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RESUMO

Na cafeicultura, um dos principais fatores limitantes a sua produgdo é a incidéncia de
nematoides do género Meloidogyne. O aparecimento de populagdes mais agressivas de M.
paranaensis tem sido frequentemente observado em lavouras cafeeiras e essa diversidade de
populagdo dos fitonematoides pode interferir na longevidade das estratégias de manejo
utilizando cultivares resistentes. Portanto, o objetivo do trabalho foi caracterizar populagdes
de M. paranaensis coletadas de lavouras de café infestadas. As metodologias utilizadas para
caracterizagdo das 11 populagdes estudadas, provenientes de municipios do Estado do Parana
e uma do Estado de Minas Gerais, envolveram analise morfolégica dos padrdes perineais,
analise bioquimica por eletroforese de isoenzimas e caracterizagdo fisioldgica em diferentes
genotipos de café. As avaliagdes morfologicas mostraram que existe variagdo entre as
populacdes, apesar de a maioria delas apresentar padrdes tipicos. A identificagdo bioquimica
foi baseada na andlise de zimogramas de a-esterase e resultou no aparecimento de trés perfis
distintos: P1 (tipico de M. paranaensis), P2 (atipico) e um fendtipo ainda nao descrito na
literatura, P2A. Na caracterizagdo fisiologica, 13 gendtipos de café foram inoculados com 11
populagdes de M. paranaensis, ¢ observou-se variagdo na agressividade das populagdes em
relagdo a “Mundo Novo IAC 376-4”, gendtipo sem genes de resisténcia ao nematoide, além
de variagdo na viruléncia das populacdes nos diferentes genotipos com genes de resisténcia.
Entretanto, nenhuma relacdo foi observada entre a origem das populacdes com suas variagdes
nos padrdes perineais, perfis de esterase ou multiplicagdo nos genotipos de café, bem como
entre as diferentes caracterizagdes entre si, sugerindo que a diversidade encontrada nas
diferentes populacdes estudadas ndo apresenta um padrdo de comportamento identificavel
pelos parametros aqui utilizados.

Palavras-chave: Nematoide das galhas. Diversidade. Café.



SHIGUEOKA, Luciana Harumi. Morphological, biochemical, and phenotypic
characterization of Meloidogyne paranaensis populations associated to coffee. 2017. 78p.
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ABSTRACT

One of the main limiting factors to yield of coffee crops is the incidence of Meloidogyne spp.
The emergence of more aggressive populations of M. paranaensis have been observed
frequently in coffee growing areas and this diversity can interfere in the longevity of
management strategies based on the use of resistant cultivars. Therefore, the objective of this
study was to characterize M. paranaensis populations collected from infested coffee crops.
Methodologies used to characterize the 11 studied populations, from municipalities from
Parana and Minas Gerais States, involved the morphological analysis of perineal patterns,
biochemical analysis by isozyme eletrophoresis, and phenotypic characterization in different
coffee genotypes. Morphological evaluations showed the existence of variation between
populations, although the majority of them showed typical perineal patterns. The biochemical
identification was based on a-esterase zymograms analyses and resulted in the appearance of
three distinct profiles: P1 (typical from M. paranaensis), P2 (atypical) and a non-described
profile, P2A. In the phenotypic characterization, 13 coffee genotypes were inoculated with 11
M. paranaensis populations and there was observed a variation in the aggressiveness of
populations in relation to “Mundo Novo”, a genotype without resistance genes, besides in the
virulence of populations in different genotypes carrying resistance genes. Nevertheless, no
relationship was observed between the origin of population with their variations in perineal
patterns, esterase profiles, or multiplication in coffee genotypes, as well as between the
different characterizations each other, suggesting that the diversity found in the different
populations here studied do not show an identifiable behavior through the parameters here
utilized.

Key words: Root knot nematode. Diversity. Coffee.
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1 INTRODUCAO

O café ¢ uma importante commoditie no comércio agricola internacional,
sendo o Brasil o maior produtor e exportador ¢ o segundo maior consumidor do produto.
Entretanto, existem varios fatores que vém interferindo na producdo e na produtividade da
cultura do café, como estresses abiodticos (seca, temperatura, umidade) e bidticos (doengas e
pragas).

Dentre os fatores bidticos, podemos evidenciar os nematoides como um dos
principais causadores de danos a cafeicultura. Muitas regides brasileiras com grande potencial
para o cultivo do café ndo podem ser exploradas devido a presenca desses patogenos. Os
fitonematoides do género Meloidogyne constituem o principal grupo de patdogenos
responsaveis pela limitacdo da produtividade agricola.

O controle dos fitonematoides ¢ dificil de ser realizado, uma vez que, em
areas infestadas, a erradicacdo ¢ praticamente impossivel. A principal estratégia de manejo
preventivo ¢ evitar a disseminagdo via solo, agua e culturas com esse patdgeno para areas
indenes. Em areas infestadas, uma estratégia de manejo eficiente ¢ o uso de cultivares
resistentes, juntamente com o manejo cultural para redug¢do da populacdo. Porém, atualmente,
existem poucas cultivares de café resistentes a este nematoide. Cultivares de café arabica com
resisténcia a M. paranaensis se limitam ao porta-enxerto Apoatd IAC 2258 ou a cultivar IPR
100.

O aparecimento de bidtipos mais agressivos de M. paranaensis tem sido
frequentemente observado em lavouras cafeeiras do estado do Parand. A variabilidade
genética de nematoides pode interferir na eficiéncia e na longevidade de estratégias de manejo
baseadas em cultivares resistentes. Além disso, a possibilidade de existéncia de variantes
intraespecificos com diferentes potenciais reprodutivos deve ser investigada. Essa informagao
seria util em programas de melhoramento genético de plantas, uma vez que o uso de varias
populacdes diferenciadas da mesma espécie nos screenings para resisténcia eliminaria
possiveis resultados contraditorios. Portanto, o desenvolvimento de estratégias de manejo ¢é
diretamente relacionado com a variabilidade genética do nematoide.

