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Selecdo de cafeeiros com resisténcia multipla a nematoides do género Meloidogyne

RESUMO

Os nematoides das galhas constituem fator limitante para a cafeicultura mundial. No Brasil, as
espécies Meloidogyne exigua, M. incognita e M. paranaensis sdo as mais importantes,
podendo limitar economicamente a manutencdo das lavouras infestadas ou a implantacéo de
novos cafezais em solos por eles contaminados. A crescente disseminacdo de M. paranaensis
é considerada uma ameaca a producdo de café dada a alta patogenicidade e agressividade
desta espécie. O uso de cultivares resistentes é considerado o método mais eficiente entre as
diversas técnicas de manejo dos nematoides parasitos do cafeeiro, por ser econdémico e
ambientalmente seguro. O presente trabalho teve por objetivo a selecdo de clones de Coffea
canephora com resisténcia multipla a M. incognita e M. paranaensis, a identificacdo de
acessos silvestres C. arabica com resisténcia a M. paranaensis, assim como, a avaliacdo da
viabilidade da técnica de clonagem para a multiplicacdo de cafeeiros do germoplasma Icatu
Vermelho IAC 925 resistentes a M. paranaensis. No primeiro experimento, dirigido a selecdo
de cafeeiros de C. canephora com resisténcia multipla a Meloidogyne spp. foram avaliados
trés clones — CcK, CcR1 e CcR2 — selecionados em areas naturalmente infestadas por M.
incognita. O clone CaMN, cafeeiro da cultivar Mundo Novo IAC 515-20, foi utilizado como
controle suscetivel. Os clones CcK e CcR2 apresentaram resisténcia maltipla a M. incognita e
M. paranaensis e ndo sofreram influéncia dos nematoides em seu desenvolvimento. O clone
CcR1 também apresentou resisténcia maltipla as populacfes avaliadas, mas a mortalidade de
plantas revelou sensibilidade do gendétipo a esta pratica. No segundo experimento foram
avaliados 71 cafeeiros pertencentes a 20 acessos silvestres de C. arabica. Quarenta e sete
cafeeiros apresentaram resisténcia a M. paranaensis, sendo que em 38% destes ndo foi
observada segregacéo da caracteristica. A analise da segregacdo observada em cafeeiros cujos
clones foram classificados como resistentes e as progénies como suscetiveis indica que a
resisténcia a M. paranaensis em cafeeiros silvestres de C. arabica é provavelmente devida a
dois genes dominantes e complementares. Os resultados da analise de expressdo génica
relativa do cafeeiro IAC 2279-5B resistente a M. paranaensis e do controle suscetivel Mundo
Novo IAC 515-20 indicam que as respostas de defesa ao nematoide estdo relacionadas a via
do &cido salicilico. O terceiro experimento realizado teve por objetivo a avaliacdo da planta
matriz IAC 3 do germoplasma Icatu Vermelho IAC 925 de C. arabica, selecionada como

resistente em lavoura infestada por M. paranaensis. Foi observada segregacéo da resisténcia
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ao nematoide na progénie de polinizacdo aberta devida a provavel heterozigose dos genes de
resisténcia na planta matriz. As mudas clonais apresentaram-se todas resistentes a M.
paranaensis, confirmando a reagdo da planta matriz em condi¢des de campo. Além disso, a
viabilidade do uso de técnicas de clonagem para a propagacdo de cafeeiros segregantes foi

comprovada pelo excelente desempenho do clone 1AC 3.

Palavras-chave: Coffea, melhoramento do cafeeiro, nematoides das galhas.
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Selection of coffee trees with multiple resistance to nematodes of genus Meloidogyne

ABSTRACT

Root-knot nematodes constitute a limiting factor for world coffee production. In Brazil
Meloidogyne exigua, M. incognita and M. paranaensis are the most important species and
may economically limit the maintenance of infested crops or the implementation of new
plantations on infested soils. Increasing spread of M. paranaensis has been considered a threat
to coffee production due to its pathogenicity and aggressiveness. Use of resistant cultivars is
considered the most efficient method among the various techniques of management of
nematode parasites of coffee, being economical and environmentally safe. In this work we
aimed to select Coffea canephora clones with multiple resistance to nematodes Meloidogyne
spp.; to find wild C. arabica accessions with resistance to M. paranaensis, as well as,
evaluating the feasibility of cloning technique for multiplication of germplasm Icatu
Vermelho IAC 925 resistant to M. paranaensis. In the first experiment, led to the selection of
C. canephora clones with multiple resistance to Meloidogyne spp. three clones were evaluated
— CcK, CcR1 and CcR2 — selected in areas naturally infested by M. incognita. The clone
CaMN, a coffee plant of cultivar Mundo Novo IAC 515-20, was used as a susceptible control.
CcK and CcR2 clones showed multiple resistance to M. incognita and M. paranaensis and
their development were not affected the nematodes. CcR1 showed multiple resistance to
populations evaluated, but the mortality of inoculated plants reveals sensibility of genotype to
this management practice. In the second experiment 71 coffee trees were evaluated belonging
to 20 wild C. arabica accessions. Forty-seven plants showed resistance to M. paranaensis,
and in 38% of non-segregation of the trait was observed. Analysis of genetic segregation in
coffee plants whose clones were classified as resistant and progenies as susceptible indicated
that the resistance to M. paranaensis in wild accessions of C. arabica is probably due two
complementary dominant genes. Results about gene expression analysis on coffee IAC 2279-
5B resistant to M. paranaensis and on susceptible control Mundo Novo IAC 515-20 indicated
that defense responses are related to salicylic acid pathways. The third experiment was aimed
at assessing the mother plant IAC 3 of germplasm Icatu Vermelho IAC 925 C. arabica,
selected as resistant in crop infested by M. paranaensis. Segregation of resistance to nematode
progeny of open pollinated likely due to heterozygosity of the resistance genes in the plant
matrix was observed. The clonal seedlings showed up all resistant M. paranaensis,

confirming the reaction matrix in field plant. Furthermore, the feasibility of using cloning



techniques for the propagation of segregating coffee was proven by excellent performance of
IAC 3.

Keywords: Coffea, coffee breeding, root-knot nematodes.



INTRODUCAO

Os fitonematoides representam importante limitacdo a produgdo agricola mundial
(JONES et al., 2013). Estima-se em 80 bilhdes de dolares o prejuizo causado por estes
parasitas (NICOL et al., 2011), embora este calculo seja subestimado pelo desconhecimento
de agricultores sobre sua existéncia, pelo fato de serem patdgenos de solo, muito pequenos e
cujos sintomas ndo séo especificos (JONES et al., 2013).

Os nematoides das galhas, pertencentes ao género Meloidogyne Goldi, 1887,
encontram-se entre os dez mais importantes grupos de fitonematoides (JONES et al., 2013).
Sua importancia se da pelo fato de que sdo polifagos, altamente adaptados como parasitas
obrigatorios, amplamente distribuidos por todo o mundo, parasitando quase todas as espécies
de plantas superiores (MOENS et al., 2009).

Esses nematoides sdo endoparasitos, ou seja, alojam-se no interior do tecido radicular
estabelecendo intima relacdo com a planta hospedeira. Os juvenis de segundo estadio
penetram pela extremidade da raiz, migram até o cilindro vascular onde iniciam a alimentagéo
estimulando a formacéo das células nutridoras. Este processo é desencadeado por enzimas da
glandula esofagiana dos juvenis que induzem reprogramacao do desenvolvimento das células
radiculares com alteracdo na expressdo génica do hospedeiro. Assim, os RNAs mensageiros
da planta hospedeira passam a produzir proteinas que promovem alteracfes morfolégicas e
fisiolégicas em células da regido meristematica. As células sdo induzidas a sucessivas
divisbes mitéticas sem a concomitante citocinese, resultando em estruturas celulares
hipertrofiadas e multinucleadas, com alta atividade metabdlica e secretora, os chamados sitios
de alimentacdo que desviam fotoassimilados para a nutricdo dos nematoides durante todo seu
ciclo de vida (BERG et al., 2009).

Os nematoides do género Meloidogyne constituem uma grande ameaca também a
producdo mundial de cafe. Os prejuizos econdémicos decorrentes da acdo destes nematoides
variam consideravelmente com as espécies envolvidas e sua distribuicdo (BERTRAND &
ANTHONY, 2008).

Dezoito espécies desse género sdo relatadas como parasitas de cafeeiros em diversas
partes do mundo: M. exigua Goldi, 1887; M. incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood,
1949; M. paranaensis Carneiro, Carneiro, Abrantes, Santos & Almeida, 1996; M. coffeicola
Lordello & Zamith, 1960; M. hapla Chitwood, 1949; M. africana Whitehead, 1960; M.
arabicida Lopez, 1989; M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949; M. decalineata
Whitehead, 1968; M. inornata Lordello, 1956; M. izalcoensis Carneiro, Almeida, Gomes &



Hernandez, 2005; M. kikuyensis de Grisse, 1960; M. konaensis Eisenback, Bernard &
Schmitt, 1994; M. enterolobii Yang & Eisenback, 1983; M. megadora Whitehead, 1968; M.
oteifae EImiligy, 1968 e M. lopezi n. sp. Humphreys-Pereira, Flores-Chaves, GoOmez, Salazar,
Gomez-Alpizar & Elling, 2014. Embora M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949 também
tenha sido relatada como parasita de cafeeiros no Brasil, paises da Africa, América Central e
india (CAMPOS & VILLAIN, 2005), inoculacdes experimentais em gendtipos suscetiveis de
C. arabica nunca confirmaram que o café & um hospedeiro dessa espécie (SANTOS, 1997,
OLIVEIRA et al., 1998; CARNEIRO et al., 2005).

Trés espécies sdao as mais importantes considerando-se 0s danos causados a
cafeicultura e sua distribuicdo geogréfica: M. exigua, que produz consideravel quantidade de
galhas, M. incognita e M. paranaensis, altamente agressivas e que destroem quase todo
sistema radicular dos cafeeiros (GONCALVES & SILVAROLLA, 2001; CAMPOS &
VILLAIN, 2005).

Os danos de M. exigua sdo observados na producdo da cultura, sobretudo em lavouras
de alto nivel tecnoldgico, podendo chegar a 45% quando ndo é realizado controle destes
fitoparasitos (BARBOSA et al., 2004). O contrario ocorre com o ataque de M. incognita e M.
paranaensis, que depauperam severamente o cafeeiro, podendo limitar economicamente a
manutencdo das lavouras infestadas ou a implantagdo de novos cafezais em solos por eles
contaminados (GONCALVES & SILVAROLLA, 2001).

A agressividade do ataque de M. incognita e M. paranaensis pode comprometer a
competitividade econémica da cultura nas regides de arenitos onde ocorrem (GONCALVES
& SILVAROLLA, 2007). Isto porque a ocorréncia generalizada de M. incognita e M.
paranaensis aliada a um conjunto de fatores como o perfil do solo (horizonte A arenoso e
horizonte B argiloso e mais impermeavel), seu manejo inadequado acarretando a degradacéo
fisica, quimica e bioldgica, e as temperaturas mais elevadas tem agravado ainda mais o dano
causado por esses parasitos (GONCALVES & SILVAROLLA, 2001).

Uma das formas de garantir a sustentabilidade e competitividade da cafeicultura é
controlar de forma consciente, dos pontos de vista econdmico e ambiental, as diversas pragas
e doengas que acometem a cultura, com destaque para os nematoides do género Meloidogyne,
uma vez que a erradicacdo desses parasitos em areas contaminadas € praticamente impossivel
(GONCALVES et al., 2004).

Dentre as diversas técnicas de manejo dos nematoides parasitos do cafeeiro, a utilizacdo
da resisténcia de plantas tem sido considerada a mais eficiente (BERTRAND & ANTHONY,
2008).



Resisténcia e suscetibilidade de plantas a fitonematoides referem-se a habilidade ou
ndo da supressdo do desenvolvimento e reproducgdo de espécies destes parasitos, existindo um
gradiente entre essas duas caracteristicas (COOK & EVANS, 1987). A resisténcia tem sido
relatada principalmente para os nematoides que possuem uma interacdo mais especializada
com seus hospedeiros, ou seja, 0s endoparasitos sedentarios, como os do género Meloidogyne
(ROBERTS, 2002).

J& a tolerdncia caracteriza a reacdo das plantas hospedeiras ao parasitismo dos
nematoides e distingue-se da capacidade da planta em suportar a reproducao dos nematoides.
Assim, uma planta suscetivel pode ser intolerante com significativa reducdo do
desenvolvimento vegetativo, ou pode ser tolerante com limitado dano decorrente da a¢do dos
nematoides, assim como uma planta resistente pode ser tolerante ou intolerante (STARR &
ROBERTS, 2004; COOK & EVANS, 1987).

A deteccdo de fontes de resisténcia requer estudos acurados devido a variabilidade
intra e interespecifica encontradas nas populaces dos nematoides (STARR et al, 2002),
incluindo as espécies parasitas do cafeeiro (RANDIG et al., 2002, 2004; CARNEIRO et al,
2004; CARNEIRO et al., 2005).

Fontes de resisténcia a Meloidogyne estdo presentes especialmente nas espécies
diploides de Coffea. Do ponto de vista de aproveitamento a curto prazo, como porta-enxerto,
utilizando-se a técnica da enxertia hipocotiledonar, ou a médio e longo prazo para os trabalhos
de melhoramento, C. canephora apresenta maior interesse, pois a resisténcia aos nematoides
estd aliada ao seu sistema radicular bem desenvolvido, e porque ela apresenta resisténcia a
outros agentes bioéticos, como como a cochonilha-da-raiz Dysmicoccus texensis (FATOBENE
et al., 2012) e nematoides do género Pratylenchus (VILLAIN et al., 2002; TOMAZINI et al.,
2005).

Diversos trabalhos tém reportado a resisténcia de C. canephora a M. exigua
(FAZUOLI et al., 1978; BERTRAND et al., 2001), porém as populacgdes estudadas segregam
para a resisténcia a M. incognita (FAZUOLI et al., 1983; GONCALVES & FERRAZ, 1987,
LIMA et al., 1987; GONCALVES et al., 1988; GONCALVES et al., 1996) e M. paranaensis
(BERTRAND et al.,, 2000). Fontes de resisténcia a M. paranaensis foram também
identificadas em cafeeiros silvestres de C. arabica originarios da Etiopia (SILVAROLLA et
al., 1998; ANZUETO et al., 2001; BOISSEAU et al., 2009).

