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Variabilidade genética e agressividade de
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Resumo — Meloidogyne paranaensis € uma das espécies de nematoides
das galhas mais destrutivas ao cafeeiro. Os objetivos desse estudo foram
avaliar a variabilidade genética e a agressividade de sete populagbes de M.
paranaensis em Coffea spp., com genes de resisténcia a Meloidogyne spp.
Todas as populagdes foram identificadas pela caracterizagdo bioquimica e
molecular. Os estudos filogenéticos mostraram que apesar da existéncia
de trés fenotipos de esterase (Est P1, P2 e P2a), uma baixa variabilidade
genética foi observada e mostrou uma divergéncia genética na populagcao
de perfil P2a da Guatemala em relagdo as populagdes do Brasil (Est P1
e P2). Essa populacdo da Guatemala nos estudos de patogenicidade a
cultivares suscetiveis de C. arabica, mostrou-se uma das mais agressivas.
Nos estudos de agressividade/viruléncia de M. paranaensis em Coffea spp.
foram realizados dois ensaios. No primeiro, foram usadas duas cultivares, C.
arabica (cv. Catuai IAC 81) e C. canephora (cv. Clone 14), e foi confirmada
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a alta suscetibilidade da cv. Catuai IAC 81 com FR > 30 e alta resisténcia
da variedade clonal “Clone 14” com FR < 0,2, em relagdo a diferentes
populagdes de M. paranaensis. Ou seja, nenhuma populagao foi virulenta ao
‘Clone 14’ e as populagdes Par 2 Herculandia-SP, Par 3 Guatemala e Par 4
Rolandia- PR foram as mais agressivas a ‘Catuai IAC 81’. No segundo ensaio
foram testados quatro padrdes de resisténcia em relagcao a sete populacdes
de M. paranaensis: Catuai Vermelho (CV) x Amphillo MR2161 (E1 16-5 III)
(C. arabica), porta enxerto Apoaté IAC 2258 (C. canephora), Hibrido do Timor
UFV 408-01(E1 6-6 Il) e cv. IPR 100 (C. arabica), contrastando com o padrao
de suscetibilidade ‘Mundo Novo 379-19’. Quanto a agressividade a cultivar
Mundo Novo, as populagbes Par 2 Herculandia-SP, Par 3 Guatemala e Par 5
Piumbi-MG foram as mais agressivas. Nenhuma populag¢édo de M. paranaensis
foi virulenta as quatro cultivares resistentes: CV x Amphillo MR2161(E1 16-5
), Apoata IAC 2258, Hibrido do Timor UFV 408-01 (E1 6-6 IlI) e IPR 100,
apresentando uma segregacao de 2,4%, 12%, 26% e 29%, respectivamente.
Esses resultados sdo promissores, pois validam a resisténcia de diferentes
fontes genéticas de Coffea spp. a M. paranaensis, mostrando que esses
genes podem ser incorporados em cultivares comerciais melhoradas ou
utilizagdo como porta enxertos, como é caso de ‘Apoatd’ e ‘Clone 14’.

Palavras-chave: Coffea spp., marcadores moleculares, Meloidogyne spp.,
nematoides das galhas, resisténcia.
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Genetic variability and aggressiveness of Meloidogyne paranaensis
populations on Coffea genotypes

Abstract — Meloidogyne paranaensis is one of the most destructive root-knot
nematode species on coffee. The objectives of this study were to assess the
genetic variability and aggressiveness of seven M. parananesis populations
on Coffea spp., which harbors resistance genes to Meloidogyne spp. All
populations were identified by biochemical and molecular characterization.
Phylogenetic studies have shown that despite the existence of three esterase
phenotypes (Est P1, P2, P2a), a low genetic variability was observed, even
in different DNA regions. Molecular analysis showed that there is a genetic
difference between population P2a from Guatemala compared to other M.
paranaensis populations from Brazil containing Est P1 and P2 profiles. In
addition, population P2a was the most aggressive in pathogenicity assays
with susceptible C. arabica cultivars. Two assays were caried out to study the
aggressiveness/virulence among M. paranaensis populations against Coffee
genotypes. Inthe first assay using different M. paranaensis p opulations against
C. arabica cultivars (cv. Catuai IAC 81) and C. canephora (Clone 14), a high
susceptibility pattern of cv. Catuai IAC 81 was confirmed with RF> 30 as well
as a high resistance phenotype for the clonal variety “Clone 14” with RF <0.2
were observed. None of the populations was virulent to the resistant Coffea
genotype ‘Clone 14’, and populations Par 2 Herculandia-SP, Par 3 Guatemala
and Par 4 Rolandia - PR were the most aggressive against the susceptible
control Catuai IAC 81. In the second assay, four resistant genotypes were
tested against seven M. paranaensis populations: Catuai Vermelho x Amphillo
MR2161 (E1 16-5 Ill), C. canephora rootstock Apoatéa IAC 2258, Timor Hybrid
UFV 408-01 (E1 6-6 I1), IPR 100 (C.arabica) and the susceptible control C.
arabica cv. Mundo Novo 379-19. Populations Par 2 Herculandia-SP,
Par 3 Guatemala and Par 5 Piumbi-MG were the most aggressive against
cv. Mundo Novo 379-19. No M. paranaensis populations was virulent to
all four resistant cultivars: Catuai Vermelho x Amphillo MR2161 (E1 16-5
), Apoata IAC 2258, Timor Hybrid UFV 408-01 (E1 6-6 IlI) and IPR 100,
exhibiting segregation rates of 2,4%, 12%, 26% e 29%, respectively. These
are promissing results due to the validation of resistance from different genetic
sources in Coffea spp. against M. paranaensis wich can be used in breeding
programs or as rootstocks such as Apoata’ and ‘Clone 14’.

Key words: Coffea spp., molecular markers, Meloidodyne spp., root-knot
nematodes, resistance.
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Introducao

Dentre os inumeros problemas fitossanitarios que a cometem a
cafeicultura, os nematoides das galhas (NGs) representam séria ameaga em
regides produtoras de café no mundo (Campos e Villain, 2005). A espécie
Meloidogyne paranaensis Carneiro et al. (1996), destaca-se entre as demais
Meloidogyne spp. devido a agressividade de seu parasitismo, com severa
destruicdo do sistema radicular. Quadro irreversivel que nao permite a
recuperacao das plantas mesmo com a redugao da populagéo de nematoides
no solo apés o emprego de medidas de controle (Gongalves e Silvarolla,
2001; Campos e Villain, 2005).

A maioria das medidas de controle e manejo dos NGs ndo apresenta na
cafeicultura a mesma eficiéncia alcangada em outros cultivos, provavelmente
por tratar-se de uma cultura perene, a qual propicia condi¢des para o
aumento populacional dos nematoides durante quase todo ano (Gongalves
e Silvarolla, 2001), pela ineficacia do uso de nematicidas, pela inviabilidade
pratica de algumas taticas de manejo como a rotagédo de culturas (Campos
e Villain, 2005), e a alta suscetibilidade das cultivares de Coffea arabica L.
a M. paranaensis, constituem fatores limitantes tanto na implantacdo de
cafezais novos em areas infestadas, quanto na manutencao dos cafezais ja
contaminados (Gongalves e Silvarolla, 2001).

A resisténcia genética é considerada a forma mais eficiente de controle
dos nematoides parasitos do cafeeiro (Bertrand e Anthony, 2008) por se
tratar de uma tecnologia econdmica e ambientalmente segura; além disso,
possibilita a manutencao de populagdes do nematoide abaixo do nivel de
dano econdmico (Gongalves e Silvarolla, 2001).

Fontes de resisténcia a M. paranaensis foram identificadas na espécie
diploide C. canephora Pierre (Bertrand et al., 2000) e em cafeeiros silvestres
de C. arabica da Etidpia (Anzueto et al., 2001; Boisseau et al., 2009). Com
excecao da cultivar IPR 100 originaria do cruzamento realizado entre cafeeiro
do germoplasma Catuai e cafeeiro (“Catuai” x gendtipo de café da série ‘BA-
10’) e portadora de genes de C. liberica Bull. Ex. Hiern (Sera et al., 2007),
todas as cultivares comerciais de C. arabica séo altamente suscetiveis a M.
paranaensis. Portanto, o cultivo de C. arabica s6 tem sido possivel devido
a utilizagdo de mudas enxertadas em cafeeiro de C. canephora resistentes.
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A utilizagédo de cultivares do porta-enxerto Apoata IAC 2258 no Brasil e
Nemaya, na América Central tem permitido a sobrevivéncia e competitividade
da cafeicultura em regides infestadas por Meloidogyne (Campos e Villain,
2005).