Meloidogyne spp. sdo identificadas principalmente pela caracteristica
morfoldgica das fémeas, além do padrdo perineal; caracteristicas de machos e juvenis de
segundo estadio sdao complementares. No entanto, a caracterizagdo confiavel de espécies de
Meloidogyne com base em morfologia é subjetiva, mesmo para taxonomistas bem

familiarizados com o género. Contudo, outras ferramentas sdo importantes para identificagao
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de espécies, como a caraterizacdo fenotipica, na qual utilizam-se hospedeiros diferenciadores,
a caracterizacao bioquimica e a identificacdo molecular, que auxilia no esclarecimento das
variabilidades intraespecifica e interespecifica dentro do género Meloidogyne.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho ¢ caracterizar populacdes de
M. paranaensis coletadas em lavouras de café infestadas quanto a morfologia dos seus
padrdes perineais, aos seus perfis eletroforéticos de a-esterase e a sua fisiologia em genotipos

de café.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MELOIDOGYNE SPP. NA CULTURA DO CAFE

A primeira publicag@o sobre o parasitismo de um nematoide em cafeeiro foi
realizada por Joubert no ano de 1878, e, posteriormente, no ano de 1887, Goeldi, estudando a
doenca mencionada por Joubert, denominou o agente causador da enfermidade de
Meloidogyne exigua, estabelecendo o género Meloidogyne. A palavra vem do grego melon,
que significa magd ou fruto do cabaceiro, 0id (semelhante) e gyne (fémea) (TIHOHOD,
1993).

Atualmente, sdo descritas cerca de 90 espécies de Meloidogyne e, dentre
essas, 17 estdo em associagdo com plantas de café. Destas, pelo menos trés ocorrem e causam
danos em lavouras de café no Brasil, M. paranaensis Carneiro et al., 1996, M. incognita
(Kofoid; White, 1919) Chitwood, 1949 ¢ M. exigua Goeldi, 1892 (SANTOS et al., 2001;
CARNEIRO; COFCEWICZ, 2008). Essas espécies sao consideradas importantes devido a sua
ampla distribuicdo geografica e pela intensidade dos danos que causam (GONCALVES et al.,
2004).

Levantamentos de fitonematoides em areas cafeeiras evidenciam que, em
Sdo Paulo, foram encontradas as espécies M. incognita, M. exigua, M. paranaensis e M.
coffeicola (LORDELLO; LORDELLO, 2001). No Estado de Minas Gerais, existem relatos de
ocorréncia de M. paranaensis (CASTRO; NAVES; CAMPOS, 2003), entretanto, a maior
disseminagdo é de M. exigua (OLIVEIRA et al., 2005). No Estado do Parana, a
predominancia ¢ de M. paranaensis, seguida de M. incognita (KRZYZANOWSKI et al.,
2001; ITO et al., 2014; MATUNAGA et al., 2016).

Meloidogyne exigua esta bastante disseminado em varias regioes cafeeiras
importantes do pais, como Mogiana (SP), Zona da Mata (MG), Alto Paranaiba (MG),
Triangulo Mineiro (MG) e Sul de Minas (MG), ou seja, ocorre na principal regido cafeeira do
pais (GONCALVES; SILVAROLLA, 2001). Também ja foi observado em cafezais nos
Estados do Parand, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Bahia, Distrito Federal e Ceard (SANTOS,
1997). No Estado do Parana, foi identificado parasitando cafeeiros em dois municipios,
Altonia e Terra Roxa (PORTZ et al., 2006). A consequéncia do processo de parasitismo de M.
exigua nas produgdes iniciais do cafeeiro sdo perdas de 50 a 68,2% (GUERRA NETO et al.,
1985). Além disso, Barbosa et al. (2004) observaram reducao de 45% na produtividade de

café devido ao ataque desse nematoide.



15

Em condi¢cdes de casa de vegetagdo, Rodrigues e Crozzoli (1995)
inocularam densidades populacionais crescentes (de 0,125 a 64 ovos/ cm’ de solo) de M.
exigua em mudas de café, cultivares Caturra Amarillo ¢ Catimor P4 e, estes autores
observaram redugdo do desenvolvimento da parte aérea a partir da densidade de 16 ovos/ cm’
de solo. Aplicando a analise de Seinhorst para estabelecimento do limite de tolerancia da
cultura a esse nematoide, os mesmos autores verificaram que, para as variaveis relacionadas
ao desenvolvimento da parte aérea das plantas, esse limite seria de 0,25 ovos/ cm’ de solo. Di
Vito et al. (2000) também estabeleceram limites de tolerancia baixos para M. exigua em café
“S30 Tomé”, da ordem de 1,2 ovos/ cm’ de solo. Tal diferenca pode ter sido obtida em funcio
das cultivares utilizadas e condi¢gdes ambientais em que cada experimento foi conduzido, ndo
havendo inferéncias a respeito dos danos que poderiam ocorrer em condi¢des de campo.

Meloidogyne incognita ¢é outra espécie de nematoide amplamente
disseminada em cafezais do Brasil, tendo sido identificada em propriedades dos Estados do
Espirito Santo (LORDELLO; HASHIZUME, 1971), Minas Gerais (LIMA et al., 1985;
CAMPOS; MELLES, 1987) e Bahia (SOUZA et al., 2000). Nas regides do arenito do Estado
de Sdo Paulo, ¢ a espécie com maior disseminacdo (GONCALVES; SILVAROLLA, 2001;
CARNEIRO et al., 2005). Em 1970, era considerado como um dos principais nematoides
para a cafeicultura brasileira (LORDELLO; MELLO FILHO, 1970). M. incognita ¢é
responsavel por grande destrui¢do do sistema radicular das plantas de café, causa fendas e
descorticamento, com eliminagdo quase total de raizes laterais. Isso resulta em um estado de
declinio, com desfolha, clorose e sintomas de deficiéncias nutricionais que pode levar a
planta a morte (CAMPOS; VILLAIN, 2005). Entretanto, pesquisa realizada por Carneiro e
Almeida (2000) indicou aumento significativo da distribui¢ao de 70% de M. paranaensis e
decréscimo de 30% de M. incognita em cafezais brasileiros, provavelmente devido a
identificagdo erronea de M. paranaensis antes de sua descrigdo como espécie valida, uma vez
que era classificado como M. incognita raga 5 ou biotipo IAPAR (CARNEIRO et al., 1996).