Em germoplasma derivado de combinagdes entre C. arabica e C. canephora como
Icatu, Catimor e Sarchimor, inicialmente estudados em relagdo & ferrugem do cafeeiro

Hemileia vastatrix, também foram identificadas plantas resistentes a M. exigua (BERTRAND



et al. 2001), M. incognita (ALBUQUERQUE et al., 2010) e M. paranaensis (SERA et al.,
2007; SALGADO et al. 2014). Estes estudos tém revelado que algumas progénies derivadas
de cafeeiros resistentes segregam para resisténcia, enquanto outras sdo homozigotas para a
mesma caracteristica.

Como néo se preconiza o plantio de C. canephora em todas as regifes cafeeiras do
Brasil, especialmente pelas restricdes climaticas encontradas na maioria delas, recomenda-se
a utilizacdo das fontes de resisténcia encontradas nessa espécie como porta-enxerto para as
atuais cultivares de C. arabica.

Para isto, utiliza-se a enxertia hipocotiledonar (MORAES & FRANCO, 1973), que é
viavel e rotineiramente realizada em larga escala por alguns viveiristas. Apesar da viabilidade
técnica e econbmica, a enxertia € dependente da organizacdo da propriedade para sua
execucdo, e quando ndo executada corretamente, traz uma serie de problemas agronémicos. A
solucdo ideal para o problema € a selecdo de cafeeiros com resisténcia, que possam ser
multiplicados por sementes, dada a maior facilidade e qualidade das mudas de cafeeiros
obtidas por essa forma de propagacgéo.

Devido a ocorréncia de populacdes mistas de espécies de Meloidogyne em regides
cafeeiras (CARNEIRO et al., 2005), a obtencdo de cultivares com resisténcia multipla é de
grande interesse do ponto de vista econdmico por dispensar o uso de uma gama de cultivares
com resisténcia especifica, por tratar-se de uma tecnologia adequada, eficiente, com boa
relacdo custo/beneficio e ndo poluente (BERTRAND & ANTHONY, 2008).

Embora muitos progressos ja tenham sido alcancados através dos métodos
convencionais de melhoramento, deve-se salientar que o longo ciclo de vida da cultura e as
diferentes formas de reproducéo das espécies silvestres e comerciais de Coffea sdo fatores que
dificultam o melhoramento genético do cafeeiro, tornando o processo longo e oneroso. Nesse
contexto, a incorporacdo de técnicas biotecnologicas como a cultura de tecidos, a selecao
assistida por marcadores moleculares e a transformacéo genética de plantas, podem constituir
valiosas ferramentas para o melhoramento das cultivares modernas, viabilizando a
identificacdo e introducdo de genes de interesse (MALUF, 2008; ALBUQUERQUE, 2009),

como aqueles responsaveis pela expressao da resisténcia aos nematoides.
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ESTRUTURA DA TESE

A tese foi redigida em trés capitulos apresentados na forma de manuscritos de artigos
cientificos. A hipotese do trabalho relaciona-se a possibilidade de identificar gendtipos de
Coffea arabica e C. canephora resistentes a Meloidogyne incognita e M. paranaensis
considerando-se que ha variabilidade genética em alguns cafeeiros destas espécies para esta
caracteristica, inclusive para a existéncia de gendtipos com resisténcia multipla M. incognita e
M. paranaensis.

Assim, os capitulos tratam de trés objetivos principais:

a) Selecionar clones de C. canephora com resisténcia mdltipla a M. incognita e M.
paranaensis, para uso a curto prazo como porta-enxertos para cultivares de C. arabica;

b) Prosseguir na busca de fontes de resisténcia a M. paranaensis em cafeeiros silvestres de C.
arabica provenientes da Etiopia.

c) Avaliar a planta matriz IAC 3 do germoplasma Icatu Vermelho IAC 925, resistente a M.
paranaensis, quanto a magnitude da segregacdo da resisténcia em progénies de polinizacéo
aberta, assim como, avaliar a viabilidade do uso da técnica de embriogénese somatica direta

para a propagacao desse cafeeiro.



CAPITULO 1

CLONES DE Coffea canephora COM RESISTENCIA MULTIPLA A Meloidogyne

incognita e M. paranaensis
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Clones de Coffea canephora com resisténcia multipla a Meloidogyne incognita e M.

paranaensis

RESUMO

Os nematoides das galhas representam uma séria ameaca a cafeicultura mundial e por isso, a
busca por novas fontes de resisténcia tem se tornado uma prioridade nos programas de
melhoramento do cafeeiro. Devido & alta suscetibilidade das cultivares de Coffea arabica as
espéecies Meloidogyne exigua, M. incognita e M. paranaensis, o cultivo de cafeeiros do tipo
arabica em areas infestadas por estes nematoides s6 tem sido possivel devido a utilizacdo de
porta-enxertos resistentes da espécie C. canephora. Neste trabalho trés clones de C.
canephora (CcK, CcR1 e CcR2), cujas plantas matrizes foram selecionadas em lavouras
infestadas, foram avaliados quanto a resisténcia mdltipla a quatro populagdes de M. incognita,
duas de M. paranaensis e uma populacdo mista dessas espécies, todas oriundas de cafeeiros
infestados em condi¢bes de campo. A cultivar Mundo Novo IAC 515-20 (CaMN), foi
utilizada como controle suscetivel. Os cafeeiros avaliados foram obtidos por meio de estaquia
de ramos ortotropicos. Os clones CcK e CcR2 apresentaram resisténcia multipla a todas as
populacbes de M. incognita e M. paranaensis de utilizadas no estudo. O clone CcR1 também
apresentou resisténcia maltipla a ambas espécies, exceto a populacdo Mil de M. incognita.
Apdbs a poda dos cafeeiros, algumas plantas de CcR1 morreram, inclusive plantas nédo
inoculadas. A resisténcia apresentada pelo clone CcK a M. incognita e M. paranaensis nao foi

afetada quando aplicado um alto nivel de in6culo.

Palavras-chave: nematoides das galhas, resisténcia genética, café
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Coffea canephora clones with multiple resistance to Meloidogyne incognita and M.

paranaensis

ABSTRACT

Since root-knot nematodes represent a serious threat to world coffee production, the search
for new sources of resistance should be a priority in coffee breeding. All Coffea arabica
cultivars are highly susceptible to M. incognita and M. paranaensis, thence cultivation in
infested areas has only been possible with resistant C. canephora rootstocks. In this research
three elite clones of C. canephora (CcK, CcR1 and CcR2), selected as individual trees under
nematode infested field conditions, were evaluated for multiple resistances to four populations
of M. incognita, two of M. paranaensis and one mixed population of these species, all
originated from infested coffee trees. Cultivar Mundo Novo IAC 515-20 (CaMN), was the
susceptible control. The coffee plants were obtained as orthotropic cuttings. CcK and CcR2
clones showed multiple resistances to all populations of M. incognita and M. paranaensis
evaluated. CcR1 showed multiple resistances to both nematode species, except for the
population Mil of M. incognita. After pruning, some plants of CcR1 died, including plants
not inoculated. The resistance shown by CcK was not affected by very high inoculum levels
applied.

Keywords: root-knot nematodes, genetic resistance, coffee
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1 INTRODUCAO

Os nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) representam a principal ameaca a
cafeicultura mundial (BERTRAND & ANTHONY, 2008). No Brasil, M. exigua, M. incognita
e M. paranaensis sdo as espécies mais patogénicas e que causam o0s mais serios danos. Os
danos de M. exigua sdo observados na producdo da cultura, sobretudo em lavouras de alto
nivel tecnologico (BARBOSA et al., 2004). O contrério ocorre com o ataque de M. incognita
e M. paranaensis, que depauperam severamente o cafeeiro, podendo limitar economicamente
a manutencdo das lavouras infestadas ou a implantacdo de novos cafezais em solos por eles
contaminados (GONCALVES & SILVAROLLA, 2001).

As cultivares de Coffea arabica apresentam alta suscetibilidade as espécies de
Meloidogyne distribuidas nas principais regides produtoras dos Estados de Sdo Paulo, Parana
(CAMPOS & VILLAIN, 2005) e Minas Gerais (CASTRO et al., 2008), cuja cafeicultura é
tradicionalmente alicercada no plantio de cultivares de café ardbica, e que sdo responsaveis
por mais de 86% da producéo brasileira (CONAB, 2014).

A maioria das medidas de controle e manejo de fitonematoides, ndo apresenta na
cultura cafeeira a mesma eficiéncia observada em outros cultivos. Isto se deve principalmente
a severa destruicdo do sistema radicular causada por M. incognita e M. paranaensis
(GONCALVES & SILVAROLLA, 2001), quadro irreversivel que ndo permite a recuperacdo
das plantas mesmo com a reducéo da populacdo de nematoides no solo apds o emprego destas
medidas.

A resisténcia genética tem sido considerada a forma mais eficiente de controle de
pragas e doengas por tratar-se de uma tecnologia econdmica, ndo poluente e que, geralmente,
ndo demanda mudancas nas préaticas culturais (LUC & REVERSAT, 1985). No que diz
respeito a resisténcia aos nematoides parasitos do cafeeiro, duas estratégias tem sido adotadas:
a selecdo de cultivares pes-francos resistentes ou a selecdo de cultivares porta-enxerto
resistentes (BERTRAND & ANTHONY, 2008).

Fontes de resisténcia a Meloidogyne estdo presentes especialmente nas espécies
diploides de Coffea. Do ponto de vista do aproveitamento a curto prazo, como porta-enxerto,
utilizando-se a técnica da enxertia hipocotiledonar (MORAES & FRANCO, 1973), ou a
médio e longo prazo para os trabalhos de melhoramento. Em relagdo a estes aspectos, C.
canephora apresenta maior interesse, pois a resisténcia aos nematoides esta aliada ao seu

sistema radicular bem desenvolvido, e porque a espécie apresenta resisténcia a outros agentes
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bidticos, como a cochonilha-da-raiz Dysmicoccus texensis (FATOBENE et al., 2012) e
nematoides do género Pratylenchus (VILLAIN et al., 2002; TOMAZINI et al., 2005).

Diversos trabalhos tém reportado a resisténcia de C. canephora a M. exigua, M.
incognita e M. paranaensis, porém, para estas duas Ultimas espécies, as populacdes de
cafeeiros estudadas segregam para essa caracteristica (FAZUOLI et al., 1978; GONCALVES
& FERRAZ, 1987; GONCALVES et al., 1988; GONCALVES et al., 1996; BERTRAND &
ANTHONY, 2008).

A utilizacdo das cultivares porta-enxerto Apoatd IAC 2258, no Brasil, e Nemaya, na
Ameérica Central, tem permitido a sobrevivéncia e competitividade da cafeicultura em regides
infestadas por Meloidogyne (CAMPOS & VILLAIN, 2005). Ambas séo derivadas do clone
T3561 da colecdo de germoplasma do CATIE, na Costa Rica e apresentam resisténcia a M.
exigua, M. incognita e M. paranaensis. Apoata IAC 2258 é propagada através de sementes de
polinizacdo aberta, sem controle parental, diferentemente de Nemaya, obtida a partir de
jardins biclonais (T3561 x T3751). Embora quase todo germoplasma de C. canephora seja
resistente a M. exigua (FAZUOLI et al., 2002; BERTRAND & ANTHONY, 2008), em ambas
cultivares observa-se taxa varidvel de segregacdo da resisténcia a M. incognita e M.
paranaensis, resultando em menor produtividade e morte de parte das plantas em lavouras
infestadas (BERTRAND et al., 2000; CAMPOS & SILVA, 2008).

Com vistas a obtencdo de novas cultivares de porta-enxerto com elevado nivel de
resisténcia a M. incognita e M. paranaensis as pesquisas foram intensificadas na identificacéo
e selecdo de plantas matrizes de C. canephora em campos nhaturalmente infestados. A
obtencdo de cultivares com resisténcia multipla a diferentes nematoides do género
Meloidogyne tornou-se o principal objetivo de programas de melhoramento do cafeeiro, por
dispensar 0 uso de uma gama de cultivares com resisténcia especifica (BERTRAND &
ANTHONY, 2008).

O objetivo deste trabalho foi identificar clones de C. canephora com resisténcia
maltipla a M. incognita e M. paranaensis, que poderdo, a curto e medio prazo, ser utilizados
na implantacdo de jardins clonais visando & producdo de sementes de porta-enxertos
resistentes para cultivares de C. arabica, assim como, no plantio de pés-francos de C.

canephora em areas infestadas por Meloidogyne e aptas ao cultivo desse cafeeiro.
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2 MATERIAL E METODOS

Trés clones de C. canephora, CcK, CcR1 e CcR2, cujas plantas matrizes foram
selecionadas em areas naturalmente infestadas por diferentes populacdes de Meloidogyne
(Tabela 1), foram avaliados em relacdo a resisténcia apresentada a duas populacbes de M.
paranaensis, quatro populagdes de M. incognita, e uma popula¢do mista destas duas espécies
(Tabela 2), todas oriundas de cafeeiros infestados. Mudas clonais da cultivar Mundo Novo
IAC 515-20 de C. arabica (CaMN) foram utilizadas como controle suscetivel.

A identificacdo das espécies foi realizada através da analise bioquimica dos perfis de
esterase segundo método descrito por CARNEIRO & ALMEIDA (2001).

Tabela 1. Descricdo dos clones de Coffea canephora avaliados quanto a resisténcia maltipla a
Meloidogyne incognita e M. paranaensis e do controle suscetivel de C. arabica.

Clone Descricéo

CcK C. canephora cv. Kouilou

CcR1 C. canephora cv. Robusta IAC C 2291
CcR2 C. canephora cv. Robusta IAC C 2291
CaMN C. arabica cv. Mundo Novo IAC 515-20

Tabela 2. Descrigdo e origem das populacdes de Meloidogyne incognita e M. paranaensis
utilizadas para identificacao de clones com resisténcia multipla.

Populacao Espécie/ Fendtipo de esterase Origem

Mpl M. paranaensis P1 Céssia dos Coqueiros, SP - Média Mogiana
Mp2 M. paranaensis P2 Herculandia, SP - Alta Paulista

Mil M. incognita 11 Lucélia, SP - Alta Paulista

Mi2 M. incognita 11 Ribeirdo Corrente, SP - Alta Mogiana

Mi3 M. incognita 12 Garca, SP - Média Paulista

Mid M. incognita 12 Marilia, SP - Média Paulista

Mp+Mi M. paranaensis + M. incognita 11 Garca, SP - Média Paulista

As mudas clonais das matrizes selecionadas em campo, assim como do controle
suscetivel, foram produzidas a partir de estaquia de ramos ortotropicos segundo método
descrito por FONSECA et al. (2007), e transplantadas para vasos de 14 litros contendo
mistura de Latossolo Vermelho-Amarelo Distréfico Tipico e areia 1:1 (v:v), esterilizada em

autoclave e posteriormente fertilizada de acordo com recomendacdes para a cultura. Foram
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utilizadas quatro repeticdes, com parcelas constituidas de uma planta distribuidas em
delineamento experimental inteiramente casualizado. A reacdo dos cafeeiros as diferentes
populacbes de Meloidogyne foi avaliada separadamente através da analise das variaveis
relacionadas a reproducédo dos nematoides.

