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CARVALHO, Filipe Gimenez. Heranga da resisténcia a Pseudomonas syringae pv. garcae
em cafeeiro arabico silvestre da Etiopia. 2019. 64 f. Tese (Doutorado em Agronomia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

A mancha aureolada do cafeeiro é uma importante doenca causada pela bactéria Pseudomonas
syringae pv. garcae, e tornou-se um fator limitante que afeta lavouras em formacéo, ou recém-
podadas, localizadas em regides elevadas altitudes e expostas ao vento. O uso de cultivares
resistentes, é a alternativa mais eficiente e econdémica para o controle da doenca, entretanto, até
0 momento sO existe uma cultivar resistente a bacteriose, IPR 102, e ainda é pouco cultivada.
Ainda sdo desconhecidos 0 modo de acdo génico e o nimero de genes que controlam a
resisténcia. O objetivo deste trabalho foi estudar o controle genético da resisténcia do cafeeiro
arabico da Etidpia E 287 a Pseudomonas syringae pv. garcae. Para caracterizar a heranca de
resisténcia, o cafeeiro da Etidpia foi o parental resistente (P1) e o gendtipo Sarchimor Mococa
o suscetivel (P2). Estes foram utilizados para a obtencdo das geragdes F1, F2 e retrocruzamentos
RC: e RC,. Foram avaliadas 20 plantas do Py, 19 plantas do P, 15 plantas da populagéo F1, 152
plantas da populacdo F2, e 40 plantas de cada umas das populacdes obtidas nos
retrocruzamentos RC1 e RC>. As folhas novas de todas as mudas foram inoculadas pelo método
da abrasdo com a linhagem IBSBF 1197 da bactéria. As avaliacdes da severidade foram
efetuadas aos 30 dias apds as inoculac¢des, seguindo uma escala de 0 a 5 pontos. A partir dos
dados obtidos foram realizados a analise das médias das geracdes, o teste de modelos genéticos
por meio da funcdo de maxima verossimilhanca e o teste qui-quadrado (y?). Através destas
analises constatou-se que a heranca da resisténcia a Pseudomonas syringae pv. garcae em
Etiopia E 287 € controlada por trés genes de efeito principal (Psl, Ps2, Ps3) de carater
qualitativo, com dominancia completa e segregacdo independente. Somente um dos genes
sozinho faz com que a planta seja resistente, e dois sdo epistaticos entre si, ou seja, as plantas
sdo resistentes quando um dos seus alelos sdo dominantes nos dois genes, enquanto que as
plantas séo suscetiveis quando um dos genes apresenta dois alelos recessivos.

Palavras-chave: Coffea arabica. Melhoramento genético. Mancha aureolada do cafeeiro.



CARVALHO, Filipe Gimenez. Inheritance of resistance to Pseudomonas syringae pv.
garcae in wild arabica coffee from Ethiopia. 2019. 64 p. Tese (Doutorado em Agronomia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

The bacterial halo blight is an important disease caused by the bacterium Pseudomonas
syringae pv. garcae, and has become a limiting factor that affects growing or newly pruned
crops located at high altitudes and exposed to wind. The use of resistant cultivars is the most
efficient and economical alternative for disease control, however, to date there is only one
resistant cultivar, IPR 102, and it is still little cultivated. The mode of gene action and the
number of genes that control resistance are unknown. The objective of this work was to study
the genetic control of resistance of Ethiopian arabica coffee tree E 287 to Pseudomonas
syringae pv. garcae. To characterize resistance inheritance, Ethiopian coffee was the resistant
parent (P1) and the susceptible Sarchimor Mococa genotype (P2). These were used to obtain
F1, F2 generations and RC1 and RC2 backcrosses. Twenty plants from P1, 19 plants from P2,
15 plants from population F1, 152 plants from population F2, and 40 plants from each of the
populations obtained in the RC1 and RC2 backcrosses were evaluated. New leaves of all
seedlings were inoculated by the abrasion method with the bacterial IBSBF 1197 strain.
Severity assessments were performed 30 days after inoculation, following a scale of 0 to 5
points. From the obtained data, the analysis of the generation averages, the genetic models test
using the maximum likelihood function and the chi-square test (%?) were performed. Through
these analyzes it was found that the inheritance of resistance to Pseudomonas syringae pv.
garcae in Ethiopia E 287 is controlled by three qualitative main effect genes (Ps1, Ps2, Ps3),
with complete dominance and independent segregation. Only one of the genes alone makes the
plant resistant, and two are epistatic to each other, that is, plants are resistant when one of their
alleles is dominant in both genes, while plants are susceptible when one of the genes has two.
recessive alleles.

Key words: Coffea arabica. Genetic breeding. Bacterial halo blight.
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1 INTRODUCAO

O café é uma das principais commodities agricolas e o Brasil tem liderado
por décadas este mercado como o maior produtor, com 61,7 milhdes de sacas (60 kg)
produzidas em 2018 (CONAB 2018), e também o maior exportador, com 30,6 milhGes de
sacas, representando 17,3% das exportacdes mundiais em 2017 (ICO 2019). Esse cultivo
proporciona alta rentabilidade para produtores que adotam tecnologias adequadas, podendo
alcancar rendimentos superiores a 50 sacas beneficiadas por hectare, bem acima da média
nacional, estimada em 33,07 sacas por hectare para a safra 2018 (CONAB 2018).

Diversos fatores interferem negativamente na produgéo e na produtividade
da cultura do café, como estresses abioticos (seca, temperaturas extremas, umidade, entre
outros) e bioticos, por meio do ataque de pragas e doencas (ferrugem, cercosporiose, mancha
aureolada, bicho mineiro, nematoides, entre outros). A mancha aureolada (MA) é uma
importante doenca provocada pela bactéria Pseudomonas syringae pv. garcae (Psg) e ocorre
em regides cafeeiras mais frias e com maior exposicao ao vento (BELAN et al., 2014).

Essa bacteriose atinge mudas nos viveiros e plantas jovens e adultas no
campo, com sintomas nas folhas, rosetas, frutos jovens e ramos. Os sinais caracteristicos
ocorrem nas folhas como lesdes necréticas irregulares de coloragdo marrom-escuro e
circundadas de halo amarelado. A intensidade dessa doenca pode ser amenizada com a
utilizacdo de algumas medidas preventivas, como evitar a entrada da doenca na lavoura pela
utilizacdo de mudas sadias e o plantio de guebra-ventos, que nem sempre sdo utilizados nas
propriedades (BADEL; ZAMBOLIM, 2019).

Recentemente foi comprovado que sementes provenientes de cafeeiros com
sintomas da mancha aureolada podem conter indculo viavel da bactéria (BELAN et al., 2016),
porém a dispersdo do patdgeno ocorre principalmente ao serem carregadas pela &gua por meio
de respingos de chuva, chuva de granizo ou agua de irrigacao de lavouras ou plantas vizinhas
infectadas. O controle quimico pode ser realizado por meio de aplicacdes foliares de produtos
a base de cobre como hidroxido de cobre e éxido cuproso e cloridrato de casugamicina
(antibidtico) de forma antecipada a ocorréncia da doenca, caso contrario esses produtos terdo
baixa eficiéncia. (RODRIGUES et al., 2013).

O uso de cultivares resistentes € considerado uma das principais alternativas
para o controle da MA. Porém, atualmente existem poucos cultivares, como o IPR 102,
considerado completamente resistente, enquanto outros como IPR 103, IPR 104, IPR 108 e
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IAPAR 59 apresentam resisténcia moderada (ITO et al., 2008). Foram considerados resistentes
ou imunes os cafeeiros denominados Hara, Dilla e Alghe, S12 Kaffa e Geisha (MORAES et
al., 1975), além de 38 introducdes originarias da Etiopia, identificadas por Mohan et al. (1978),
que definiram também como resistentes as variedades semierecta, ennarea e geisha de C.
arabica, o acesso M7846, com resisténcia simultanea a ferrugem (Hemileia vastatrix),
derivados de hibridos interespecificos de C. canephora x C. arabica e as espécies C.
eugenioides e C. stenophylla.

A resisténcia de plantas a um determinado fator adverso € caracterizada pelo
namero de genes que controlam a caracteristica, podendo ser monogénica, oligogénica ou
poligénica (BALDISSERA et al., 2014). O entendimento do modo como a resisténcia a MA é
herdada tem grande importancia na definicdo da estratégia a ser adotada para incorpora-la em
outros gendtipos de café. O conhecimento da natureza e extensdo dos efeitos génicos que
controlam um carater é fundamental para os processos de selecao e previsdo do comportamento
das geracdes segregantes (LOBO et al., 2005).

Até o momento ndo existem trabalhos publicados sobre o controle genético
de caracteres ligados a resisténcia de cafeeiros a mancha aureolada. Deste modo, o0 objetivo
deste trabalho foi caracterizar a heranca da resisténcia do cafeeiro E 287 da Etidpia a P. syringae

pv. garcae e determinar o nimero de genes envolvidos nessa expressao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CAFE

O café é uma das principais commodities agricolas, sendo produzido
extensivamente em aproximadamente 60 paises em regides tropicais e subtropicais. Desses
paises, somente 15 produzem acima de 1 milhdo de sacas por ano. O Brasil produz atualmente
17,3% do café consumido no mundo, o que o coloca como maior produtor e exportador mundial
(ICO, 2019).

A produgdo brasileira de café em 2018 apresentou alta em relacdo a safra
2017, com 61,7 milhdes de sacas colhidas, esse resultado representa um acréscimo de 31,7%,
comparado a safra anterior, em razdo da bienalidade positiva nas maiores regides produtoras.
A produtividade por hectare também foi maior em relacéo a safra 2017, alcangando 33 sacas.
O café arabica corresponde a 67% da producdo brasileira, enquanto o café conilon corresponde
ao restante (CONAB, 2018).

O cultivo de café no Brasil tem &rea estimada em 2,16 milhGes de hectares,
dos quais 13,6% ainda estdo em formacdo. O maior estado produtor € Minas Gerais com 56,6%
da &rea em producdo no Brasil, seguido por Espirito Santo, Sdo Paulo, Bahia, Rondénia, Parana,
Rio de Janeiro, Goias e Mato Grosso (CONAB, 2018).

A cadeia produtiva de café no Brasil é bastante complexa e pode ser dividida
em fornecedores de insumos para a producdo agricola, produtores rurais, cooperativas,
corretores, industria (torrefacdo e moagem, soltvel, capsulas) exportadores de cafe verde,
atacado interno e externo e, por fim, os consumidores (CONCEICAOQ, 2017). Com essa cadeia
produtiva sdo gerados empregos e renda para os diversos setores de producdo, comércio,
indUstria e servigos, além de arrecadar taxas e impostos para 0s governos dos estados e
municipios. O café é responsavel por significativa geracdo de divisas para o pais e no ano de
2018 gerou 5,14 bilhdes de délares somente em exportacdes (CECAFE, 2019).

2.2 O GENERO COFFEA
Os cafeeiros pertencem a divisdo das Fanerdégamas, classe Angiosperma,

subclasse Eudicotiledénea, ordem Rubiales, familia Rubiaceae, tribo Coffeae, subtribo
Coffeinae e género Coffea L. (DAVIS et al., 2006).
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O género Coffea L. é dividido em dois subgéneros Coffea subgen. Coffea e
Coffea subgen. Baracoffea. A maioria das espécies de Coffea L. pertencem ao subgénero
Coffea, possui 124 espeécies descritas (DAVIS et al., 2011) incluindo C. arabica e C. canephora,
utilizadas para o consumo da bebida, além de espécies utilizadas no melhoramento genético do
cafeeiro, como: C. liberica, C. dewevrei, C. congensis, C. racemosa, C. eugenoides, C.
kapakata, entre outras e ocorre em toda a extensdo natural do género no continente africano,
Madagascar e Ilhas Mascarenhas. O subgénero Coffea Baracoffea contém apenas trés espécies

aceitas e € restrito a florestas do oeste de Madagascar (DAVIS et al., 2006).

2.2.1 Coffea arabica

O café arabica é uma planta perene e autdbgama com frequente alogamia. O
fruto é climatérico e, quando maduro, é conhecido como cereja, podendo apresentar exocarpo
de cor vermelha ou amarela. O fruto é do tipo drupa, com duas sementes chatas que possuem
um sulco ventral no sentido longitudinal. A semente possui uma pelicula, endosperma
verdadeiro de cor verde e um pequeno embrido com dois cotilédones. Devido a cor do
endosperma, o grao de café cru é comercialmente chamado de café verde (green coffee)
(SAKIYAMA, 2015).