No Estado do Parana, M. incognita e M. paranaensis sdo os principais
fitonematoides da cafeicultura (CARNEIRO et al., 1992; ITO et al., 2013; MATUNAGA et
al., 2016). Juntos, podem causar destruicdo de até 85% do volume do sistema radicular de C.
arabica em um periodo de até cinco anos de cultivo (BERTRAND; ANTHONY, 2008).
Krzyzanowski et al. (2001) realizaram um levantamento em que coletaram 657 amostras no
Estado do Parana e, em 224 delas, identificaram Meloidogyne spp., sendo que M. paranaensis
foi encontrado em 43,8% das amostras e M. incognita em 17,8%; em 22,8% das amostras, foi

encontrada mistura de M. paranaensis e M. incognita. Mais recentemente, Ito et al. (2013) e



16

Matunaga et al. (2016), em levantamento de espécies de Meloidogyne nas regides noroeste e
norte do Estado, observaram que M. paranaensis estava presente em 73,1% das amostras
coletadas na regido noroeste e em 30,15% das amostras da regido norte, enquanto que M.
incognita, em 15,4% e 5,55% das amostras, respectivamente. A mistura de ambas as espécies
foi observada em 15,4% e 2,38% das amostras, respectivamente.

Meloidogyne paranaensis foi ainda detectado em cafezais de alguns municipios do Alto
Paranaiba ¢ do Sul de Minas Gerais (SANTOS, 1997; CASTRO et al., 2008; CASTRO;
CAMPOS, 2004) e pode ser uma ameacga para a cafeicultura mineira ja que, neste Estado,
predomina M. exigua, que é uma espécie menos agressiva. M. paranaensis também foi
identificado atacando cafeeiros nos estados de Goias (SILVA; OLIVEIRA; ZAMBOLIN,
2009), Espirito Santo (BARROS et al., 2011) e Sdo Paulo (FAVORETO; SANTOS, 2001;
KUBO et al., 2001; CARNEIRO et al., 2005). Além do Brasil, no café, M. paranaensis foi
relatado na Guatemala e nos EUA (Havai) (CARNEIRO et al., 2004; CAMPOS; VILLAIN,
2005). As perdas ocasionadas por esta espécie podem variar desde a redugdo da
produtividade da cultura até a morte das plantas (SILVA et al., 2009). Em condig¢des de alta
infestacado, este fitoparasita pode reduzir a produtividade a niveis antiecondmicos na primeira
colheita, tanto em solo arenoso como em argiloso para cultivares suscetiveis, como Mundo

Novo, Catuai e IAPAR 59 (MATA et al., 2000).

2.2 MELOIDOGYNE PARANAENSIS

Meloidogyne paranaensis apenas recentemente foi descrito como espécie
valida, uma vez que foi inicialmente identificado como M. incognita e, por cerca de duas
décadas, foi considerado apenas uma variante dessa espécie expressando alta viruléncia ao
cafeeiro. Nos anos 1990, essa populagdo foi encontrada atacando cafeeiros no Parana,
representando entdo, cerca de 52% das infestacdes causadas por nematoides de galhas no
Estado (CARNEIRO et al., 1996). Carneiro (1993) descreveu essa variante de M. incognita
com a denominagdo de “bidtipo IAPAR”.

Posteriormente, com base em diferengcas morfologicas e bioldgicas, esta
populagdo foi descrita e designada como M. paranaensis (CARNEIRO et al., 1996). Sua
diferencia¢do daquela espécie também pode ser realizada através de seus fendtipos de a-
esterase [Est P1 (= Est F1) e P2] (CARNEIRO et al., 2004) e de marcadores do tipo SCAR
(RANDIG et al., 2002; RANDIG; CARNEIRO, CASTAGNONE-SERENO, 2004). A
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reproducao dessa espécie € caracterizada por ser via partenogénese mitotica, com numero de
cromossomos 3n = 50-52 (CHITWOOD; PERRY, 2009).

De acordo com a descricdo de M. paranaensis, seu padrdo perineal é
tipicamente retangular para ovalado, o arco dorsal geralmente ¢ alto, quadrado, sendo que as
estrias laterais variam de finas a grossas, lisas ou onduladas. As linhas do campo lateral
geralmente sdo descontinuas, ndo apresentam incisuras distintas e, as vezes, aparecem como
uma depressao linear descontinua levemente marcada por pausas e garfos. Todas as variantes
apresentam configuracdo triangular das estrias na regido apds o anus. Além disso, os
fasmideos sdo conspicuos (CARNEIRO et al., 1996).

Essa espécie, assim como as demais do género, ¢ endoparasita sedentaria. A
infeccdo ocorre quando o juvenil de 2° estddio (J,) atravessa o parénquima cortical e
posiciona a regido anterior na periferia do cilindro vascular, ao nivel da endoderme/periciclo e
inicia o parasitismo (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

No parasitismo, o nematoide insere seu estilete na célula vegetal e injeta
secrecOes esofagianas, estimulando a formacdo de um cendcito localizado ao redor da
extremidade anterior do seu corpo. Essas células sdo hipertrofiadas, com citoplasma denso,
granuloso e nucleos/nucléolos muito evidentes, essenciais a alimentacdo e ao
desenvolvimento subsequente do nematoide (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

Apos a infeccdo inicial e o estabelecimento de seu parasitismo nas plantas, a
fémea inicia seu desenvolvimento, tornando-se obesa, de corpo globoso, de colora¢ao branco-
leitosa, os 6rgdos reprodutivos amadurecem e a regido anterior forma um “pescogo”. Com o
amadurecimento dos o6rgdos reprodutivos, a fémea deposita todos os ovos em um unico local
da raiz, originando um tipico aglomerado ou massa (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

Os ovos mantém-se unidos devido a presenca de substincias gelatinosas
secretadas pelas glandulas retais da fémea, que flui através do anus durante o periodo de
oviposi¢do, protegendo-os da dessecacdo. As massas de ovos sdo formadas internamente, no
parénquima cortical, ou externamente, sobre a superficie das raizes, podendo conter até¢ 400
ovos (FERRAZ; MONTEIRO, 2011), dependendo do hospedeiro e das condigdes ambientais.
Os ovos passam por fases embrionarias, dividindo-se continuamente até atingirem um estagio
multinuclear, dando origem a fase juvenil.

