoramento genético desenvolvido pelo Incapedo atualmente
avaliado em condicdo de campo e, caso sejam observadageristicas fenotipicas
vantajosas e estaveis ao longo das avaliacdes, poaléazier parte de novas variedades
clonais.

Os genodtipos BRS1216 e R22, coletados do BAG do Instituto Capixaba d
Pesquisa e Extensdo Rural (Incaper) sédo originados ddagifies naturais entre as
variedades Robusta x Conilon do programa de melhoramentticgedé@ Embrapa
Rondbnia. Materiais pertencentes a este programa sSéndas da identificacdo,
selecdo, clonagem e selecdo de genoétipos nas principgideseprodutoras de
Rondénia, nos municipios de Cacoal, Rolim de Moura e rdifBa(FERRAO et al.,
2017b).

O genodtipo S3 € oriundo de selecdo empirica, realizada ampoc por
produtores e viveiristas, tendo sido coletado no municipim@e Neiva no estado do
Espirito Santo. O gendtipo apresenta em campo caracasigtitermediarias entre as
variedades Robusta e Conilon, podendo ser um hibrido etdgsegeapos varietais

Individuos selecionados do Programa de melhoramento UFV/Bfiambrapa
como controles para a variedade Robusta foram agrupadosipm 4r Tais materiais
foram introduzidos neste banco ativo de germoplasma atrdaéEpamig, sendo
trazidos do Centro Agronomico Tropical de InvestigacioBngefianza (CATIE), na
Costa Rica (ALKIMIM et al., 2018).

O grupo 6 foi constituido por outros gendtipos classificatdrgro da variedade
Robusta, sendo estes obtidos do Banco Ativo de Germagi3AG) do Incaper. Estes
gendtipos tém diferentes origens, sendo em sua maidtiados do programa de

melhoramento genético do Instituto Agronémico de Camp(h&€). Neste grupo
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também foram incluidos dois acessos considerados hibridogrdpos varietais, BRS
1213 originado do BAG do Incaper e o H0911, do BAG da Epamig.

A formagé&o dos grupos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 pode ser explicaddodawvilistinta
origem desses genotipos. Outros autores também ja obserdmengéncia genética
em populagdes C. canephora cultivada no Brasil, obsereaseiparacéo de populacdes
oriundas de diferentes programas de melhoramento. Soulza(2043), utilizando 20
microssatélites, avaliaram a divergéncia genética em 13Ctigendla espécie C.
canephora Estes autores encontraram alto nivel de polimorfismo na lggm
avaliada, com a formacao de dois grupos, um formado pefdaods oriundos do IAC
e UFV, e outro subdividido em dois sub-grupos, separando gendlipdscaper e
Embrapa Rondonia.

N&o foi possivel, através dos marcadores, coeficientelis@milaridade e
método de agrupamento utilizados separar genoétipos cootesdsticas fenotipicas de
Conilon de parte dos genétipos hibridos ou com caractassiitermediarias entre
conilon e robusta. Desta forma, os materiais incluidstentrabalho como controles
para a variedade conilon e hibridos (Conilon x Robustajrfalocados no grupo 7, em
conjunto com todos 0s genadtipos pertencentes as variedmaess do Incaper, por
materiais oriundos de selecdo empirica no Estado dioitBspanto e hibridos naturais
oriundos do programa de melhoramento genético da EmbmamiRia.

Genatipos inseridos neste trabalho como controles paeaiedade Conilon e
hibridos foram obtidos do BAG do Programa de Melhoramento da
UFV/Epamig/Embrapa. Os genodtipos hibridos sédo oriundos de cruzameniie
genitores masculinos Conilon, também oriundos do BAG dopémcaom genitores
femininos RobustéTrabela 4), oriundos do CATIE (ALKIMIM et al., 2018)

Verifica-se assim, através da analise do dendograma, nwimergéncia
genética entre estes genétipos, uma vez que sao origir@ritsm o genitor masculino
originario de uma mesma regiao geografica, neste casiado do Espirito Santo.