A existéncia de variabilidade intraespecifica nas populagdes de
Meloidogyne spp. (Carneiro e Cofcewicz, 2008) em gendtipos de Coffea
spp. dificultam a selegdo de fontes de resisténcia, uma vez que diferentes
espécies, ragas e biotipos de nematoides podem ocorrer em mistura no solo,
conforme a regiao (Ribeiro et al., 2005).

Estudos aprofundados sdo necessarios para a identificagdo e
aproveitamento das fontes de resisténcia aos NGs, devido a complexidade
encontrada nas populagdes de Meloidogyne spp. (Starr et al., 2002).
Por essa razdo, o desenvolvimento de técnicas moleculares abriu novas
perspectivas quanto aos estudos de diversidade genética dos NGs. A partir
de anadlises moleculares, tem se obtidos resultados significativos para os
estudos genéticos das populagbes de Meloidoygne spp. (Carneiro et al.,
2004; Muniz et al., 2008; Santos, et al., 2012; Correa et al., 2014; Silva et
al., 2014) e na identificagéo de espécies (Randig et al., 2002; Correa et al.,
2013, 2014), fatores cruciais na busca de fontes de resisténcia duravel a
esses nematoides. Com base nas analises de marcadores moleculares,
uma baixa variabilidade intraespecifica de populacdes de M. paranaensis foi
detectada, sendo os resultados congruentes com os fenoétipos isoenzimaticos
descritos para a espécie (Carneiro et al., 2004); no entanto, até o momento
poucas populacdes foram avaliadas, sobretudo as com diferentes padrbes
de esterase.

Em cafezais no Estado de Sdo Paulo foi observado que existia uma grande
diferenga nas caracteristicas dos cafeeiros infectados por M. paranaensis,
levando a hipétese de que existia uma certa variabilidade na agressividade
das populagdes do nematoide. Objetivou-se estudar a variabilidade genética
intraespecifica de populacdes de M. paranaensis, provenientes de diferentes
regides geograficas e avaliar a agressividade ou viruléncia de diferentes
populacbées de M. paranaensis em genétipos de Coffea spp. previamente
estudados quanto a resisténcia e suscetibilidade ao nematoide das galhas.
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Material e Métodos

Identificacdo das populagoes de Meloidogyne spp.

Foram utilizadas sete populagbes de M. paranaensis provenientes
de diferentes regides geograficas (Tabela 1). Meloidogyne enterolobii
foi empregado como outgroup nas analises de variabilidade genética e
Pratylenchus neglectus (KP995311.1) nas analises filogenéticas.

Tabela 1: Cddigo, origem geografica, hospedeira e perfil enzimatico das
populac¢des de Meloidogyne spp.

Populagdes? Espécie Origem geografica Hospedeira Perfil
enzimatico
(Esterase)
Par 1 M.paranaensis  Londrina- PR, Brasil Coffea arabica P2
Par 2 Herculandia-SP,Brasil C. arabica P2
Par 3 Guatemala C. arabica P2a
Par 4 Rolandia-PR, Brasil C. arabica P1
Par 5 Piumbi-MG, Brasil C. arabica P1
Par 6 Sao Paulo-SP, Brasil C. arabica P1
Par7 Franca-SP, Brasil C. arabica P1
Ent 1 M. enterolobii Petrolina-PE, Brasil Psidium guajava E4

a Populagdes de Meloidogyne spp. utilizadas nas analises de diversidade genética e fisiolégica

em gendtipos de Coffea sp.

Todas as populagdes foram previamente identificadas pela caracterizagéao
enzimatica de acordo com a metodologia descrita por Carneiro e Almeida
(2001) e marcadores moleculares do tipo SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions) segundo Randig et al. (2002) (Tabela 2).
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Tabela 2: Caracteristicas dos marcadores SCAR espécie-especificos para
Meloidogyne paranaensis (parC09F/R), M. incognita (incK14F/R) e M. exigua
(exD15F/R), segundo protocolo de Randig et al. (2002).

Primer SCAR Sequéncia (5"— 3') Fragmento
amplificado (pb)

par-CO9F F GCC CGACTC CATTTGACG GA 208

par-CO9R CCG TCCAGATCC ATC GAAGTC

inc-K14F GGG ATG TGTAAATGC TCC TG 399

inc-K14R CCC GCTACACCC TCAACTTC

ex-D15F CAT CCG TGC TGTAGC TGC GAG 562

ex-D15R CTC CGT GGG AAGAAAGAC TG

As populagdes de M. paranaensis foram multiplicadas em tomateiro
(Solanum lycopersicum L., grupo Santa Cruz cv. Santa Clara) e cafeeiro (C.
arabica cv. Mundo novo) em casa de vegetagao, com controle de temperatu-
ra e umidade, por um periodo de 90 a 180 dias para a produgéo dos inéculos.
Posteriormente, foram extraidos os ovos segundo o protocolo descrito por
Hussey e Barker (1973) modificado por Bonetti e Ferraz (1987), para a insta-
lagdo dos experimentos com os diferentes gendtipos de Coffea spp. e para
as analises moleculares segundo protocolo de Carneiro et al. (2004). Para
a extracdo do DNA gendmico das populacdes de M. paranaensis a partir de
juvenis (J2) foi utilizado o Kit de extragdo Quick- gDNATM e para aliquotas de
200 a 300 pl de ovos seguiu-se o método descrito por Randig et al. (2002).

Identificagdo molecular: marcador PCR-SCAR multiplex

Os isolados de M. paranaensis foram testados com trés pares de primers
espécie-especificos do tipo SCAR descritos para a identificagdo das trés
principais espécies de Meloidogyne que parasitam o café com maior
frequéncia no Brasil, M. paranaensis (par C09 F/R), M. incognita (Kofoid e
White, 1919), Chitwood, 1949, (inc K 14F/R) e M. exigua Goeldi, 1887 (ex
D15 F/R) (Tabela 2), segundo a metodologia descrita por Randig et al. (2002),
a fim de validar esses marcadores moleculares e confirmar a identificacao
dos isolados.
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Analise da diversidade genética com marcadores PCR-RAPD

Amostras de DNA de cada populagédo foram amplificadas pela técnica de
RAPD conforme Randig et al. (2002). Foram utilizados 30 primers seleciona-
dos em estudos anteriores: A4, A10, A12, A14, AB03, AB04, AQ12, AS08, B6,
B12, D13, E15, E18, G4, G5, G13, HO1, K1, K16, K19, K20, L08, M10, M20,
N7, P1, P5, R4, R7 e R8 (Tigano et al., 2010; Santos, 2012). Os fragmentos
amplificados foram separados por meio de eletroforese em gel de agarose,
corados com brometo de etidio (0,2 ug/ ml) e visualizados sob luz UV.

Anadlise da diversidade genética com o marcador PCR-AFLP

A metodologia consiste em quatro etapas de acordo com o protocolo des-
crito por Suazo e Hall (1999). Foram utilizados 13 primers no estudo, e os
fragmentos amplificados foram separados por meio de eletroforese em gel
de agarose-synergel, sendo 0,7% agarose e 0,4% Synergel (Diversified
Biotech Synergel™), corados com brometo deetidio (0,2 pg/ml) e visualiza-
dos sob luz UV.

Analise filogenética com marcadores moleculares RAPD e AFLP

Os fragmentos revelados dos dois marcadores moleculares RAPD e AFLP
foram registrados como presentes ou ausentes. Para cada isolado, duas rea-
¢Oes de PCR independentes foram corridas no mesmo gel, e apenas os frag-
mentos presentes em ambas repeticées foram considerados. Os fragmentos
de DNA entao considerados presentes (1) ou ausentes (0) foram convertidos
em uma matriz binaria. Foi realizada uma analise de distancia (Neighbour-
joining) combinada de resultados de AFLP e RAPD com 1000 repeticbes de
bootstrap para testar a significAncia do dendrograma obtido (Felsenstein,
1985). Utilizou-se o método filogenético UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) com o programa PAUP* v 4.0 (Swofford, 2002).
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Analise da reacdo de hospedeiras diferenciadoras

A identificacao da reacao de hospedeiros diferenciadores das populagdes
de M. paranaensis foi realizada conforme o teste proposto pela Universidade
da Carolina do Norte com plantas hospedeiras diferenciadoras, de diferentes
familias boténicas: algodéo, fumo, pimentao, melancia, amendoim e tomate
(Hartman e Sasser, 1985).