No interior dos ovos, encontram-se juvenis de 1° estadio (J;), que sofrem a
primeira ecdise, originando os juvenis de 2° estadio (J,). Os J, eclodem, sendo vermiformes e
moéveis, € migram no solo a procura de raizes de um hospedeiro favoravel (FERRAZ;

MONTEIRO, 2011). Seguindo um gradiente de concentracdo de exsudatos radiculares, o J,
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orienta seu movimento em dire¢do a raiz e penetra na regiao da zona de alongamento celular,
logo atras da coifa (FREITAS; OLIVEIRA; FERRAZ, 2001).

Ap0s a penetragdo na raiz, o J, estabelece o parasitismo e, gradualmente,
torna-se mais robusto e com corpo salsichoide, perdendo sua mobilidade e tornando-se
sedentdrio. Atingindo seu maximo crescimento, o juvenil sofre sua segunda ecdise, se
transformando em juvenil de 3° estadio (J3), que, em seguida, dd origem ao juvenil de 4°
estddio (J4) ou pré-adulto. Tanto o J; como o J4 ndo possuem estilete e o esdfago ¢
praticamente degenerado, sendo incapazes de se alimentar. Ocorre ainda a quarta e Ultima
ecdise, no qual o adulto (macho ou fémea) ¢ formado, com estile ¢ eséfago regenerados
(FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

Quando a fémea ¢ formada, ela continua a engrossar até ficar esférica e
completa seu amadurecimento no interior da planta, resultando na postura de ovos. Essa
espécie se reproduz por partenogénese mitotica obrigatéria (CARNEIRO et al., 1996), no qual
nao € necessaria a presenga do macho para completar o ciclo de vida e os ovos vidveis podem
ser produzidos pelas fémeas sem a ocorréncia da fertilizacdo. Dessa forma, os machos tém seu
numero reduzido ou encontrado em condi¢des ambientais desfavoraveis, onde o juvenil que
daria origem a fémea passa por reversao sexual, tornando-se macho (FREITAS; OLIVEIRA;
FERRAZ, 2001).

Uma vez que ocorre a formacdo do macho, este mantém a forma
vermiforme, rompe a cuticula que o envolvia no 4° estddio, abandona a raiz, ndo se alimenta
e, na maioria das espécies de Meloidogyne, nao tém papel na reprodugao (TIHOHOD, 1993;
FERRAZ et al., 2010).

Normalmente, o ciclo completo de vida deste fitonematoide completa-se em
21 a 28 dias, com temperatura variando de 25 a 30 °C (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).
Entretanto, o ciclo de vida pode variar, dependendo da espécie vegetal e de fatores
ambientais, como umidade e temperatura (TTHOHOD, 1993).

As alteragcdes morfologicas causadas pelo nematoide incitam multiplicagdo
desordenada das células do cortex (hiperplasia) e, normalmente, formam engrossamentos
radiculares denominados galhas. No interior da galha, podem-se encontrar varias fémeas se
alimentando e parasitando a raiz (FREITAS; OLIVEIRA; FERRAZ, 2001). No tocante as
alteracdes fisioldgicas, a presenga do cendcito causa interrupcao e desorganizacao do sistema
vascular, o citoplasma se torna denso, ha espessamento da parede, o ntcleo torna-se evidente,

ficando reduzida a absorcao e o transporte de agua e nutrientes (TIHOHOD, 1993).
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Inicialmente, o parasitismo dos nematoides do género Meloidogyne resulta
na formac¢ao de galhas tipicas, como as observadas em M. exigua, ou um leve inchaco das
radiculas, como em M. paranaensis, M. incognita e M. coffeicola, formado pela propria planta
como uma reagdo as toxinas introduzidas pelo fitopatogeno (CAMPOS; VILLAIN, 2005).
Embora sejam muito comuns nas plantas atacadas, ndo constituem sintoma obrigatdrio,
estando ausentes em certas interagdes (CAMPOS; VILLAIN, 2005).

Carneiro et al. (1996) descreveram que plantas de café infestadas por M.
paranaensis no campo apresentam praticamente todo o sistema radicular atacado, inclusive a
raiz principal, ocasionando engrossamentos, descorticamentos, rachaduras e necrose dos
tecidos do cortex, com total desorganizagao deste tecido, podendo ocorrer reducdo no sistema
radicular.

Em consequéncia dos danos causados no sistema radicular e nas células das
plantas, ocorrem sintomas caracteristicos na parte aérea, como desuniformidade no
crescimento, desfolha, murcha, sintomas de deficiéncias nutricionais e diminui¢do na
producdo. Esses sintomas podem levar a morte da planta. Além disso, nota-se a formagao de
reboleiras, uma vez que a distribuicdo deste fitopatdgeno no solo ¢ irregular, existindo areas

de maior ou menor extensao (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

2.3 MANEJO DE NEMATOIDES NA CULTURA DO CAFE

O controle de fitonematoides ¢ uma tarefa de dificil realizag¢do, ainda mais
em lavouras cafeeiras, de ciclo perene, onde cada situagao necessita de cuidadosa analise para
recomendacdo dos métodos (MACHADO et al., 2013). No Brasil, as ferramentas de manejo
mais utilizadas para lavouras infestadas sdo a rotacdo de culturas, especialmente em areas de
renovagao da lavoura, variedades resistentes ou uso de porta enxerto resistente € o manejo do
solo com plantas antagonistas (MACHADO et al., 2013).