Esta espécie € nativa da regido localizada entre sudoeste da Etidpia, sudeste
do Sudao e norte do Quénia, regides com altitudes elevadas, que variam entre 1000 a 3000
metros (ANTHONY et al., 2001). Nesta regido ocorrem altitudes entre 1600 a 2800 m e a
temperatura do ar com média anual de cerca de 20°C. A precipitacdo é bem distribuida, variando
de 1600 a mais de 2000 mm, com uma estacédo seca durando de trés a quatro meses, coincidindo
com o periodo mais frio (DAMATTA; RAMALHO, 2006)

Coffea arabica € um alotetraploide verdadeiro com 44 cromossomos,
enquanto C. canephora e as demais espécies do genéro Coffea sdo diploides com 22
cromossomos. O numero béasico de cromossomos do género C. arabica é 11 e apresenta a
segregacdo genética tipica de espécies diploides para a maioria dos locos estudados, mas uma
pequena parte dos locos apresenta desvio dessa segregacdo com heranca tetrassémica ou
distorcdo da segregacdo. (TEIXEIRA-CABRAL et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2007). O
tamanho estimado de genoma é de 2,56 x 10° pares de bases para C. arabica (CLARINDO;
CARVALHO, 2009).
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Coffea arabica é autofértil com cerca de 10% de polinizagdo cruzada
(CARVALHO:; MONACO, 1964) e vérios estudos de natureza genética (CHARRIER;
BERTHAUD, 1985), citoldgica (PINTO-MAGLIO; CRUZ, 1987), relacionados a origem
geografica (CARVALHO; MONACO, 1964), e através de estudos moleculares comprovaram
que C. arabica foi originada de uma hibridacdo natural de gametas ndo reduzidos entre duas
espécies diploides de café, C. canephora e C. eugenioides (LASHERMES et al., 1999).

2.3 MELHORAMENTO GENETICO DO CAFE ARABICA

O melhoramento de café é uma das areas de pesquisa que Vém
proporcionando grandes contribuicdes para o aumento da produtividade e da qualidade. Por ser
uma planta perene, o melhoramento para todos os caracteres demanda um longo tempo
(PEREIRA, 2010).

As primeiras cultivares introduzidas no Brasil foram Typica e Bourbon
Vermelho, nos anos de 1727 (CAMARGO; TELES Jr., 1953) e 1859 (CARVALHO, 2007),
respectivamente, sendo essa Ultima considerada de maior produtividade. Apds isso, foi
introduzida a cultivar Sumatra, que é uma derivada de Typica de maior produtividade
(CARVALHO, 1952). Mutacdes e hibridos espontaneos foram aproveitados pelos programas
de melhoramento, originando as cultivares Maragogipe, Amarelo de Botucatu, Caturra
Vermelho, Caturra Amarelo e Bourbon Amarelo (CARVALHO, 1952; CARVALHO et al.,
1957; MONACO, 1960; PEREIRA; BAIAO, 2015).

O melhoramento genético do cafeeiro no Brasil teve inicio, com muito mais
intensidade, no ano de 1933, quando foi criada a Se¢do de Genética do Instituto Agronémico
(IAC) (CARVALHO; FAZUOLLI, 1993). A partir de um cruzamento espontaneo entre as
cultivares Sumatra e Bourbon Vermelho, o IAC realizou varias sele¢des a partir 1943 ate iniciar
a multiplicacéo da cultivar Mundo Novo em 1952. Novas selegdes foram liberadas pelo IAC a
partir de 1977 (CARVALHO, 1981, 1985). Ganhos expressivos na produtividade foram obtidos
com a cultivar Mundo Novo. Em experimentos conduzidos em Campinas, Jal e Mococa, foi
observado que as melhores progénies de ‘Mundo Novo’ chegaram a produzir 80% a mais que
o0 material original (sem selecdo); 50% a mais do que as melhores selegdes de ‘Bourbon
Amarelo’; 95% a mais que as melhores selecdes de ‘Bourbon Vermelho’ e 240% a mais do que

as progénies de ‘Typica’ (FAZUOLI et al., 2008).
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A partir de 1972, a cafeicultura brasileira também teve um grande ganho com
as cultivares do grupo Catuai, que surgiram da hibridac&o artificial de Caturra Amarelo 1AC
476-11 com Mundo Novo IAC 374-19 realizado no IAC em 1949, com o intuito de transmitir
os alelos responsaveis pelo porte baixo (CtCt) de Caturra Amarelo para Mundo Novo
(CARVALHO et al., 2008; GUERREIRO FILHO; RAMALHO; ANDRADE, 2018).

Antes da constatacdo da ferrugem alaranjada do cafeeiro no Brasil, no inicio
da década de 1970, eram realizados outros programas de melhoramento visando a resisténcia a
essa doenca em varias instituicdes brasileiras, como EPAMIG (Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais) (PEREIRA et al., 2013), IAC (Instituto Agronémico)
(FAZUOLI et al., 2007), IAPAR (Instituto Agrondmico do Parand) (SERA, 2001) e ex-IBC
(Instituto Brasileiro do Café) (MEDINA FILHO et al., 2008), utilizando como fontes de
resisténcia cafeeiros arabicos com introgressdo de C. canephora como Icatu e Hibrido de Timor
e com introgressao de C. liberica como derivados da série BA.

Além da resisténcia a ferrugem, outras linhas de pesquisa foram iniciadas,
buscando desenvolver cultivares com resisténcia a outros patégenos, aos nematoides do género
Meloidogyne, a insetos como o bicho-mineiro (Leucoptera coffeella) e broca (Hypotenemus
hampei), a fatores abi6ticos como seca e geadas, entre outras caracteristicas, sempre aliadas a
alta produtividade (MEDINA FILHO et al., 2008; SERA, 2001; FAZUOLI et al., 2007). A
maioria das cultivares lancadas nos ultimos 25 anos, tiveram inicio com os trabalhos
desenvolvidos na década de 70.

Apbs quatro décadas de intenso melhoramento genético realizado pelos
melhoristas do Brasil foi possivel lancar diversas cultivares originadas dos cruzamentos: Villa
Sarchi x Hibrido de Timor (Sarchimor), Caturra x Hibrido de Timor (Catimor) Icatu, Catuai x
Mundo Novo, Icatu x Catuai, Catuai x Hibrido de Timor, Catimor x Acaid, Sarchimor x Catuali,
Sarchimor x Mundo Novo, Catuai x (Catuai x BA-10) e Icatu x Catimor (CARVALHO et al.,
2008; PEREIRA; BAIAO, 2015; MATIELLO et al., 2015b).

Um dos principais desafios dos programas de melhoramento de café do Brasil
é desenvolver cultivares de café arabica com produtividades superiores aos das cultivares mais
antigas como as dos grupos Catuai e Mundo Novo, as quais ainda sdo as mais cultivadas no
Brasil, segundo Chalfoun e Reis (2010), pois s@o produtivas e possuem ampla adaptabilidade
no Brasil, porém sdo suscetiveis a ferrugem (FAZUOLI et al., 2008).

Algumas cultivares superaram as produtividades do Catuai no noroeste do
estado do Rio de Janeiro, como é o caso das cultivares Catucai Amarelo 20/15, Sabié 398,
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Catiguda MG 02, Catucai Amarelo 24/137, IPR 103, IPR 100 e Acaud, que foram mais
produtivas do que Catuai Vermelho IAC 144 (RODRIGUES et al., 2014). Sabié 398 foi mais
produtivo do que Catuai Amarelo IAC 74 no municipio de Varginha, estado de Minas Gerais
(PAIVAZetal., 2010) e IPR 102 foi mais produtivo em quatro locais no estado do Parana (SERA,;
SERA; FAZUOLLI, 2017). Em um estudo efetuado em quatro ambientes de Minas Gerais, foi
observado que Sabié Tardio, Pau Brasil MG1, Obatd IAC 1669-20, Catucai Amarelo 24/137 e
IPR 103 destacaram-se por serem as mais produtivas, com estabilidade e adaptabilidade
independentemente do ambiente, além de possuirem resisténcia total ou parcial a ferrugem
(CARVALHO et al., 2012).

Apesar de existir muitas cultivares no Brasil, a base genética de C. arabica é
bastante estreita (CARVALHO, 1993) e a maioria das cultivares dessa espécie foi derivada de
duas formas botanicas: Typica e Bourbon. Como ja relatado anteriormente, os hibridos
interespecificos Hibrido de Timor, Icatu e cafeeiros da série BA também contribuiram para
ampliar a base genética das cultivares modernas de café arabica, pois possuem genes de C.
canephora e C. liberica, respectivamente.

Uma diversidade genética maior comparado a esses genotipos € observada
em cafeeiros do centro de origem da espécie C. arabica, que se encontra nos altiplanos do
sudoeste da Etidpia. Esses recursos genéticos oriundos da Etiopia constituem uma grande fonte
de alelos para o melhoramento genético (SILVESTRINI et al., 2007). A necessidade da
ampliacdo da base genética de C. arabica motivou uma expedicdo organizada pela FAO na
década de 1960, em que foram coletadas sementes de 621 genotipos de C. arabica silvestres,
originarios de varios locais da Etiopia. As amostras coletadas foram encaminhadas para seis
institutos, na india, Tanzania, Etiopia, Costa Rica, Peru e Portugal (MEYER et al., 1968).

Dos acessos coletados, 308 foram disponibilizados ao IAC pelo Centro
Agronomico Tropical de Investigacion y Ensefianza - CATIE (Costa Rica) (SILVESTRINI et
al., 2007) e destes, 144 acessos foram repassados ao Instituto Agronémico do Parana (IAPAR).

Nas Ultimas décadas, os institutos de pesquisa vém avaliando esses gendtipos
para diversas caracteristicas, como resisténcia a nematoides do género Meloidogyne
(ANZUETO et al., 2001; BOISSEAU et al., 2009; FATOBENE et al., 2017), caracteriza¢do
nutricional (SANTOS et al., 2015), tolerancia a seca (QUEIROZ-VOLTAN et al., 2014;
CARVALHO et al., 2017) qualidade de bebida (BERTRAND et al., 2006), teores de cafeina
(SILVAROLLA; MAZZAFERA; FAZUOLLI, 2004) e outros componentes quimicos (SCHOLZ

et al., 2016), diversidade molecular (SILVESTRINI et al., 2007), resisténcia a mancha
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aureolada (MORAES et al., 1975; MOHAN et al., 1978), entre outros temas de pesquisa em

andamento, visando explorar a variabilidade genética existente nesses cafeeiros.

2.4 ESTUDOS GENETICOS EM COFFEA ARABICA

Em Coffea arabica L. a realizagcdo de estudos genéticos é mais onerosa e
demorada que na maioria das outras espécies cultivadas, por dois principais motivos.
Primeiramente, esta espécie € um alotetraploide do tipo segmental, ou seja, formada pela
justaposicédo de dois genomas de n=11, dos quais certos cromossomos conservam uma grande
similaridade, assim ndo € possivel identificar muitas plantas mutantes. A outra razdo é o longo
ciclo de semente a semente, que leva de 3 a 4 anos (CARVALHO et al., 1991), assim trabalhos
de caracterizacdo de heranca levam aproximadamente oito anos para a obtencdo de populacdes
para o estudo.

Apesar desses fatos, alguns estudos foram realizados e outros encontram-se
em andamento. Em 1932, no IAC, foi iniciado um plano bastante amplo de estudos biolégicos
e agrondmicos do cafeeiro e, particularmente de melhoramento. Assim foram realizados
estudos de sistematica, de citologia, de biologia da reproducdo, de genética e de técnicas
agronémicas (CARVALHO, 2007) que na época contava com um numero reduzido de
cultivares.

A Secdo de Genética do IAC, identificou e analisou cerca de 40 mutantes,
esclarecendo a heranca de diversos caracteres tendo como base na maioria dos casos a cultivar
Typica, contribuindo para o entendimento das relagdes de dominéncia ou epistasia entre 0s
fatores (MENDES et al., 2002).

A primeira andlise genética foi realizada por Krug, Mendes e Carvalho
(1939), objetivando esclarecer em C. arabica as relagdes genéticas entre os cultivares Bourbon
Vermelho e Murta, e as plantas ands surgidas na descendéncia. Os autores verificaram que dois
alelos (TT) controlam a condicdo Typica na condicdo homozigota dominante (TTNaNa) e
qualquer variacdo na constituicdo desses locos poderia alterar o fenotipo. Plantas F1, resultantes
da hibridacdo entre os cultivares Typica e plantas ands (nana) sdo de aspecto normal,
semelhantes as do Typica, porém em F, foram obtidos sete fenotipos diferentes: Typica
(TTNaNa; TtNaNa), Quase Typica (TTNana, TtNana), Quase Typica semelhante a Bourbon
(TTnana), Murta com folhas maiores (Ttnana), Bourbon (ttNaNa), Murta (ttNana) e And ou
Nana (ttnana). Com este estudo foi possivel verificar que ha diferenca genética entre o Arabica
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(TT) e o Bourbon (tt), assim todas as variagbes de C. arabica e mutantes poderiam ser
classificadas com relacédo a esse loco como oriundos do Arabica ou do Bourbon. Mendes (1941)
também investigou algumas plantas mutantes encontradas nas variedades Bourbon, Murta e
Nana, demonstrando instabilidade no par de alelos Na-na.

Outras caracteristicas presentes em mutantes de C. arabica foram estudados
no IAC por Krug e Carvalho, algumas sem interesse comercial, mas que poderiam ter potencial
em programas de melhoramento do cafeeiro (MENDES et al., 2002). A fasciacdo dos ramos,
flores e frutos deve-se a acdo de um gene (FsFs) com dominancia incompleta. Anémala e
Anormalis sdo mutantes com algumas diferencas morfol6gicas, mas com muitas caracteristicas
em comum e distintas do Typica, e apresentam ramificacéo densa e internddios curtos, folhas
anormais e malformadas, multicaule e mais altas que Typica. A mutacdo Anémala é devido a
um fator recessivo (an), enquanto Anormalis apresenta dominancia incompleta do fator Am. Os
fatores Andmala e Anormalis acham-se ligados, com valor de recombinagéo de cerca de 15%
e trata-se do primeiro exemplo de ligacdo génica constatada em C. arabica (CARVALHO et
al. 1991).