O indculo foi obtido pelo método de HUSSEY & BAKER (1973) modificado por
BONETTI & FERRAZ (1981). Cada planta foi inoculada com 25000 ovos+J2, 60 dias apds o
transplante dos clones para recipientes plasticos, propiciando as plantas condicBes de
produzirem raizes secundarias, preferidas para penetracdo dos juvenis (NAKASONO et al.,
1980; JAEHN et al., 1983). A avaliacdo do experimento foi realizada 18 meses apés a
inoculagéo.

Uma vez que M. paranaensis e M. incognita ndo ocasionam a formacgédo de galhas
tipicas em cafeeiros, foi avaliado o indice de dano (ID) de acordo com escala adaptada de
HUSSEY & JANSEN (2002) e de BERTRAND et al. (2000)

O ID foi avaliado através de uma escala de 0 a 5 pontos onde 0 = sistemas radiculares
totalmente integros; 1 = presenca de raros e pequenos engrossamentos nas raizes secundarias;
2 = pequenos engrossamentos em porcentagem inferior a 25% do sistema radicular; 3 =
engrossamentos e inicio de necrose em 25 a 50% do sistema radicular; 4 = perda de raizes
secundérias decorrente de necrose observada em 51 a 75% do sistema radicular; e 5 = perda
acentuada de raizes secundarias com destruicdo superior a 75 % do sistema radicular. As
plantas foram consideradas resistentes quando ID<2, e suscetiveis quando ID>2.

A populacdo final de nematoides nas raizes dos cafeeiros avaliados foi quantificada a
partir do nimero de ovos e juvenis de segundo estadio presentes em cada amostra, utilizando-
se para extracdo dos nematoides o mesmo método de obtencdo do inéculo. O fator de
reproducdo (FR) dos nematoides nos cafeeiros foi calculado através da razdo entre a
populacdo final e a populacdo inicial (FR = Pf/Pi), sendo os tratamentos considerados
resistentes quando FR<1,0, e suscetiveis quando FR>1,0 (OOSTENBRINK, 1966). A partir
do FR foi avaliada a resposta dos cafeeiros inoculados de acordo com critérios adaptados de
MOURA & REGIS (1987) para classificacio de hospedeiros, expressa em porcentagem da
reducdo do fator de reproducdo em relacdo ao controle suscetivel (RFR), segundo o qual a
planta pode ser considerada imune (RFR=100%), altamente resistente (RFR= 99,9 a 95,1%),
resistente (RFR= 95,0 a 90,1 %), moderadamente resistente (RFR= 90 a 75,1 %) e suscetivel
(RFR= 75,0 a 0%).

A partir da razdo entre a populacdo final de nematoides e a massa fresca do sistema

radicular dos cafeeiros foi calculado o nimero de ovos por grama de raiz  (NOg™) para
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quantificacdo proporcional do nimero de nematoides por tratamento, visto que as plantas
podem apresentar diferengas de massa do sistema radicular. Como os dados experimentais de
NOg™, mesmo transformados em log (x+1) ndo apresentaram distribuicio normal, realizou-se
uma andlise ndo paramétrica dos dados, comparando-se os tratamentos ao controle suscetivel
CaMN através do teste de Mann-Whitney a 5% de probabilidade.

Um grupo de plantas ndo inoculadas também foram avaliadas a fim de se comparar
seu desenvolvimento vegetativo com o das plantas submetidas & acdo dos nematoides. O
desenvolvimento vegetativo foi mensurado através da massa seca de parte aérea total
(MSPA), calculada através da soma da massa seca dos cafeeiros aos nove meses, quando 0s
cafeeiros foram podados a 50 cm de altura, e aos 18 meses, no final do experimento. A poda
das plantas foi realizada para simulacdo de uma préatica frequentemente utilizada no manejo
das lavouras cafeeiras, uma vez que a consequente reducdo do sistema radicular pode afetar a
tolerancia das plantas em solos infestados com altas densidades populacionais de nematoides.

Somente para estas analises, foi utilizado o delineamento experimental inteiramente
casualizado arranjado em esquema de parcelas subdivididas, sendo as parcelas constituidas
pelos tratamentos inoculados e ndo inoculados, e as subparcelas pelos clones de C. canephora
CcK, CcR1, CcR2 e pelo controle suscetivel CaMN, com quatro repeticdes e parcelas de uma
planta. Foi realizada anélise de variancia e as médias de MSPA dos tratamentos inoculados e
néo inoculados foram comparadas pelo teste t a 5% de probabilidade.

A reacdo do clone CcK as populacGes Mp2, Mil e Mi3 foi também avaliada quando
inoculado com 50000 ovos+J2 planta®. As varidveis ID, FR e NOg™, relacionadas &
reproducdo dos nematoides, e a MSPA, ao desenvolvimento vegetativo das plantas, foram
comparadas aos tratamentos inoculados com 25000 ovos+J2 planta™. Para esta analise foi
utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com quatro repetices e parcelas de uma
planta. As médias de NOg™ foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney a 5% de
probabilidade. Os dados de desenvolvimento vegetativo das plantas submetidas aos dois
niveis de inoculo foram submetidos a analise de variancia, e quando detectadas diferencas
significativas as médias foram comparadas pelo teste t a 5% de probabilidade.

O potencial dos clones de C. canephora na reducdo da populacdo de nematoides no
solo foi avaliado por um teste biologico. Para isto, tomateiros silvestres suscetiveis (Solanum
hirsutum) foram cultivados concomitantemente com os clones de C. canephora e com o
controle suscetivel inoculados com as sete populacdes de Meloidogyne. Os tomateiros foram

plantados nos vasos dos tratamentos 12 meses ap0s a inoculagdo dos cafeeiros e avaliados
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apos 60 dias quanto ao indice de galhas e/ou massas de ovos (IG) segundo TAYLOR & SASSER

(1978). O experimento encontra-se esquematizado na Figura 1.

Plantio de tomateiros

Poda a 50 cm g
<A para o bioteste
gt }
12 meses

|

Avaliacdo dos |

cafeeiros I

Avaliacéo dos

tomateiros |

|

|

|

|

18 meses 14 meses

Figura 1. Esquema do experimento.

3 RESULTADOS
A cultivar Mundo Novo IAC 515-20 de C. arabica (CaMN) apresentou médias

elevadas de ID, FR e NOg™?, confirmando sua eficiéncia como controle suscetivel por

proporcionar reproducdo satisfatoria das sete populactes de Meloidogyne (Tabela 3).
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As plantas ndo inoculadas de CaMN apresentaram os maiores valores medios MSPA.
Entretanto, quando inoculado sofreu influéncia de todas as populagbes com reducédo
significativa do desenvolvimento vegetativo (Figura 2C).

Quando inoculado com a populacdo Mp2, o clone CaMN apresentou FR de 0,6 devido
a reduzida populacdo final de nematoides observada (Tabela 3). Entretanto, o clone foi
considerado suscetivel segundo o indice de dano (5,0) o que permite a inferéncia de que o
reduzido nimero de parasitos se deve a severa destrui¢do do sistema radicular dos cafeeiros.
Assim, a varidvel RFR néo foi calculada para os clones inoculados com esta populacdo. Para
as demais populacGes CaMN foi classificado como suscetivel, com valores de 1G variando de
46a50eFRde14a71 (Figura2A). A suscetibilidade da cultivar Mundo Novo IAC 515-
20 poOde ser constatada também no final do experimento, devido a mortalidade de plantas
inoculadas com todas as populacGes de Meloidogyne avaliadas, chegando a 75% na populagéo
Mp2 (Figura 2B).

O melhor desempenho relacionado a reducdo da reproducdo dos parasitos foi
apresentado pelo clone CcK, que apresentou médias reduzidas de NOg™, significativamente
diferentes do tratamento controle, e ndo teve seu desenvolvimento vegetativo comprometido
pelos nematoides (Figura 2C). CcK foi classificado como resistente a todas as populactes
segundo as variaveis ID e FR. De acordo com a variavel RFR foi considerado imune a
populacdo Mi4, altamente resistente as populacdes Mil, Mi2, Mi3 e Mp+Mi e resistente a
Mp1l (Tabela 3).

O clone CcR2 apresentou valores de ID, FR e NOg™ também reduzidos e ndo sofreu
influéncia dos nematoides em seu desenvolvimento vegetativo (Figura 2C). Quanto a variavel
RFR, o clone CcR2 apresentou resposta semelhante ao clone CcK, classificado como
altamente resistente e resistente as mesmas populacdes, exceto a Mpl, a qual foi classificado

como moderadamente resistente (Tabela 3), com RFR préximo a 80%.
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Tabela 3. Reacdo de clones de Coffea canephora CcK, CcR1 e CcR2 e do controle suscetivel
Mundo Novo IAC 515-20 de C. arabica (CaMN) a Meloidogyne paranaensis (Mpl e Mp2),
M. incognita (Mil, Mi2, Mi3 e Mi4) e uma populagcdo mista de M. paranaensis e M.
incognita (Mp+Mi) segundo as variaveis indice de dano (ID), fator de reproducdo (FR),
porcentagem de reducdo do fator de reproducdo (RFR), nimero de ovos por grama de raiz
(NOg™) e eficiéncia hospedeira (EH).

Populacdo Clones ID C FR C RFR C NOg™
CeK 15 R 01 R 929 R 1380 ~
CcR1 17 R 01 R 929 R 6804 *
Mp1 CcR2 37 S 03 R 786 MR 6523 *
CaMN 50 S 14 S  Padrio 461,42
CeK 00 R 01 R : 1109 *
o2 CcR1 35 S 03 R i 110,89 "
CcR2 15 R 03 R i 4128 *
CaMN 50 S 06 R i 196,47
CcK 00 R 01 R 97 AR 541 *
it CcR1 36 S 15 S i 43353 ™
CcR2 10 R 03 R 9,0 R 3491 *
CaMN 46 S 30 S Padrao 776,55
CcK 00 R 00 R 995 AR 203 *
o CcR1 20 R 01 R 989 AR 1901 *
CcR2 15 R 00 R 995 AR 378 *
CaMN 50 S 44 S  Padrio 1015,01
CcK 00 R 00 R 995 AR 189 *
s CcR1 00 R 02 R 92 R 5162 *
CcR2 00 R 00 R 981 AR 633 *
CaMN 50 S 21 S  Padrio 637.89
CeK 00 R 00 R 00 1 0+
- CcR1 38 S 04 R 941 R 21309 ™
CcR2 15 R 01 R 990 AR 1254 *
CaMN 50 S 71 S  Padrio 1412.20
CcK 00 R 00 R 91 AR 233 *
vpemi CoRL 16 R 02 R 934 R 8045 ™
CcR2 15 R 00 R 982 AR 717 *
CaMN 50 S 23 S  Padrio 58261

C= Classificacdo dos clones; 1= imune; AR = altamente resistente; R = resistente; MR = moderadamente resistente; S =

suscetivel. T = tolerante; INT = intolerante.

* = p < 0,05; ns = diferenca ndo significativa. As médias de NOg™ foram comparadas & média do controle suscetivel IAC 20
através do teste ndo paramétrico Mann-Whitney.

Os cafeeiros foram inoculados com 25000 ovos+J2 planta™.
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Figura 2. (a) Fator de reproducéo; (b) nimero de plantas inoculadas mortas; (c) massa seca
da parte aérea (MSPA) dos clones de Coffea canephora CcK, CcR1 e CcR2 e do controle
suscetivel CaMN inoculados com M. paranaensis (Mpl e Mp2), M. incognita (Mil, Mi2, Mi3
e Mi4) e uma populacdo mista de M. paranaensis e M. incognita (Mp+Mi) e ndo inoculados
(NI). * = p <0,05; ns = diferengas estatisticas nédo significativas.
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O clone CcR1 apresentou resisténcia multipla a todas as populacGes utilizadas no
estudo, exceto Mil. Entretanto, os valores médios do NOg™ em CcR1 foram superiores
aqueles observados nos outros dois clones, e intermediarios a esses e ao controle suscetivel
CaMN.

CcR1 foi considerado resistente a Mp1, Mi2 e Mi3 segundo o FR e suscetivel e a Mil,
porém sem apresentar reducdo de seu desenvolvimento vegetativo (Tabela 3, Figura 2C).
Embora classificado como resistente a Mp2, Mi4 e Mp+Mi segundo o FR, quando inoculado
com essas populacdes o NOg™ ndo foi estatisticamente diferente do controle suscetivel
CaMN.

N&o foi observada diferenca estatistica entre o desenvolvimento vegetativo de plantas
inoculadas e ndo inoculadas de CcR1. Entretanto, ap6s a poda dos cafeeiros algumas plantas
morreram, mesmo as nao inoculadas.

Na analise da reacdo do clone CcK inoculado com 25000 e 50000 ovos+J2 planta™
diferencas significativas do NOg™ foram observadas apenas em plantas inoculadas com a
populacdo Mp2 (Tabela 4). O FR foi muito reduzido em ambos os niveis de indculo das trés
populacBes testadas, sobretudo nos cafeeiros inoculados com 50000 ovos+J2 planta™, que
mantiveram o mesmo nivel de resisténcia apresentado quando inoculados com 25000 ovos+J2

planta™.

Tabela 4. Reacdo de cafeeiros do clone CcK de Coffea canephora inoculados com 25000 e
50000 ovos+J2 planta™ das populagdes Mp2 de Meloidogyne paranaensis, Mil e Mi3 de M.
incognita, segundo as variaveis indice de dano (ID), fator de reproducdo (FR) e nimero de
ovos por grama de raiz (NOg™).

Popula¢do Nivel deinéculo ID C FR C NOg™

25000 0 R 009 R 119 *
Mp2

50000 0 R 0,005 R 1,1
Mil 25000 0 R 0,055 R 541 ™
i

50000 0 R 0,007 R 3,6
Mi3 25000 0 R 001 R 1,89 ™
i

50000 0 R 0,002 R 0,64

C= Classificagdo dos clones em R= resistente; * = p < 0,05; ns = diferenga ndo significativa. As médias do NOg™ foram
comparadas através do teste ndo paramétrico Mann-Whitney.