Cada plantula foi inoculada com 10.000 ovos de trés populacdes de M.
paranaensis (Par 1, 3 e 7) e para cada espécie vegetal diferenciadora foram
utilizadas 3 repeti¢des distribuidas ao acaso. Noventa dias apés a inocula-
¢ao, as raizes foram lavadas e coradas com Floxina B a 0,0015% (15 mg/
litro de agua), para a quantificacdo do numero de galhas e massas de ovos,
e posteriormente o fator de reproducgao.

Foram consideradas hospedeiras suscetiveis as plantas que apresenta-
ram indices de notas maiores do que 2 (mais de 11 galhas ou massas de
ovos) e fator de reprodugdo maior que 1 (FR > 1), e resistentes aquelas que
apresentaram indices de notas < 2 (0-10 numero de galhas ou massa de
ovos) e fator de reprodugéo menor que 1 (FR < 1) (Taylor e Sasser, 1978).

Avaliacdo da resisténcia de genétipos de Coffea spp. a populagées
de Meloidogyne paranaensis

O experimento foi realizado em delineamento de blocos ao acaso. Foram
estudadas as reagoes de sete genotipos de Coffea spp. em relagdo a sete
populagdes de M. paranaensis, com seis a oito repeti¢coes. O estudo foi dividi-
do em dois ensaios (Tabela 3), totalizando 49 tratamentos. No ensaio 1, onde
foram avaliadas duas cultivares, cv. Catuai IAC 81 (C. arabica) e Clone 14 (C.
canephora). No ensaio 2, foram avaliados cinco genétipos: Catuai Vermelho
x Amphillo MR2161 (E1 16-5 Ill) (C. arabica), Apoata IAC 2258 (C. canepho-
ra) e Hibrido do Timor UFV 408-01 (E1 6-6 Il), e outras duas cultivares de C.
arabica: IPR 100 e cv. Mundo Novo 379-19, sendo esta ultima utilizada como
padrao de suscetibilidade. Os diferentes genétipos de Coffea spp. foram
fornecidos pelo INCAPER (Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia
Técnica e Extensédo Rural), EPAMIG (Empresa de Pesquisa Agropecuaria
de Minas Gerais) e IAC (Instituto Agrondmico de Campinas). Plantulas de
15-30 cm de comprimento foram transferidas para vasos de 3 |,
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contendo uma mistura esterilizada de substrato comercial Bioplant ® e
areia (1:1) e mantidos em casa de vegetacdo. Duas semanas apds o plantio,
os cafeeiros foram inoculados com suspensdo de 10000 ovos/planta. O
inéculo de cada populacdo de M. paranaensis foi obtido através do método
de extracao de ovos em hipoclorito de sodio 0,5% segundo Hussey e Barker
(1973), usando liquidificador, ao invés de agitagdo manual. A concentra-
¢do da suspensao de ovos foi determinada por contagem de 3 aliquotas de
1 ml em lamina de Peters ao microscépio optico.

A avaliacédo das plantas de Coffea spp. foi realizada oito meses apds a
inoculacado, e o numero total de ovos/planta/repetigao foi avaliado como des-
crito por Hussey e Barker (1973) com NaOCI a 1%. O fator de reprodugao
(FR) de cada planta foi calculado, dividindo-se o numero total de ovos/planta
ou populacao final (PF) pelo nimero de ovos inoculados ou populagéao inicial
Pl = 10000 e 5000 referente aos ensaios 1 e 2 respectivamente. As médias
do FR foram transformadas em log 10 (x+1) e apds andlise de variancia as
médias foram comparadas pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade.
As plantas foram classificadas de acordo com os seguintes conceitos: alta-
mente resistentes (AR) quando os fatores de reproducao foram menores que
1 (FR<1), resistente (R) quando os fatores de reprodugéo ficaram entre 1 e
2 (FR=1 =2) e suscetivel (S) quando (FR>2). Esses graus intermediarios de
suscetibilidade e resisténcia foram confirmados pelas analises estatisticas.

Tabela 3: Genotipos de Coffea spp. utilizados nos dois ensaios.

Ensaio Genoétipo

1 Coffea arabica (Catuai IAC 81)*

C. canephora (Clone 14)**
2 C. arabica Catuai Vermelho x Amphillo MR2161 (E1 16-5 IlI)**
C. canephora Apoata IAC 2258**
C. arabica Hibrido do Timor UFV 408-01 (E1 6-6 11)**
C. arabica (cv. IPR 100)**
C. arabica (cv. Mundo Novo 379-19)*

Controle: *Suscetivel e **Resistente.
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Anadlise estatistica

Os dados experimentais foram analisados pelos programas estatisticos
Genes (Cruz, 1997) e SAS V.8 (SAS®), onde foram comparadas as diferen-
¢as das médias das variaveis, numero total de ovos/grama de raiz e Fator de
Reprodugao dos nematoides nos diferentes genétipos de café avaliados. As
diferengas entre médias dos tratamentos foram obtidas pelo teste de Scott-
Knott (1974), com dados transformados em log 10(x + 1).

Resultados e Discussao

Andlise bioquimica: Esterase (Est)

Todas as populacdes de M. paranaensis foram caracterizadas pelo
perfil enzimatico de esterase (Est) de acordo com Carneiro et al. (2004, 2005)
e Carneiro e Cofcewicz (2008). Trés fenotipos enzimaticos de esterase (Est:
P1, P2 e P2a) foram encontrados para as sete populagbes de M. paranaensis
(Figura 1). O fendtipo Est P1 (Rm: 1,32) foi detectado nas populagdes Par
4-7 (Figura1A), o fendtipo Est P2 (Rm: 1,0 e 1,32) nos isolados Par 1 e Par 2
(Figura1B), enquanto o fenétipo Est P2a (Rm: 0,9 e 1,32), somente detectado
na populagdo Par 3 originaria da Guatemala (Figura1C). E importante
ressaltar que a banda principal de M. paranaensis (Rm:1,32) esta sempre
presente nos dois variantes Est P2 e Est P2a.

J3 P1 P1 P1 J3P2P2P2 J3 P2aP2aP2a

Figura 1: Fendtipos de esterase (Est) de populagdes de Meloidogyne paranaensis.
A: Par 4-7 (Est P1); B: Par 1 e Par 2 (Est P2); C: Par 3 (Est P2a). M. javanica (Est J3)
padrao de referéncia.
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Analise molecular: marcadores SCAR

Na anadlise de marcador SCAR, todas as populagbes de M.
paranaensis foram testadas com os marcadores espécie-especificos do tipo
SCAR desenvolvidos para importantes espécies de nematoides do cafeeiro
M. incognita, M. paranaensis e M. exigua (Figura 2). Um Unico fragmento de
208 pb foi obtido para as sete populagdes de M. paranaensis (Est P1, P2
e P2a) do Brasil e da Guatemala, ndo ocorrendo nenhum outro fragmento
espécie-especifico e confirmando a identificacdo dessa espécie com base
nos diferentes perfis de esterase encontrados nessas populagdes.

M1 2 3456 7 8P+I+E+ -

1650 bp seees

Figura 2: Padrées de amplificagdo de PCR-multiplex em onze populagbes de
Meloidogyne spp. gerados a partir dos marcadores especificos SCAR (Randig et al.,
2002). (1-7): M. paranaensis, (8): M. enterolobii e controles positivos (P +, I+ e E+)
respectivamente, para M. paranaensis, M. incognita e M. exigua. (-) DNA: controle
negativo. M: marcador 1kb DNA Plus (Invitrogen). As amplificagbes foram feitas
utilizando DNA purificado a partir de juvenis.

Variabilidade genética: marcadores moleculares RAPD E AFLP

A variabilidade genética das sete populacdes de M. paranaensis
foi analisada utilizando os marcadores moleculares RAPD e AFLP. Ao todo
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foram utilizados 43 primers, 30 RAPD e 13 AFLP. O numero de fragmentos
amplificados para os dois marcadores foi de 925 fragmentos, 748 RAPD
e 177 AFLP. Os dois marcadores produziram um total de 404 fragmentos
polimérficos, sendo 300 RAPD e 104 AFLP. O numero de fragmentos
amplificados por primer RAPD variou de 10 a 20 e tamanho de 200 a 4500
pb (Figura 3A) e para AFLP variou de 10 a 30 e tamanho de 200 a 5000 pb
(Figura 3B).

o .’