A heranca da cor de frutos, sementes e brotos novos também ja foi realizada.
Para a cor dos brotos novos, séo visualizadas as cores verde (brbr), bronze-claro (Brbr) e
bronze-escuro (BrBr), sendo bronze escuro de dominéncia incompleta em relacdo ao verde
(KRUG; CARVALHO, 1942). Na caracteristica cor dos frutos maduros, a cor amarela é
controlada pela acdo de um par de alelos recessivos xcxc denominado xantocarpa, frutos
vermelhos sdo homozigotos XcXc, sendo sua dominancia incompleta e as plantas heterozigotas
tém frutos com casca laranja (Xcxc) (KRUG; CARVALHO, 1940). As sementes de C. arabica
normalmente apresentam o endosperma de cor esverdeada, porem foram encontrados cafeeiros
com sementes de coloracdo amarelada, conhecidos como café Cera, o fator responsavel por essa
caracteristica (ce) revelou-se recessivo, sendo amarelada apenas as sementes de constituicdo
cecece (CARVALHO; KRUG, 1949).

A espécie C. arabica em geral, floresce de trés a quatro vezes ao ano a partir
do periodo chuvoso, porém em uma muta¢do derivada da cultivar Bourbon Vermelho,
denominada Semperflorens, a floragéo é continua durante todo o ano. Essa variedade apresenta
folnagem densa e de verde intenso, ramos mais curtos que Typica e aparentemente mais
resistentes a seca. Analises genéticas revelaram que essa caracteristica € controlada por apenas
um par de alelos recessivos (sf) (CARVALHO; KRUG, 1952).
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Com relagdo a posicéo dos ramos, na cultivar Typica esse angulo varia de 50°
a 85° porém em cafeeiros descritos como Erecta, todos os ramos laterais estdo em posicado mais
vertical junto a haste principal, com angulos que variam de 11° a 41° sendo todas as outras
caracteristicas iguais a Typica. A caracteristica erecta € dominante (Er) e controlada por apenas
um gene (KRUG; CARVALHO, 1950).

O café Laurina, provavelmente uma mutacdo do Bourbon Vermelho,
apresenta porte menor, forma conica, multicaule, ramificacéo lateral densa, com ramificacéo e
internddios curtos, folhas pequenas e elipticas, frutos pequenos e afilados na base, somente as
folhas apresentam forma e tamanho normais. Apds estudo genético, Krug, Carvalho e Antunes
Filho (1954) verificaram que essas caracteristicas sdo controladas por um par de fatores
genéticos recessivos (Irlr). Esse genotipo tem a importante caracteristica de apresentar em suas
sementes aproximadamente a metade (0,6%) do teor de cafeina encontrado em outras cultivares
de C. arabica (1,2%) (CARVALHO; TANGO; MONACO, 1965).

Outras mutacdes em cafeeiros também apresentam o porte reduzido, foram e
ainda sdo de interesse nos programas de melhoramento genético pela facilidade na colheita que
proporcionam. Os cultivares mais conhecidos e estudados sdo o Caturra, Pacas, Villa Sarchi,
San Ramon, Vila Lobos e Sdo Bernardo (CARVALHO et al., 1991). Estudos genéticos foram
realizados e verificados para determinar a heranca dos fatores que os caracterizam. Caturra é a
primeira mutacdo encontrada de porte reduzido e com elevada capacidade produtiva, suas
caracteristicas sdo controladas por um par de alelos dominantes (CtCt). Esse genotipo vem
contribuindo nos programas de melhoramento ao transmitir sua caracteristica aos cultivares
comerciais, um exemplo é a transferéncia do fator Ct para a cultivar Mundo Novo, dando
origem a cultivar Catuai (CARVALHO; MONACO, 1972), até hoje, uma das cultivares mais
plantadas no Brasil.

O café Pacas, descoberto em El Salvador e o Vila Sarchi na Costa Rica,
apresentam as mesmas caracteristicas do Caturra e por meio de testes de hibridacdo com o
mesmo, indicam que essas trés cultivares possuem o alelo Ct (CARVALHO et al., 1991). O
café Sdo Bernardo, originario da Guatemala tem porte menor que o Caturra e internédios muito
curtos, essas caracteristicas ocorrem devido a agdo de um par de alelos dominantes (SbSh),
enquanto que o Vila Lobos, também compacto, com entrends curtos e ramificacdo lateral
abundante ¢ portador de um outro fator genético dominante e independente de Ct e Sh, ao qual
se deu o simbolo IV. San Ramon também originario da Costa Rica possui entrends muito curtos,

semelhante ao Séo Bernardo, com folhas elipticas e de cor verde escura e a maturacao dos frutos
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€ um pouco mais tardia. A analise genética indica que essa variedade é portadora do fator
dominante Sr (CARVALHO et al., 1984).

A mutacdo Maragogipe também foi estudada e verificaram que seus
caracteres, aumentados em relacdo a cultivar original (Typica), devem-se a acdo de um par de
alelos dominantes (MgMg), apesar de ter sementes maiores que o Typica, tem baixa capacidade
produtiva pelo menor nimero de flores por axila e reduzida taxa de pegamento (KRUG;
CARVALHO, 1942). Hibridos de Maragogipe com outras cultivares estdo sendo pesquisados
com a intencao de obter cultivares de porte baixo, boa qualidade de bebida e sementes gratdas
(MENDES et al., 2002).

A primeira tentativa para se estudar a hereditariedade da resisténcia a algum
patégeno em cafeeiros foi realizada por Mayne, em 1935, na india, estudando a heranca da
resisténcia no patossistema Coffea spp. vs. H. vastatrix (ferrugem do cafeeiro)
(BETTENCOURT, 1981). A partir deste trabalho, muitos outros foram realizados com esse
foco.

A resisténcia do cafeeiro a ferrugem tem sido atribuida a ao menos nove genes
dominantes (SH1 a SH9), atuando sozinhos ou em conjunto. Coffea arabica é fonte dos genes
SH1, SH2, SH4 e SH5; Coffea liberica do SH3; e C. canephora de SH6, SH7, SH8 e SH9
(NORONHA-WAGNER; BETTENCOURT, 1967; BETTENCOURT; NORONHA-
WAGNER, 1971; BETTENCOURT; RODRIGUES, 1988). Genes maiores e menores de C.
canephora também podem condicionar resisténcia a ferrugem (ESKES; DA COSTA, 1983;
BETTENCOURT; RODRIGUES, 1988; ESKES et al.,1990; VARZEA; MARQUES, 2005;
ROMERO et al., 2014).

A moléstia conhecida como CBD (Coffee Berry Disease) causada pelo
patégeno Colletorichum coffeanum, também ja foi estudada geneticamente, mas ainda ndo ha
consenso sobre seu controle genético. Essa doenca causa Sérios prejuizos a produgdo no
continente africano pelo ataque de frutos novos em cultivares de C. arabica. Aparentemente
sdo trés os locos responsaveis pela resisténcia, dois deles (R e K) oriundos de C. arabica e o
fator T possivelmente de C. canephora, portanto heranca oligogénica (VOSSEN; WALYARO,
1980, 2009). Estudos realizados por Belachew (2001) revelaram através de analise de geragdes
que ocorre variagdo epistatica, além de efeitos aditivos e de dominancia, e que o controle da
resisténcia é realizado por no minimo dois a cinco genes.

Pesquisas visando entender a heranga de resisténcia a nematoides em

cafeeiros, é mais recente. Noir et al. (2003) concluiram que a resisténcia a Meloidogyne exigua,
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encontrada nas plantas derivadas do Hibrido de Timor é determinada por um gene de efeito
maior oriundo de C. canephora, identificado como Mex-1. No entanto Alpizar, Etienne e
Bertrand (2007) concluiram que este gene maior apresenta dominancia incompleta. Também
foi analisada a heranca da resisténcia a M. incognita em C. arabica da Etiopia, que indicaram
a presenga de um gene dominante em alguns cruzamentos e dois genes dominantes
complementares em outros, sendo provavel a dominancia incompleta (ANZUETO et al., 2001).

O bicho mineiro (Leucoptera coffeella) é a praga de maior distribuicdo, e
responsavel por sérios prejuizos em todo o Brasil, ja que até o momento, o nimero de cultivares
resistentes registradas ¢ muito reduzido. A resisténcia ocorre em outras espécies de Coffea, e
analises genéticas mostraram que em C. dewevrei, C. eugenioides, C. kapakata e C. salvatrix é
de natureza monogénica e dominante (MEDINA FILHO et al., 1977). Em C. racemosa também
foi comprovada resisténcia a essa praga, e esta espécie € a mais utilizada em programas de
melhoramento no Brasil. Foi a partir da hibridagdo de C. racemosa x C. arabica que foi
desenvolvida a cultivar Siriema AS1, resistente ao bicho-mineiro (MATIELLO et al., 2015a).
Guerreiro Filho, Silvarolla e Eskes (1999) verificaram que a resisténcia é determinada por dois
genes dominantes e complementares.

O estudo genético de cafeeiros resistentes a Pseudomonas syringae pv.
garcae nunca foi realizado, mas até pouco tempo acreditava-se que o gene SH1, encontrado nos
genotipos de café arabica Harar, Dilla e Alghe, S12 Kaffa e Geisha, originados da Etidpia,
conferiria resisténcia simultanea para algumas racas de ferrugem (H. vastatrix) e para P.
syringae. pv. garcae (MORAES et al., 1975) através de ligacdo génica entre alelos de
resisténcia para os dois patdgenos ou por efeito pleiotropico do alelo SH1. Porém Rodrigues,
Braghini e Guerreiro Filho (2017) provaram que a resisténcia encontrada nesses genotipos néo
ocorre por nenhuma das duas hipoteses. Ao avaliarem a inoculagéo por P. syringae pv. garcae
e H. vastatrix nas mesmas plantas de duas populacdes F., derivadas do cruzamento entre um
parental suscetivel as duas doencas e um resistente (Geisha), verificaram que, entre mudas
resistentes a raca de ferrugem foram avaliadas plantas resistentes e suscetiveis a mancha
aureolada, e a segregacao também ocorreu para as plantas F2 suscetiveis ao isolado de ferrugem.

Além disso, existem outras fontes de resisténcia, sem o gene SH1,
identificadas nas espécies C. congensis (MORAES et al., 1975), C. eugenioides, C. stenophylla,
C. arabica var. ennarea, C. arabica var. semierecta (MOHAN et al. 1978), em cafeeiros do
“Icatu”, derivados do “Hibrido de Timor” (MOHAN et al., 1978; SERA; CARDOSO;
MOHAN, 1980) e “Catucai” (PETEK et al., 2006).



23

2.5 ESTUDOS GENETICOS COM PSEUDOMONAS SYRINGAE

Apesar de nao haver relatos sobre estudos genéticos realizados com P.
syringae pv. garcae, estes trabalhos ja foram realizados com outros patovares de P. syringae
em outras espécies cultivadas. Coletivamente, os mais de 60 patovares ja identificados infectam
quase todas as espécies de plantas cultivadas no mundo. P. syringae é um dos patégenos mais
bem estudados e serve como modelo para a compreensdo das interacfes patdogeno-hospedeiro,
mecanismos de viruléncia bacteriana e adaptacao do hospedeiro aos patdgenos (XIN; KVITKO;
HE, 2018).

No tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill), a resisténcia a P. syringae pv.
tomato foi inicialmente identificada na espécie selvagem Lycopersicon pimpinellifolium,
condicionada por um Unico gene dominante (PILOVSKY; ZUTRA, 1982). Em outro estudo de
heranca da resisténcia a P. syringae pv. tomato, Fallik et al. (1983) utilizaram como parental
resistente a cultivar Rehovot-13 e VF-198 como variedade suscetivel, e atraves da andlise
genética de F1, F2 e do retrocruzamento segregante, verificou que a resisténcia da cultivar
Rehovot-13 é determinada por um Unico gene dominante em interacdo com genes menores.

No estudo de heranga em que a cultivar de tomate Ontario 7710 foi utilizada
como parental resistente em dois cruzamentos com cultivares suscetiveis a P. syringae pv.
tomato (BI2CAD e ONT777), verificaram que um gene dominante confere resisténcia a P.
syringae pv. tomato em Ontario 7710, denominando-o de gene Pto (PITBLADO; MACNEILL,
1983). Em trabalho semelhante, Kozik (2002) utilizou como parental resistente a mesma
cultivar, Ontario 7710, porém outro parental suscetivel foi utilizado, A100, e através da analise
das geracOes constatou que a resisténcia a P. syringae pv. garcae é determinada por um gene
de dominancia incompleta, o gene Pto. Neste estudo, Kozik., analisou que na populagéo F2 as
plantas apresentaram a frequéncia 1:2:1, sendo resistente, tolerante e suscetivel
respectivamente, ao contrario do que foi avaliado por Pitblado e MacNeill, que verificaram
apenas plantas resistentes e suscetiveis, na propor¢do de 3 resistentes e 1 suscetivel. Esta
diferenga pode ter ocorrido devido a maior concentracdo da bactéria inoculada no estudo de
Kozik (2002).