O agrupamento dos genotipos oriundos de selecdo empiriea grepb, em
conjunto com as variedades clonais do Incaper, confirpnexamidade genética destes
com a variedade Conilon. Neste contexto € valido lembray, @ programa de
melhoramento genético do Incaper explora a variabilidadetiga da espécie C.
canephora, sendo uma das estratégias empregadas a iddwatificagelecdo de
individuos com caracteristicas fenotipicas superiores mpulacbes naturais

segregantes em lavouras do estado do Espirito SantdRERERt al., 2017b). Desta
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forma, gendtipos de C. canephora pertencentes as variedadess do Incaper e
gendtipos oriundos de selegcdo empirica realizada por preduw viveiristas sao
originarios de uma mesma populacdo, justificando a maiotinpidade entre estes
materiais em relagdo aos de outros programas de mekai@am

Em trabalhos envolvendo marcadores moleculares, jaddaionstrado que
gendtipos de C. canephora da variedade Conilon sdo préximosicgemwmeite, do
subgrupo SG1, proposto por MONTAGNON et al., (1992) e (CUBRY et2@08;
LAMBOT et al., 2009; ALEKCEVETCH et al. 2013). Tais materig®ram origem de
populacdes do Gabdo e do sul do Congo (FERRAO et al., 2017b)tigdenque
apresentam caracteristicas tipicas da variedade Rddfistelassificados no subgrupo
SG2, os quais sdo originarios de paises da Africa Centnahy Beplblica Democratica
do Congo, Republica Centro-Africana e Camarbes (MONTAGNONMlet1992).
Materiais pertencentes ao subgrupo SG2 apresentam c@taesr parecidas com
materiais do grupo Guineano, que € constituido por materigiparios de paises do
Oeste da Africa, como Guiné, Libéria e Costa do Marfim (BERUBA 1986;
FERRAO et al., 2017b). Estudos sugerem que, a separacio di emsées grupos,
esta fortemente relacionada a eventos historicos dammeato geografico e glaciacao
ocorridos ha 18 mil anos e também ao processo de mekt@mcorrido, atraves da
atividade humana. Na natureza, os grupos Congolés e Guis@arseparados por uma
faixa de terras aridas de 300 km de largura, entre blocfisrdsta do centro e do oeste
africano, conhecida como intervalo de Dahomey (MAURIMNIg2007; GOMES et al,
2009), o que favorece o isolamento geografico entre as duadades.

Apesar do maior niumero de acessos de conilon estar dispooi@AG do
Incaper, o BAG do IAC materiais genéticos de outros grupeRRAO et al., 2017b).
Avaliando a diversidade genética em 48 clones parentais den€phora do BAG do
Incaper e 266 descendentes de polinizacdo aberta desta popélekcevetch (2013)
encontrou consideravel variabilidade, com maior parte iddisiduos apresentando
proximidade genética com acessos representantes do grupoh®@hdo também
genotipos com maior proximidade com os grupos SG2 e Guineano.

Em trabalho realizado por Vicentini (2013) foram avaliadasateristicas
morfoagronémicas de 100 progénies conduzidas sob estraté&géed@o recorrente do
programa de melhoramento do Incaper, observou dissimdaridatre os genétipos
com potencial para uso em hibridacdes. No entanto, o refattlr relata que a

dissimilaridade entre estes materiais apresentou disdistanciamento. Resultados
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similares foram obtidos por Carias et al. (2016). Estegesitvaliaram 70 progénies,
também conduzidas sobre estratégia de selecdo reconcerteaper, obtendo baixa
variancia genotipica para maior parte das caractadstiorfoagronémicas avaliadas.
Segundo tais autores, estes resultados indicam a neckssid introducdo de novos
materiais em ciclos subsequentes de selecéo recomemieobjetivo de aumentar a
variabilidade genética na populagcédo em estudo.

Considerando a divergéncia genética observada entre genétigosaleephora
coletados oriundos do Espirito Santo (var. Conilon) eacéel & materiais oriundos de
programas de melhoramento do IAC e Embrapa RondémiaReéusta), a utilizacéo
destes materiais como genitores, em programas de hilwidag@ as duas variedades,
pode ser uma estratégia para obtencdo de cultivares gu@nreds caracteristicas
agrondmicas desejaveis de cada variedade. Neste contextporéante salientar que
genotipos pertencentes as variedades Conilon e Robustarapnescaracteristicas
fenotipicas complementares. Genotipos da variedade @Gpmilm geral, apresentam
maior tolerancia a seca, maior produtividade e maialidade de cultivo devido seu
menor tamanho, enquanto genoétipos da variedade Robudeamnenapresentar maior
resisténcia a nematoides e a ferrugem e melhor qualiddokbata.