2000 bp v
1650 bp

1000 bp - - ;.0 . -
850 bp
650 bp

500 bp
400 bp  w
300bp

200 bp o iy

100 bp | i

o g

2000 bp - o e O A i o O ol ol
1650 bp o . G A -

: -
1000 bp

850 bp

650 bp

500 bp
400 bp

300 bp

Figura 3: Variabilidade genética de populagcdes de M. paranaensis analisadas com
os primer RAPD AQ12 (A) e AFLP 06 (B). (1-7): M. paranaensis, (8): M. enterolobii
(outgroup), (M): 1kb DNA plus (Invitrogen) e (-): reagédo controle sem DNA. Cada

isolado foi analisado em duplicata.
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A analise filogenética dos dados mostrou um Unico agrupamento das
populacdes de M. paranaensis de perfis enzimaticos (Est P1 e P2) com 99%
de similaridade, com a presenga de subgrupos entre as populagdes e seus
respectivos perfis enzimaticos. Exceto a populagdo da Guatemala (Par 3) de
Est P2a que se separou em outra clade (Figura 4).

— EstP2Par1
100
|
-~ EstP2Par2
73|
\‘ _ EstP1Par5
P
65
99 ‘ Est P1 Par7
[
‘ ‘ Est P1 Par 4

‘ ‘ Est P1 Par 6

— EstP2aPar3

—— M. enterolobii

Figura 4: Dendograma mostrando as relagbes das populagbes de M. paranaensis
usando dados concatenados dos marcadores RAPD e AFLP. Somente valores de
boostrap acima de 50% s&o mostrados. Os cédigos das populagdes estao na tabela 1.

Reacdo de diferentes populagées de Meloidogyne paranaensis em
plantas hospedeiras diferenciadoras

As trés populagbes de M. paranaensis (Par 1, 3 e 7) de Londrina-PR,
da Guatemala e de Franca-SP respectivamente, todas se reproduziram em
plantas de tomate ‘ Rutgers’, melancia ‘Charleston Gray’ e fumo ‘NC95’, ndo
se reproduzindo em plantas, amendoim ‘Florunner’, algodao ‘Deltapine 61’ e
pimentao ‘California Wonder’, ou seja, estando de acordo com a descrigao de
M. paranaensis, que apresenta a mesma reacao de M. javanica.
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Agressividade de diferentes populagoes de Meloidogyne paranaensis a
diferentes genétipos de Coffea spp.

Para a avaliagcdo dos dois ensaios, os diferentes tratamentos
(populagao de M. paranaensis x genétipos) foram classificados de acordo
com os fatores de reproducéo (FR) como altamente resistente (AR) quando
FR <1, resistente (R): FR = 1 <2 e suscetivel (S) quando FR>2,0.

No primeiro ensaio C. arabica cv. Catuai IAC 81 foi usado como
padrao de suscetibilidade e mostrou diferenga na agressividade das diferentes
populac¢des de M. paranaensis, sendo a mais agressiva a populagao Par 2
de Herculandia-SP (FR=66,2), Par 3 da Guatemala (FR=53,4), seguidas pela
populacao Par 4 de Rolandia-PR (FR=36,7), Par 5 de Piumbi-MG (FR=35,5),
Par 1 de Londrina-PR (FR=29,1), Par 6 de varias localidades do estado de
Sao Paulo (FR=3,7) e a Par 7 de Franca-SP (FR=8,7) (Tabela 4). Quanto a
cultivar resistente de C. canephora ‘Clone 14’, produzida através de estacas,
nenhuma populacédo de M. paranaensis foi virulenta (FR<1) a essa cultivar,
mostrando que houve diferenga estatistica significativa apenas entre as duas
cultivares suscetivel e resistente a 5% de probabilidade pelo teste de médias
de Scott-Knott para as sete populagbes de M. paranaensis estudadas (Par
1-7). Em relagéo ao peso das raizes, ambas as cultivares apresentaram um
bom desenvolvimento radicular, em média 160,7g para a suscetivel e 209,8 g
para a resistente, mostrando notérios sintomas causados pelo nematoide no
sistema radicular da cultivar suscetivel.

No segundo ensaio, foram analisados os mesmos parametros do
primeiro ensaio, sendo que as plantas foram produzidas a partir de sementes
e estas estavam um pouco mais jovens quando foram inoculadas. A cultivar
Mundo Novo 379-19 foi usada como testemunha suscetivel e apresentou
variabilidade quanto a agressividade das diferentes populagbes testadas,
sendo as mais agressivas: Par 2 de Herculandia-SP (FR=76,0), Par 3 da
Guatemala (FR=60,6), Par 5 de Piumbi-MG (FR=56,9), Par 4 de Rolandia-
PR (FR=47,3), Par 7 de Franca-SP (FR=28,7), Par 6 de varias localidades do
estado de Sao Paulo (FR=28,2) e Par 1 de Londrina (FR=19,0) (Tabela 5).

Com base na variavel FR, com exceg¢ao da cultivar Mundo Novo
379-19, padrao de suscetibilidade com média de FR entre 19 e 76 nos
sete tratamentos com diferentes populacbes de M. paranaensis, as
cultivares Apoata, IAC 2258, CV x Amphillo MR2161(E1 16-5lll), Hibrido
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do Timor UFV 408-01 (E1 6-6 II) e IPR 100 diferiram estatisticamente do
padrao de suscetibilidade, segundo o teste de médias de Scott-Knott a 5%
de probabilidade. A cultivar Apoata IAC 2258 mostrou-se resistente (R) as
populagdes Par 2 e Par 7, enquanto que para as outras cinco populagoes
Par 1, 3, 4, 5 e 6 foi altamente resistente (AR), com valores de FR menores.
A cultivar do cruzamento CV x Amphillo MR2161(E1 16-5l1l) foi altamente
resistente (AR) a todas as populacdes de M. paranaensis. A cv. IPR 100 foi
também altamente resistente (AR), apresentando uma planta suscetivel (S)
segregante, em todos os tratamentos. Para o Hibrido do Timor UFV 408-
01(E1 6-6 1), houve diferencas de reacao de resisténcia para as populagdes
de M. paranaensis, entre resistente (R) e altamente resistente (AR), com
ocorréncia de segregagao, em cinco dos sete tratamentos estudados: Par 1,
2,3,4eT.

Em relagédo aos dois ensaios, as populagdes da Guatemala (Par 3-
Est P2a) e de Herculandia-SP (Par 2- Est P2) foram as mais agressivas nas
cultivares suscetiveis Catuai IAC 81 e Mundo Novo 379-19 (Tabela 6). Quanto
a viruléncia, nenhuma das populagdes quebrou a resisténcia nos genotipos:
Clone 14, CV x Amphillo MR2161 (E1 16-5lll), Apoata, Hibrido do Timor UFV
408-01 (E1 6-6 1l) e IPR 100, sendo que todos apresentaram comprovada
resisténcia as sete populagbes de M. paranaensis testadas. De maneira
geral essas cultivares de café resistentes exibiram variacdo na segregacao
de 0%, 2,4%, 12%, 26% e 29% sendo Clone 14, CV x Amphillo MR2161(E1
16-5l111), Apoatéa IAC 2258, Hibrido do Timor UFV 408-01 (E1 6-6 1) e IPR 100
respectivamente.

Quanto ao desenvolvimento dos sistemas radiculares (peso fresco
das raizes) pode-se observar que as plantas de café do primeiro ensaio por
terem sido inoculadas tardiamente apresentaram um maior desenvolvimento
médio: Catuai IAC 81 (160,7g) e “Clone 14” (209,8 g). Ja as plantas do
segundo ensaio apresentaram sistemas radiculares trés vezes menores,
como € o caso do padrao de suscetibilidade Mundo Novo 379-19 (56,99),
IPR 100 (81,2g), CV x Amphillo MR2161 (23,3 g), Hibrido do Timor (22,79g)
e Apoatad (10,1 g). Esse sistema radicular reduzido da cultivar Apoata foi
inesperado. O sistema radicular da espécie C. canephora, especialmente de
plantas do tipo Robusta, entre as quais se encontra a cultivar Apoata IAC
2258, é bastante denso e vigoroso. No entanto, existe um grave problema
relacionado ao controle de pureza varietal da cultivar Apoata IAC 2258.
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Nunca houve no pais um controle rigoroso da produgéo e da comercializagéao
de material propagativo da cultivar. Entretanto, essa deficiéncia aliada a
natureza alégama da espécie, agrava o problema e faz com que parte ‘muito
significativa’ do germoplasma chamado Apoata, ndo tenha relagdo estreita
com a cultivar originalmente selecionada.