O gene R, denominado de Pto (serina/treonina quinase), originario do
tomateiro, foi clonado e usado no controle de isolados da bactéria Pseudomonas syringae pv.
tomato (MARTIN et al., 1993). Pto e AvrPto, gene de aviruléncia da bactéria, interagem
fisicamente, e essa interacdo € necessaria para a ativacao da resisténcia do hospedeiro. Kim et
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al., (2002) identificaram uma segunda proteina, AvrPtoB, que interage especificamente com
Pto e ¢ amplamente distribuida entre os patdégenos de plantas. Assim, dois efetores bacterianos
distintos ativam a imunidade da planta, interagindo com a mesma proteina-hospedeira quinase
através de um mecanismo estrutural similar.

No feijoeiro ocorre o crestamento aureolado, doenca causada pela bactéria P.
syringae pv. phaseolicola. O melhoramento genético do feijoeiro para a resisténcia a essa
doenca é complexa, pela diversidade de viruléncia da bactéria, com a ocorréncia de 9 ragas.
Deste modo, 0os mecanismos de resisténcia ainda ndo foram completamente entendidos devido
aos diversos modos de heranca (qualitativos e quantitativos), a ocorréncia de genes
independentes para expressdo de resisténcia em folhas e vagens e mecanismos separados para
resisténcia ao crescimento da bactéria e supressdo da producdo de toxinas (MIKLAS et al.,
2009). O estudo da heranca da resisténcia a P. syringae pv. phaseolicola foi realizada com uma
cultivar resistente, denominada CAL 143, e esta foi determinada por um gene dominante e
independente (CHATAIKA et al., 2011). O mesmo tipo de heranga, com um gene dominante,
denominado Pse-1, foi relatado por Miklas et al., (2009) com a cultivar Ul-3, e este gene
promove resisténcia as racas 1, 5, 7 e 9. Outros quatro genes sdo conhecidos (Pse-2, Pse-3, Pse-
4 e Pse-5) e identificados através de oito cultivares diferenciadoras, que promovem a resisténcia
as nove racas de P. syringae pv phaseolicola, 0s quais possuem 1 ou mais genes de resisténcia.

Em outras culturas comerciais também foi realizado o estudo genético da
resisténcia a Pseudomonas syringae. No caso do kiwi (Actinidia chinensis), estirpes de
Pseudomonas syringae pv. actinidiae com graus variados de viruléncia, indicam uma classica
relacdo evolucionaria entre hospedeiro e patdogeno. Em uma populacdo de kiwi diploide,
derivada do cruzamento entre uma cultivar elite, porém suscetivel ‘Hort16A’ e um parental
tolerante ao cancro bacteriano, multiplos locos de caracteres quantitativos contribuem para a
tolerancia de uma populacdo, portanto a natureza da resisténcia é quantitativa (TAHIR et al.,
2019). De maneira semelhante, Cheng (2014) ao estudar populacdes de kiwi diploide
(suscetiveis) com cultivares resistentes a P. syringae pv. actinidiae, constatou significativa
variacdo em todos os caracteres avaliados, e concluiu que a heranca da resisténcia de A.
chinensis a doenca ocorre de maneira poligénica.

Em tabaco (Nicotiana tabacum L.) ocorrem as doencas fogo selvagem e
mancha angular, respectivamente causadas por P. syringae pv. tabaci e uma estirpe desta
bactéria, antigamente denominada Pseudomonas syringae pv. angulata. Woodend e
Mudzengerere (1992) estudando as reacOes das doencas nas geracOes parentais, F1, F2 e
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retrocruzamentos, derivadas do cruzamento de trés linhas suscetiveis a uma linha resistente Nr-
7, observaram que a resisténcia € determinada por um Unico gene dominante.

A mancha angular, doengca comum do pepino, Cucumis sativus, causada
por Pseudomonas syringae pv. lacrimanes foi investigada por Olczak-Woltman (2009) e
através do estudo genético das populacdes derivadas do cruzamento entre as cultivares
Borszczagowski (resistente) e Cucumis sativus var. hardwickii (suscetivel), verificaram que a
gravidade da doenca parece ser controlada por multiplos genes e a presenca ou auséncia do halo
clorético é determinada como sendo governada por um (nico gene, sendo um carater
dominante.

Muitos outros estudos genéticos foram realizados visando entender a
resisténcia genética a P. syringae, porém devido a grande quantidade de patovares que infectam
diferentes espécies de plantas e pela ocorréncia da variabilidade genética dentro de um mesmo

patovar, € muito dificil definir um padrdo na heranca genética de resisténcia a P. syringae.

2.6 MANCHA AUREOLADA DO CAFEEIRO

2.6.1 Agente causal

A mancha aureolada do cafeeiro, causada pela bactéria Pseudomonas
syringae pv. garcae (Amaral, Teixeira & Pinheiro) Young, Dye & Wilkie, foi relatada pela
primeira vez no ano de 1955, em cafezal localizado no municipio de Garca, estado de Séo Paulo,
com sintomas em folhas, ramos e frutos (AMARAL et al., 1956). Foi reportada posteriormente
nos estados do Parana (MOHAN et al.,1978; PETEK et al., 2006; ITO et al., 2008) e Minas
Gerais (ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011). Em outros paises a bactéria também foi
identificada causando a mancha aureolada, como o Quénia (RAMOS; SHAVDIA, 1976),
Etiopia (KOROBKO; WONDINAGEGNE, 1997), Uganda (CHEN, 2002) e China (BAl et al.,
2013).

No final da década de 70, Young e colaboradores propuseram uma alteracéo
na nomenclatura de uma série de bactérias fitopatogénicas, e a partir desse periodo o termo
patovar passa a ser utilizado no nivel infrasubespecifico para diferenciar cepas da mesma
espeécie ou subespeécie, agrupando bactérias que, somente eram distinguiveis pela sua gama de
hospedeiros ou por testes laboratoriais muito especificos. Assim, a partir de 1980 a bactéria

causadora da mancha aureolada, que era conhecida como Pseudomonas garcae ou
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Pseudomonas garcae Amaral et al., passa a ser denominada oficialmente como Pseudomonas
syringae pv. garcae (YOUNG et al., 2010).

Para diferenciar Pseudomonas syringae pv. garcae de outros patovares sao
realizados testes fisiologicos, soroldgicos e bioquimicos (ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI,
2011; BELAN et al., 2016; BERIAM et al., 2017; RODRIGUES et al., 2017). Existe uma
grande diversidade genética e possibilidade de variabilidades intraespecificas entre isolados
bacterianos de Pseudomonas syringae pv. garcae no Brasil e no Quénia. Os patdtipos isolados
nos dois paises possuem diferencas com relacdo as caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e
producdo de bacteriocinas. Um grupo de cepas isolado no Quénia produziu sintomas da doenga
no cafeeiro C. arabica cv. SL 28, considerada resistente & mancha aureolada no Brasil.
(KAIRU, 1997). Em estudo realizado por Maciel et al., (2018) foi avaliada a diversidade
genética de P. syringae pv. garcae em 25 isolados do Brasil e trés provenientes do Quénia por
meio de ERIC-PCR, e a combinagdo de ERIC- e REP-PCR, e verificaram que os isolados do
Brasil foram agrupados separadamente dos isolados do Quénia.

Pseudomonas syringae pv garcae é uma bactéria Gram negativa, tem formato
de bastonete, € estritamente aerdébica e produz pigmento fluorescente em meio de cultura King
B (King et al., 1954) sob luz ultravioleta (BERIAM et al., 2017). Pertence a familia
Pseudomonadaceae, ordem Pseudomonadales da classe Gammaproteobacteria (BADEL;
ZAMBOLIM, 2019). Em meios de cultura com Batata Dextrose Agar (BDA) e Nutrientes Agar
(NA), produzem melanina, um pigmento marrom difuso (BARTA; WILLIS, 2005) e sdo
moveis por meio de um a sete flagelos polares (RODRIGUES et al., 2013).

Algumas espécies de plantas cultivadas podem ser inoculadas artificialmente
por P. syringae pv. garcae como especies do género Citrus, oliveira (Olea europea), tomateiro
(Solanum lycopersicum), batateiro (Solanum tuberosum), jurubeba (Solanum paniculatum var.
acutilobum), ligustro (Ligustrum lucidum), feijoeiro (Phaseulus vulgaris) (BRADBURY,
1986) e aveia (Avena sativa) (BARTA; WILLIS, 2005), porém nédo ha registros de infecgéo
natural nessas plantas. Curiosamente, ap0s a identificacdo filogenética de membros do
complexo de espécies de Pseudomonas syringae, verificaram que P. syringae pv. garcae se
situava no clado contendo P. syringae pv. coronafaciens, que compreende cinco patégenos de
Poaceae incluindo o hospedeiro Avena sativa (PARKINSON et al., 2011).

Um estudo contestou a patogenicidade de P. syringae pv. garcae em outras
hospedeiras, pois o0s sintomas observados foram produzidos pela reacdo de hipersensibilidade,
concluindo que a gama de hospedeiro da bactéria é restrita aos cafeeiros (KIMURA et al.,
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1973). No entanto, em trabalho recente, Raimundi (2017), verificou que Cucumis sativus,
Carica papaya, Desmodium canum, Aster sp e Celosia plumosa, que sao hospedeiras naturais
de P. syringae pv. tabaci, sdo também hospedeiras por inoculacao artificial de P. syringae pv.
garcae, e as colbnias obtidas no reisolamento das bactérias presentes nas lesdes dessas plantas

mostraram-se semelhantes as col6nias originais de P. syringae pv. garcae inoculadas.

2.6.2 Sintomas, perdas e danos

Ap6s a constatacdo da mancha aureolada em 1955, a doenga ndo foi
considerada de grande importancia por muitos anos, uma vez que ndo foram registrados danos
significativos em lavouras até o inicio da década de 1970 (MOHAN, 1978). Apds esse periodo
foi observada uma severa incidéncia da bacteriose em viveiros do Instituto Agrondmico de
Campinas (KIMURA et al., 1973) e extensivamente no estado do Parané apds a geada de 1975,
resultando em severos danos nos viveiros, brotagdes de plantas recepadas e em replantes
(MOHAN et al., 1978). Os danos provocados pela acdo de geadas podem ser potencializados
pela presenca da bactéria P. syringae pv. garcae que possui acdo nucleadora de gelo, ou seja,
conseguem catalisar o congelamento da agua (GONCALVES; MASSAMBANI, 2011).

A doenca é fator limitante para o cultivo do café nas regides produtoras dos
estados do Paranda, Séo Paulo e Minas Gerais, com maior incidéncia em regides mais frias e
expostas ao vento, principalmente nas lavouras em formacgdo ou recém-podadas e viveiros
(SERA; ALTEIA; PETEK, 2002; SERA et al., 2004; PATRICIO et al., 2010; ZOCCOLI;
TAKATSU; UESUGI, 2011). A mancha aureolada incide com alta frequéncia em lavouras
cafeeiras situadas em topografias acidentadas e altitudes elevadas, superiores a 1000 metros.
As areas serranas do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba, conhecidas regifes produtoras de
café, apresentam incidéncia frequente e severidade variavel da doenca, podendo inviabilizar a
cafeicultura nessas regides (ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011).

Os sintomas de mancha aureolada podem ser constatados em folhas, rosetas,
frutos jovens e ramos, atingindo mudas no viveiro e plantas no campo (ZAMBOLIM et al.
2005). Os sinais caracteristicos sdo observados nas folhas como pequenas lesGes necréticas
irregulares (5 a 20 mm de diametro), de coloracdo marrom-escuro, e circundadas de halo
amarelado quando em folhas maduras. Essas lesdes podem se juntar a outras e formar grandes

areas necroticas, resultando na queda prematura das folhas. (RODRIGUES et al. 2013).
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Em ataques mais severos, pode ocorrer necrose de ramos e de frutos em
expansao, desfolha generalizada e seca de ponteiros, ja que a colonizacdo bacteriana ocorre
inicialmente no apice seguindo para a base, e como resultado o superbrotamento. Esses
sintomas geralmente ocorrem em lavouras jovens, de 3 a 4 anos de idade, comprometem a
arquitetura da planta e consequentemente a produtividade na safra corrente e posteriores (ITO
et al., 2008).

Oliveira e Romero (1991) verificaram que folhas novas sd@o mais afetadas
pelo patdgeno comparada as velhas na cultivar Catuai, observando que extratos obtidos de
folhas velhas foram capazes de inibir o desenvolvimento in vitro de P. syringae pv. garcae e,
em folhas novas, a bactéria obteve maior crescimento. Em estudo mais recente, Tomiyama et
al. (2018) evidenciaram os mesmos resultados, de que a severidade da mancha aureola é maior
em folhas jovens do primeiro internddio, mas verificaram que estirpes mais agressivas de P.
syringae pv. garcae provocaram danos de intensidade semelhante em folhas de diferentes
idades, do primeiro ao quinto internddio.