Vérias instituicoes brasileiras tém se empenhado na c@gder, caracterizacao
e ampliacdo da variabilidade genética da espécie C. canegbonajestaque para o
BAG o qual reline materiais genéticos coletados no estadonelos de cruzamentos e
selecbes do programa de melhoramento. A manutencacal@agénica da espécie €
um trabalho essencial para programas de melhoramentdivahji® a obtencdo de
novas cultivares através de cruzamentos intra e $mecéficos (FERRAO et al.,
2017b). Apesar do polimorfismo observado neste e em outr@hivaba inser¢cdo de
novas fontes de germoplasma de outras regides do muadaém € importante para

aumentar a diversidade genética em Bancos de germopl&8S&h& A et al., 2013).

4.2.Genotipos portando marcadores para genes de resisténcia a Fermmgdo-
Cafeeiro e a CBD

Por meio da amplificacdo de marcadores SCBR-{8-21°-f, BA-124-12K-f,
SPM16-S;3) e SSR (SAT244) foram identificados sete gendtipos cdoterarcadores
ligados ao gene de resisténci@SNo entanto, em nenhum dos gendtipos foi observada
a presenca dos quatro marcadores. Fato semelhante foianlusera trabalho realizado
por Alkimin et al. (2017), tendo estes autores atribuido eseeafprovavel ocorréncia
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de recombinacéo. A recombinacéo (ocorréncia de crossingdavante a meiose)
entre 0 marcador e o0 loco de interesse pode afetarci@nefa da utilizacdo de
marcadores moleculares (Rubio et al. 2014). Os marcadorepa@eeram com maior
frequéncia foram SAT244 e BA-124-12K-f. Segundo Mahé et al. (208&gs
marcadores estdo a uma distancia de 0 cM do geheoSjue reduz a possibilidade de
recombinacdo entre gene e marcador. Segundo 0s mesmes aasadistancias entre o
gene §3 e os marcadores SP-M13Se BA-48-21°-f sdo respectivamente 1.8 e 0.6
cM. Segundo Alkimim et al. (2017) apesar destas distanciaamsgrequenas,
recombinacdes podem ocorrer entre 0 marcador e o locasedesse. Estes resultados
reforcam a importancia da proximidade entre os marcadoriesutares e o gene de
interesse para reduzir possiveis erros na identificac@ernt#ipos portando tais genes
(KIGUONGO et al., 2014; RUBIO et al., 201BALACHIRANJEEVI et al., 2015).

Quanto a resisténcia a ferrugem-do-cafeeiro, foi attibué espécie C.
canephora os seguintes geng6,%.7, $:8 e $9 (BETTENCOURT & RODRIGUES,
1988). Entretanto, em trabalhos recentes foram idemtd&autros genes (%0, $11,
Sy12) envolvidos na resisténcia a ferrugem (GELETA, 2017; SILR04,7). Uma vez
gue o gene 38 € atribuido a espécie diploide C. liberica, uma possivdigasva para
sua identificacdo em genotipos de C. canephora poderiargengressao por meio de
cruzamentos com esta espécie. Em C. arabica o gene foidonse partir de
introgressao, sendo identificado em acessos indianosrpentes de cruzamentos
naturais entre C. arabi@C. liberica (PRAKASH, 2004)Entretanto, ndo existem na
literatura informacdes sobre cruzamentos, naturais tdiciais, entre C. canephora
C. liberica. Desta forma, estes resultados obtidos a partitilizacdo dos marcadores
moleculares para o geng3Sjustificam a realizacdo de novos trabalhos que busquem
elucidar a presenca e origem deste gene em C. canephooaguastse confirmada a
presenca deste gene, estes genotipos podem constituirdeomezurso genético em
programas de melhoramento da espécie, visando resisaéiaciagem-do-cafeeiro.
A presenca dos marcadores CaRHv9 e CAP_CaRHv10 ligados adeloesisténcia a
racas I, Il e patétipo 001 foi observada em 61 dos gendtiposadosli De forma
semelhante aos marcadores ligados ao gep8, ®$ouveram individuos que
apresentaram apenas um dos marcadores. Enquanto 56 indiajghésentaram o
marcador CaRHVv9, o marcador CAP_CaRHv10 foi observado end&dunos.