N&o foram observadas diferencas estatisticas no desenvolvimento vegetativo de

plantas inoculadas com 25000 e 50000 ovos+J2 planta’ das populagbes Mp2 e Mil.
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Entretanto, cafeeiros do clone CcK inoculados com 50000 ovos da populacdo Mi3

apresentaram maior média de MSPA em relacdo ao menor nivel de inoculo (Figura 3).
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Figura 3. Massa seca de parte aérea (MSPA) de clones CcK inoculados com 25000 e 50000
ovos+J2 planta™ de M. paranaensis (Mp2) e M. incognita (Mile Mi3).
* = p < 0,05; ns = diferenga n&o significativa.

O bioteste com tomateiros confirmou que o clone CcK foi eficiente na reducdo da
populacéo inicial (25000 ovos+J2 planta™) quando inoculado com as cinco populacdes de M.
incognita, uma vez que os tomateiros cultivados em vasos destes cafeeiros apresentaram
IG<2. Os tomateiros cultivados nos vasos das plantas de CcK inoculadas com as populactes
de M. paranaensis apresentaram médias de IG de 3,5 (Mpl) e 3,25 (Mp2), 0 que esta
relacionado a maior patogenicidade da espécie. Respostas similares foram observadas para 0s
tomateiros cultivados em vasos do clone CcR2 inoculados com as duas espécies de
Meloidogyne.

Tomateiros cultivados em vasos do clone CcR1 apresentaram menor IG quando
inoculados com nematoides das populagdes Mil, Mi2 e Mi3 de M. incognita. Para as demais
populagdes, os valores médios de IG foram superiores a 3,5, acompanhando o desempenho
dos cafeeiros de CcR1 no que concerne & variavel NOg™, a qual ndo diferiu do controle
suscetivel (Tabela 3). Os tomateiros plantados nos vasos do controle suscetivel CaMN

apresentaram o valor maximo de 1G, como o esperado.
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Tabela 5. indice de galhas de tomateiros cultivados em vasos dos clones de Coffea canephora
CcK, CcR1, CcR2 e do controle suscetivel CaMN de C. arabica inoculados com Meloidogyne
paranaensis (Mpl e Mp2), M. incognita (Mil, Mi2, Mi3 e Mi4) e uma populacdo mista de M.
paranaensis e M. incognita (Mp+Mi).

Clones Mp1l Mp2 Mil Mi2 Mi3 Mi4 Mp+Mi

CcK 3,50 3,25 2,00 0,25 0,00 0,00 1,00

CcR1 4,75 4,25 2,25 1,75 2,75 4,00 3,50

CcR2 3,00 2,75 2,00 0,00 0,00 2,50 1,75

CaMN 5,00 5,00 5,00 5,00 4,75 5,00 5,00
4 DISCUSSAO

Os clones CcK, CcR1 e CcR2 apresentam resisténcia multipla as diversas populacfes
de M. incognita e M. paranaensis utilizadas no experimento, o que demonstra a eficiéncia do
programa de selecdo realizado pelo Instituto Agrondémico. Na realizagdo deste trabalho foram
consideradas variagdes intra e interespecificas encontradas nas popula¢bes de Meloidogyne
spp. parasitas de cafeeiros (RANDIG et al., 2002; CARNEIRO et al, 2004), caracteristicas de
extrema importancia visto a especificidade dos genes de resisténcia encontrada em Coffea
spp. (CARNEIRO et al., 2009), como também, a ocorréncia de populacGes mistas de espécies
de Meloidogyne em regides cafeeiras (CARNEIRO et al., 2005).

Comparados a outros tipos de patdgenos como virus, bactérias e fungos, os nematoides
das galhas caracterizam-se por baixa dispersdo natural, fluxo génico e diversidade genética
entre as populacdes, 0 que leva a esperar que 0s genes de resisténcia duravel possam ser
implantados nas plantas cultivadas (McDONALD & LINDE, 2002). A pressao de selecdo de
nematoides com fatores de viruléncia correspondentes aos maultiplos genes de resisténcia
demandard diversos eventos de mutacdo e selecdo, aumentando a probabilidade da longa
durabilidade da resisténcia (STARR & ROBERTS, 2004).

O clone CcK quando inoculado com maior nivel de indculo ndo permitiu a reproducao
dos nematoides, apresentando alto nivel de resisténcia e nenhum efeito deletério decorrente de
seu parasitismo.

O desenvolvimento vegetativo dos clones CcK e CcR2 ndo foi influenciado pelas

diferentes populacbes de Meloidogyne. Estes resultados estdo relacionados a reacdo das
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plantas matrizes em condi¢fes de campo, as quais foram inicialmente selecionadas de acordo
com seu vigor observado em lavouras infestadas com densidades populacionais muito
elevadas de M. incognita e M. paranaensis.

O desenvolvimento vegetativo de CcR1 foi inferior ao dos outros dois clones devido a
morte de cafeeiros apds a poda. A mortalidade das plantas foi atribuida a sensibilidade do
genotipo a esta préatica e ndo a intolerancia desse clone aos nematoides, visto que trés plantas
ndo inoculadas também morreram apds a poda.

Assim, além da avaliacdo da habilidade do hospedeiro em reduzir a reproducao dos
nematoides € necessario 0s gendtipos resistentes, principalmente aqueles que dardo origem a
novas cultivares, sejam também conduzidos em condi¢fes de campo e submetidos as diversas
praticas de manejo usualmente empregadas na cultura.

Os clones CcK e CcR2 foram eficientes na reducdo da populacdo dos nematoides no solo
conforme ilustrado pelo IG dos tomateiros cultivados nos vasos destes cafeeiros, sempre
inferiores ao observado nos tomateiros cultivados nos vasos do controle suscetivel CaMN.
CcR1 proporcionou maior reducdo da populagédo de nematoides quando inoculado com as
populacdes de M. incognita Mil, Mi2 e Mi3.

A piramidacdo de genes de resisténcia a nematoides é considerada a melhor estratégia
de melhoramento para combinacao da resisténcia multipla em um individuo (BERTRAND &
ANTHONY, 2008). Entretanto, os clones avaliados neste trabalho foram obtidos com a
selecdo de gendtipos a partir da variabilidade genética natural existente em C. canephora. Isto
é importante visto que para realizar a piramidacdo de genes de resisténcia em uma cultivar ha
a necessidade de hibridacéo, selecéo fenotipica e utilizacdo de ferramentas diversas, como por
exemplo os marcadores moleculares, tornando o processo muito laborioso e demorado.

Os cafeeiros dos clones CcK e CcR2 deverdo ser avaliados quanto a capacidade de
combinacdo, entre si e como com outros clones de C. canephora selecionados pelo programa
de melhoramento do Instituto Agronémico, quanto a reacdo de suas progénies a diferentes
populacdes de Meloidogyne e também aos nematoides das lesbes (Pratylenchus spp.). Outras
caracteristicas como a época de florescimento, produgdo e caracteristicas tecnolégicas das
sementes devem ser consideradas para a escolha dos genitores utilizados em jardins clonais
para a producéo de sementes com resisténcia multipla.

O uso de cafeeiros com resisténcia multipla as espécies e populactes de Meloidogyne,
em conjunto com outras técnicas de manejo de fitonematoides constituira, a curto e médio
prazo, a maneira de aprimorar o sistema de implantagdo da cafeicultura em éareas infestadas

por esses parasitas, por tratar-se de uma tecnologia adequada, eficiente, com boa relacéo
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custo/beneficio e ndo poluente, podendo contribuir para uma maior competitividade da

cultura, uma das condicionantes da agricultura atual.
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Acessos silvestres de Coffea arabica resistentes a

Meloidogyne paranaensis
RESUMO

A resisténcia de acessos silvestres de Coffea arabica a espécie Meloidogyne paranaensis tem
sido relatada por diversos autores. Entretanto, poucos acessos foram investigados em relagéo
a resisténcia as diversas variacGes interespecificas encontradas nas populacbes de
Meloidogyne spp. parasitas de cafeeiros, sendo isto, de extrema importancia visto a
especificidade dos genes de resisténcia encontrada em Coffea e a frequente ocorréncia de
populacbes mistas de espécies de Meloidogyne nas regides cafeeiras. Os acessos silvestres
representam importante fonte de variabilidade para a resisténcia a nematoides dada a maior
facilidade de hibridacdo com as cultivares comerciais da espécie, a consequente transferéncia
dos genes de resisténcia, assim como, a recuperacdo mais rapida dos caracteres agronémicos
do parental recorrente. Setenta e um cafeeiros silvestres de C. arabica provenientes da Etidpia
foram avaliados quanto a sua resisténcia a M. paranaensis, considerando-se a reacdo de
mudas clonais e progénies de polinizacdo aberta. Destes, 47 foram considerados resistentes
com base no fator de reproducdo (FR). Avaliando-se a reacdo dos dez acessos com menor
nGmero de ovos por grama de raiz (NOg™) verificou-se que estes proporcionaram reducéo de
85% desta varidavel em relacdo a populacdo original dos 71 cafeeiros e de 60% em relacdo aos
47 cafeeiros resistentes de acordo com o FR. Quarenta e dois cafeeiros foram avaliados
simultaneamente através da reacdo de mudas clonais e progénies de polinizacdo aberta
qguando inoculados com M. paranaensis. Quatorze destes cafeeiros apresentaram reagédo
diversa, ou seja, clones classificados como resistentes e progénies sexuais, como suscetiveis.
Este desempenho pode ser explicado pela provavel heterozigosidade dos genes de resisténcia
presentes nas plantas matrizes, resultando em progénies segregantes para a caracteristica. A
segregacgdo observada adequa-se a hipotese de que dois genes dominantes e complementares
sdo responsaveis pela expressdo da resisténcia a M. paranaensis. Os resultados da analise de
expressao génica relativa do cafeeiro IAC 2279-5B resistente a M. paranaensis e do controle
suscetivel Mundo Novo IAC 515-20 indicam que as respostas de defesa a0 nematoide estdo

relacionadas a via do acido salicilico.

Palavras-chave: resisténcia, café, nematoides das galhas.
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Wild Coffea arabica accessions resistant to

Meloidogyne paranaensis
ABSTRACT

Resistance of wild Coffea arabica accessions to root-knot nematode Meloidogyne
paranaensis has been reported. However, resistance of these plants were not investigated in
relation to diverse Meloidogyne species and races. It is important due the specificity of
resistance genes in Coffea and the common occurrence of mixed populations in coffee crops.
Wild C. arabica accessions represent important sources of genetic variability for resistance to
nematodes because they may be easily crossing with commercial cultivars to transfer the
resistance genes. Seventy-one wild C. arabica accessions from Ethiopia were tested again M.
paranaensis evaluated through the assessment of clonal and open pollinated progenies. Forty-
seven plants were considered resistant based in reproduction factor (RF). The top-ten resistant
plants provided reduction of 85% of number of eggs per gram of root (NOg™) in relation of
original population of 71 coffee trees and about 60% in relation of 47 resistant plants
according to RF. Forty-two coffee trees were simultaneously assessed by the reaction of
clones and open pollinated progenies inoculated with M. paranaensis. Fourteen of these
showed diverse reaction, which means, resistant clones and susceptible progenies. This
performance could be explained by the likely heterozygosity of resistance genes present in the
mother plants, resulting in progeny segregation for this trait. The observed segregation could
fit the hypothesis of two complementary dominant genes are responsible for the expression of
resistance to M. paranaensis. Results about gene expression analysis on coffee IAC 2279-5B
resistant to M. paranaensis and on susceptible control Mundo Novo IAC 515-20 indicated

that defense responses are related to salicylic acid pathways.

Keywords: resistance, coffee, root-knot nematodes.
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1 INTRODUCAO

Das dezoito espécies de Meloidogyne relatadas como parasitas de cafeeiros em
diversas partes do mundo, seis ocorrem no Brasil (CARNEIRO & COFCEWICZ, 2008;
LOPEZ-LIMA, 2014) sendo que trés delas destacam-se como as mais frequentes em nossos
cafezais: M. exigua, produzindo consideravel quantidade de galhas, enquanto que M.
incognita e M. paranaensis destroem quase todo sistema radicular (GONCALVES &
SILVAROLLA, 2001).

A agressividade de M. paranaensis e sua crescente disseminacdo em regides
produtoras de cafe a colocam como séria ameaca a cultura no Brasil nos estados de S&o Paulo,
Parand (CAMPOS & VILLAIN, 2005) e Minas Gerais (CASTRO et al, 2008), assim como
em paises da América Central (VILLAIN et al, 2008).

Com excecdo da cultivar IPR 100 (SERA et al., 2007) todas as cultivares registradas
de Coffea arabica sdo altamente suscetiveis a M. paranaensis. Em éreas infestadas por
nematoides dessa espécie, o cultivo de C. arabica s6 tem sido possivel devido a utilizacéo
mudas enxertadas em cafeeiros de C. canephora resistentes, como Apoatd IAC 2258
(CAMPOS & SILVA, 2008) e Nemaya (BERTRAND et al., 2000).

Muitas das medidas de controle disponiveis para 0 manejo desses parasitas, como o
uso de nematicidas, tornam-se ineficazes mesmo com a reducdo da populagdo de nematoides
no solo. Isto ocorre devido a severa destruicdo do sistema radicular decorrente do parasitismo
de M. paranaensis, a qual ndo permite a recuperacdo das plantas. Assim, o uso de cultivares
resistentes tem sido considerado o método mais eficiente entre as diversas técnicas de manejo
dos nematoides parasitos do cafeeiro, por ser econdmico e ambientalmente seguro
(BERTRAND & ANTHONY, 2008).

Fontes de resisténcia a M. paranaensis tem sido encontradas em acessos silvestres de
C. arabica oriundos da Etiopia (SILVAROLLA et al.,, 1998, ANZUETO et al., 2001,
BOISSEAU et al., 2009). Esses cafeeiros resistentes representam importante fonte de
variabilidade para o desenvolvimento de novas cultivares, dada a maior facilidade de
hibridacdo com as cultivares comerciais da espécie e a consequente transferéncia dos genes de
resisténcia, assim como, a recupera¢ao mais rapida dos caracteres agrondmicos do parental
recorrente, contribuindo para abreviacdo do tempo e dos recursos investidos no melhoramento
tradicional da espécie.

Os genes de resisténcia encontrados em cafeeiros silvestres de C. arabica podem ser

utilizados para o desenvolvimento de cultivares pés-francos, ou ainda no melhoramento de
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porta-enxertos de C. canephora, com a vantagem de apresentar melhor adaptabilidade as
regides produtoras de temperatura mais amena (BERTRAND & ANTHONY, 2008;
CAMPOS & VILLAIN, 2005).

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar a reacdo de acessos silvestres de C. arabica
ao nematoide M. paranaensis, assim como a reagdo dos acessos mais promissores as espécies
M. exigua e M. incognita.