As manchas sdo mais comuns nas bordas das folhas, onde a bactéria encontra
maior facilidade de penetracdo devido a danos mecanicos através da agitacdo das folhas pelo
vento, no entanto, podem se estender por toda a superficie foliar penetrando por ferimentos
causados por insetos e outras doencas (RODRIGUES et al., 2013; ZOCCOLI; TAKATSU;
UESUGI, 2011), além de microfissuras geradas por particulas de areia carregadas pelo vento e
aberturas naturais como os estomatos (RODRIGUES; QUEIROZ-VOLTAN; GUERREIRO
FILHO, 2015).

Nos viveiros 0s sintomas sdo muito semelhantes, porém a disseminacgéo €
facilitada pelo adensamento das plantas e alta umidade nas folhas, que proporciona ambiente
ideal para o desenvolvimento da doenca, causando necrose das folhas novas e do ponteiro, 0

gue ocasiona, em muitos casos a morte das mudas (RODRIGUES et al., 2013).

2.6.3 Disseminacdo e sobrevivéncia

A fase de sobrevivéncia da bactéria ocorre nos periodos de baixa
pluviosidade, que ocorre entre os meses de maio a setembro nas principais regides cafeeiras do
Brasil. Nessa época mais seca € realizada a colheita do café, e a atividade também contribui
para a disseminagdo da doenca, que ocorre através do carregamento da bactéria das plantas
infectadas para plantas sadias pelas hastes de colheitadeiras e derrigadeiras e até mesmo pelas
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méaos dos trabalhadores no caso de colheita manual (POZZA; CARVALHO; CHALFOUN,
2010).

Nesse periodo, a bactéria sobrevive na forma epifita na face abaxial das folhas
do cafeeiro, bem como em restos de cultura presentes no solo, até que o proximo periodo
chuvoso proporcione condicfes propicias para que as células bacterianas sobreviventes se
constituam no indculo primario para novas infecgdes (ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI,
2011).

A bactéria inicia o processo infeccioso ao atingir as plantas de cafée
transportadas por respingos de chuva (aerossois), chuva de granizo ou &gua de irrigacdo. Em
contato com a planta e havendo um filme de agua sobre esta, as células bacterianas penetram
por aberturas naturais e/ou por ferimentos (ZAMBOLIM et al., 2005), assim inicia-se a
colonizacdo dos espacos intra e intercelulares e o desenvolvimento da lesdo, pois 0s exsudatos
celulares sdo utilizados como substrato para a bactéria (RODRIGUES et al., 2013).

Um estudo recente confirmou que sementes provindas de cafeeiros infectados
podem conter indculo viavel de P. syringae pv. garcae, assim o0 manejo da doenca em viveiros
deve ser inicialmente preventivo, permitindo somente a entrada de sementes de cafezais sadios
(BELAN et al., 2016). Além disso, o uso de mudas de viveiros livres da doenga é fundamental,
uma vez que mudas doentes, ou que carregam a bactéria de forma epifita (assintomaticas)
podem resultar em uma epidemia no campo (ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011,
RODRIGUES; QUEIROZ-VOLTAN; GUERREIRO FILHO, 2015).

2.7 CONTROLE DA MANCHA AUREOLADA

O controle da mancha aureolada ocorre preferencialmente por meio de
medidas preventivas, com o objetivo de evitar a entrada da bactéria e reduzir condi¢des
favoraveis para seu estabelecimento, porém em locais onde ja foi detectada sdo recomendadas

medidas que visam inibir o avango da doenca.
2.7.1 Controle cultural
O controle inicial deve ser realizado na escolha do local de instalacdo do

viveiro e da area de implantac&o do cafezal, que devem ser protegidos de ventos frios e distantes
de éareas onde foi constatada a doenca (RODRIGUES et al., 2013). Caso esses locais ndo sejam
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naturalmente protegidos, devem ser instalados quebra ventos antes do inicio das atividades para
interferir na velocidade do vento que atinge as plantas, sendo essa a principal forma de diminuir
a disseminacdo do patdgeno, e estes podem ser temporarios ou permanentes (ZAMBOLIM et
al., 2005).

A nutri¢do equilibrada das plantas também propicia protecdo contra a entrada
e colonizacdo das bactérias, ja que os nutrientes auxiliam na formagdo de barreiras como as
camadas de cera na cuticula e parede celular, que as torna mais espessas e rigidas (BELAN et
al., 2015).

2.7.2 Controle quimico

Em areas com historico de ocorréncia da doenca, na qual a bactéria esta
presente (de maneira epifita) e a cultivar é suscetivel, os fatores determinantes para o inicio de
um novo ciclo da doenga e o inicio das pulveriza¢des, sdo as condi¢cbes ambientais favoraveis
a doenca. (BELAN et al., 2014) A maioria dos cafezais implantados, tem em sua maioria,
cultivares suscetiveis a mancha aureolada (SERA, 2001), assim, uma das medidas de manejo
para diminuir a infeccdo pela bactéria € a pulverizacdo preventiva com antibiéticos (cloridrato
de casugamicina) e bacteriostaticos (fungicidas cupricos) a partir do inicio das chuvas
(PATRICIO et al., 2008).

Em viveiros, as mudas com sintomas da doenca devem ser separadas das
sadias e eliminadas quando a doenca se encontra em estagio avancado, para que a doenca ndo
se espalhe pelos canteiros (RODRIGUES et al., 2013). Para a prevencdo da mancha aureolada
nos viveiros, sdo utilizados o cloridrato de casugamicina intercalado com o uso de oxicloreto
de cobre, evitando-se assim a selecdo e proliferagdo de linhagens resistentes da bactéria ao
antibiético (CARVALHO; CUNHA; SILVA, 2012).

Quando ja& houver aparecido a bacteriose no campo, 0 uso de fungicidas
cupricos € o mais indicado, ja que o cobre metalico é toxico para as bacterias e controla outros
males associados (MATIELLO et al., 2015b), além de possuir baixo custo para o produtor e
baixa toxicidade ambiental. Em estudo recente, Barbosa et al. (2018) concluiram que a
casugamicina quando associada ao hidroxido de cobre também é eficiente no controle da
mancha aureolada no campo, aumentando a produtividade e o vigor vegetativo do café, e ndo

afetam a qualidade fisica e quimica dos graos.
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Os resultados das avaliacGes realizadas por Patricio et al., (2010) mostraram
que houve reducdo da incidéncia da doenca nas parcelas pulverizadas com casugamicina
(1,5L/ha), casugamicina (1,5L/ha) + hidroxido de cobre (2,5kg/ha), além dos tratamentos
utilizando 6leos vegetais e minerais, adesivo siliconado e um indutor de resisténcia. Porém nas
parcelas expostas ao vento, a incidéncia da doencga foi maior, independentemente dos produtos
utilizados, demonstrando que medidas de controle cultural sdo indispensaveis, principalmente
a utilizacdo de quebra-ventos.

Outros produtos ja foram testados experimentalmente em mudas de cafeeiro
e se mostraram promissores para 0 manejo da mancha aureolada. Patricio et al., (2008)
verificaram redugéo na incidéncia e desenvolvimento de mancha aureolada pela Resisténcia
Sistémica Adquirida (SAR) utilizando o Acibenzolar-S-methyl (ASM) gue possui a habilidade
de induzir resisténcia em plantas contra fungos, bactérias e virus, com ou sem a associacdo com
fungicidas, bactericidas e cobre. Domingues et al., (2015) constataram que o produto
microbioldgico formulado com Bacillus amyloliquefasciens promoveram o controle da mancha
aureolada semelhante ao dioxido de cloro, hidréxido de cloro e casugamicina, reduzindo a
incidéncia e a severidade da doenca.

Zoccoli, Takatsu e Uesugi (2011) relataram que agricultores de alguns
municipios de Minas Gerais aplicavam hipoclorito de sddio em mudas e cafezais de Minas
Gerais para o controle da mancha aureolada por meio de uma possivel desinfeccao superficial
das folhas, porém esse método nao foi testado cientificamente.

Apesar dos bons resultados dos produtos testados experimentalmente, estes
devem ser analisados em condicdes de campo, uma vez que temos caréncia de produtos
comerciais registrados para o controle de mancha aureolada no cafeeiro. S0 apenas seis
produtos comerciais, quatro cupricos, trés deles com o ingrediente ativo hidroxido de cobre e 0
outro um 6xido cuproso, um antibidtico (cloridrato de casugamicina) e um produto obtido a
partir do 6leo essencial de Melaleuca altemifolia (AGROFIT 2019), porém este ultimo com

dados escassos na literatura para o controle de P. syringae pv. garcae.
2.7.3 Controle genético
Cultivares resistentes a mancha aureolada tém o potencial de reduzir o custo

de producéo e também oferecem uma solu¢do ambientalmente segura, porém ainda séo poucos

0s gendtipos que relinem alta produtividade e resisténcia a doenca. Varios autores relataram
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que cultivares do grupo Catuai e Mundo Novo sdo suscetiveis (MOHAN et al., 1978; PETEK
et al., 2006; ITO et al., 2008; ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011, ANDREAZI et al.,
2015) e isso € um grande problema para o controle e multiplicacdo da mancha aureolada, ja que
segundo Chalfoun e Reis (2010) as cultivares desses dois grupos ainda sdo as mais cultivadas
no Brasil.

Também foram identificadas como suscetiveis as cultivares Bourbon
Amarelo (MOHAN; PAVAN, 1977), Acaia Cerrado MG 1474, Topazio MG 1190 (ZOCCOLI;
TAKATSU; UESUGI, 2011), IPR 98, IPR 99, IPR 100, IPR 107 (ITO et al., 2008), Tupi IAC
1669-33 (ANDREAZI et al., 2015), Rouxinol, Arara, Saira, Guara, alguns clones do
Germoplasma Siriema (3, 3-32, 3-34-336, 3-32-567, 3-29-224 e 13/36), IAC Ouro Verde, IAC
125 RN, Catucai Amarelo 2SL, Catuai SH3, Icatu Amarelo IAC 2944 e IPR 103 (RODRIGUES
etal., 2018).

Fontes de resisténcia a P. syringae pv. garcae foram primeiramente
identificadas em gendtipos de C. arabica portadoras do gene SH1, como Harar, Dilla & Alghe,
S12 KAFFA e Geisha. Esse gene € classicamente conhecido por proporcionar resisténcia a
algumas racas de ferrugem (H. vastatrix Berk. & Br.) (MORAES et al., 1975).

Em estudo visando identificar fontes de resisténcia, foram testados 121
acessos do banco de germoplasma de café do IAPAR (Londrina-PR-Brasil) e 140 acessos
provenientes da Etiopia. Todos os 121 acessos foram altamente suscetiveis, com excecao das
variedades de C. arabica Semierecta, Ennarea e Geisha. Dos 140 acessos da Etiopia, 29 foram
altamente resistentes e nove foram resistentes (MOHAN et al., 1978).

Outras fontes tém sido relatadas como Icatu, Hibrido de Timor, C. stenophylla
(MOHAN et al., 1978) e C. eugenioides (MOHAN; PAVAN, 1977; MOHAN et al., 1978),
porém os dois Ultimos dificilmente poderao ser utilizados pela dificuldade de cruzamento com
cultivares comerciais de C. arabica. Moderada resisténcia foi observada em C. congensis
(MORAES et al., 1975). Em cafeeiros derivados do cruzamento entre Icatu e Catuai (PETEK
et al., 2006; ITO et al., 2008) também foram avaliados como resistentes a doenga.

Andreazi et al., (2015) identificaram trés hibridos de C. arabica com
resisténcia completa a mancha aureolada e produtividade superior as testemunhas utilizadas nos
trés locais avaliados, um deles portador de genes de C. arabica da Etiopia com resisténcia
simultanea a ferrugem o outros dois possuem genes de C. racemosa com resisténcia simultanea
ao bicho mineiro. Em um estudo com 18 linhagens que possuem genes de C. racemosa, dez

delas apresentaram resisténcia a bacteriose em condic¢des de campo (ANDREAZI et al., 2018),
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estas eram derivadas do genotipo C1195-5-6-2, que € um importante gendtipo utilizado em
programas de melhoramento genético para transferéncia da resisténcia ao bicho-mineiro e
tolerancia a seca para outros genétipos (MEDINA-FILHO et al., 1977), caracteristicas herdadas
de C. racemosa. Apesar das constatacfes, a confirmacao de que a espécie C. racemosa € de
fato uma fonte de resisténcia a P. syringae pv. garcae ainda precisa ser realizada por meio de
inoculagdes artificiais.

Resultados obtidos em ensaios de campo, dez meses apds o plantio e com
ocorréncia natural de P. syringae pv. garcae, mostraram 95% de plantas com resisténcia
completa na cultivar IPR 102, além de resisténcia parcial em IPR 103, IPR 104, IPR 108 e
IAPAR 59, indicando possivel presenca de resisténcia qualitativa e quantitativa (ITO et al.,
2008). IPR102 também apresentou resisténcia completa em outros trés ensaios de campo no
estado do Parana, realizado nas cidades de Londrina, Mandaguari e Itaguaje, e obtiveram as
maiores médias produtivas quando comparado as cultivares tradicionais Catuai Vermelho
IAC81 e IAPAR 59 (SERA; SERA; FAZUOLLI, 2017).
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3 ARTIGO A: HERANCA DA RESISTENCIA A Pseudomonas syringae pv. garcae EM
CAFEEIRO ARABICO SILVESTRE DA ETIOPIA.