A rotagdo de culturas ¢ um método eficiente de reducdo populacional,
especialmente em culturas anuais e consiste na utilizagdo de plantas antagonistas ou nao
hospedeiras dos nematoides durante um periodo de tempo (FERRAZ et al., 2010). Para os
nematoides de galhas, diversas espécies vegetais ja foram indicadas para uso em rotacao de
culturas, incluindo algumas espécies de gramineas, cruciferas, leguminosas de adubagdo
verde, entre outras (WHITEHEAD, 1998). Entretanto, no café, sua aplicagdo ¢ viavel quando
da renovagdo da lavoura, o que torna sua utilizagdo bastante restrita. Infelizmente, varias das

espécies vegetais recomendadas para o manejo de nematoides apresentam alguma limitagao
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ao seu uso, seja pela dificuldade de manejo, seja pela aptidao climatica. Além disso, opgdes
de plantas para rotagdo de culturas visando o manejo de M. paranaensis sdo limitadas
(MACHADO et al., 2014). Uma alternativa para a utilizagdo de plantas ndo hospedeiras ou
antagonistas na cultura cafeeira seria seu cultivo na entrelinha da lavoura, desde que o
espacamento utilizado pelo produtor permita o cultivo de plantas nessa condi¢do, o que nem
sempre acontece.

No Estado do Parand, uma pratica ha muito tempo recomendada ¢ o manejo
de solo por um periodo de um ano e meio a dois anos, visando a redu¢do populacional desses
fitoparasitas, com posterior plantio de café enxertado em porta enxerto resistente, como a
variedade Apoata IAC 2258 de C. canephora (KRZYZANOWSKI et al., 2001).

Fontes de resisténcia aos nematoides do género Meloidogyne sao escassas
em Coffea arabica L., porém foram encontradas em espécies de C. canephora Pierre ex
Froehner, C. congensis Froehner ¢ C. dewevrei De Wild et Th. Dur. (GONCALVES, 1999).

Selegdes de “Icatu”, como a linhagem 925, t€ém apresentado boa resisténcia
a M. paranaensis (MATIELLO et al., 2005), além de plantas de “Icatu” (MATA et al., 2000,
2002; SERA et al., 2004). ‘Icatu Vermelho IAC 3888’ também ¢ resistente a M. paranaensis
(GONCALVES; SILVAROLLA, 2007); em alguns acessos de C. arabica da Etiopia foi
observada resisténcia a M. paranaensis (ANTHONY et al., 2003; BOISSEAU et al., 2009).

A cultivar IPR 100, derivada do cruzamento entre “Catuai” e um cafeeiro
arabico da série BA-10, portador de genes de C. liberica Hiern, apresentou resisténcia a M.
paranaensis e as ragas 1 ¢ 2 de M. incognita, provavelmente originadas de C. liberica (SERA
et al., 2007, 2009; ITO et al., 2008; KANAYAMA et al., 2009).

A utilizagdo de cafeeiros resistentes constitui-se em uma das principais
formas de controle de Meloidogyne spp. em lavouras cafeeiras, seja via porta enxerto ou pé
franco. A eficiéncia desse método dependera do conhecimento do nivel populacional de
fitonematoides na area, da espécie, além da utilizacdo de outros métodos em conjunto
(KRZYZANOWSKI et al., 2001). Portanto, ¢ extremamente apropriado a obtengdo de
cultivares resistentes a esses parasitas para serem utilizadas em areas infestadas.

Em vista do exposto, existem alguns métodos de controle para o nematoide
das galhas que parasitam o cafeeiro, entretanto, relacionado a M. paranaensis, a maioria deles
vem apresentando baixa eficiéncia em areas implantadas com alta populagdo inicial (MATA
et al., 2000).

Para a adogdo de qualquer das medidas de manejo acima descritas, ¢

imprescindivel uma identificagdo correta das espécies em questdo. Os dados obtidos através
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de levantamentos populacionais sdo uteis nao s6 na identificagdo dos nematoides associados
com a cultura e sua distribuicdo numa dada localidade, mas possibilitam, ainda, o inicio de
estudos a respeito da biologia, ecologia e controle de fitonematoides (DAVIDE, 2003).
Pesquisas de levantamento de nematoides ¢ fonte de informag¢do importante para a adogdo de
medidas de manejo, como rotagdo de culturas e o plantio de variedades resistentes quando o
nivel de infestagdo ja atingiu o nivel de dano para a cultura (DAVIDE, 2003).

Além do mais, nas condi¢des brasileiras, o0 manejo de nematoides esbarra
em varias dificuldades. Existe uma grande diversidade de géneros e espécies de nematoides,
que devem ser devidamente conhecidos. Estes, geralmente apresentam ciclos de vida mais
curtos € mais geragdes por ano agricola em elevadas temperaturas, causando grande pressao
de inoculo. Outro fator de elevada importancia ¢ a frequente presenca de espécies
concomitantes na mesma area que podem causar sérios prejuizos (MATUNAGA et al., 2016),
0 que ¢ obviamente muito relevante quando da introducdo de materiais resistentes. Essa
estratégia ainda enfrenta uma série de desafios, tais como a existéncia de populacdes atipicas
dos nematoides, com capacidade de quebra da resisténcia de genotipos resistentes.

Em resposta ao crescente apontamento de quebra de resisténcia a M.
incognita (SILVA et al., 2016) e M. paranaensis (SHIGUEOKA et al., 2016) em plantas
cultivadas, incluindo o caf€¢, se faz necessario um aprofundamento no estudo da diversidade
genética desses patogenos, buscando identificar padrdes genéticos e suas frequéncias, e
entender como as suas populagdes podem diferir umas das outras. Tais informagdes podem
favorecer o desenvolvimento de estratégias de manejo desses nematoides, por meio dos
programas de melhoramento ¢ de acdes voltadas ao controle genético, tais como o

silenciamento génico e a transgenia.