Também foram identificados 44 individuos contendo marcadmaes o gene

Ck-1, que confere resisténcia a antracnose dos frutos v@odesfeeiro (CBD). Dentre
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estes, 34 individuos apresentaram o marcador SAT235, enquaraador SAT207
foi observado em 13 individuos. A maior frequéncia nantifieacdo do marcador
SAT235 pode ser explicada pelo fato deste co-segregar conedCigdn enquanto o
marcador SAT207 esta localizado & uma distancia de 17.2 st gene (GICHURU et
al., 2008), podendo ocorrer recombinacdo (ALKIMIM et al., 201Apesar de
Colletotrichum kahawae ndo estar presente no Brasil, afidagfio destes gendtipos
apresentando o gene de resisténcia, pode ser uma impoeatégia no
melhoramento preventivo, auxiliando na selecdo de recgmuiticos (GICHURU et
al.,2008; KIGUONGO et al., 2014).

4.3.Resisténcia de gendtipos de Coffea canephora as ragas Il e XX>de H.

vastatrix

No Brasil, 15 racas fisiologicas de H. vastatrix forafateelas até o presente
momento (ZAMBOLIM, 2016; ZAMBOLIM & BRENES, 2018 A raca Il foi
escolhida para as avaliacdes de resisténcia por ser aigieprevaléncia no pais e no
estado do Espirito Santo (SILVA, 2000; ZAMBOLIM et al., 200&)quanto a raca
XXXIII foi escolhida por ser considerada uma raca conglégndo sido identificada
infectando gendtipos considerados resistentes, sendamtpodansiderada como risco
para o desenvolvimento de resisténcia duravel em campo (NASCIMENEl., 2010;
CAPUCHO et al., 2012).

Foram observadas na populacao avaliada expressoes de
suscetibilidade/resisténcia variando desde gendétipos apmisenigos Pl e PL; com
altos valores de DS, DE, AF e NE até gendtipos que nao ajaesenquaisquer
sintomas para as racas inoculadas (imunes). Atravésstko de médias univariado de
Scott-Knott foram verificadas diferencas nos comportansetibs gendtipos em relacéo
a todas as componentes de resisténcia avaliadas para sscdisds e XXXIII.

Diversos componentes podem ser eficientes em estes@téncia horizontal.
Os componentes de resisténcia avaliados neste trabafitwain utilizadas em diversos
trabalhos (ESKES, 1982; ESKES, 1983a; ESKES, 1983b; ESKES & COSTA, 1983;
BETTENCOURT & RODRIGUEZ, 1988; LEGUIZAMON-CAYCEDO et al., 1998;
PEDROSA et al.,, 2004; ANGELOTTI et al.,, 2008). Na maioria destdsmlhos, os
componentes avaliadas foram analisadas individualmentée Mabalho, a utilizagéo
da andlise multivariada dos componentes de resisténc@wtratar de forma global o
comportamento dos genotipos avaliados, em relacdo &nesisas racas avaliadas.
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Apesar da componente Periodo Infeccioso (periodo de espgurudas lesdes)
apresentar certo papel na epidemiologia da doenca, osrpsmesporos sdo muito mais
importantes do que os produzidos posteriormente. Desta forRerjodo Latente (PL),
gue é caracterizado pelo tempo desde a inoculagédo atéugfoodos primeiros esporos
€ uma componente de resisténcia altamente importanteppgenos policiclicos.
Longos PL sdo importantes para a resisténcia horizgWralE et al, 2001). Eskes
(2005) inclui a producdo de esporos como uma das principais centpsnde
resisténcia a serem avaliadas em discos foliareslosenportante para explicar a
variacdo da incidéncia da doenca em gendtipos de café Camfbrcampo. Os
componentes periodo de incubacao (Pl), porcentagem @ dism sintomas (PDCS)e
porcentagem de discos esporulados (PDE) também foramadbiizem trabalhos
anteriores de avaliagdo de resisténcia horizontalragiem em C. canephora (ESKES,
1982; 1983a; 1983b; ESKES & COSTA, 1983). ESKES (1982) obteve maiores
correlacbes entre dados obtidos em campo e avaliagdesseos foliares a partir da
componente porcentagem de discos esporulados. Em trabediizado por Neto
(2011), avaliando o nivel de resisténcia de hibridos de Qeptara as racas Il e
XXXIIl de H. vastatrix, a componente de resisténcia % deodissporulados foi a que
apresentou maiores valores de correlacdo absoluta cmiveis de resisténcia
determinados por analise multivariada de componentes piigicifan trabalhos
avaliando a resisténcia de gendtipos da variedade ConitionaV8142 a raca Il de H.
vastatrix também foi possivel dividir os gendtipos nasssds Resistente,
Moderadamente Resistente, Moderadamente Suscetivel etiBelsatravés da analise
conjunta de componentes de resisténcia pala analise miponentes principais
(CAPUCHO et al., 2011; ROSADO et al., 2011).