Ademais, visando a obtencdo de informacfes sobre a interagdo molecular entre
cafeeiros silvestres de C. arabica e M. paranaensis, foi realizada andlise dos perfis de
expressao de genes relacionados ao metabolismo antioxidante, a defesa de plantas a patégenos

e ao ciclo celular.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Reacdo de cafeeiros silvestres de Coffea arabica a Meloidogyne paranaensis

Os acessos silvestres de C. arabica analisados neste trabalho foram coletados pela
FAO em 1965 na Etiopia, e encontram-se atualmente na cole¢cdo do banco ativo de
germoplasma (BAG) de Coffea do Centro de Café ‘Alcides Carvalho’ do Instituto
Agrondmico de Campinas.

A reagdo a M. paranaensis foi avaliada em 20 acessos silvestres de C. arabica,
selecionados a partir de informagdes preliminares obtidas por SILVAROLLA et al. (1998),
representados por uma a oito plantas, totalizando 71 cafeeiros avaliados (Tabela 2, Figura 1).
Foram avaliadas progénies de polinizacdo aberta (geracdo S;) dos 71 cafeeiros e mudas

clonais obtidas através de propagacao vegetativa de 42 cafeeiros.

Figura 1. Progénies S, de cafeeiros silvestres de C. arabica avaliadas quanto a sua reacdo a
infestacdo por M. paranaensis.
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Para obtencdo das progénies, frutos maduros foram colhidos de plantas individuais e
descascados mecanicamente. As sementes foram secas ao sol e armazenadas em local seco até
0 momento da semeadura, a qual foi realizada em germinador de areia. Os clones foram
obtidos via estaquia a partir de segmentos de ramos ortotropicos, segundo FONSECA et al.
(2007). Foram coletados ramos de todos os 71 acessos, entretanto somente 41 apresentaram
enraizamento de numero suficiente de mudas clonais para avaliacdo. Ambas as plantas obtidas
por semente e por clonagem foram transplantadas em copos plésticos de 500 ml contendo
mistura de Latossolo Vermelho-Amarelo Distrofico Tipico e areia 1:1 (v:v), autoclavada por 2
horas a 127 °C e fertilizada de acordo com recomendacdes para a cultura.

Mudas clonais de aproximadamente nove meses e progénies de cinco meses, foram
inoculadas com 5000 ovos+J2 planta™ com populacdo de M. paranaensis proveniente de
raizes de cafeeiros cultivados em Céssia dos Coqueiros, SP. A pureza da populacdo foi aferida
através de identificacdo bioquimica dos perfis de esterase segundo método descrito por
CARNEIRO & ALMEIDA (2001), sendo a populacdo caracterizada como M. paranaensis
fendtipo P1.

O inoculo foi obtido de raizes de tomateiros e cafeeiros suscetiveis, segundo 0 método
de HUSSEY & BAKER (1973) modificado por BONETTI & FERRAZ (1981). A cultivar
Mundo Novo IAC 515-20 (MN) foi utilizada como controle suscetivel. O delineamento
estatistico adotado foi o inteiramente casualizado, com 3 a 6 plantas por clone e 15 plantas por
progénie de polinizacdo aberta.

Aos 135 dias apo6s a inoculacdo foi realizada a avaliacdo das plantas segundo variaveis
relacionadas a reproducdo dos nematoides.

O indice de dano (ID) foi avaliado segundo escala adaptada de BERTRAND et al
(2000) e de HUSSEY & JANSEN (2002) onde 0 = sistemas radiculares totalmente integros; 1

= presenca de raros e pequenos engrossamentos nas raizes secundarias, sem necrose; 2 =

pequenos engrossamentos em porcentagem inferior a 25% do sistema radicular; 3
engrossamentos e inicio de necrose em 25 a 50% do sistema radicular; 4 =engrossamentos e
perda de raizes secundarias decorrente de necrose observada em 51 a 75% do sistema
radicular; e 5 = perda acentuada de raizes secundarias com destruigdo superior a 75 % do
sistema radicular. As plantas foram consideradas resistentes quando ID<2, e suscetiveis
quando ID>2.

A populagdo final de nematoides nas raizes dos cafeeiros foi quantificada a partir do
namero de ovos e juvenis de segundo estadio (J2) presentes em cada amostra, utilizando-se o

mesmo método de obtencdo do indculo. A partir da contagem do nimero de ovos e juvenis
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(J2) presentes em uma aliquota de 1 ml, calculou-se o nimero total de nematoides presentes
no sistema radicular do cafeeiro, e assim, o fator de reproducao (FR) foi estimado através da
razdo entre a populagéo final e a populagao inicial (FR = Pf/Pi), sendo as plantas classificadas
como resistentes (FR<1) ou suscetiveis (FR>1) (OOSTENBRINK, 1966). Os cafeeiros foram
classificados quanto a porcentagem de reducéo do fator de reproducédo em relacéo ao controle
suscetivel (RFR) conforme sistema adaptado de MOURA & REGIS (1987) segundo o qual as
plantas podem ser consideradas imunes (RFR=100%), altamente resistentes (RFR= 99,9 a
95,1%), resistentes (RFR= 95,0 a 90,1 %), moderadamente resistentes (RFR= 90 a 75,1 %) ou
suscetiveis (RFR= 75,0 a 0%). A partir da razdo entre a populacao final e a massa fresca do
sistema radicular dos cafeeiros foi calculado o nimero de ovos por grama de raiz (NOg™) para
quantificacdo proporcional do nimero de nematoides por tratamento, visto que as plantas
podem apresentar diferencas de massa do sistema radicular.

Uma vez que os dados de NOg™ n&o apresentaram distribuicdo normal, foi realizada
analise ndo paramétrica dos dados, comparando-se 0s tratamentos ao controle suscetivel
Mundo Novo IAC 515-20 através do teste de Mann-Whitney a 5% de probabilidade.

Quando observada reacdo diversa entre as mudas clonais e progénies do mesmo
cafeeiro foi realizada uma andlise da segregacdo genética da resisténcia através de um teste de
qui-quadrado (%) para adequar as proporcdes observadas as esperadas, com base na
respectiva hipotese do numero de genes envolvidos no controle do carater resisténcia dos

cafeeiros.

2.2. Andlise de expressao génica

Para a andlise de expressdo génica foram utilizados dois genotipos: o acesso silvestre
de C. arabica IAC 2279-5B, classificado como resistente a M. paranaensis e a testemunha
suscetivel Mundo Novo IAC 515-20. Foram utilizadas plantas de um ano de idade, cultivadas
em vasos de 500 ml no mesmo substrato utilizado nas avaliagcdes de resisténcia. As plantas
foram inoculadas com 5000 juvenis de segundo estadio coletados em Funil de Baermann. A
cada tempo de coleta quatro plantas foram amostradas.

Foram coletadas as raizes secundarias dos tratamentos antes da inoculagdo (0), e nos
tempos correspondentes a infeccdo e inicio da migragcdo dos juvenis no cortex radicular (12
horas apos a inoculagdo — 12 hai), migracéo e inicio de estimulo dos sitios de alimentacdo por
alguns dos juvenis (7 dai) e quando sitios de alimentacdo ja estavam bem estabelecidos (14
dai). As amostras foram armazenadas a —80 °C.
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Para a extracdo do RNA, aproximadamente 2 g de raizes secundarias foram
submetidas a maceracdo em nitrogénio liquido utilizando Trizol conforme instru¢Bes do
fabricante (Applied Biosystems). A qualidade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1%
seguida de quantificacdo por espectrofotometria (OD220-280nm)-

Para a sintese de cDNA, as amostras de RNA foram tratadas com DNAse (RQ1
RNase-Free DNase — Promega), seguindo o protocolo do fabricante. Em seguida, o cDNA foi
sintetizado utilizando o Kit RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Scientific). Foram sintetizadas 4 aliquotas independentes de cDNA de cada planta amostrada,
o0s quais foram misturados para a obtencdo de um bulk das amostras, facilitando as analises
de expressdo génica.

A selecdo de genes para as andlises de expressdo génica foi realizada em funcdo de
informacBes prévias da literatura. Genes potencialmente associados com a resisténcia de
plantas a patdgenos, com o metabolismo antioxidante e com func¢des do ciclo celular foram

selecionados como genes candidatos para o estudo (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo dos genes avaliados na interacdo entre cafeeiros resistente e suscetivel de

Coffea arabica inoculados com Meloidogyne paranaensis.

Gene Descricao

Cell Div Cell division cycle protein

BETA Beta tubulin

DNAM DNA methyltransferase

APX Ascorbate peroxidase

CAT Catalase

CaPrx Class Il peroxidase

EDS1 Enhanced disease susceptibility 1

PAD4 Phytoalexin deficient 4

LTP Lipid transfer protein [Atriplex nummularia]
RAR1 Required forMlal2 resistance

PAL Phenilalanine amonia-lyase

NPR1 Non-expressor of pathogenesis related genes-1
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Para a identificacdo de sequéncias génicas homoélogas em café foram realizadas buscas
dirigidas no Banco de Dados do Genoma Café (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/) e no
banco de dados das Solanaceas (http://solgenomics.net/).

As amostras de cDNA foram entdo submetidas as analises de expressdo génica. As
condicdes de reacdes foram as mesmas descritas por ISKANDAR et al. (2004). Para uma
reacdo com volume final de 15 pL foram utilizados 2 pL. de cDNA na concentragdo de 1000
ng/ul, 4,6 pL de agua ultra pura tratada com DEPC, 0,45 uL de cada primer (forward e
reverse) diluidos a 10 pmol e 7,5 uLL de SYBR green master mix (Fermentas). O controle
enddgeno escolhido foi o gene que codifica GAPDH - Desidrogenase gliceraldeido 3-fosfato
por apresentar maior estabilidade dos Ct’s nas amostras analisadas.

Todas as amostras foram analisadas em triplicatas. Foram utilizadas também amostras
sem adicdo de cDNA para detectar qualquer sinal de contaminacgdo, controle negativo. Para
confirmar a presenca de amplicons unicos, os produtos do PCR foram submetidos a curva de
dissociagcdo com temperatura variando entre 60 °C e 95 °C. Todas as placas foram feitas em
triplicatas para aumentar a precisdo experimental.

Os resultados obtidos em plataforma de PCR em tempo real foram submetidos a
guantificacdo relativa (QR), sendo que o calibrador, para todos os genes testados foi o
controle suscetivel antes da inoculacdo. As condicbes da reacdo sdo aquelas especificadas
pelo fabricante e foram realizadas em termociclador ABI Prism 7300 Sequence Detection
System (Perkin-Elmer Applied Biosystem). Os resultados das quantificacbes relativas dos
genes selecionados foram analisados utilizando-se a quantificacdo relativa, calculada a partir
do valor de 2 PP sendo DCt = Ctgene alvo — Ctgene controle, e DDCt = DCtgene alvo —
Dctcalibrador. Ct é o ciclo definido como "treshold", ou seja, onde a fluorescéncia é
detectavel e € inversamente proporcional ao logaritmo do ndmero inicial de copias (TYAGI et
al., 1998).
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3 RESULTADOS

3.1. Reacdo de cafeeiros silvestres de Coffea arabica a Meloidogyne paranaensis

A maior parte dos acessos avaliados através de mudas clonais (93%) foi considerada
resistente segundo o FR. Entretanto, quando avaliados por meio da reacdo de suas progénies
de polinizagdo aberta, 47 (66%) foram classificados como resistentes segundo o FR (Tabela
2).

Todos os cafeeiros dos acessos IAC 2036, IAC 2052, IAC 2139, IAC 2163 e IAC
2279 revelaram-se resistentes a M. paranaensis segundo o FR, com reduzida taxa de
segregagdo nas progénies. Os cafeeiros IAC 2036-3B, IAC 2041-5A, IAC 2052-1C, IAC
2139-4A e IAC 2279-5B destacaram-se entre as demais progénies destas series pelo reduzido
NOg™, variavel relacionada & resisténcia e ao sistema radicular bem desenvolvido destas
plantas (Figura 2).

Outros acessos como IAC 2041, IAC 2101, IAC 2118, e IAC 2166, representados por
trés a seis cafeeiros, apresentaram pelo menos uma planta matriz suscetivel, embora a maior
parte das plantas tenham apresentado excelente resposta com médias reduzidas de FR e
Nog-l.

Os acessos IAC 2026, IAC 2032, IAC 2042, IAC 2075, IAC 2111, IAC 2142, IAC
2172 e IAC 2183, representados por 1 a 6 cafeeiros, comportaram-se, em média, como
suscetiveis, especialmente os acessos IAC 2032-1A e IAC 2032-1B (Figura 3) que
apresentaram os maiores valores de FR e NOg™, superiores ao controle Mundo Novo IAC
515-20.

A média do NOg™ dos dez acessos — IAC 2041-5A, IAC 2139-4A, IAC 2036-3B, IAC
2118-1A, IAC 2279-5B, IAC 2139-1A, IAC 2139-1C, IAC 2279-5A, IAC 2195-2A e IAC
2052-1C — mais resistentes a M. paranaensis segundo esta mesma variavel (323,02), foi 85%
inferior a média da populacéo inicial composta pelos 71 cafeeiros avaliados (2263,12) e 60%
inferior a média dos 47 acessos resistentes segundo o FR (821,13).
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Tabela 2. Reacédo de clones e progénies de polinizacéo aberta de acessos silvestres de Coffea
arabica a Meloidogyne paranaensis segundo as variaveis indice de dano (ID), fator de
reproducdo (FR), porcentagem de redugdo do fator de reproducdo (RFR), porcentagem de
plantas resistentes nas progénies de polinizacdo aberta segundo FR (%R) e nimero de ovos

por grama de raiz (NOg™).