O estudo avaliou a variabilidade genética e a agressividade de seis
populagdes de M. paranaensis do Brasil e uma da Guatemala, em diferentes
cultivares de Coffea spp., que apresentam genes de resisténcia ao nematoide
das galhas (NGs). Em cafeeiro, estudos relacionando variabilidade genética
de M. paranaensis e agressividade ou viruléncia dessas populagbes em
diferentes cultivares resistentes de Coffea spp. sédo inexistentes. Nao ha
relatos disponiveis sobre a extensdo da variabilidade fisioldgica da espécie
M. paranaensis (Carneiro et al., 2005).

Na busca por cafeeiros com resisténcia genética duravel aos NGs
deve ser considerada as relagdes inter e intraespecifica das populagdes, uma
vez que diferentes espécies, racas e bidtipos de nematoides podem ocorrer
em diferentes solos (lto et al., 2013). Essa complexidade genética tem sido
detectada pela variabilidade intraespecifica de populagbes de Meloidogyne
spp. em gendtipos do género Coffea (Ribeiro et al., 2005). Os marcadores
moleculares tém se mostrado valiosos na discriminacdo de diversidade
genética de Meloidogyne spp., com resultados significativos (Castagnone-
Sereno et al., 1994; Petersen et al., 1997; Randig et al., 2002; Carneiro et al.,
2004; Cofcewicz et al., 2004, 2005; Carneiro et al., 2008; Santos et al., 2012;
Mattos, 2013), embora ndo possam ser correlacionados com a agressividade
ou viruléncia das populagdes, como é o caso da populacédo de M. exigua de
Bom Jesus de Itabapoana que se agrupou com as demais populagdes de M.
exigua e quebrou a resisténcia do gene M exi- 1 da cultivar IAPAR 59 (Muniz
et al., 2008, 2009).

Neste estudo, apesar da existéncia de trés perfis de esterase na
espécie, uma baixa variabilidade genética foi observada entre as populagdes
de M. paranaensis. Resultados semelhantes ja foram relatados (Carneiro et
al., 2004), e pode estar relacionado ao modo de reprodugéo partenogenético
mitético da espécie, que teoricamente gera descendentes clonais
(Triantaphyllou, 1985). Filogeneticamente um unico agrupamento foi formado
com 99% de similaridade das populagdes de M. paranaensis de (Est P1e
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P2), exceto a populagao da Guatemala (Est P2a) que se separou das outras
populacdes do Brasil e foi a mais agressiva aos gendtipos suscetiveis. O
fendtipo Est P2a nunca foi detectado no Brasil, o que sugere uma divergéncia
genética dessa populagdo em relagdo as populagdes do Brasil (Carneiro et
al., 2004; Hernandez et al., 2004). No estudo foi observada a presenca de
grupos intraespecificos com polimorfismo acima de 50% entre as populag¢des
de Est P1 e P2, contrariando estudos anteriores até entdo relatando médias
de 5-20% dentro destes perfis tipicos da espécie (Carneiro et al., 2004).

Embora a existéncia de trés fendtipos da enzima esterase (P1, P2
e P2a) para M. paranaensis, o marcador SCAR desenvolvido para essa
espécie permitiu a amplificagdo de um Unico fragmento especifico para as
sete populagées de M. paranaensis, incluindo os trés fenétipos de esterase
como representantes dessa espécie, confirmando também a validagao
desse marcador como uma ferramenta confiavel na identificacdo molecular,
considerando que estudos anteriores tenham sido realizados para um
pequeno numero de populagbes dessa espécie (Randig et al., 2002). A
identificacdo realizada através desses marcadores é simples, rapida e
econOmica, permitindo o processamento de um grande numero de amostras
ao mesmo tempo (Muniz et al., 2008), pois favorece um diagndstico preciso
a partir de um unico juvenil ou fémea, aspectos que viabilizam a utilizagdo da
técnica em programas quarentenarios ou para analise de J2s provenientes
do solo (Randig et al., 2002, 2004).

O estudo com plantas hospedeiras diferenciadoras (Hartman e Sasser,
1985) demonstrou que nao houve correlagao entre fenétipos isoenzimaticos,
filogenia e a especificidade parasitaria de hospedeiras diferenciais para as
trés populagbes de M. paranaensis testadas de diferentes perfis enzimaticos
(Est P1, Est P2 e Est P2a), todas responderam em conformidade com
a descricdo da espécie (Carneiro et al., 1996). Estudos semelhantes
desenvolvidos por Muniz et al. (2008, 2009) e Santos et al. (2012) também
mostraram a inexisténcia de correlagéo entre os perfis de esterase, filogenia
e especificidade parasitaria de M. exigua e M. incognita respectivamente.
No entanto, essa caracterizagdo € de suma importancia em programas de
melhoramento genético que visam a resisténcia a Meloidogyne spp. em
cafeeiro (Castro et al., 2003). Mas por outro lado, o uso de hospedeiras
diferenciadoras nao é considerado um critério consistente para a identificagao
da variabilidade intraespecifica dos nematoides das galhas (Moens et al.,
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2009), pois a especificidade parasitaria parece ser mais uma adaptacao
fisiolégica do nematoide do que uma caracteristica genética da populagéo
(Carneiro e Cofcewicz, 2008).

A diversidade fisiolégica nas populagdes de Meloidogyne spp. do
cafeeiro dificulta a selecdo de fontes de resisténcia (Carneiro e Cofcewicz,
2008). Atualmente, existem poucos materiais genéticos resistentes a espécie
M. paranaensis (Sa, 2013), testados com um grande nimero de populagdes
da espécie. Apesar da existéncia de fontes de resisténcia a essa espécie
ja identificadas na espécie diploide C. canephora (Bertrand et al., 2000), e
em cafeeiros de C. arabica da Etidpia (Boisseau et al., 2009), com excegao
da cultivar IPR 100 (Sera et al., 2007), todas as cultivares comerciais de C.
arabica sao altamente suscetiveis a M. paranaensis. Neste trabalho mais
uma cultivar de C. arabica foi adicionada a lista (CV x Amphillo MR2161)
como fonte de resisténcia. Na pratica, o cultivo de C. arabica s6 tem sido
possivel devido a utilizagdo de mudas enxertadas em portaenxertos de C.
canephora resistentes (Campos e Villain, 2005).

Neste estudo, considerando as cultivares suscetiveis Catuai IAC 81 e
Mundo Novo 379-18, a populagbes de M. paranaensis da Guatemala (Par 3-
Est P2a) com fator de reproducdo FR= 53,4 e de Herculandia-SP (Par 2- Est
P2) com FR= 76,1 foram as mais agressivas nos dois ensaios. A populagao
da Guatemala foi a que mais se diferenciou nos estudos filogéticos e foi uma
das mais agressivas. Portanto, embora n&o haja uma estreita correlacao
entre variabilidade genética e agressividade em todas as populagdes de M.
paranaensis, a populacdo da Guatemala se destacou como a mais diferente
e mais agressiva a cv. Catuai IAC 81. Estudos correlacionando variabilidade
genética e agressividade entre diferentes populagbes de Meloidogyne spp.
ja foram relatada por outros autores (Muniz et al., 2008, 2009; Mattos, 2013;
Silva et al., 2014), mas, nenhum desses autores observou correlagéo entre
essas duas variaveis para Meloidogyne spp. No caso de M. exigua devido
a alta variabilidade intraespecifica ha maior possibilidade de correlacao
com a viruléncia (Muniz et al., 2008, 2009) devido ao modo de reprodugao,
partenogénese meidtica (Triantaphyllou, 1985), cujos mecanismos
de recombinagdo genética podem ser responsaveis pelo aumento de
agressividade (Cook e Evans, 1987). Entretanto a existéncia de variabilidade
em termos de agressividade para M. paranaensis nao tem sido constatada
com frequéncia, uma vez que a espécie possui reprodugao por partenogénese
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mitética (Triantaphyllou, 1985), sem a ocorréncia de recombinagbes
genéticas, o que dificulta a interpretacdo da existéncia de diferentes graus
de agressividade (Trudgill e Blok, 2001). Segundo Machado et al. (2013), em
estudo para avaliar a agressividade de trés populagdes de M. paranaensis
de dois perfis de esterase (Est P1 e P2) na cultivar suscetivel Mundo Novo,
com base no desenvolvimento das plantas e na reproducdo do nematoide,
concluiram que existe variabilidade entre populacées de M. paranaensis em
relacdo a capacidade de multiplicacdo em cafeeiros e tal variabilidade deve
ser levada em consideragao nos programas de melhoramento genético da
cultura visando resisténcia aos nematoides.