3.1 RESUMO

A mancha aureolada do cafeeiro, doenca causada pela Pseudomonas syringae pv. garcae,
tornou-se um dos fatores limitantes nas principais regides cafeeiras do Brasil, principalmente
em altitudes elevadas e expostas ao vento. O uso de cultivares resistentes é o método com
melhor custo/beneficio para o controle da doencga, entretanto, até 0 momento s6 existe uma
cultivar resistente, IPR 102, e ainda € pouco cultivada. Ainda sdo desconhecidos o modo de
acao génico e o numero de genes que controlam a resisténcia. O objetivo deste trabalho foi
estudar o controle genético da resisténcia ao patdgeno Pseudomonas syringae pv. garcae no
cafeeiro arabico E 287 da Etiopia. No estudo de heranca, o cafeeiro da Etidpia foi o parental
resistente (P1) e o gen6tipo Sarchimor Mococa o suscetivel (P2). Estes foram utilizados para a
obtencdo das geracdes F1, F2 e retrocruzamentos RC1 e RC». Foram avaliadas 20 plantas do Py,
19 plantas do P2, 15 plantas da populagédo F1, 152 plantas da populagdo F», e 40 plantas de cada
umas das populagdes obtidas nos retrocruzamentos (RCy e RCy). As folhas novas de todas as
mudas foram inoculadas pelo método da abrasdo com a linhagem da bactéria IBSBF 1197. As
avaliacdes da severidade foram efetuadas aos 21 e 30 dias apds as inoculacdes, sendo a resposta
a doenca avaliada seguindo uma escala de 0 a 5 pontos. A partir dos dados obtidos foram
realizados a analise das médias das geracdes, o teste de modelos genéticos por meio da funcéo
de méaxima verossimilhanca e o teste qui-quadrado (). Com base nestas analises foi constatado
gue a heranca da resisténcia a Pseudomonas syringae pv. garcae em Etiopia E 287 é controlada
por trés genes de efeito principal (Psgl, Psg2, Psg3) de carater qualitativo, com dominéncia
completa e segregacdo independente. Somente um dos genes sozinho faz com que a planta seja
resistente, e dois sdo epistaticos entre si, ou seja, as plantas sdo resistentes quando um dos seus
alelos sdo dominantes nos dois genes, enquanto que as plantas sdo suscetiveis quando um dos
genes apresenta dois alelos recessivos.

Palavras-chave: Coffea arabica, melhoramento genético, mancha aureolada do cafeeiro
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INHERITANCE OF RESISTANCE TO Pseudomonas syringae pv. garcae IN WILD
ARABICA COFFEE FROM ETHIOPIA.

3.2 ABSTRACT

The bacterial halo blight, a disease caused by Pseudomonas syringae pv. garcae, has become
one of the limiting factors in Brazil's main coffee regions, especially at high altitudes exposed
to wind. The use of resistant cultivars is the most cost-effective method for disease control,
however, to date there is only one resistant cultivar, IPR 102, and it is still little cultivated. The
mode of gene action and the number of genes that control resistance are unknown. The objective
of this work was to study the genetic control of resistance to the pathogen Pseudomonas
syringae pv. garcae in Ethiopian arabica coffee tree E 287. In the inheritance study, the
Ethiopian coffee tree was the resistant parent (P1) and the susceptible Sarchimor Mococa
genotype (P2). These were used to obtain F1, F2 generations and RC1 and RC2 backcrosses.
Twenty plants from P1, 19 plants from P2, 15 plants from population F1, 152 plants from
population F2, and 40 plants from each of the populations obtained in backcrossing (RC1 and
RC2) were evaluated. New leaves of all seedlings were inoculated by the abrasion method with
the IBSBF 1197 bacterial lineage. Severity assessments were performed at 21 and 30 days after
inoculation, and the disease response was evaluated by a scale of 0 to 5 points. From the
obtained data, the analysis of the generation averages, the genetic models test using the
maximum likelihood function and the chi-square test (¥?) were performed. Based on these
analyzes it was found that the inheritance of resistance to Pseudomonas syringae pv. garcae in
Ethiopia E 287 is controlled by three qualitative main effect genes (Psgl, Psg2, Psg3), with
complete dominance and independent segregation. Only one of the genes alone makes the plant
resistant, and two are epistatic to each other, that is, plants are resistant when one of their alleles
is dominant in both genes, while plants are susceptible when one of the genes has two. recessive
alleles.

Key-words: Coffea arabica, breeding, bacterial halo blight
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3.3 INTRODUCAO

A mancha aureolada do cafeeiro, conhecida também crestamento bacteriano
ou mancha bacteriana, € uma importante doenca causada pela bactéria Pseudomonas syringae
pv. garcae. Essa doenca foi descrita pela primeira vez por Amaral et al., (1956) causando danos
em uma lavoura de café na cidade de Garca, S&o Paulo. Atualmente, consiste em fator limitante
para o cultivo do café, principalmente em regides produtoras do Brasil, como Minas Gerais,
Séo Paulo e Parana.

Os principais sintomas ocorrem em folhas, causando sintomas necroticos de
coloracédo pardo-escura, com 0,5 a 2,0 cm de didmetro e centro necrotico, circundadas por halo
amarelado quando em folhas desenvolvidas. Com a coalescéncia das les6es, formam-se grandes
areas necrosadas, resultando em queda prematura das folhas. A doenca incide também em
ramos novos causando requeima, nas rosetas, nos restos de flores e em frutos novos na fase de
chumbinho, causando necrose. A penetracdo da bactéria nos tecidos foliares ocorre por
aberturas naturais ou por injarias mecéanicas, sendo sua evolucdo favorecida, na fase de
granacdo dos frutos, por periodos de alta precipitacdo e, na entressafra, por alta umidade e
ventos frios.

Como controle preventivo é recomendado o uso de plantas quebra-ventos,
espacamento maior entre plantas, controle dos focos da doenca nos viveiros e controle quimico
(ZAMBOLIM et al., 2005). No entanto a utilizacdo de cultivares resistentes é a medida com
melhor custo/beneficio ao produtor. Plantas resistentes apresentam menores niveis de infeccao
sem danos ao ambiente, pela diminuicdo do uso de produtos fitossanitarios, € com menor custo
de producdo (RODRIGUES et al., 2013).

Até 0 momento, existe apenas uma cultivar resistente disponivel para os
cafeicultores, a IPR 102 (ITO et al.,, 2008; SERA; SERA; FAZUOLI, 2017), outras
demonstraram ter resisténcia parcial como IPR 103, IPR 104, IPR 108 e IPR 59 (ITO et al.,
2008). As cultivares dos grupos Catuai e Mundo Novo que apresentam alta produtividade e
ampla adaptabilidade sdo suscetiveis a mancha aureolada (MOHAN et al., 1978; PETEK et al.,
2006; ITO et al., 2008; ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011; SERA; SERA; FAZUOLI,
2017), da mesma forma que a maioria dos cultivares disponiveis aos cafeicultores.

Acreditava-se que o gene SH1, encontrado nas variedades Harar, Dilla &
Alghe, S12 Kaffa e Geisha, originadas da Etidpia, conferiria resisténcia simultanea para
algumas ragas de ferrugem e para P. syringae. pv. garcae (MORAES et al., 1975; SERA, 2001,
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FAZUOLLI et al., 2009) através de ligacdo génica entre alelos de resisténcia para os dois
patdgenos ou por efeito pleiotropico do alelo SH1. Porém Rodrigues; Braghini e Guerreiro Filho
(2017) provaram que a resisténcia encontrada nesses genotipos ndo ocorre por nenhuma das
duas hipdteses quando verificaram segregacao para resisténcia as duas doencas em populacdes
F2 provindas do cruzamento entre um genotipo portador do gene SH1 (Geisha) e outro sem o
gene.

Além desse fato, outras fontes de resisténcia sao descritas sem o gene SH1.
Mohan et al., (1978) consideraram como resistentes ou imunes 38 introducdes também
originérias da Etidpia, as espécies C. eugenioides e C. stenophylla, as variedades semierecta e
ennarea de C. arabica, 0 acesso M7846, com resisténcia simultanea a ferrugem e um hibrido
interespecifico de C. canephora x C. arabica. Também foi identificada moderada resisténcia
em dois gendtipos de C. canephora e em um cafeeiro do germoplasma Icatu (MOHAN et al.,
1978), assim como verificado por Petek et al., (2006) em progénies derivadas do cruzamento
“Icatu” x “Catuai”.

Estudos genético de cafeeiros resistentes a P. syringae pv. garcae nunca
ainda ndao foram relatados. Porém pelo fato de existirem gendtipos resistentes e
moderadamente resistentes a mancha aureolada, evidencia-se que h& mais de um gene
controlando esse carater. O conhecimento do nimero de genes que atuam no controle do carater
e sua natureza é de extrema importancia na previsdo do comportamento das geracdes
segregantes em um programa de melhoramento genético (LOBO et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a heranca da resisténcia a P.
syringae pv. garcae do cafeeiro E 287 da Etiopia, um dos acessos considerado altamente
resistente por Mohan et al., (1978), e determinar o numero de genes envolvidos nessa

expressao.
3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 MATERIAL VEGETAL
Para avaliar a heranca de resisténcia a mancha aureolada do cafeeiro foram
obtidas as populagdes P1, P2, F1, F2, RC1 e RC». O cafeeiro da Etiopia E 287 (IAPAR CAF234)

foi utilizado como parental resistente (P1). Esse genétipo € um dos acessos da Etidpia
classificados como imunes por Mohan et al., (1978) quando testou 138 introdugfes de Coffea
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arabica provenientes da Etiopia (MEYER et al., 1968). O gen6tipo Sarchimor Mococa foi
utilizado neste estudo como parental suscetivel (P2).

Em 2010, na estacdo experimental do Instituto Agrondmico do Parana —
IAPAR, em Londrina-PR, foram realizadas hibridacbes manuais entre 0s genitores
contrastantes em relag&o a resisténcia @ mancha aureolada, tendo o genotipo Etiopia E 287 como
genitor masculino no cruzamento controlado com a cultivar suscetivel Sarchimor Mococa,
gerando uma populacdo F1. Uma planta da geracdo Fi1, denominada H1041 foi plantada em
marc¢o de 2012 e submetida a autofecundacdo controlada em setembro de 2016 para a obtencéo
da geracdo segregante F2, com 160 individuos. Desta mesma planta F1 (H1041) também foram
obtidas 15 plantas através da produgdo de mudas clonais por estaquia, obtendo-se a populagéo
Fi.

O genodtipo E 287 foi autofecundado e as 20 plantas originadas foram
utilizadas para confirmar a homozigose dos genes de resisténcia. O mesmo procedimento foi
realizado com o P2, para comprovar sua suscetibilidade. A planta F1 foi retrocruzada com seus
parentais, dando origem ao RC1 (F1 x E 287) com 40 plantas e RC. (F1 x Sarchimor Mococa)

também com 40 plantas.

3.4.2 LOCAL E PERIODO DE IMPLANTAGAO DO EXPERIMENTO

Todas as geracdes avaliadas no experimento foram obtidas de cafeeiros da
estacao experimental do IAPAR. As mudas obtidas através de semeadura em germinadores (Pq,
P2, F2,RC1 e RCy) e por estaquia (F1), foram conduzidas no viveiro do IAPAR entre 0s meses
de margo de 2017 a maio de 2018. Posteriormente as mudas com 8 a 10 pares de folhas foram
levadas ao Instituto Agrondmico (IAC) para a inoculacdo do patégeno e avaliadas quanto a

resisténcia a Pseudomonas syringae pv. garcae.

3.4.3 LINHAGEM BACTERIANA E PREPARO DO INOCULO

A linhagem bacteriana de Pseudomonas syringae pv. garcae utilizada no
estudo foi obtida da Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Laboratério de Bacteriologia
Vegetal (IBSBF) em Campinas, SP, depositada sob o nimero IBSBF 1197. A linhagem foi

reativada em meio de cultura Agar Nutriente (0,5% de peptona, 0,3% de extrato de carne, 0,1%
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de NaCl e 18g de &gar / L de agua destilada e pH 7,0). Apds o crescimento por 48 h a 28° C, as
col6nias puras foram multiplicadas para obtencdo das suspensées bacterianas.

A suspensdo bacteriana utilizada como inoculo foi preparada a partir de
colbnias crescidas por 24 hs a 28° C, suspendidas em solucdo salina (NaCl 0,85%). A
concentracdo do indculo foi ajustada em espectrofotdmetro a 0,3 de absorbancia (~600nm),
resultando em inéculo com aproximadamente 3x108 UFC/mL™ (LELLIOTT et al., 1966).

3.4.4 AVALIACAO DA RESISTENCIA A MANCHA-AUREOLADA

A avaliagdo das plantas quanto a resisténcia & mancha-aureolada (MA) foi
realizada a partir de inoculacGes artificiais pelo método de abrasdo, que consiste na friccdo de
uma lixa embebida no inéculo contra a superficie abaxial da folha (RODRIGUES;
BRAGHINI.; GUERREIRO FILHO, 2017).