Clones Progénies de polinizacio aberta
Acesso n ID FR C RFR C NOg™ ID FR C RFR C %R NOg™
IAC 2026-1A  na 33 18 S 40  5150,7 *
IAC 2026-1B 6 18 03 R 841 MR 3344 * 23 07 R 909 MR 80 1569,5 *
IAC 2026-1C 6 13 01 R 924 R 2134 * 27 10 S 80 1650,7 *
IAC 2026-4A 2 25 05 R 724 MR 11736 * 31 11 S 73 12194 *
IAC 2026-4B 2 25 03 R 853 MR 13343 ™ 32 27 S 60 24504 *
IAC 2026-6A 6 1,3 03 R 853 MR 4379 * 30 13 S 33 1594,7 *
IAC 2032-1A na 42 133 S 0 23425;7 *
IAC 2032-1B 5 36 35S 85820 ™ 41 111 S 20 168589 ™
IAC 2036-1A 3 23 03 R 853 MR 4421 * 26 02 R 974 AR 100 1023,6 *
IAC 2036-1B na 23 04 R 948 R 87 573,8 *
IAC 2036-1C na 21 05 R 935 R 80 5544 *
IAC 2036-2A na 29 03 R 961 AR 100 699,1 *
IAC 2036-3A na 28 02 R 974 AR 100 4374 *
IAC 2036-3B  na 22 02 R 974 AR 100 267,1 *
IAC 2036-4A 3 20 02 R 906 R 888,2 * 22 03 R 961 AR 100 469,6 *
IAC 2036-4B na 24 03 R 961 AR 87 606,4 *
IAC 2041-2A na 25 03 R 9,1 R 87 7952 *
IAC 2041-2B na 2,3 02 R 974 AR 100 7141 *
IAC 2041-3A na 35 37 S 0 50742 *
IAC 2041-5A na 23 01 R 987 AR 100 951 *
IAC 2041-5B na 28 03 R 961 R 93 463,1 *
IAC 2042-2A 6 12 02 R 912 R 260,2 * 37 19 S 40 3820,7 *
IAC 2052-1A na 24 03 R 961 AR 93 11948 *
IAC 2052-1B na 2,6 04 R 948 AR 87 13124 *
IAC 2052-1C  na 20 02 R 974 AR 100 4325 *
IAC 2075-6C 2 10 02 R 882 MR 406,2 * 39 37 S 13 7709,8 *
IAC 2101-3A 6 15 01 R 953 AR 82,6 * 24 05 R 935 R 73 1005,9 *
IAC 2101-3B 6 13 03 R 824 MR 353,2 * 28 02 R 974 AR 100 633,3 *
IAC 2101-4A 5 30 02 R 90 MR 556,8 * 29 13 S 60 21965 *
IAC 2101-5A na 29 03 R 961 AR 100 639,4 *
IAC 2111-2A 6 13 03 R 841 MR 338,7 * 30 27 S 47 5130,2 *
IAC 2111-3A 2 15 02 R 882 MR 2094 * 30 18 S 80 40844 *
IAC 2111-3B 4 18 05 R 706 S 6152 * 30 12 S 67 28720 *
IAC 2116-1A na 38 27 S 7 9136,0 ™
IAC 2116-1B  na 25 06 R 922 R 80 10106 *
IAC 2116-1C 5 26 02 R 882 MR 8805 * 26 05 R 935 R 93 11275 *
Continua...
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Tabela 2. Continuacéo.

Clones Progénies de polinizacdo aberta

Acesso n ID FRC RFR C NOg™ ID FR C RFR C %R NOg™
IAC2116-2A 4 23 02 R 882 MR 3471 * 29 10 S 60  2400,3 *
IAC 2116-2B na 25 10 S 27 3219,0 *
IAC2116-2C 6 15 03 R 847 MR 3032 * 26 08 R 896 MR 73 13311 *
IAC2118-1A 5 14 01 R 965 AR 621 * 25 02 R 974 AR 87 3178 *
IAC2118-6A 2 40 24 S 65921 ™ 39 34 S 40  5002,4 *
IAC2118-6B 6 27 02 R 882 MR 458 * 24 04 R 948 R 80 6015 *
IAC21186C 3 20 01 R 941 R 69,1 * 24 03 R 9,1 AR 87 4795 *
IAC 2139-1A na 24 02 R 971 AR 100 361,8 *
IAC2139-1B 3 17 02 R 871 MR 17405 ™ 29 09 R 883 MR 73 35075 *
IAC 2139-1C na 26 02 R 974 AR 100 3719 *
IAC2139-4A 2 20 00 R 976 AR 3655 * 14 01 R 987 AR 100 2119 *
IAC 2139-4B na 28 08 R 896 MR 80  1401,2 *
IAC2139-4C 2 10 01 R 947 R 20143 ™ 26 07 R 909 MR 87 12338 *
IAC 2142-3A na 33 21 S 27 43323 *
IAC2163-2A 6 13 01 R 941 R 1898 * 29 06 R 922 R 80  1198,7 *
IAC2163-2B 5 17 03 R 853 MR 1883 * 25 07 R 909 R 73 15108 *
IAC2163-2C 6 1,7 01 R 959 AR 2445 * 25 05 R 935 R 93 8524 *
IAC2163-5A 6 15 01 R 941 R 1717 * 27 04 R 948 R 100 7326 *
IAC2163-5B 6 14 02 R 888 MR 266 * 26 07 R 90,9 R 73 1157,8 *
IAC2163-6A 4 18 01 R 959 AR 1278 * 24 03 R 961 AR 100 585,1 *
IAC 2163-6B na 23 03 R 921 AR 100 756,6 *
IAC2163-6C 4 13 01 R 959 AR 906 * 25 03 R 9,21 AR 93 836,2 *
IAC2166-4A 5 24 04 R 771 MR 10051 * 28 15 S 47 19334 *
IAC 2166-4B na 23 03 R 9,1 R 93 7131 *
IAC 2166-4C na 26 03 R 966 AR 93 597,9 *
IAC 2172-2A na 23 1,0 S 67 13786 *
IAC 2183-6A 3 23 12 S 21830 ™ 26 48 S 20 91034 ™
IAC 2195-2A na 24 01 R 987 AR 93 4146 *
IAC2200-1A 6 15 01 R 941 R 1966 * 21 07 R 909 R 80 692,7 *
IAC2200-2A 2 15 02 R 90 MR 1250 ™ 29 09 R 883 MR 67 13886 *
IAC2200-2B 4 10 02 R 888 MR 18251 ™ 23 10 S 67 10447 *
IAC 2200-4A 6 20 03 R 81,2 MR 288 * 23 12 S 53  1299,8 *
IAC2200-5A 6 12 01 R 971 AR 51,3 * 24 08 R 896 MR 67 9559 *
IAC2279-5A 4 13 01 R 971 AR 1553 * 20 02 R 974 AR 100 406,4 *
IAC 2279-5B na 20 02 R 974 AR 100 351,1 *
MN 6 30 18 S Padrio 8562,4 43 77 S Padrio 0 124532

C= Classificacdo dos cafeeiros em AR= altamente resistente; R= resistente; MR= moderadamente resistente; S= suscetivel.

* = p < 0,05; ns= diferenca ndo significativa; na= nio avaliado. As médias de NOg™ dos tratamentos foram comparadas &
média do controle suscetivel Mundo Novo IAC 515-20 através do teste ndo paramétrico Mann-Whitney. n = nimero mudas
clonais. A reagdo das progénies dos acessos foi avaliada em 15 plantas.
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Figura 2. Sistemas radiculares de progénies S, dos cafeeiros silvestres de Coffea arabica IAC
2036-3B (A), IAC 2041-5A(B), IAC 2052-1C (C), IAC 2139-4A (D) e IAC 2279-5B (E)
resistentes a Meloidogyne paranaensis. A escala (etiqueta de identificacdo) corresponde a
cinco centimetros.
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Figura 3. Sistemas radiculares do controle suscetivel Mundo Novo IAC 515-20 (A) e das
progénies S, dos cafeeiros silvestres de Coffea arabica IAC 2032-1A (B) e IAC 2031-1B (C)
suscetiveis a Meloidogyne paranaensis. A escala (etiqueta de identificagdo) corresponde a
cinco centimetros.

Dos 41 cafeeiros avaliados simultaneamente a partir de mudas clonais e de progénies
de polinizacdo aberta, 14 apresentaram reacdo diversa com segregacédo para a resisténcia a M.
paranaensis em progénies S,, com porcentagem de plantas resistentes variando entre 13 e
80%.

Considerando-se a hipétese de ANZUETO et al. (2001) na qual a resisténcia de
cafeeiros silvestres a M. paranaensis pode ser atribuida a expressdo de um gene maior
dominante (3R:1S em F,) ou dois genes dominantes complementares (9R:7S em F,), e que 0s
acessos clonados sdo heterozigotos para a resisténcia, foi realizado um teste de qui-quadrado
(XZ) para confrontar as proporcGes observadas as esperadas, com base na respectiva hipdtese

do nimero de genes envolvidos no controle do carater resisténcia (Tabela 3).
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Tabela 3. Teste de qui-quadrado (x°) para nimero de plantas resistentes e plantas suscetiveis
a M. paranaensis segundo a variavel FR calculada para progénies de acessos silvestres de C.

arabica.

Acesso Numero de plantas Hipdtese x
Total Resistentes Suscetiveis
IAC 2026-1C 15 12 3 31 0,20™
9:7 3,44™
IAC 2026-4A 15 11 4 31 0,02™
9:7 1,78™
IAC 2026-4B 15 9 6 3:1 0,20 ™
9:7 0,08 "™
IAC 2026-6A 15 5 10 3:1 13,89**
9:7 3,20™
IAC 2042-2A 15 6 9 3:1 9,80**
9:7 1,61™
IAC 2075-6C 15 2 13 3:1 30,42**
9:7 11,20**
IAC 2101-4A 15 9 6 3:1 1,80™
9:7 0,08"™
IAC 2111-2A 15 7 8 31 6,42 *
9:7 0,56™
IAC 2111-3A 15 12 3 31 0,20™
9:7 3,44™
IAC 2111-3B 15 10 5 31 0,56™
9:7 0,66™
IAC 2116-2A 15 9 6 31 1,80™
9:7 0,08"™
IAC 2166-4A 15 7 8 31 6,42*
9:7 0,56™
IAC 2200-2B 15 10 5 31 0,56™
9:7 0,66™
IAC 2200-4A 15 8 7 31 3,75™
9:7 0,05™
Total 210 117 93 31 41,65 **
9:7 0,02"™

x* tabelado, com 1 GL (3,841). ™
0,01, respectivamente.

Aceita-se a hipotese Hy; * ou ** = Rejeita-se a hiptese Hpap <0,05ep <
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Em nove acessos as hipdteses de segregacao 3:1 e 9:7 ndo foram rejeitadas; em quatro
acessos foi aceita a hipotese 9:7 e em apenas um acesso rejeitou-se ambas as pressuposicoes.

Analisando-se em conjunto a populacdo formada por 210 plantas, ou seja, 14
progénies compostas de 15 plantas oriundas de matrizes que se revelaram resistentes, mas
apresentaram progénies segregantes, 117 plantas foram classificadas como resistentes e 93

como suscetiveis segundo o FR.

3.2. Analise de expresséo génica

Os genes reguladores de fungdes bésicas das células CELL DIV, BETA e DNAM néo
apresentaram expressdo diferencial entre os genoétipos resistente e suscetivel, nem entre 0s
tempos de coleta, com tendéncia de repressao entre 12 hai e 7 dai (Figura 4).

Os genes do metabolismo oxidativo APX, CAT e CaPrx apresentaram perfis de
expressdo distintos. APX foi reprimido no genotipo resistente a partir de 7 dai, e ndo
apresentou alteracdo do perfil de expressdo no genotipo suscetivel. O gene CAT foi reprimido
no genotipo suscetivel as 12 hai, aproximando-se ao padrao observado na planta resistente. Ja
0 gene CaPrx foi ativado as 12 hai em ambos o0s genoétipos, sobretudo no suscetivel, e
posteriormente reprimido (Figura 4).

Em geral, os genes relacionados a resposta de defesa a patdgenos em plantas
apresentaram aumento da expressdo entre 12 hai e 7 dai. Os genes EDS1 e PAD4, que atuam
em conjunto no estimulo da producdo de acido salicilico e ocorréncia de resposta de
hipersensibilidade (FEYS et al., 2005; RIETZ, 2011) apresentaram aumento da expressao a
partir das 12 hai e pico de expressdo aos 7 dai. O mesmo padrdo de expressao foi observado
para 0 gene LTP, que codifica proteinas sinalizadoras auxiliando uma resposta de resisténcia
sistémica adquirida (SAR).

RARL, que atua como regulador das respostas de defesa coordenando a degradacao e
turnover de proteinas envolvidas na sinalizacdo de defesa (DICKINSON, 2003), apresentou
tendéncia de aumento da expressao a partir de 7 dai, quando os genes de defesa comecam a

ser reprimidos.
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Figura 4. Expressdo génica relativa de cafeeiros de C. arabica resistente (IAC 2279-5B) e
suscetivel (Mundo Novo IAC 515-20) inoculados com o nematoide M. paranaensis.
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O gene PAL codifica a fenilalanina aménia liase que é a primeira enzima na via de
sintese do &cido salicilico a partir do acido cindmico (TAIZ & ZEIGER, 2004). Este gene
apresentou maior expressdo nos estagios precoces da infec¢do (12 hai) no gendtipo suscetivel,
com posterior decréscimo até os 7 dai, enquanto que na planta resistente ndo foi observada
alteracdo da expressao no decorrer da infeccdo dos nematoides.

NPR1 é um receptor do &cido salicilico (WU et al. 2012) e est& envolvido na regulacéo
da transcrigdo de inimeros genes relacionadas a patogénese (PR) (PIETERSE et al. 1998),
como os LTPs (PR-14). Também é um regulador positivo da resposta de defesa a estresses
bioticos e é considerado o principal regulador da reacdo de defesa (BALDERAS-
HERNANDEZ, 2013). Em nosso estudo, o gene NPR1 apresentou ativacio antecipada no
genotipo resistente as 12 hai.

4 DISCUSSAO

Os resultados evidenciam a existéncia de pelo menos 47 acessos silvestres de C.
arabica resistentes a M. paranaensis no BAG de Coffea do IAC. Como cada introdugéo
originaria da Etiopia conta com aproximadamente 18 cafeeiros, novas investigacdes das
demais plantas das séries que se destacaram serdo realizadas com o intuito de identificar
maior nimero de plantas resistentes para posteriores analises, em campo, de caracteristicas
agrondmicas, especialmente a producdo de frutos.

A baixa correspondéncia observada (33%) entre a reacdo dos clones e das progénies a
M. paranaensis deve ser atribuida a heterozigose dos genes de resisténcia nas plantas
matrizes. Entretanto, dezoito cafeeiros (38%) pertencentes aos acessos IAC 2036, IAC 2041,
IAC 2052, IAC 2101, IAC 2139, IAC 2163 e IAC 2279 parecem ser homozigotos para a
resisténcia ao nematoide M. paranaensis, a julgar pela ocorréncia de 100% de plantas
resistentes nas progénies S analisadas.

Mudas clonais foram avaliadas para que o nivel de resisténcia por elas apresentado
fosse usado como referéncia no estudo das progénies S,, uma vez que a origem silvestre
destes cafeeiros poderia resultar em taxas mais altas de cruzamento do que as observadas em
cultivares comerciais da espécie. Entretanto, a baixa e/ou inexistente segregacdo observada

nos cafeeiros resistentes indica que certamente as progénies sdo oriundas de autofecundacao.
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Apesar da necessidade de uso de maior numero efetivo de plantas para que as amostras
sejam representativas do comportamento da planta matriz, a utilizacdo de progénies S,
permite a realizacdo de inferéncias sobre a heranga da resisténcia, assim como, o uso de
mudas oriundas de sementes, mais facilmente obtidas.