Ao contrario do que aconteceu para M. exigua, em que a resisténcia
da cultivar IAPAR 59 foi quebrada pela populacdo de Bom Jesus de
Itabapoana (Muniz et al., 2009), no presente estudo nenhuma populacao foi
virulenta as diferentes fontes de resisténcia aqui estudadas. As espécies
partenogenéticas exibem uma alta capacidade de responder as condigbes
ambientais, e a sua capacidade de superar os genes de resisténcia de
plantas tem sido demonstrado (Roberts, 1995). Grande parte das informagdes
sobre viruléncia em Meloidogyne spp. esta relacionada com o gene Mi de
resisténcia em tomateiros (Roberts e Thomason, 1989; Hussey e Janssen,
2002). Segundo Triantaphyllou (1987), mecanismos além da recombinagao
génica devem ser responsaveis pela viruléncia encontrada nos NGs, e propbs
que a agao de uma alta frequéncia de mutagdo em genes menores afetaria a
viruléncia em Meloidogyne spp.

Como esperado, a cultivar Catuai Vermelho IAC 81 que serviu como
padrdao de suscetibilidade no primeiro ensaio apresentou altos indices de
reproducdo nos sete tratamentos de M. paranaensis (Par 1-7), com média
de FR > 30. Enfatizando a alta suscetibilidade de cultivares de C. arabica as
espécies de Meloidogyne spp. de cafeeiro (Campos e Villain, 2005), apesar de
ser uma das cultivares mais promissoras nas regides produtoras de café, pois
alia estabilidade a alta produtividade e adaptabilidade a diversos ambientes
néo infestados por nematoides (Botelho et al., 2010).

Contrariamente, o “Clone 14” foi altamente resistente a todas as
populacgdes de M. paranaensis com fator de reproducéo FR < 1, confirmando
a resisténcia genética do “clone 14” a espécie. No artigo de Lima et al.
(2013), algumas variedades clonais se mostraram resistentes, porém para
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uma unica populacédo de M. paranaensis. Até o momento, ndo existem
muitos trabalhos de resisténcia de variedades clonais a Meloidogyne spp.
do cafeeiro, sobretudo a M. paranaensis (Carneiro et al. 2009; Ferrao et al.,
2010; Fatobene, 2014). Carneiro et al. (2009) ja haviam sugerido a existéncia
de vérias fontes de resisténcia a Meloidogyne spp. no cafeeiro “Clone 14”
quando obteve altos indices de resisténcia para todas as populagdes de M.
incognita, M. exigua e M. paranaensis. Segundo Lima et al. (2015a) existiam
trés mecanismos de resisténcia genética no “Clone 14” a M. paranaensis, um
inicial, durante a migracao dos J2 nas células corticais, com nitida reagao de
hipersensibilidade (HR) e morte celular, impedindo a migragéo do J2, e outros
mais tardios, com morte celular intensa ao redor de fémeas jovens e sitios
de alimentagdo com vacuolizagdo e degeneragéo citoplasmatica interna das
células gigantes. A resisténcia multipla no “Clone 14” para as trés principais
espécies do cafeeiro, M. incognita, M. exigua e M. paranaensis foi relatada
por Lima et al. (2015a) com indicacao de que a resisténcia do “Clone 14”
possivelmente seja controlada por mais de um gene de resisténcia, e que
esses genes atuam na producéo de lignina e cisteina com grande expressao
apos vinte dias da inoculagdo o que coincide com o colapso do sitio de
alimentagdo. Até o momento, conclui-se que existem perfis diferenciais
de expressdo de genes do “Clone 14”, com uma sobreposicdo temporal
entre a expressdo dos genes de resisténcia e os que codificam proteinas
que atuam no processo de resisténcia. O primeiro grupo de genes atuaria
no reconhecimento do patégeno (proteinas de resisténcia) e o segundo
grupo na contencao e eliminagdo do mesmo (Lima et al., 2015b). Além da
confirmacao da resisténcia genética do “Clone 14” a todas as populagdes de
M. paranaensis verificada neste estudo, segundo Ferrdo et al. (2010), essa
variedade esta associada a caracteristicas agrondmicas tais como tolerancia
a seca, que é de interesse econdmico da cafeicultura, no atual contexto de
mudancas climaticas que vém ocorrendo no ambiente.

No segundo ensaio, a cultivar Mundo Novo 379-19 de C. arabica
apresentou médias elevadas de FR, confirmando sua eficiéncia como
padrao de suscetibilidade por proporcionar reproducao satisfatéria das
sete populagdes de M. paranaensis. Essa cultivar € a mais plantada
comercialmente, sendo reconhecida por seu elevado potencial produtivo, e
ampla adaptacgéao a diferentes ambientes (Carvalho et al., 1979; Fazuoli et al.,
2005), desde que cultivada em éarea isenta de Meloidogyne spp.
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O cruzamento CV x Am MR2161 (E1 16-5 Ill), mostrou-se altamente
resistente atodas as populacdes de M. paranaensis, com segregacao de 2,4%.
Confirmando estudos anteriores da resisténcia genética desse cruzamento
a espécie M. paranaensis, mas somente avaliado para poucas populagbes
do nematoide (Peres, 2013; Salgado et al., 2014) e corroboram com os
resultados de Sa (2013) que detectou acessos provindos do cruzamento CV
x Am MR 2161, com resisténcia a M. paranaensis, além do grande potencial
produtivo das plantas. Salgado et al. (2011) também relataram um bom vigor
dos “Amphillos” em area infestada com M. paranaensis. At¢ 0 momento
existem poucos relatos sobre essa cultivar, mas sabe-se que a resisténcia
desse cruzamento, possivelmente, provém da variedade Amphillo, que além
de possuir grande potencial de resisténcia a M. paranaensis e a seca, uma
vez que apresenta um sistema radicular robusto (Sera et al., 2006), sendo
promissora ao melhoramento genético (Gongalves et al., 1996).

No Hibrido do Timor UFV 408-01 (E1 6-6 Il) houve uma variagdo na
resposta de resisténcia entre resistente e altamente resistente com relagao
as sete populagdes de M. paranaensis, com ocorréncia de segregacgao de
26%. Fonte de resisténcia em cafeeiros ardbicos derivados da introgressao
de genes de C. canephora, como o Hibrido de Timor ja foi identificada para
a espécie M. paranaensis (Lashermes et al., 1999; Gongalves e Silvarolla,
2007; Ribeiro et al., 2005). A resisténcia genética desse acesso ja havia sido
relatada em estudo anterior, mas somente testado para uma populagao de
M. paranaensis (Peres, 2013), no entanto, o estudo confirma a resisténcia
genética nesse acesso do Hibrido do Timor para a espécie M. paranaensis,
e reafirma a existéncia de segregagao para essa caracteristica assim como
outros autores (Gongalves e Silvarolla, 2007; Ribeiro et al., 2005). O HT é um
hibrido que se originou a partir de um cruzamento natural entre C. arabica e C.
canephora, sendo que sua resisténcia é determinada por um gene principal de
C. canephora, e para o qual foi identificado o locus Mex-1 (Noir et al., 2003).
Apesar da ocorréncia de segregacao, ainda é considerada uma valiosa fonte
de resisténcia aos NGs, e promissor em programas de melhoramento genético
visando resisténcia a esse grupo de nematoides (Salgado et al., 2002), pois
essa ocorréncia se deve possivelmente a pequena taxa de cruzamentos que
pode ocorrer em hibridos (Charrier e Bertraud, 1985).