2.4 VARIABILIDADE GENETICA EM MELOIDOGYNE SPP.

Em estudos visando o uso da resisténcia no controle de Meloidogyne spp., a
origem da populagdo do fitonematoide ¢ um fator primordial, pois a variabilidade genética
intraespecifica tem sido observada em populacdes coletadas em diferentes localidades
(DAVIS et al., 1996; CARNEIRO; ALMEIDA, 2000; SILVA et al., 2003).

A variabilidade genética nas populagdes de nematoides ocorre
possivelmente devido a sua forma de reprodugdo, por anfimixia ou partenogénese facultativa
ou obrigatoria, ao grau de ploidia (haploide até varios niveis de poliploidia), ou variagdes no

numero de cromossomos somaticos (CASWELL; ROBERTS, 1987).
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A constatagao dessa variabilidade tem sido comprovada pela preferéncia em
relagdo as plantas hospedeiras, padrao isoenzimatico e analises de DNA (CHITWOOQD;
PERRY, 2009; ARAUJO FILHO et al., 2016; SILVA et al., 2016). A propria capacidade de
parasitar diversas espécies de plantas cultivadas sugere a existéncia de variabilidade genética
e alta capacidade de adaptagdo desses organismos (FREIRE et al., 2002).

Tal diversificagdo dos nematoides das galhas ¢ demonstrada em relagao aos
complementos cromossdmicos e polimorfismo de proteinas observados, sendo considerada
reflexo de uma complexa evolucdo do género, envolvendo poliploidizagdo e hibridacao
interespecifica, resultando em espécies partenogenéticas mitdticas a partir de ancestrais
sexuais diploides (CASTAGNONE-SERENO et al.,, 2013). Sendo assim, as espécies
mitoticas poliploides, como ¢ o caso de M. incognita, podem apresentar padrdes evolutivos,
enquanto as espécies com reduzidos nimeros de cromossomos, como M. exigua, podem estar
mais proximas do ancestral do género (CASTAGNONE-SERENO et al., 2013).

Estudos realizados por Carneiro et al. (1996) relatam que esta espécie €
triploide, apresentando 50 a 52 cromossomos, entretanto, Freire et al. (2002) afirmam que M.
paranaensis possui 28 cromossomos. Freire et al. (2002) supdem que a diferenga encontrada
no numero de cromossomos ¢ devida a ocorréncia de reproducdo partenogenética meidtica
facultativa associada a ancuploidia. Além disso, populagdes de M. paranaensis podem se
reproduzir por partenogénese mitdtica, contribuindo para o aumento da variabilidade genética
da espécie, conferindo adaptabilidade as condigdes adversas e capacidade de parasitar uma
gama maior de hospedeiros (FREIRE et al., 2002).

Essa variagdo intraespecifica observada em Meloidogyne spp. pode estar
relacionada ainda a interagdo planta e fitonematoides, resultando em diferengas na
hospedabilidade, agressividade e viruléncia (SILVA et al., 2016). Relacionar a diversidade ou
a variabilidade genética de populagdes de Meloidogyne spp. a sua capacidade de parasitar
plantas com genes de resisténcia, por meio do estudo de polimorfismo do DNA, pode ser um
caminho para se entender como determinadas combinagdes génicas atuam no sentido de
garantir adaptabilidade e sucesso no parasitismo. Além disso, a diagnose também ¢ dificultada
pela existéncia de variabilidade intraespecifica em determinados caracteres taxonomicos ou
moleculares (ROBERTS, 1995; TRUDGILL, 1991).

O polimorfismo gendmico observado ¢ em grande parte independente da
viruléncia. Tais dados sugerem que, dentro de uma espécie, os isolados virulentos nao
compartilham uma origem comum e sdo provavelmente resultado de eventos mutacionais

independentes (CASTAGNONE-SERENO, 2002).



23

2.5 METODOLOGIAS PARA IDENTIFICACAO, CARACTERIZACAO E DIAGNOSE DE MELOIDOGYNE

SPP.

A 1identificagdo de nematoides ¢ tarefa bastante complexa, uma vez que
existe grande numero de espécies com caracteristicas morfologicas ou morfométricas dificeis
de visualizagdo ou com sobreposi¢do de valores (OLIVEIRA et al., 2011). A técnica utilizada
para a identificacdo da espécie necessita ser precisa e bastante confidvel para nao ocorrerem
incongruéncias, que podem levar a um desastroso planejamento de manejo em dareas
infestadas. De Ley e Blaxter (2002) sugerem que, para a segura identificagdo de nematoides, ¢
necessaria a integragdo entre diferentes técnicas, por exemplo a relacdo entre dados
morfologicos ou morfométricos e moleculares.

Para a diagnose de Meloidogyne spp., os métodos mais utilizados sdo a
analise da configuracdo perineal das fémeas (TAYLOR; NETSCHER, 1974), a morfologia da
regido labial e do estilete de juvenis de segundo estddio, de machos ¢ fémeas, o teste de
hospedeiros diferenciais (HARTMAN; SASSER, 1985), a caracterizacdo citogenética
(TRIANTAPHYLLOU, 1985), a eletroforese de isoenzimas (ESBENSHADE;
TRIANTAPHYLLOU, 1985) e a caracterizagdo molecular (CURRAN et al., 1985).

A correta identificagdo das espécies de Meloidogyne ¢ de grande
importancia para o controle eficiente da doenca, além de ser uma tarefa dificil, pois como ja
citado existem muitos caracteres subjetivos e imprecisos € a diagnose baseada apenas em
padroes morfoldgicos, como a configuragdo perineal das fémeas ou morfologia da regido
labial de individuos, pode resultar em erros. Ademais, pode ocorrer variagdo em relagdo ao
comportamento nos hospedeiros, variagdo no modo de reproducdo que pode gerar
variabilidade, além da existéncia de espécies cripticas, que sdo aquelas morfologicamente
semelhantes, mas geneticamente distintas (HUNT; HANDOO, 2009; VAN OPPEN et al.,
2001).