Dentre os parametros genéticos avaliados, a herdabilidada éstimativa que
expressa a relacdo entre a variancia genética eifdmaotEste parametro indica a
proporcao da variabilidade observada no fenétipo atribuidgenétipo (SANTOS et
al., 2018; BOREM & MIRANDA, 2013). Além do alto efeito do gendtismbre o
genotipo, os altos valores de herdabilidade apresentadosopelacao também podem
estar relacionados ao curto periodo de manifestacdo dasteras avaliados, todos
inferiores a 40 dias. Segundo Borém & Miranda (2013) umaatedribuida a
herdabilidade é que caracteristicas desenvolvidas em periotlrapgemais curtos sédo
menos sujeitas ao ambiente, apresentando maiorees/glara este parametro que

outras que se desenvolvem em periodos mais longos. Ag@esgxperimentais do
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trabalho, conduzido em ambiente controlado, também pdéeesxercido efeito neste
parametro, reduzindo a o peso da variagdo ambiental neca@rfanotipica total
(OLIVEIRA et al, 2016). Estes resultados indicam que, em pmogs de
melhoramento, por meio de selecdo simples, seria possited ganhos genéticos
significativos, uma vez que o ambiente apresenta poucemeib sobre determinada
caracteristica(FALCONER, 1981). Também foram obtidos altos valores d&iora
CVg/CVe. Quando os valores para este parametro sdo iguais olipr&gpeér uma
unidade é identificada situacédo favoravel a selecdo, emawe a diferenca entre os
individuos para determinada caracteristica é resultanteigaimente da variacdo
genética (VENCOVSKY, 1987; YOKOMIZO & FARIAS NETO, 2003).

O Coeficiente de Correlacdo Cofenética (CCC) observamss dendograma
obtidos para resisténcia as racas Il e XXXIll de H. vaigtdoram de 0,88 e 0,89,
respectivamente. Valores de CCC acima de 0,8 sdo sudgiguatra adequacao do
método de agrupamento, enquanto valores abaixo de 0,7 indieai®mquacido do
método (SOKAL & ROHLF, 1962; ROHLF 1970). Desta forma, obsesevague o
método de agrupamento adotado apresentou baixa distorgita ggm relacdo aos
valores de dissimilaridade obtidos pela estatistica mitita.

Um problema comum em analises de agrupamento é a audérardinicdo do
namero adequado de grupos a serem formados, uma vez qu& undochtério padrao
gue auxilie nesta tomada de deciséo, sendo a escolha fatandesubjetiva em muitos
estudos (LIBERATO et al., 1995; CRUZ et al., 2011). Inicialmetatietou-se utilizar o
critério estatistico de Mojena (1977), com k=1,25, para elstedr o ponto de corte dos
dendogramas. No entanto, a partir deste critério, ndo remparacdo eficiente dos
genotipos com base no comportamento em relacdo as cempsnde resisténcia
avaliadas. Entretanto aceita-se a definicdo do numergrdpos com base em
conhecimentos prévios do pesquisador sobre seus dados, padai€acia e por razdes
praticas com base nos objetivos do estudo (BARROSO & ARTES, 20037 et al.,
2011). Desta forma, o ponto de corte de cada dendograma fod@doten base nas
observacdes das caracteristicas observadas, nag;@@salidos componentes em cada
genotipo, auxiliadas pela analise univariada dos dados. Foi gloas8im dividir os
gendtipos nos dendogramas plotados para resisténcigassItee XXXIII em cinco
grupos, sendo um grupo dos genétipos imunes e quatro gruposfeantds niveis de
resisténcia horizontal. Genoétipos que ndo apresentaraisqgera manifestacdoes de