Apesar de existirem fontes de resisténcia a M. paranaensis, poucas
séo as cultivares de café arabica resistentes. Até o0 momento a cultivar IPR
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100, obtida a partir da hibridagao da cultivar Catuai Vermelho e da selegéo
BA10, com introgresséo de genes de C. liberica (Sera et al., 2007; Shigueoka,
2014) é a unica cultivar de C. arabica resistente a M. paranaensis registrada,
e atualmente disponivel. A cultivar IPR 100 foi utilizada neste estudo como
uma das cultivares resistentes, e essa caracteristica foi certificada nos baixos
valores do fator de reproducao para todas as popula¢des de M. paranaensis,
se apresentando como altamente resistentes na reacéo final, embora tenha
ocorrido uma segregacdo de 29%. Estes resultados corroboram com os
estudos anteriores que afirmam a resisténcia da cultivar a M. paranaensis
(Mata et al., 2000; Sera et al., 2007; Ito et al., 2008; Sera et al., 2009) e que
provavelmente, a fonte de resisténcia seja originada de C. liberica (Gongalves
e Silvarolla, 2007). Apesar de diversos trabalhos relatarem a resisténcia da
cultivar IPR 100 aos NGs, no entanto, uma pequena percentagem de plantas
segregantes para essa caracteristica tenha ocorrido (Sera et al. 2007),
contrariando estudos de nédo ocorréncia de segregacao na cultivar IPR 100
(Peres, 2013; Shigueoka, 2014). Neste estudo, constata-se a ocorréncia
de segregacgdo da cultivar IPR nos sete tratamentos das populagées de M.
paranaensis, com cerca de uma planta suscetivel segregante por tratamento,
e isto pode ter ocorrido devido a taxa de fecundagdo cruzada natural que
ocorre em C. arabica (Andreazi et al., 2013), indicando possivelmente que a
resisténcia a M. paranaensis ndo esta em condi¢do homozigotica. Isso indica
que esses gendtipos ndo estejam estaveis e, que ainda ha variabilidade
dentro dos materiais para a resisténcia genética em cafeeiro (Peres, 2013).
Varios trabalhos demonstraram que existe segregagdo em progénies de
cafeeiros, mesmo em geragbes avangadas, tanto para a caracteristica de
resisténcia aos NGs, como para outras caracteristicas agronémicas (Lima et
al., 1987; Gongalves et al., 1996).

A clonagem de gendtipos heterozigotos superiores, extensivamente
utilizada para multiplicacao de plantas de culturas como C. canephora,
representa alternativa para a multiplicagcdo em larga escala de gendtipos de
C. arabica oriundos de hibridagéo para introgressao de genes de resisténcia
a patégenos, 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 apresentou algumas
plantas resistentes a M. paranaensis em lavouras infestadas. A origem
interespecifica do material ocasiona, em alguns individuos, elevada taxa de
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fecundagéo cruzada (Carvalho et al., 1983; Fazuoli, 1991) e a consequente
segregacao da caracteristica de resisténcia.

Como nao se recomenda o plantio de C. canephora em todas as
regidbes 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
e Franco, 1973) como exemplo, o porta-enxerto Apoata IAC 2258, que tem
demonstrado resisténcia a M. paranaensis (Sera et al., 2006; Fonseca et
al., 2008), além de outras duas espécies importantes para a cafeicultura M.
exigua (Fazuoli et al., 1987; Salgado et al., 2005) e M. incognita (Fazuoli et
al., 1987; Sera et al., 2006).

Este estudo reafirma a resisténcia da cultivar Apoata IAC 2258 para
as diferentes populagdes de M. paranaensis, com baixa taxa de segregagao
(12%). A resisténcia do porta-enxerto € derivada do clone T3561 da colegéo
de germoplasma do CATIE da Costa Rica (Bertrand e Anthony, 2008),
mas sabe-se que apesar da resisténcia genética aos NGs, existem alguns
inconvenientes do uso de porta enxertos em comparacao as cultivares de C.
arabica, como a segregacao para suscetibilidade (cerca de 10 a 15%), devido
afecundacao cruzada da espécie C. canephora (Gongalves e Silvarolla, 2007).
Pode ocorrer, também, quebra do cavaleiro na regido da enxertia, com maior
percentagem de replantio (Gongalves e Silvarolla, 2007), além do custo das
mudas enxertadas ser maior quando comparado com mudas de pé franco,
restringindo sua utilizagao (Bertrand e Anthony, 2008). No entanto, a utilizagdo
de porta-enxertos, no Brasil, tem permitido a sobrevivéncia e competitividade
da cafeicultura em regides infestadas por Meloidogyne (Campos e Villain,
2005). Por isso, a solugao ideal para o problema é a sele¢cao 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
propagacao (Campos e Villain, 2005).

O conhecimento da diversidade genética de M. paranaensis neste
estudo contribuiréa de maneira geral com os programas de melhoramento
genético, que tém encontrado um grande entrave ao realizar os ‘screenings’
para resisténcia a Meloidogyne spp., que € a variabilidade patogénica de
varias populagdes do nematoide dentro da mesma espécie (Guimaraes et al.,
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2002) e a ocorréncia de mais de uma espécie de Meloidogyne na mesma area
(Carneiro et al., 2005). A resisténcia genética a diferentes populagcdes de M.
paranaensis parece ser mais frequente em Coffea spp. do que a resisténcia
a diferentes populagdes de M. incognita, como foi demonstrado no presente
estudo e no trabalho realizado por Lima et al. (2015a).

E indiscutivel a importancia do melhoramento genético do cafeeiro
como ferramenta de suporte para selegao e obtencao de cultivares superiores,
seja para produtividade ou para outras caracteristicas, como no caso do
presente estudo, resisténcia a M. paranaensis. A demanda por medidas
eficazes e ambientalmente aceitaveis no manejo dos NGs tem sido detectada
entre os produtores e pesquisadores, que demonstram a necessidade de
alternativas tecnicamente viaveis, para sustentabilidade da cultura cafeeira
nas propriedades infestadas. Acredita-se que as cultivares resistentes
de cafeeiros deste estudo apresentem um grande potencial para uso em
programas de melhoramento genético, pois foram consideradas variagbes
intraespecificas do nematoide, portanto s&o promissoras na obtengao
de geragbes avancadas desses materiais, para alcancar a estabilidade
genotipica para essa caracteristica de resisténcia e futuro lancamento de
outras cultivares resistentes.
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Tabela 4: Reacao de duas cultivares, Coffea arabica (Catuai IAC 81) e Coffea
canephora (Clone 14) a sete populacdes de Meloidogyne paranaensis.

Populagoes’ Peso fresco Ne de Total de Fator de Reagdo
Cédigo’ Cultivares® das ovos/g ovos* Reprodugio Final’
Raizes (g)* de raiz*’ (FR)*¢

M. paranaensis Londrina, PR (Est P2)

Par 1 Catuai JAC 81*  203,5 1525,0a 291500 29,1a S
Clone 14** 191,3 13,7b 2333,3 0,2b AR

M. paranaensis Herculandia, SP (Est P2)

Par 2 Catuai JAC 81*  143,0 1175,0a 162888,9 66,2a S
Clone 14** 329,0 0,3b 111,1 0,01b AR

M. paranaensis Guatemala (Est P2a)

Par 3 Catuai JAC 81*  143,0 1175,0a 162888,9 66,2a S
Clone 14** 329,0 0,3b 111,1 0,01b AR

M. paranaensis Rolandia, PR (Est P1)

Par 4 Catuai JAC 81*  189,8 1962,5a 367444,4 36,7a S
Clone 14** 149,8 3,2b 472,2 0,0b AR

M. paranaensis Piumbi, MG (Est P1)

Par 5 Catuai JAC 81*  128,1 2015,4a 355166,6 35,5a S
Clone 14** 190,4 3,5b 500 0,0b AR

M. paranaensis (Pool de populagoes) Sao Paulo, SP (Est P1)

Par 6 Catuai JAC 81*  183,5 216,5a 37876,6 3,7a S
Clone 14** 319,1 7,5b 944,4 0,0b AR

M. paranaensis Franca, SP (Est P1)

Par 7 Catuai JAC 81*  130,4 658,9a 87111,11 8,7a S
Clone 14** 138,4 7,5b 944,4 0,0b AR

* Codigo das populagdes de M.paranaensis.

® Cultivares referente ao ensaio 1.

¢ Média do peso fresco das raizes dos gendtipos de Coffea spp. apds inoculagio das populagdes de
M.paranaensis.