Para garantir melhor seguranga na identificagdo, a diagnose das principais
espécies de Meloidogyne pode ser realizada através da eletroforese de isoenzimas, envolvendo
proteinas soluveis de fémeas do nematoide (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001). Inicialmente
publicada por Esbenshade e Triantaphyllou em 1985, esta técnica foi utilizada por centenas de
trabalhos de caracterizacdo de espécies de Meloidogyne, demonstrando sua eficiéncia ¢
seguranga para tal finalidade, sendo ainda hoje a principal ferramenta para a diagnose desse
género em termos mundiais (BLOK; POWERS, 2009). Entretanto, mesmo sendo bastante

segura, ndo ¢ possivel distinguir ragas de uma mesma espécie utilizando-se a eletroforese de
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isoenzimas (JANATI et al., 1982).

Além da caracterizagdo por eletroforese de isoenzimas, varios métodos t€ém
sido descritos a partir da extragcdo de DNA de fémeas, juvenis, ovos e machos de Meloidogyne
spp. (BLOK; POWERS, 2009). A técnica de amplificacio de DNA por PCR (reacdo em
cadeia de polimerase), seguramente a mais utilizada para diagnose molecular de patdégenos,
auxilia na melhor discriminagdo interespecifica de espécies de Meloidogyne, sendo utilizada
especialmente em combinacdo com outras ferramentas, como marcadores moleculares,
notadamente os do tipo SCAR, RFLP e RAPD, através da amplificagdo de regides do DNA
mitocondrial ou ribossomico (POWERS; HARRIS, 1993; PETERSEN et al., 1997; BLOK;
POWERS, 2009; FERRAZ; BROWN, 2002).

O DNA ribossdmico (rDNA) e o DNA mitocondrial (mtDNA) sdo as
regides do genoma de nematoides que tém sido utilizadas para caracterizacdo entre espécies.
O rDNA ¢ a regido mais estudada nos nematoides, por ser altamente conservada (JONES;
PHILLIPS; ARMSTRONG, 1997; POWERS, 2004); consiste de trés genes ribossomais, 18S,
5.8S e 28S (26S), que contém duas regides espacadoras (ITS-1 e ITS-2) entre eles, separadas
pelo gene 5.8S (HILLIS; DIXON, 1991; DORRIS; DE LEY; BLAXTER, 1999). Além dessas
regides, contém o espaco interno transcrito (ITS), espago externo transcrito (ETS) e a regido
do espago intergénico (IGS), que sdo foco para estudos de filogenia (CASTAGNONE-
SERENO; SKANTAR; ROBERTSON, 2011). A maioria da varia¢do na sequéncia no tDNA
ocorre nas regides intergénicas transcritas ou ndo transcritas em comparagdo as regides
codificadoras (5.8S) (CASTAGNONE-SERENO; SKANTAR; ROBERTSON, 2011). A
principal vantagem dos marcadores baseados em rDNA ¢ que eles apresentam varias copias,
fornecendo um amplo material para estudo com variagdes e estabilidade (CASTAGNONE-
SERENO; SKANTAR; ROBERTSON, 2011).

A regido 18S do rDNA, especialmente suas regides espacadoras ITS1 e
ITS2, ¢ importante para reconstrugdo filogenética do filo Nematoda, para anélises de relagao
entre familias e para gera¢do de informagdes para a iniciativa do codigo de barras para
nematoides (DNA barcoding) (CASTAGNONE-SERENO; SKANTAR; ROBERTSON,
2011). Também em caracterizagdo de populagdes ou novas espécies de fitonematoides de
plantas sdao frequentemente incluidas anélises da sequéncia 18S (CASTAGNONE-SERENO;
SKANTAR; ROBERTSON, 2011).

As sequéncias de nucleotideos das regides ITS tém sido utilizadas para
estudo das estruturas populacionais e para fins de diagndstico, podendo também ser uteis no

desenvolvimento de primers especificos (WANG et al., 2003; HUBSHEN et al., 2004;
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MACHADO; FERRAZ; OLIVEIRA, 2007). Além disso, também sdo bastante utilizadas para
estudo das relagcdes filogenéticas entre espécies de nematoides (BECKENBACH; BLAXTER;
WEBSTER, 1999; SUBBOTIN et al., 2001; SABO et al., 2002). Para fins diagndsticos,
entretanto, a utilizagdo dessas regides deve ser vista com cautela, pois as mesmas acumulam
mutagdes, insercdoes e delecdes ao longo do processo evolutivo da espécie, gerando
variabilidade genética, que pode interferir na eficiéncia de métodos diagndsticos
(MACHADO, 2006). Além disso, a presen¢a de multiplos tipos de ITS dentro de espécies ou
mesmo entre individuos também ¢ considerada uma desvantagem do uso das regides ITS
como alvo para o diagnostico de espécies (ROBERTS et al., 2016).

Outra regidao do rDNA que tem sido alvo de diversos estudos ¢ a 28S (26S),
notadamente a chamada extensdo D2/D3. Essa regido estad presente em uma subunidade
ribossomica que apresenta um numero de diferentes dominios que evoluem em taxas
diferentes, entre eles os segmentos de expansao (HASSOUNA; MICHOT; BACHELLERIE,
1984). A regidao de expansao D2/D3 ¢ util para reconstru¢ao de eventos evolutivos mais
recentes ou para determinar relagdes entre organismos proximos, ou seja, as relagdes
interespecificas, podendo ser utilizada para fins diagnosticos (ROBERTS et al., 2016).