sintomas ou sinais de infecgao foram classificados eéomoidade completa e absoluta
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(Van der Plank, 1975) as respectivas racas inoculadas. Apergsndtipo, (3,33% da
populacdo avaliada) foi imune & raca Il, enquanto quatro ithaig se mostraram
imunes a raca XXXIII, representando 15,38% dos gendtipos dwaljzara esta raca.

Nos genotipos classificados como R, apesar da reproducasirdomas da
infeccdo, o patégeno ndo foi capaz de completar seu, cidto sendo observada a
producdo de ureddsporos. Para a raca Il de H. vastatrix, 43¢83 @endtipos foram
classificados neste grupo, enquanto para raga XXXIll esee fealconsideravelmente
menor, de 24,13%. A menor propor¢ado de genétipos resst@emega XXXIII pode ser
justificada por essa ser considerada uma raca com gen@sil@acia complexos (V5 e
V7 ou V5, v7 e v9), enquanto a raca Il € portadora apengsraov5 (ZAMBOLIM et
al., 2005; ZAMBOLIM 2016). Na classe dos individuos considerado®Mendtipos,
apesar de apresentarem esporulacdo, tiveram a compa®nésisténcia PU muito
inferior a gendtipos agrupados como S e MS. Estes matenmiEem apresentaram Pl
mais curtos e AF maior do que genadtipos agrupados como Ressstsmmpondo 26,66
e 55,17% dos gendtipos avaliados com as racas Il e XXXIII devaldtatrix,
respectivamente. Os genotipos agrupados dentro da classe Mauersl&uscetivel
apresentaram altos valores de DE, AF e PU, sendo edm®svauperiores aos
observados nas classes anteriores, agrupando 23,33% dopagavtliados com a
raca ll e 3,45% com a raga XXXIII.

A variedade de C. arabica Caturra compés a classe Suscet$velvaliacbes
com as duas racas. Este genoétipo apresentou maior susizetébih H. vastatrix nos
componentes avaliados, sobretudo para as componentesPAF A resisténcia de
plantas a doencas pode ser classificada em duas categmmalo elas resisténcia
horizontal e resisténcia vertical (Van Der Plank 1963).

A espécie C. canephora é caracterizada por apresentadirndi expressando
resisténcia vertical ou resisténcia horizontal arufggm-do-cafeeiro, podendo ser
observados genoétipos totalmente resistentes assim cdrameate suscetiveis
(RODRIGUEZ-JUNIOR et al., 1976; ESKES, 1983a, ESKES, 1983b, ESR&H;
NETO, 2011; CAPUCHO, 2011). Apesar de alguns clones de C. canephora
apresentarem resisténcia vertical as racas de H. nagtag¢valescentes no Espirito
Santo, avaliacbes em campo tém apresentado grande varibilda niveis de
resisténcia horizontal entre tais matérias, tendoetado que alguns dos genotipos mais
produtivos se mostram mais suscetiveis a doenca emadgwgides e épocas do ano
(TATAGIBA et al., 2001; ANDRADE et al., 2003).
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A resisténcia dos clones pertencentes a variedadd divdaa ES8142 as racas
[, Il e XXXIII de H. vastatrix foi avaliada por Capucho et &011) em inocula¢cbes em
mudas. Foram inclusos neste trabalho genétipos clagsifiqaor este autor como R,
MR, MS, S as racas Il e XXXIII. Alguns destes genoétipmsii no presente trabalho
classificados em grupos diferentes dos propostos por Caf2@hb) ( Para resisténcia a
raca Il, o clone 4V, anteriormente classificado comméste trabalho foi classificado
como MR; o clone 5V, anteriormente classificado como, kRclassificado MS e os
clones 7V e 13, anteriormente classificados como Snfetassificados como MS.