Alguns cafeeiros como IAC 2032-1A e IAC 2032-1B revelaram-se tdo suscetiveis
quanto a cultivar Mundo Novo IAC 515-20 devido ao alto potencial de multiplicacdo de M.
paranaensis, podendo ser considerados como controles suscetiveis em experimentos futuros,
especialmente em funcdo de maior semelhanca com os cafeeiros do germoplasma em selecéo.
Estes cafeeiros suscetiveis podem ser utilizados em hibridacdes controladas com o0s acessos
identificados como homozigotos resistentes em analises genéticas da heranca da resisténcia ao
nematoide.

A correlacdo positiva e significativa (p<0,01) entre as varidveis ID e FR nas mudas
clonais (0,71) e progénies (0,73) confirma a importancia do método de selecdo a partir da
variavel 1D em screenings iniciais de elevado nimero de plantas, por ser eficiente, rapido e de
facil execucdo (REBEL & FAZUOLLI, 1978; GONCALVES & FERRAZ, 1987).

Os resultados relacionados a frequéncia de plantas resistentes e suscetiveis em
progénies S, de cafeeiros silvestres de C. arabica sugerem a existéncia de dezoito progénies
homozigotas para a resisténcia. No entanto, a maior parte das progénies segrega para a
resisténcia ao nematoide M. paranaensis. A andlise individual das progénies pelo teste de x>
ndo permite concluir se a heranca da resisténcia € devida a expressdo de um gene maior
dominante ou dois genes dominantes e complementares como sugerido por ANZUETO et al.
(2001). O ndmero de individuos (15) de cada progénie pode ser uma das limitacGes para o
teste. Assim, reunindo em duas classes, R e S, todos os 210 cafeeiros de 14 progénies
segregantes, a frequéncia de plantas resistentes e suscetiveis se adapta melhor a segunda
hipdtese formulada pelos autores. O germoplasma avaliado constitui-se em material adequado
para estudos dessa natureza.

ALOISE et al (2014) avaliaram os cafeeiros IAC 2036-3B, IAC 2041-5A, IAC 2052-
1C, IAC 2139-4A e IAC 2279-5B classificados como resistentes a M. paranaensis quanto a
resisténcia a M. incognita e M. exigua. Os autores confirmaram a resisténcia desses genoétipos
a M. paranaensis e observaram que os cafeeiros IAC 2036-3B, IAC 2139-4A e IAC 2279-5B
apresentaram resisténcia maultipla as trés espécies de Meloidogyne parasitas do cafeeiro,

enquanto que IAC 2052-1C apresentou resisténcia a M. incognita e M. paranaensis.
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A existéncia de cafeeiros com resisténcia maltipla a M. paranaensis, M. incognita e
M. exigua ressalta o valor deste germoplasma para prospeccao de novas fontes de resisténcia
que podem ser utilizadas em programas de melhoramento de C. arabica.

A analise da expressdo génica de cafeeiros resistente e suscetivel de C. arabica
evidenciou que a maioria dos genes avaliados nao apresentou expressao diferencial entre os
genotipos resistente e suscetivel inoculados com M. paranaensis. ALBUQUERQUE (2009)
também observou que 47 genes, dos 90 que avaliou, ndo apresentaram alteracdo nos perfis de
expressao durante a interacdo de cafeeiros resistentes e suscetiveis e M. incognita, e que
aqueles que foram alterados sofreram ativacdo tanto na reagdo compativel como na
incompativel.

A ativacdo e repressdo génica decorrente da interacdo molecular entre planta
hospedeira e nematoide fazem parte de uma reprogramacdo geral da expressdo genica da
planta, necessaria ao desenvolvimento dos sitios de alimentacdo (GHEYSEN & FENOLL,
2002).

Em ambos os gendtipos ndo foram observadas alteracGes expressivas na expressdo dos
genes APX e CAT. Tal perfil ndo permite conclusbes sobre a participacdo destes genes na
resposta de defesa. A ativacdo de CaPrx as 12 hai, sobretudo no genotipo suscetivel também
observada por SEVERINO et al. (2012), pode estar relacionada a degradagdo do H,0,, ou a
uma funcdo antagOnica aos genes APX e CAT, uma vez que algumas peroxidases
apoplasticas podem participar da biossintese de espécies reativas de oxigénio (DICKINSON,
2003). Estudos abordando a atividade das enzimas do metabolismo oxidativo e quantificacdo
de H,0O; nos tecidos podem ser Gteis no entendimento da funcdo destes genes na interacao
cafeeiros x nematoides.

Ao contrario do observado por ALBUQUERQUE (2009), houve alteracdo do padrdo
da expressdo do gene PAL nos dois genotipos. Ativacdo do gene PAL também foi observada
na interagdo incompativel entre soja e M. javanica (BENEVENTI et al., 2013). Além do papel
na biossintese de AS, ligninas e flavonoides, proteinas codificadas pelo gene PAL podem
atuar como inibidores da producdo e detoxificagdo de H,O, (TAKAHAMA & ONIKI, 1997),
0 que pode explicar o aumento na expressao observado as 12 hai.

A ativacdo dos genes de defesa EDS1, PAD4, LTP e NPR1 sugere que a resposta de
defesa do cafeeiro a M. paranaensis esta relacionada a via do acido salicilico (AS). Este
fitohorménio também é um importante componente da sinalizagcdo para a resisténcia de
tomateiros a M. javanica mediada pelo gene Mi-1, associado a resposta de hipersensibilidade

(BRANCH et al., 2004). O papel do AS na sinalizagéo da resisténcia também foi evidenciado
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em mutantes de Arabidopsis thaliana deficientes no acumulo e sinalizacdo do AS que
apresentaram aumento da suscetibilidade ao nematoide do cisto Heterodera schachtii
(WUBBEN et al., 2008).
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CAPITULO 3

REACAO DE CLONES E PROGENIES DO CAFEEIRO ICATU VERMELHO IAC 925 A

Meloidogyne paranaensis.
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Reacao de clones e progénies do cafeeiro Icatu Vermelho IAC 925 a Meloidogyne

paranaensis

RESUMO

O germoplasma Icatu Vermelho IAC 925, obtido a partir da introgressdo em Coffea arabica
de genes de resisténcia a ferrugem provenientes da espécie C. canephora, apresenta
resisténcia a Meloidogyne paranaensis. Entretanto, a origem interespecifica do material
ocasiona, em alguns individuos, elevada taxa de fecundacdo cruzada e a consequente
segregacao para a resisténcia ao nematoide. O uso de técnicas de clonagem pode representar
alternativa para multiplicagdo em larga escala de cafeeiros ardbicos com genes de resisténcia a
patdgenos, mas que ainda segregam para a caracteristica de interesse. Neste sentido, uma
planta matriz da cultivar Icatu Vermelho IAC 925, selecionada em éarea infestada por M.
paranaensis, foi avaliada em condic¢bes controladas a partir da reacdo de uma progénie de
polinizacdo aberta e de clones obtidos por embriogénese somatica direta, para confirmacgédo da
resisténcia ao nematoide observada em condi¢des de campo. A cultivar Mundo Novo IAC
515-20 de C. arabica foi utilizada como controle suscetivel. A progénie sexual foi
classificada respectivamente como suscetivel e moderadamente resistente segundo as
variaveis fator de reproducdo (FR) e reducdo do fator de reproducdo (RFR) em relacdo ao
controle suscetivel. Ja os clones foram considerados resistentes e altamente resistentes
segundo as mesmas variaveis. O NOg™ foi oito vezes menor nas plantas obtidas por
embriogénese somatica em relacdo as plantas da progénie sexual, e 51 vezes menor que a
média observada no controle suscetivel Mundo Novo IAC 515-20. Estes resultados
evidenciam que a obtencdo de mudas a partir de embriogénese somatica direta apresenta-se
como uma alternativa ao longo e oneroso processo inerente a obtencdo de uma cultivar

resistente, com a vantagem de eliminar a etapa de fixacao da resisténcia.

Palavras-chave: café, nematoides das galhas, resisténcia genética.
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Reaction of clones and progenies of coffee Icatu Vermelho IAC 925 to Meloidogyne

paranaensis

ABSTRACT

The coffee Icatu Vermelho IAC 925, selected from the introgression in Coffea arabica of
resistance genes to the leaf rust from C. canephora, has resistance to Meloidogyne
paranaensis. However, interspecific origin of this germplasm causes, in some plants, high
outcrossing rate and the consequent segregation of resistance to the root-knot nematode. Use
of clonal propagation techniques may represent an alternative for large-scale multiplication of
Arabica coffee with resistance genes to pathogens, which may still segregate for the trait of
interest. In this sense, a coffee mother plant of Icatu Vermelho IAC 925 cultivar, selected in
areas naturally infested by M. paranaensis, was evaluated in controlled conditions though the
evaluation of an open-pollinated progeny and clones obtained by direct somatic
embryogenesis conditions, to confirm the resistance to this nematode observed under field
conditions. The cultivar Mundo Novo IAC 515-20 of C. arabica was used as susceptible
control. The sexual progeny was classified as susceptible and moderately resistant according
to the variables reproduction factor (RF) and percentage of population reduction (PR),
respectively. Clones were considered resistant and highly resistant according the same
variables. The number of eggs per grams of roots was eight times lower in the clones in
relation to the sexual progeny plants, and 51 times lower than Mundo Novo IAC 515-20.
These results show that seedlings from direct somatic embryogenesis represents an alternative
to the time consuming and expensive process inherent to get a new resistant cultivar, with the

advantage of eliminating the step necessary to fix resistance.

Keywords: coffee, root-knot nematodes, genetic resistance.
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1 INTRODUCAO

Dentre os inumeros problemas fitossanitarios que acometem a cafeicultura, o0s
nematoides das galhas, pertencentes ao género Meloidogyne, representam séria ameaca em
regides produtoras de café ardbica. A espécie Meloidogyne paranaensis, que ocorre no Brasil
(CARNEIRO et al, 2004), Guatemala (CARNEIRO et al., 2004; VILLAIN et al., 2013),
Havai (CARNEIRO et al., 2004) e no México (LOPEZ-LIMA, 2014), destaca-se entre as
demais espécies parasitas do cafeeiro devido a agressividade de seu parasitismo (CAMPOS &
VILLAIN, 2005).

No Brasil, os problemas causados pelo parasitismo dessa espécie tem se intensificado
com sua disseminacdo nos estados de Sao Paulo (KUBO et al., 1999; OLIVEIRA FILHO et
al.,, 2001) e Minas Gerais (CASTRO et al, 2008), ndo se limitando a sua origem de
identificacdo no Estado do Parand (CARNEIRO et al.,, 1992; KRZYZANOWSKI et al.,
2001). A agressividade de M. paranaensis se deve ao tipo de dano causado pelo parasito que
ndo envolve a formacdo de galhas tipicas, caracteristica do género, e sim, a quebra e
rachaduras no tecido cortical da raiz, principalmente na raiz principal, e lesbes necroticas
onde as fémeas encontram-se inseridas devido a morte do tecido circundante as células
gigantes (CARNEIRO et al., 1996).

As estratégias de controle e manejo dos nematoides das galhas ndo apresentam na
cafeicultura a mesma eficiéncia alcancada em outros cultivos, provavelmente por tratar-se de
uma cultura perene, a qual propicia condi¢des para 0 aumento populacional dos nematoides
durante quase o ano todo (GONCALVES & SILVAROLLA, 2001), pela ineficacia do uso de
nematicidas, pela inviabilidade pratica de algumas taticas de manejo como a rotagdo de
culturas (CAMPOS & VILLAIN, 2005) e, notadamente, pela intolerancia das cultivares de
Coffea arabica a M. incognita e M. paranaensis.

A resisténcia genética é considerada a forma mais eficiente de controle dos nematoides
parasitos do cafeeiro (BERTRAND & ANTHONY, 2008) por tratar-se de uma tecnologia
econdmica e ambientalmente segura. Estudos acurados sdo necessarios para a identificacao e
aproveitamento das fontes de resisténcia aos nematoides do género Meloidogyne devido a
variabilidade intra e interespecificas encontradas em suas populacdes (STARR et al, 2002).
Esta tarefa é ainda mais complexa quando se trata do melhoramento genético de C. arabica,
gue assim como para a maioria das espécies perenes, caracteriza-se como um longo e

trabalhoso processo.
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Fontes de resisténcia a M. paranaensis ja foram identificadas na espécie diploide C.
canephora (BERTRAND et al., 2000), em cafeeiros silvestres de C. arabica da Etidpia
(SILVAROLLA et al., 1998; ANZUETO et al., 2001; BOISSEAU et al., 2009), assim como,
em cafeeiros arabicos derivados da introgresséo de genes de C. canephora, como o Hibrido de
Timor (BERTRAND et al., 2001; SALGADO et al., 2014) e o germoplasma Icatu
(GONCALVES & SILVAROLLA, 2007; MATA et al., 2000). A cultivar IPR 100, obtida a
partir da hibridacdo da cultivar Catuai Vermelho e da selegdo BA10, com introgresséo de
genes de C. liberica (SHIGUEOKA et al., 2013; SERA et al., 2007) € a Unica cultivar de C.
arabica resistente a M. paranaensis registrada e atualmente disponivel.

Por ser uma espécie autdgama, com aproximadamente 90% de autofecundacdo
(CARVALHO & MONACO, 1962), as cultivares de C. arabica sio comercialmente
propagadas por sementes, o que implica que as estratégias de melhoramento utilizadas visem
a obtencdo de cultivares altamente homozigotas de comportamento uniforme (MEDINA
FILHO, et al. 2008).

Para isto sdo necessarios inimeros ciclos de selecdo para a fixacdo das caracteristicas
de interesse. Este processo é dificultado quando se realiza a introgressdo de genes de outras
espécies ou germoplasma exotico de C. arabica, visto que, além da selecdo para a
caracteristica de principal interesse hd a necessidade de se recuperar as caracteristicas
agrondmicas da cultivar utilizada comercialmente, garantindo ainda que sua progénie
apresente uniformidade.

Métodos de selecdo precoce de plantas individuais a partir de avaliagdes fenotipicas
em condicBes controladas (GONCALVES et al., 1995), ou através de selecdo assistida por
marcadores moleculares (BERTRAND et al., 2001; NOIR et al., 2003; DINIZ et al, 2005) tém
sido utilizados na tentativa de se abreviar o tempo necessario a obtencdo de novas cultivares
de C. arabica resistentes a nematoides.