As avaliagBes da severidade foram efetuadas aos 21 e 30 dias ap0s as
inoculacgdes, sendo a resposta a doenca avaliada seguindo a escala de 0 a 5 pontos, proposta por
Rodrigues, Braghini e Guerreiro Filho (2017), em que: 0 = auséncia de clorose e / ou anasarca
ou reacdo de hipersensibilidade ao redor das lesfes; 1 = inicio da colonizacéo pela bactéria com
ou sem amarelecimento em torno de puncdes, correspondendo a até 10% da area de superficie
inoculada com sintomas da MA; 2 = 11-25% da éarea inoculada com lesGes encharcadas
cercadas ou ndo por halo amarelo; 3 = 26-50% da area inoculada mostrando lesdes e
pronunciado halo amarelado em torno das lesdes; 4 = 51-75% da area inoculada necroética com
um halo amarelado em toda a superficie inoculada; 5 = necrose em 100% da area inoculada.

Considerando que neste estudo foi avaliada somente a resisténcia qualitativa
a MA, assim foram classificadas como resistentes (R) plantas com notas 0 e 1 e as com notas

maior ou igual a 2 como suscetiveis (S).

3.4.5 ANALISE DOS DADOS

Para testar a hipdtese de heranca da resisténcia a P. syringae pv. garcae em
Etiopia E 287 foram utilizadas trés metodologias, a analise das médias das geracdes, seguindo
método descrito por Mather e Jinks (1984), o teste de significancia — Teste y2, e o teste de

modelos genéticos por meio da funcdo de méaxima verossimilhanca (SILVA, 2003).
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3.4.5.1 Anélise das médias das geracdes

Com os valores obtidos pelas avaliagdes visuais de severidade (escala de
notas) foram estimados os componentes de meédias e variancias para cada geracdo. As
estimativas destes componentes permitiu presumir a variancia ambiental, bem como os
componentes de variancia genética e fenotipica das geracbes (MATHER; JINKS, 1984). Estes
valores foram obtidos por meio das seguintes formulas (CRUZ, 2006):

Variancia fenotipica: of = o7,

2 2 2
(Up1+2 O'F1+ O'PZ)

4

Variancia ambiental: 62 =
fANAT fAira: ~2 — ~2 2

Variancia genotipica: o3 = 0%, — 0

Variancia aditiva: o2 = 20%, — (0Z¢, + 03c,)

Variéncia devido aos desvios de dominancia: 6 = g7 — o

Herdabilidade no sentido amplo: h = :T?’ = %

2 o2
F2 9g+e

o4

Herdabilidade no sentido restrito: h? = "2—5 ==

O-Fz Ua+aé+0'g
L 4 A n 203
Grau médio de dominancia baseado em variancias: k = /%
a

Grau médio de dominancia (GMD) baseado em médias: k,,, = ZH;_—(P_lP_J’PZ)
1~ 2

R? (1+0,5k?)
80}

Numero minimo de genes envolvidos na determinacdo do carater: n =

sendoR =P, + P, .

Os parametros genéticos foram determinados por meio da analise de média
das geracdes, pelo método dos quadrados minimos ponderados, conforme Mather & Jinks

(1984) através das equacdes abaixo:

Pl=m+a+aa;
P2 =m—a+aa;
Fl=m+d + dd;
FZ=m+1/,d+1/,dd;
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cz2=m-1/,a+1/5d+1/aa-1/ ad +1/,dd.

A anélise foi realizada considerando o modelo completo cujos pardmetros séo
estimados a partir do método dos quadrados minimos ordinarios, neste modelo as varia¢des das
médias atribuem-se aos efeitos m, a, d, aa, ad, dd, sendo:

m = média de todos 0s homozigotos possiveis;

a = medida dos efeitos aditivos;

d = medida dos desvios de dominancia;

aa = medida de todas as interacdes aditiva x aditiva;

ad = medida de todas as intera¢des aditiva x dominante;

dd = medida de todas as interacdes epistaticas dominante x dominante.

No modelo aditivo-dominante (m, a, d), os parametros foram estimados pela
decomposi¢do ndo ortogonal da soma dos quadrados. O ajuste do modelo foi avaliado através
do coeficiente de determinacdo (R?2), que expressa o grau de similaridade das estimativas entre
os valores observados e os estimados. Todas as analises foram executadas com o auxilio do
software estatistico Genes (CRUZ, 2013).

3.4.5.1.1 NUmero de genes

De acordo com Ramalho et al., (2012) € possivel estimar o nimero de genes
que atuam na resisténcia utilizando o método proposto por Sewall Wright em 1934, utilizando
variancias e médias. O numero de genes que atuam na resisténcia pode ser estimado através da

férmula:

P -P,)?
n= (;TZ) , em que:
GGFz
n: numero de genes controlando o carater;
P,-P,: diferenca entre a média dos genitores;

oéFZ: variancia genética na populagéo F».

Para a aplicagdo desta expresséo, sdo necessarios alguns requisitos, e caso nao
ocorram, o0 numero de genes envolvidos sera subestimado. Os genitores devem ser homozigotos

e completamente contrastantes, ou seja, todos os alelos efetivos devem estar em um dos
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genitores e todos os néo efetivos, no outro. Nao deve haver interacdo génica ou ligagéo e todos
0s genes devem ter efeitos iguais e aditivos sobre a expressdo fenotipica do caréter.
Porém na ocorréncia de dominancia, Wright apresentou outro estimador para

0 numero de genes, utilizando a formula:

n= l1/4(3/4—ﬂ+# )D l em que: u = (F1—P1) e D=P,-P;.

2
o P,—-P
GF, 2—FP1

Para que a estimativa ndo seja subestimada, € necessario que o grau de

dominéncia seja 0 mesmo em todos os genes envolvidos (RAMALHO et al., 2012).
3.4.5.2 Teste de significancia — Teste y?

O teste qui-quadrado (y?) foi realizado a partir dos dados obtidos pelas

— E:)2
segregacOes mendelianas dos fenotipos R e S, através da formula: 2 = ), % , onde: O; =

14

namero de individuos observados na classe fenotipica; Ei = nimero de individuos esperados na
classe fenotipica.

As diferentes proporcdes fenotipicas na populacdo F» foram analisadas para
heranca condicionada por um gene (3R:1S), dois genes (9R:7S; 12R:4S e 15R:1S) e trés genes
(54R:10S; 57R:7S; 60R:4S, e 63R:1S). Na populacdo do retrocruzamento suscetivel (RC>)
foram testadas as hipoteses significativas de F2, comprovando qual a mais adequada para a
resisténcia do cafeeiro da Etiopia a P. syringae pv. garcae.

Aceitar a hipotese de nulidade implicard na obtencdo de segregacOes

esperadas iguais as observadas, a 5% de probabilidade.
3.4.5.3 Teste de modelos genéticos por meio da funcdo de maxima verossimilhanca

A hipdtese de heranca controlada por genes maiores e/ou a presenca de
poligenes alterando o carater de interesse, utilizando-se estimadores de méaxima
verossimilhanca. Essa metodologia proposta por Silva (2003) é baseada em modelos, no qual o
modelo mais amplo considera a presenca de um gene de efeito maior aditivo e dominante mais
poligenes com efeitos aditivos e de dominancia, além de variancias ambientais iguais em todas

as geracOes. Outros modelos sdo fundamentados em genes de efeito maior, bem como
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poligenes, sendo que a partir das funcbes de verossimilhanca para cada modelo é possivel
compor testes de interesse considerando vérias hipéteses conforme a Tabela 1 onde sdo
mostrados os modelos na ordem decrescente de hierarquizacéo. Para a realizacdo dos testes foi

utilizado o software estatistico Monogen 1.0 desenvolvido por Silva (2003).

Tabela 1 - Modelos genéticos e seus respectivos parametros utilizados pelo programa Monogen
v.0. 1.

Modelo Heranca Gene Maior Poligenes Parametros
1 Maior + Poligenes Dom. e Adit. Dom. e Adit. U, A, D, [a], [d], Va, Vb, Sap, 62
2 Maior + Poligenes Dom. e Adit. Adit. U, A, D, [a], Va, 62
3 Maior + Poligenes Adit. Dom. e Adit. WU, A, [a], [d], Va, Vb, Sap, 62
4 Maior + Poligenes Adit. Adit. W, A, [a], Va, 62
5 Somente Poligenes - Dom. e Adit. W, [a], [d], VA, Vb, Sap, 62
6 Somente Poligenes - Adit. W, [a], Va, 62
7 Somente Gene Maior Dom. e Adit. - u, A, D, c?
8 Somente Gene Maior Adit. - u, A, c?
9 Nenhum - - u, 62

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as plantas provenientes da autofecundacdo do parental resistente form
resistentes, apresentando notas 0 e 1. Esses resultados corroboram com Mohan (1978), que
classificou o genotipo Etiopia E 287 como imune. Isso indica que os locos de resisténcia estao
em homozigose. Também foi confirmada a suscetibilidade do gen6tipo Sarchimor Mococa, que
apresentou as 19 plantas avaliadas com notas iguais ou maiores que 2 (Figura 1). As médias
dos pais E287 e Sarchimor Mococa foram 0,15 e 3,0 respectivamente, demonstrando a
divergéncia entre os dois genitores com relacao a resisténcia a P. syringae pv. garcae.

Na geracgéo F1, ndo foi observada variabilidade dos sintomas (Figura 1), todas
as plantas foram resistentes a MA, apresentando média igual a 0, ndo sendo visualizados
sintomas da doenca nas mudas clonais provenientes da planta F1 (H1041). Na populagdo RCy,
todas as plantas também foram classificadas como resistentes, recebendo nota 0. Esses
resultados indicam que 0s genes de resisténcia a Psg presentes em Etiopia E 287 sdo

dominantes.
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As outras populacdes avaliadas apresentaram segregacéo, como esperado. Em
RC: foi observada resisténcia em 21 plantas (52,5%) e suscetibilidade em 19 (47,5%). Em F»

foi possivel visualizar a ampla variabilidade nos sintomas previstos para esta geracao, no

entanto ocorreu alta frequéncia de mudas sem sinais da doenca. Apenas 14 delas (9,2%) foram

suscetiveis e apresentaram notas entre 2 a 5, enquanto o maior namero, 138 plantas (90,8%),

foram classificadas como resistentes, sendo 83,5% com nota 0 e 7,3% com nota 1. Tanto as

médias das geracdes quanto as distribuicbes de frequéncia das notas de severidade de doenca

indicam acdo génica de dominancia (Figuras 1).

Figura 1 - Distribuicdo de frequéncia de mudas com sintomas de mancha aureolada das
geragdes Pi1, P2, F1, F2, RCie RC> a partir do cruzamento entre Etiopia E 287 x Sarchimor

Mococa.
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3.5.1 ANALISE DAS MEDIAS DAS GERACOES

A partir das informacbes obtidas das médias, foram testados o modelo
completo, com os parametros genéticos m, a, d, aa, ad, dd e o modelo aditivo-dominante, com
apenas os parametros m, a e d, para verificar a importancia dos efeitos epistaticos no controle
genético das caracteristicas avaliadas.

Os valores obtidos por meio das avaliagdes visuais da resposta da inoculacdo
de P. syringae pv garcae (notas 0 a 5) foram usados para calcular os parametros genéticos
(Tabela 2). O coeficiente de variancia ambiental foi mais baixo que o de variancia genética,
indicando que os efeitos genéticos agem em maior propor¢ao na expressdo da resisténcia a
bacteriose. A estimativa de herdabilidade ampla, que é a proporc¢édo da variacdo fenotipica que
pode ser herdada, ou seja, quantifica a confiabilidade do valor fenotipico como indicador do
valor genotipico (BOREM; MIRANDA, 2013), possibilitou inferir que 65.87% da variagio
total em F» é atribuida a causas genéticas.

Os valores de herdabilidade em caracteristicas quantitativas séo normalmente
baixas (inferiores a 30%), pois sdo fortemente influenciados pelo ambiente (RAMALHO et al.,
2012), porém neste estudo verificou-se que a herdabilidade foi relativamente alta, explicando
que o carater avaliado foi pouco influenciado pelo ambiente.

Em geral, sdo consideradas pouco herdaveis estimativas com valores abaixo
de 20%, moderadamente herdaveis estimativas com valores entre 20% e 40% e altamente
herdaveis estimativas com valores superiores a 40%. Carvalho et al., (2012) obtiveram maior
herdabilidade para a resisténcia a ferrugem, com valores entre 67% e 96%, ao analisarem
estimativas combinadas de diversos caracteres vegetativos e reprodutivos do café arabica, por
meio da técnica de meta-analise. Esse resultado refletiu a grande variabilidade genética dos
cafeeiros analisados e a baixa influéncia ambiental.

Por esse modelo matematico, ndo foi possivel estimar a variancia aditiva e,
consequentemente a herdabilidade no sentido restrito. Portanto, € possivel dizer que para a
heranga da resisténcia a P. syringae pv. garcae ocorreu a predominéncia da variancia de
dominéncia.

O grau médio de dominancia, fundamentado em médias, mostra a ocorréncia
de dominancia completa, com valor de 1,10, indicando a predominancia de efeitos ndo aditivos

(dominancia ou sobredominéncia), no controle genético do carater. O valor do grau médio da
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dominancia apresentou-se maior que 1 pelo fato de que a média da populagdo F1 é mais alta
que a média dos pais.