4 0s dados sdo médias de seis repeti¢des, e a populagio inicial foi de 10000 ovos.

¢ A varidvel da média N° total de ovos/g de raiz foi transformada em log 10 (X+1), valores seguidos da
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mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%. CVSem segregg¢ao: 18,05% e Fcal: 229,11.
f A varidvel da média Fator de reprodugio (FR) foi transformada em log 10 (x+1), valores seguidos da mes-
ma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%. CV = 21,41% e Fcal.= 80,03.

8 (S) = Suscetivel; (R) = Resistente; (AR) = Altamente Resistente.

* Padrao de suscetibilidade (PS).

** Padrao de resisténcia (PR).

Tabela 5: Reagao de cinco cultivares, Coffea arabica cv. Mundo Novo 379-
19, C. canephora Apoata IAC 2258, C. arabica Hibrido de Timor UFV 408-01
(E16-6 1l), C. arabica Catuai Vermelho x Amphilo MR2161(E1 16-5 Ill) e C.
arabica IPR 100 a sete populagbes de Meloidogyne paranaensis.

Peso fresco Ne de Ne de Fator de Fator de Reagio
Cultivares' das ovos/g ovos/g Reprodugio Reprodugio Final®
Raizes (g)* de raiz*® de raiz (FR) (FR)
(Com (Sem (Com (Sem
segregacio)™  segrega¢do)> segregacio)*® segregacio)>*

M. paranaensis Londrina - PR (Est P2) Par 1

MN 379-19* 47,7 1993,1 1993,1a 19,0 19,0a S
Apoata JAC2258** 6,0 344,8 344,8b 0,3 0,3b AR
HT (UFV 408-01)** 18,8 1276,6 402,5b 5,9 1,3b S
C.Vx Am MR2161** 19,1 30,4 30,4b 0,1 0,1b AR
TAPAR 100** 71,1 482,8 41,8b 6,1 0,61b AR
M. paranaensis Herculandia - SP (Est P2) Par 2
MN 379-19* 58,8 6511,3 6511,3a 76,1 76,1a s
Apoati IAC 2258+ 60 7734 773,4b 1,04 1,0b R
HT (UFV 408-01)** 19,0 855.8 716,9 271 1,9b R
C.V x AmMR2161** 256 181,1 181,1c 0.96 0.9b AR
TAPAR 100** 68,0 733,6 88,8¢ 11,68 0.9b AR
M. paranaensis Guatemala (Est P2a) Par 3
MN 379-19* 71 7120,2 7120,2a 60,6 60,6a S
Apoata JAC 2258** 15,7 129,8 129,8b 0,1 0,1b AR
HT (UFV 408-01)** 16,2 14054 63,7b 3.1 0.2b AR
C.V x AmMR2161** 158 48,0 48,0b 0.2 0.2b AR
IAPAR 100% 70,0 843,1 21,0c 11,2 0,3b AR
M. paranaensis Rolandia - PR (Est P1) Par 4
MN 379-19* 71 3401,6 3401,6a 47,3 47,3a S
Apoatd JAC 2258** 8,4 929,4 929,4b 0,9 0,9b AR
HT (UFV 408-01)** 34,6 195,4 28,2¢ 1,0 0,1b AR
C.Vx Am MR2161** 259 77,7 77,7¢ 0,1 0,1b AR
TAPAR 100** 121,2 261,4 5,7d 53 0,0b AR
M. paranaensis Piumbi - MG (Est P1) Par 5
MN 379-19* 43,7 6228,2 6228,2a 56,9 56,9a S
Apoata JAC 2258** 11,1 195,9 195,9b 0,2 0,2b AR
HT (UFV 408-01)** 25,7 63,7 63,7b 0,2 0,2b AR
C.Vx Am MR2161** 29,0 58,5 58,5b 0,2 0,2b AR
TAPAR 100** 70,4 237,1 21,0c 4,0 0,3b AR
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M. paranaensis (Pool de populagdes) de Sao Paulo - SP (Est P1) Par 6

MN 379-19*% 70,92 2527,82 2527,82a 28,25 28,25a S
Apoatd JAC 2258** 15,33 29,40 29,40b 0,07 0,07b AR
HT (UFV 408-01)** 23,88 25,00 25,00b 0,11 0,11b AR
C.Vx Am MR2161** 24,91 0,00 0,00c 0,00 0,00b AR
TAPAR 100** 45,2 343,59 0,00c 3,57 0,00b AR
M. paranaensis Franca - SP (Est P1) Par 7
MN 379-19*% 44,6 4408,3 4408,3a 28,7 28,7a S
Apoatd JAC 2258** 8,0 929,7 929,7b 1,5 1,5b R
HT (UFV 408-01)** 21,6 1553,1 607,0b 6,4 0,9b AR
C.Vx Am MR2161** 22,8 36,3 36,3¢c 0,1 0,1b AR
TAPAR 100** 121,7 653,8 36,0c 10,6 0,8b AR

*Cultivares referentes ao ensaio

2.

®Média do peso fresco das raizes dos gendtipos de Coffea spp. ap6s inoculagio de M. paranaensis.

¢ Os dados sdo médias de oito repeti¢des, e a populagao inicial foi de 5000 ovos.

4 A varidvel Ne total de ovos/g de raiz foi transformada em log 10 (X+1), valores seguidos da mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%. CVSem segreggao: 49,05% e Fcal: 29,79.
¢ A variavel Fator de reprodugao (FR) foi transformada em log 10 (X+1), valores seguidos da mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%. CVSem segregacao: 56,64% e Fcal: 102,94.

f(S) = Suscetivel;(R) = Resistente; (AR) = Altamente Resistente.

* Padrao de suscetibilidade (PS).

** Padroes de resisténcia (PR).

Tabela 6: Fatores de reproducdo (FR) de diferentes populagcbes de
Meloidogyne paranaensis usadas no estudo para avaliar a agressividade
dessas populagbes a genotipos suscetiveis de Coffea arabica: primeiro e

segundo ensaios.

Populagdes/ Fenotipo Origem FR FR

de Esterase (Est)? ‘Catuai IAC 81 ‘Mundo Novo®
Par 1 (P2) Londrina- PR, Brasil 29,1b 19,0c

Par 2 (P2) Herculandia-SP, Brasil 66,2a 76,0a

Par 3 (P2a) Guatemala 53,4a 60,6a

Par 4 (P1) Rolandia-PR, Brasil 36,7b 47,3b

Par 5 (P1) Piumbi-MG, Brasil 35,5b 56,9a

Par 6 (P1) S&o Paulo-SP, Brasil 3,7¢c 28,2¢c

Par 7 (P1) Franca-SP, Brasil 8,7c 28,7¢c

a|solados usados para avaliar a agressividade das populagdes de M. paranaensis a genétipos

de Coffea arabica.

b Valores médios dos fatores de reproducéo de oito repeti¢cdes (n = 6) transformadas em log10

(x+1). As letras diferentes sdo significativamente diferentes de acordo com o teste de Scott

Knott (P <0,05).
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Conclusoes

O estudo confirmou que apesar da existéncia de trés perfis
enzimaticos tipicos da espécie M. paranaensis (Est P1, P2 e P2a), uma baixa
variabilidade genética foi observada, e somente a populagdo da Guatemala
(Par 3) apresentou divergéncia genética em relagdo as demais do Brasil.

Nenhuma populacdo de M. paranaensis foi virulenta as diferentes cultivares
testadas e todas se mostraram altamente resistentes ou resistentes: ‘Clone
14 INCAPER’, CV x Amphillo MR2161 (E1 16-5lIl), Apoata IAC 2258, Hibrido
do Timor UFV 408-01 (E1 6-6 Il) e IPR 100, apresentando segregacao de 0%,
2,4%, 12%, 26% e 29% respectivamente.

Houve variacdo na agressividade entre as populagdes de M.
paranaensis, sendo mais agressivas as popula¢cdes Par 2 (Est P2 -
Herculandia-SP) e Par 3 (Est P2a- Guatemala) nas duas cultivares suscetiveis
estudadas, e podem ser recomendadas para uso em novas selegbes
para obtencdo de novas fontes de resisténcia no germoplasma de café. A
descri¢ao e caracterizagao apropriadas de populagdes altamente agressivas
de M. paranaensis sdo importantes ndo apenas para os programas de
melhoramento futuros, mas também para a elaboragéo de outras estratégias
de manejo apropriadas.
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