A clonagem de genotipos heterozigotos superiores, extensivamente utilizada para
multiplicacdo de plantas de culturas como a seringueira, o eucalipto e também da espécie C.
canephora, representa alternativa para a multiplicacdo em larga escala de gendtipos de C.
arabica oriundos de hibridacdo para introgressdo de genes de resisténcia a patdgenos, que
ainda segregam para a caracteristica de interesse (CAIXETA et al., 2008).

Esta ferramenta foi utilizada para a clonagem de uma planta matriz do germoplasma
Icatu Vermelho IAC 925 que apresenta algumas plantas resistentes a M. paranaensis em

lavouras infestadas. A origem interespecifica do material ocasiona, em alguns individuos,
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elevada taxa de fecundagdo cruzada (CARVALHO et al., 1983; FAZUOLI, 1991) e a
consequente segregacdo da caracteristica de resisténcia.

Assim, a resisténcia da planta matriz IAC 3 de Icatu Vermelho IAC 925, selecionada
em éareas infestadas por M. paranaensis, foi avaliada em condig¢des controladas para a
confirmacdo da reacdo observada em campo. A magnitude da segregacdo genética da
resisténcia no material foi avaliada através da reacdo de uma progénie de polinizacdo aberta.
Também foram avaliados clones obtidos por embriogénese somaética direta para confirmacao
da resisténcia a M. paranaensis da planta matriz, assim como, para avaliacdo da viabilidade

da técnica de clonagem para a propagacao de cafeeiros resistentes.

2 MATERIAL E METODOS

A reacdo de uma progénie de polinizacdo aberta e de mudas clonais da matriz IAC 3
(Icatu Vermelho IAC 925) a M. paranaensis foi avaliada em casa de vegetacdo, nas
dependéncias do Centro Experimental Central do Instituto Agronémico, em Campinas, SP.

A populacdo de M. paranaensis utilizada para inoculacdo das plantas, proveniente de
raizes de cafeeiros cultivados em Cassia dos Coqueiros, SP, foi multiplicada em casa de
vegetacdo, em vasos contendo cafeeiros da cultivar Mundo Novo IAC 515-20 e tomateiros
suscetiveis. A conformacdo da espécie foi realizada através de identificacdo bioquimica dos
perfis de esterase segundo método descrito por CARNEIRO & ALMEIDA (2001), sendo a
populacéo caracterizada como M. paranaensis fenétipo de esterase P1.

Progénie de polinizacdo aberta de um cafeeiro de C. canephora cv. Robusta, resistente
a diversas espéecies de Meloidogyne, foi utilizada como controle resistente. Foram utilizadas
dois controles suscetiveis, sendo a cultivar Mundo Novo IAC 515-20 de C. arabica, obtida
naturalmente por sementes, e o clone IAC 1, um hibrido F; entre as cultivares Icatu Vermelho
IAC 4045 e Obatd IAC 1669-20, resistente a ferrugem do cafeeiro e suscetivel a M.
paranaensis, obtido também por embriogénese somatica direta. Este ultimo tratamento foi
incluido com o objetivo de se avaliar possiveis diferencas na reproducdo dos nematoides em
raizes de plantas obtidas por embriogénese somatica direta.

Mudas de dois pares de folhas foram transplantadas para vasos plasticos de 500 ml
contendo mistura de Latossolo Vermelho-Amarelo Distrofico Tipico e areia 1:1 (v:v),
esterilizada em autoclave e posteriormente fertilizada de acordo com recomendagdes para a

cultura. As mudas foram inoculadas com 5000 ovos+J2 planta® de M. paranaensis quando
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atingiram quatro a cinco pares de folhas. O inoculo foi obtido pelo método de HUSSEY &
BAKER (1973) modificado por BONETTI & FERRAZ (1981). O delineamento estatistico
adotado foi o inteiramente casualizado, com 20 repeticOes e parcelas de uma planta.

A avaliacdo do experimento foi realizada 135 dias ap6s a inoculacdo. Uma vez que M.
paranaensis nao ocasiona a formacéo de galhas tipicas em cafeeiros, foi avaliado o indice de
dano (ID) de acordo com escala adaptada de HUSSEY & JANSEN (2002) e de BERTRAND
et al. (2000), onde 0 = sistemas radiculares totalmente integros; 1 = presenca de raros e
pequenos engrossamentos nas raizes secundarias; 2 = pequenos engrossamentos em
porcentagem inferior a 25% do sistema radicular; 3 = engrossamentos e inicio de necrose em
25 a 50% do sistema radicular; 4 = perda de raizes secundarias decorrente de necrose
observada em 51 a 75% do sistema radicular; e 5 = perda acentuada de raizes secundarias com
destruicdo superior a 75 % do sistema radicular. As plantas foram consideradas resistentes
quando ID<2, e suscetiveis quando ID>2.

A populacéo final dos nematoides nas raizes dos cafeeiros foi quantificada a partir do
namero de ovos e J2 presentes em cada amostra, utilizando-se 0 mesmo método de obtencéo
do in6culo. O fator de reproducdo (FR) foi estimado através da razao entre a populacao final e
a populacéo inicial (FR = Pf/Pi), sendo as plantas classificadas como resistentes (FR<1) ou
suscetiveis (FR>1) (OOSTENBRINK, 1966). A partir do FR foi avaliado também o
comportamento dos cafeeiros de acordo com porcentagem de reducdo do fator de reproducéo
em relacdo ao controle suscetivel (RFR) adaptada de MOURA & REGIS (1987), segundo a
qual os cafeeiros foram considerados imunes (RFR=100%), altamente resistentes (RFR= 99,9
a 95,1%), resistentes (RFR= 95,0 a 90,1 %), moderadamente resistentes (RFR= 90 a 75,1 %)
ou suscetiveis (RFR= 75,0 a 0%). O nimero de ovos por grama de raiz fresca (NOg™) foi
calculado para uma quantificacdo proporcional do nimero de nematoides por tratamento,
visto que as plantas podem apresentar diferencas de massa do sistema radicular.

Uma vez que os dados de NOg™ mesmo transformados em log (x+1) n&o apresentaram
distribuicdo normal, foi realizada analise ndo parametrica, comparando-se 0s tratamentos ao
controle suscetivel Mundo Novo IAC 515-20 através do teste de Mann-Whitney a 5% de
probabilidade.

Com base na anélise do FR, as plantas da progénie de polinizacéo aberta IAC 3 foram
classificadas como resistentes (R) ou suscetiveis (S) a M. paranaensis, sendo as proporcoes
observadas nas classes R e S comparadas as esperadas por meio do teste de x> com o objetivo

de confrontar os resultados obtidos as hipoOteses de que a resisténcia do cafeeiro a M.
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paranaensis seria devida a expressao de um gene maior dominante ou dois genes dominantes
e complementares (ANZUETO et al., 2001).

3 RESULTADOS

A progénie de polinizacdo aberta da matriz IAC 3 foi considerada, em média,
suscetivel ao nematoide M. paranaensis segundo o FR (Tabela 1), apresentando segregacéo
dos individuos na proporcdo 1R: 1S. O valor médio de NOg™ na mesma progénie (2487) foi
superior ao observado no controle resistente C. canephora cv. Robusta (821) e
significativamente inferior ao do controle suscetivel Mundo Novo IAC 515-20 (14826), com

reacao intermediaria entre elas.

Tabela 1. indice de dano (ID), nimero de ovos por grama de raiz (NOg™), fator de
reproducdo (FR), porcentagem de reducdo do fator de reproducdo em relacdo ao contole
suscetivel C. arabica Mundo Novo IAC 515-20 (RFR) e porcentagem de plantas com FR
menor que 1 (% R) dos tratamentos inoculados com Meloidogyne paranaensis.

Tratamentos ID NOg* FR C RFR C % R
Progénie IAC 3 2,3 2487 * 2,5 S 78,9 MR 50
Clone IAC 3 1,4 291 * 02 R 98,3 AR 100
C. canephora cv. Robusta 15 821 * 07 R 94,1 R 75
Clone IAC 1 4,3 11575 ™ 125 S - - 0
Mundo Novo IAC 515-20 4,2 14826 119 S Padréo - 0

C = Classificagdo dos tratamentos inoculados com M. paranaensis em: AR = altamente resistente; R = resistente; MR =
moderadamente resistente; S = suscetivel. * = p < 0,05; ns = diferenca n#o significativa. As médias de NOg™ dos tratamentos
foram comparadas a média do controle suscetivel Mundo Novo IAC 515-20 através do teste ndo paramétrico Mann-Whitney.
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Figura 1. Sistemas radiculares das progénies (A) e dos clones (B) do cafeeiro IAC 3 do
germoplasma Icatu Vermelho IAC 925, do controle resistente C. canephora cv. Robusta (C),
e dos controles suscetiveis IAC 1 (D) e Mundo Novo IAC-515-20 (E) inoculados com
Meloidogyne paranaensis. A escala (etiqueta de identificagdo) corresponde a cinco
centimetros.
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J4 o clone IAC 3 apresentou valores reduzidos das variaveis FR e NOg™, inferiores até
aos observados no controle resistente C. canephora cv. Robusta . Ao contrério da progénie
IAC 3 e do controle resistente, que apresentaram respectivamente 50% e 75% de plantas com
FR menor que 1, ndo foi observada segregacdo para a resisténcia ao nematoide M.
paranaensis entre os cafeeiros do clone IAC 3. O clone IAC 3 apresentou enraizamento mais
abundante e uniforme quando comparado a progénie IAC 3 (Figura 1).

Os controles suscetiveis comportaram-se como esperado, apresentando valores médios
elevados de FR e 100% de plantas suscetiveis. Ndo foi observada diferenca estatistica entre o
controle suscetivel Mundo Novo IAC 515-20 e o clone IAC 1 (Tabelal, Figura 1).

4 DISCUSSAO

O germoplasma Icatu tem origem em um cruzamento interespecifico entre o cafeeiro
tetraploide Co 254 de C. canephora e o cafeeiro haploide duplicado Co 667da cultivar
Bourbon Vermelho. Apds duas geracGes de retrocruzamentos do F; H2460-1 com a cultivar
Mundo Novo IAC 379-19, o cafeeiro H4782-7-925 foi selecionado na geracdo F,RC, em
funcdo de suas caracteristicas agrondmicas favoraveis, como producdo elevada de frutos,
vigor vegetativo e resisténcia a Hemileia vastatrix. Progénies deste cafeeiro foram avaliadas
em ensaios de campo instalados em diversas regiGes produtoras, sendo a populacdo
selecionada nas geracGes mais avancadas denominada Icatu Vermelho IAC 925 (FAZUOLLI et
al., 2008).

A partir da andlise do sistema radicular de plantas selecionadas em &reas naturalmente
infestadas, especialmente em solos arenosos, e da avaliagdo, em laboratério, do indice de
massa de ovos e do numero de ovos por grama de raiz, GONCALVES et al. (1998)
demonstraram ser este germoplasma, fonte de resisténcia ao nematoide M. paranaensis.

O avango de selecdo pelo método genealdgico proporcionou ganhos importantes em
relacdo a producdo de frutos, mas progénies S, de cafeeiros resistentes ainda segregam para a
resisténcia ao nematoide, indicando a propagacéao vegetativa como alternativa para a obtencédo
de cultivares resistentes homogéneas e estaveis. Nossos resultados, obtidos a partir da
avaliacdo da progénie S, e dos clones derivados da matriz IAC 3, sustentam a hipotese
apresentada.

Com FR médio igual a 2,5 a progénie de polinizagdo aberta IAC 3 foi considerada

suscetivel a M. paranaensis. No entanto, dez plantas da progénie apresentaram valores médios
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de FR igual a 0,5, sendo consideradas resistentes, enquanto que as plantas suscetiveis
apresentaram FR médio de 4,5.

A reacdo apresentada pela progénie IAC 3 a partir da interpretacdo dos valores
intermediérios de NOg™, néo deve ser considerada como uma resisténcia parcial ao patégeno,
como aludido por ALPIZAR et al. (2007) para M. exigua, e sim, consequéncia da segregacédo
genética, resultando em plantas altamente resistentes e suscetiveis em igual proporcao
(10R:10S) na progénie.

A frequéncia de plantas resistentes na progénie indica a possibilidade de selecao
dentro do material para avanco do programa de melhoramento, com ganho significativo para a
resisténcia ao nematoide.

Por outro lado, a clonagem da planta matriz IAC 3 resistente a M. paranaensis pode
ser considerada alternativa viavel a propagacdo destes cafeeiros, visto que as mudas clonais
apresentaram excelente desempenho quanto ao impedimento da reproducdo dos nematoides.
Além disso, essa ferramenta poderd contribuir para abreviacdo do processo inerente a
obtencdo de uma cultivar resistente, com a vantagem de eliminar a etapa de fixacdo de
gendtipos com alta produtividade, resisténcia em condicdo de homozigose e boas
caracteristicas agrondmicas.

A reproducdo de nematoides em mudas do clone IAC 1 (FR=12,5) em nivel similar ao
observado em mudas da cultivar Mundo Novo IAC 515-20 de C. arabica (FR=11,9)
evidencia a natureza genética da resisténcia, excluindo a hipétese de inducdo da resisténcia
pelo processo de obtencdo das plantas.

A producdo de mudas clonais via embriogénese somética tem se mostrado promissora
por permitir a producdo de mudas em larga escala, as quais, em campo, apresentam
comportamento semelhante as mudas obtidas por sementes, e por isso ndo apresentam
limitacdo para o uso comercial (ETIENNE & BERTRAND, 2001; CARVALHO et al., 2011).

Apesar do custo de producdo de mudas clonais ser superior ao valor de mudas
convencionais, o0 valor agregado pela resisténcia ao nematoide pode compensar 0
investimento do produtor (CARVALHO et al., 2013) no plantio em areas infestadas.

Finalmente, considerando-se a existéncia de apenas duas classes fenotipicas, a
frequéncia de plantas resistentes (10) e suscetiveis (10) observada na anélise do FR da
progénie IAC 3 foi confrontada com as frequéncias tedricas esperadas, levando-se em conta
as hipdteses de gue a resisténcia do cafeeiro a M. paranaensis é consequéncia da expressdo de
um ou de dois genes (ANZUETO et al., 2001). Todos 0s casos possiveis de interacdo génica

foram considerados nos testes de %% sendo que diferencas néo significativas foram notadas
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apenas quando se considerou a hipdtese de controle genético da resisténcia por dois genes
complementares e dominantes. Uma anélise genética classica, conduzida pela hibridacdo de
parentais homozigotos e contrastantes, seguida de autofecundagdo do F; e de cruzamentos

teste ainda se faz necessaria para o esclarecimento definitivo do assunto.
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