As analises de geracOes através das médias foram utilizadas para testar o
modelo completo (Tabela 3) e 0 modelo aditivo-dominante (Tabela 4). No modelo completo,
foi observado que o efeito de dominéncia tem maior contribuicdo para a resisténcia e apresenta
amaior variancia, alem de sofrer efeitos epistaticos da interacdo dominante-dominante, também

com alta variancia.

Tabela 2 - Estimativas dos parametros genéticos para a resposta a infeccdo de Pseudomonas
syringae pv. garcae, avaliados em plantas das geracdes P1, P2, F1, F2, RC1 e RCa.

Parametros Estimativa
Variancia fenotipica 0,89
Variancia ambiental (F») 0,30
Variancia genotipica 0,59
Variancia aditiva -2,96
Variancia dos desvios de dominancia 3,55
Herdabilidade ampla (%) 65,87
Herdabilidade restrita (%) -
Heterose -1,58
Grau médio da dominancia (Baseado em variancias) -
Grau médio da dominancia (Baseado em médias) 1,10
Valor maximo nos pais 5
Valor minimo nos pais 0
Valor méaximo na F 5
Valor minimo na F 0

NUmero de genes (Baseado em variancias) -

Tabela 3 - Estimativas de efeitos genéticos para a resposta a infeccdo de Pseudomonas syringae
pv. garcae no modelo completo, avaliados em plantas das geracoes P1, P2, F1, F2, RC1 e RCz a
partir do cruzamento Etidpia E 287 x Sarchimor Mococa.

Parametro Efeito ajustado Variancia Teste t
m -0.98 0.58 -1.29 ns
a -1.43 0.01 -13.06**
d 4.34 4.75 1.99*
aa 2.56 0.57 3.39**
ad -1.10 0.52 -1.52 ns
dd -3.36 2.04 -2.35*
r (Yobs,Yest) 1
R? 1

Para o modelo aditivo-dominante, os trés parametros estimados, m, a e d

diferiram significativamente de zero, a 1% de probabilidade pelo teste t, e apesar da pouca
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diferenca nas médias e variancias entre os parametros, foi novamente observada a maior
contribuicdo dos efeitos de dominéncia. Através do valor obtido em R2 (coeficiente de
determinacéo), de 95,1% (Tabela 4) pdde ser confirmado que a resisténcia do gendtipo Etidpia

E 287 a P. syringae pv. garcae ocorre através de efeitos de dominancia.

Tabela 4 - Estimativas dos efeitos genéticos para a resposta a infeccdo de Pseudomonas
syringae pv. garcae, no modelo aditivo-dominante (m, a, d), avaliados em plantas das geracoes
P1, P2, F1, F2, RC1 e RCo.

Parametro Efeito ajustado Variancia Teste t
m 1.29702 0.006725 15.81**
a -1.29671 0.006725 -15.81**
d -1.297235 0.00674 -15.80**
r (Yobs,Yest) 0.9752
R2 0.951

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade

3.5.1.1 NUmero de genes

Pelo método das variancias nao foi possivel estimar o nimero de genes que
atuam na resisténcia, no entanto com o método proposto por Sewall Wright (RAMALHO et al.,
2012), podemos estimar o numero de genes que atuam na resisténcia. Ao verificar a frequéncia
entre individuos resistentes e suscetiveis, pela analise das médias da populacéo, constata-se que
0 (s) gene (s) que atuam na resisténcia a mancha aureolada no cafeeiro da Etidpia apresenta
efeito de dominéncia.

Deste modo, Wright propde o uso de um estimador especifico para genes de

efeito dominante, por meio da férmula:

_ I1/4(3/4—u+;ﬂ)02

2
(e}
GFZ

l ,emque u = (%) e D=P2-P1.

Calculando a férmula, obtemos o valor 2,77, assim sdo 3 0s genes que controlam o carater no

gendtipo Etidpia E 287, no caso de dominancia.
3.5.2 TESTE DE MODELOS GENETICOS POR MEIO DA FUNCAO DE MAXIMA VEROSSIMILHANCA

O teste de méaxima verossimilhanga realizado por meio do software estatistico

Monogen 1.0 (SILVA, 2003) trabalha com modelos hierarquizados, assim o contraste entre
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modelos pode levar a rejeicdo de um deles. Os possiveis testes de hipdotese dos modelos

genéticos pelo programa estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Testes de hipotese para os modelos genéticos hierarquicos da heranca de resisténcia

de Pseudomonas syringae pv. garcae em Coffea arabica. (MODELO 1)

Modelos GL a
1vs2 3 713.50*
1vs3 1 110.94*
lvs4 4 1034.71*
1vs5 2 @
1vs6 5 1034.71*
1vs7 5 714.01*
1vs8 6 1057.56*
1vs9 7 1125.45*
2Vvs 4 1 321.20*
2Vs 6 2 321.20*
2vs 7 2 0.50 ns
2Vvs 8 3 344.06*
2Vvs9 4 411.95*
3vsh 1 @
3vs6 4 923.76*
3vs8 5 946.62*
3vs9 6 1014.51*
4vs6 1 0.99 ns
4vs8 2 22.86*
4vs9 3 90.75*
5vs6 3 1117.14*
5vs9 5 1207.89*
6vs9 2 90.75*
7vs8 1 343.56*
7vs9 2 411.45*
8vs9 1 713.51*

*; ns- Significativo e ndo significativo a 0.1% de probabilidade pelo teste t.

(a) — Valor negativo devido a problemas de convergéncia.

De acordo com Silva (2003) a analise deve ser iniciada confrontando o

modelo 1, mais completo (gene maior dominante e aditivo + poligenes dominantes e aditivos)

com os modelos contrastantes, que apresentam somente poligenes ou somente genes maiores,

respectivamente os modelos 5 e 7. A razdo de verossimilhanca que evidencia a segregacgéo de

um gene de efeito maior ocorre confrontando os modelos 1 e 5, porém obteve-se um valor de

¥*> negativo. Este valor negativo ocorreu por falha na convergéncia das fungfes de

verossimilhanga, ou seja, ndo foram encontrados valores para 0s parametros que atingissem o
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ponto de maxima verossimilhanga. Comparando o modelo 1 com o modelo 7, Ho é rejeitado,
logo hé evidéncia de que efeitos poligénicos atuam na resisténcia.

Assim, infere-se que a presenca de gene (s) de efeito maior com agédo génica
de dominancia e poligenes também com dominancia, conferem resisténcia a Pseudomonas
syringae pv. garcae. Portanto, 0 modelo selecionado para este cruzamento foi o modelo de
heranga mista (modelo 1). Esta metodologia nédo testa a hipdtese da existéncia de mais de um

gene de efeito maior, 0 que ndo pode ser descartado.

3.5.3 TESTE DE SIGNIFICANCIA — TESTE y?

Pela configuracdo observada de 138 mudas resistentes (R) e 14 suscetiveis
(S) na populagdo segregante F», as estimativas de y> referentes ao teste de heranga monogénica
foram significativas (P < 0,05) para a heranga monogénica, indicando que a resisténcia a Psg é
controlada por mais de um gene. A proporcdo observada foi entdo submetida ao teste qui-
quadrado para 2 e 3 genes possibilitando algumas interpretacbes. As hipoOteses foram
estabelecidas com base nas frequéncias esperadas (Tabela 6).

A hipétese da resisténcia governada por dois genes dominantes e
independentes é indicada pelo padrdo de segregacao 15:1 (y*= 2,2736; P = 0,132) (Tabela 7).
Para a resisténcia governada por trés genes, na proporc¢ao 57:7 (y?>= 0,465; P = 0,495) a hipbtese
é de trés genes (Ps1, Ps2, Ps3) com dominancia completa e segregacao independente, sendo
gue somente um dos genes sozinho (Ps1 ou Ps3) faz com que a planta seja resistente, e dois sdo
epistaticos entre si. Ou seja, as plantas sao resistentes quando um dos seus alelos sdo dominantes
nos dois genes (Psl e Ps2; ou Ps2 e Ps3), enquanto que sdo suscetiveis quando um dos genes
apresenta dois alelos recessivos. Outra hipbtese para a resisténcia com trés genes com

dominéncia completa e segregacdo independente 60:4 (y*= 2,274; P = 0.132).
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Tabela 6 - Constituicbes genéticas nas geracfes segregantes F» e RC. provenientes do
cruzamento Etiopia E 287 x Sarchimor Mococa, considerando a resisténcia a P. syringae pv
garcae controlada por dois e trés genes.

Populagédo Alelos Frequéncia Hipdteses
Psl Ps2 Ps3 27
Psl Ps2__ ps3ps3 9 £
Psl ps2ps2 Ps3 9 57 50
pslpsl Ps2__ Ps3_ 9 63

F2 com 3 genes

Psl ps2ps2 ps3ps3 3
pslpsl Ps2__ ps3ps3 3 10 —_
pslpsl ps2ps2 Ps3 3 7 4
pslpsl ps2ps2 ps3ps3 1 1
Psl Ps2_ Ps3_ 1
Psl Ps2__ ps3ps3 1
Psl ps2ps2 Ps3_ 1 5 6

RC, com 3 pslpsl Ps2__ Ps3__ 1

genes Psl ps2ps2 ps3ps3 1
pslpsl Ps2__ ps3ps3 1 -
pslpsl ps2ps2 Ps3 1 3 T
pslpsl ps2ps2 ps3ps3 1
Psl Ps2 9 9
Psl ps2ps2 3 12 15
F2 com 2 genes —

pslpsl Ps2_ 3 7 P
pslpsl ps2ps?2 1 1
Psl Ps2__ 1

RC, com 2 Psl__ ps2ps2 1 3

genes psipsl Ps2 1

pslpsl ps2ps2 1 T
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Tabela 7 - Segregacao fenotipica de resisténcia e suscetibilidade a Pseudomonas syringae pv.
garcae em geracOes P1, P2, F1, F2, RC1 e RC; e qui-quadrados (y?) para segregacoes em F, e

RCo.
NUmero Populaca Frequéncia Segregacéo
de Hipotese de resisténcia :5;2%10 observada esperada  y2 vglér
genes S R:S
- - Py 20 0 01:00 - -
- - P2 0 19 00:01 - -
- - Fi 15 0 01:00 - -
1 1 gene dominante F2 138 14 31 20.211 0.000**
2 2 genes dominantes F2 138 14 9:7 73.684 0.000**
o Lgenedominante e F 138 14 124 20.211 0.000%*
independente
p  2genes dominantes e F, 138 14 151  2.274 0.132
independentes
3 genes dominantes
3 promovem resisténcia, mas F2 138 14 54:10 4.744 0.029**
ndo séo independentes
3 genes de efeito principal
com dominéncia completa e
3 segregacdo independente em F2 138 14 57:7 0.465 0.495
que dois sdo epistaticos entre
Sil.
3 24genesdominantes e Fs 138 14  60:4 2274 0.132
independentes
3 3genesdominantes e F, 138 14 631  57.805 0.000**
independentes
- - RC, 40 0 01:00 - -
o 2genes dominantes e RC; 21 19 31  10.800 0.001**
independentes
3 genes de efeito principal
com dominéncia completa e
3 segregacdo independente em RC; 21 19 5:3 1.707 0.191
que dois sdo epistaticos entre
Si.
3 2genesdominantes e RC; 21 19 62  10.800 0.001**

independentes

x2 tabelado para 1 GL; **: Significativo a (p<0,05)

Para confirmar essas hipoteses, 40 plantas da populacdo RC, foram

inoculadas, e foi observada 21 e 19 plantas resistentes e suscetiveis, respectivamente. Assim,

foram testadas as proporcées fenotipicas de 3:1, além das proporgdes 5:3 referente a proporgédo
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esperada de 57:7 em F2 e de 6:2, para a propor¢éo esperada de 60:4 em F», ambas hipdteses
para a heranca controlada por trés genes.

A hipotese de segregacdo 3:1 (= 10,800; p = 0,001) foi rejeitada, assim
como de 6:2 (¥>=10,800; p = 0,001). Portanto a hipdtese de trés genes controlando o carater na
proporcdo 57R:7S foi aceita com a confirmacao do RC» na proporgéo 5:3 (= 1,707; p = 0,191).
Esses resultados indicam que segregacdo adequada na populagdo F» é de 57:7 e ndo 60:4 ou
15:1, como visualizado apenas pela analise da populacdo F2, 0 que demonstra que somente a

inoculagéo da F2, ndo é suficiente para estudar a heranca de caracteres.

3.6 CONCLUSAO

A heranca da resisténcia a mancha aureolada é controlada por trés genes de efeito principal ou
major genes (Psgl, Psg2, Psg3) de carater qualitativo, com dominancia completa e segregacao
independente. A presenca de somente um dos gene faz com que a planta seja resistente, e dois
sdo epistaticos entre si, ou seja, as plantas sdo resistentes quando um dos seus alelos sdo
dominantes nos dois genes (Psgl e Psg2; ou Psg2 e Psg3), enquanto que as plantas sdo

suscetiveis quando um dos genes apresenta dois alelos recessivos.
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