Para resisténcia a raca XXXIII, o clones 5V, anteriotmetassificado como R
foi classificado como MR, o clone 7V, de MS, foi classilo como MR; e os clones
12V e 13V, anteriormente classificados como R foram a@ssilcados como MR. A
resisténcia horizontal é fortemente influenciada podgdes ambientais (VALE et al.,
2001), e em condicdes de camara de incubacédo, sdo propdeasocondicdes oOtimas
para o desenvolvimento do patdgeno, favorecendo seu desenvédviemantecidos
suscetiveis.

Os genodtipos 8PP, Verdim do Triunfo, Timbui, P1, Ouro Negro en2edo se
mostraram imunes ou com alto nivel de resisténciaz¢wtal para as duas racas
avaliadas. Dentre estes materiais, 0os genotipos Timbuin&relo e Verdim Triunfo
possuem os dois locos avaliados para o gene de resis&@i@onfirmados pelos
marcadores CaRHv9 e CaRHv10. Os gendtipos P1, Ouro Negro mossioeo de
resisténcia para o marcador CaRHV9, enquanto o 8PP ppasui o marcador
CaRHv10. Este ultimo gendtipo também apresentou o0 mar&#idB-210R para o
gene de resisténciap® O gendtipo Verdim Triunfo também possui a marcador
SAT235 para o gene de resisténcia a CBD. Desta formamntderiais apresentam
potencial para serem empregados na formacdo de novas emureampo, podendo
reduzir a ocorréncia de epidemias, a utilizacdo de fidagice os danos ambientais
provocados por estes agroquimicos. Tais materiais tampbéem ser importante fonte
de recursos genéticos em programas de melhoramento geta&tspécie C. canephora
buscando resisténcia a ferrugem-do-cafeeiro.

Em lavouras C. canephora cultivar Conilon, o plantio dzeglb em linhas,
sendo cada linha composta por um clone diferente do out@ndasatuar como
fornecedor de pdlen uma vez que plantas de C. canephoaats@stéreis. Usualmente,
os produtores de conilon fazem opg¢éo para plantio de clooesalta produtividade,

mas que nem sempre sdo resistentes a ferrugem. No preabalbo encontrou-se
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clones imunes, R, MR, MS e S. A estratégia de se empekges resistentes e imunes
a ferrugem é altamente recomendada uma vez que ndoiahaemessidade de
atomizacdo. Entretanto, tal estratégia nem semprepéegata em campo, pois 0S
produtores levam em consideracdo outras caracteristicas ctioees como
produtividade, ciclo, tombamento das hastes, qualidade da lesiidautras.

5. CONCLUSOES

Os gendtipos avaliados foram agrupados em sete grupos quanersaddie
genética, sendo divididos em grupos compostos por matdaaisariedades Conilon,
Robusta e hibridos;

Genatipos pertencentes as variedades clonais do Incgpengpos oriundos de
selecdo empirica no Estado do Espirito Santo folaca@os dentro de uma mesma
classe quanto a diversidade genética, sendo esta c@asp®sta por gendtipos com
caracteristicas e tradicionalmente classificados dentvargsdade Conilon;

Existem, dentro da populacdo avaliada, genétipos portando masado
associados ao geng@®e a QTL de resisténcia a ferrugem e ao @¥ag, de resisténcia
ao CBD;

Entre os gendtipos de C. canephora oriundos de selecaaicampiais
cultivados no Estado do Espirito Santo, sdo obsenaiflrentes niveis de resisténcia
horizontal as racas Il e XXXIII de H. vastatrix, podendoesapregados em estratégias
de manejo da ferrugem;

Existem dentro da populacdo avaliada gendétipos que podem romesist
importantes fontes de recursos genéticos para programageltderamento visando
hibridacéo entre variedades (Conilon x Robusta), buscantiteacdo de novos clones
e variedades clonais reunindo as caracteristicas agroamndiesejaveis de cada
variedade, bem como para programas que visem a obtencdo apagercom

resisténcia a ferrugem e ao CBD;
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