Tanto as regides ITS e 18S, quanto D2/D3, sdo frequentemente utilizadas
para diagnosticar espécies de Meloidogyne que possuem caracteres morfologicos ou
fisiologicos semelhantes, como ¢ o caso de M. hispanica, M. incognita e M. arenaria (BLOK;
POWERS, 2009). Entretanto, M. hispanica apresenta tamanho de sequéncia da regido ITS
idéntico ao de M. ethiopica, o que inviabiliza o diagnostico utilizando-se apenas essa regido;
vale ressaltar que ambos apresentam D2/D3 com tamanhos diferentes, podendo ser separados
dessa forma (LANDA et al., 2008). Apesar desse fato, a distincdo entre espécies de
Meloidogyne baseando-se no tamanho de fragmentos dessas regides apresenta a vantagem de
que os produtos atuam como controle positivo, ou seja, sempre € possivel a visualizagdao de
algum produto, em contraste com o uso de primers especificos, onde um produto ¢
unicamente obtido da espécie alvo do primer especifico e resultados negativos ndo podem ser
distinguidos de reagdes que falharam (BLOK; POWERS, 2009).

O DNA mitocondrial (mtDNA) também pode ser utilizado em estudos
envolvendo nematoides. Essa regido apresenta muitas vantagens como marcador, pois ocorre
em multiplas copias por célula, sendo facilmente amplificado, ¢ altamente conservado entre
animais, com raras duplica¢des, ndo apresenta introns e suas regides intergénicas sdo muito
curtas (GISSI et al., 2008). Suas regidoes de controle, varidveis, sdo geralmente ladeadas por

regides altamente conservadas, chamadas regides funcionais, permitindo o desenho de
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primers especificos (GISSI et al., 2008). Também ¢ considerado um alvo ideal para estudos
filogenéticos e para fins diagnésticos (DERYCKE et al., 2010), com pressuposi¢des feitas
sobre os processos envolvidos na heranga, conservacao e evolu¢do do mtDNA (ROBERTS et
al., 2016). Isso porque o mtDNA teria heranca uniparental (SONG et al., 2014), pelas células
germinativas maternas, estando associado a segregagdo vegetativa que remove a
heteroplasmia, ou seja, a presenca de mais de um tipo de mtDNA, com alta eficiéncia,
pressupondo-se que o mtDNA efetivamente ndo ¢ recombinante. As variagcdes ocorridas nessa
regido, originaram, portanto, a partir de mutagdes que seriam herdadas de forma clonal pela
linha maternal (ROBERTS et al., 2016). Sua utilizagdo tem sido fundamental para responder
questdoes ligadas a ecologia e biologia evolutiva (AVISE et al.,, 1987), genética da
conservagdao (ROBERTSON et al., 2007), entre outras.

Além dessas, uma técnica bastante segura, mas ainda sem utilizacdo em
rotina laboratorial no pais, ¢ o codigo de barras do DNA (DNA barcode) (OLIVEIRA et al.,
2009). Seu uso foi proposto pelo laboratorio de Cold Spring Harbor (EUA), em 2003
(POWERS, 2004), tendo como principio a ideia de que, em um pequeno trecho do genoma do
organismo, especifico para cada espécie, geralmente o DNA mitocondrial ou DNA
ribossOmico, existiria variacdo suficiente para separar as espécies existentes no planeta. A
aplicacdo de tal técnica ¢ baseada em sequenciamento de regides do genoma do organismo,
garantindo total seguranca na correta identificacdo das espécies. Inumeras sequéncias de
espécies de nematoides, inclusive de Meloidogyne spp., estdao disponiveis em bases de dados
eletronicas especificas e com acesso aberto, permitindo a utilizagdo do cédigo de barras do

DNA para diagnose de nematoides.

2.5.1 Caracterizagdo Morfologica

A identificagdo de espécies de Meloidogyne baseada apenas em caracteres
morfoldgicos, especialmente a configuracdo perineal de fémeas, foi, por muito tempo, a unica
ferramenta disponivel para tal finalidade (CARNEIRO et al., 2000). Entretanto, a precisdo e a
confiabilidade da diagnose baseada apenas em padrdes morfologicos ¢ duvidosa, mesmo
tratando-se de taxonomista qualificado e especializado no género Meloidogyne
(ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1990), devido a sobreposicdo de varias
caracteristicas existentes entre as diversas espécies filiadas ao género Meloidogyne, além da
ocorréncia de variagdes intraespecificas e/ou intrapopulacionais (CARNEIRO et al., 2007;

CARNEIRO; ALMEIDA; CARNEIRO, 1996a; CARNEIRO et al., 2004).
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O padrao perineal ¢ observado na regido posterior das fémeas adultas de
Meloidogyne spp., que ¢ composta pelo anus ¢ vulva, correspondendo a regido perineal
propriamente dita, o término da cauda, fasmideos, linhas laterais e estrias cuticulares que
circundam tal regido, que conferem caracteristicas especificas para cada espécie (HUNT;
HANDOO, 2009). Por exemplo, a configurag@o perineal de M. paranaensis apresenta formato
retangular a oval, com arco dorsal alto, estrias finas ou mais grossas, sendo lisas ou
onduladas, com auséncia de linha lateral (HUNT; HANDOO, 2009).

A utilizacdo exclusiva da observag¢do de modelos perineais, como realizado
em alguns laboratdrios, mostra-se consideravelmente limitada para identificagdo especifica de
Meloidogyne spp., devido aos fatores supra mencionados. Provavelmente, sdo inimeros os
casos de identificagdes equivocadas. Por exemplo, os relatos de popula¢des de M. incognita
em café na Guatemala e El Salvador, que haviam sido baseadas em padrdes perineais, devem
ser consideradas com cautela, pois pesquisas recentes realizadas nesses paises, com o auxilio
de fenotipagem por enzimas, ndo detectaram M. incognita e, sim, M. paranaensis e M.
izalcoensis (CARNEIRO et al., 2004). Soma-se, ainda, o consideravel nimero de espécies que
exibem padrdo perineal similar ao de M. incognita, sendo erroneamente identificadas, como ¢
o caso de M. paranaensis (CARNEIRO et al., 1996).

Entretanto, a utilizagdo dos padrdes perineais € interessante para estudos
populacionais, especialmente quando forem complementares as técnicas bioquimicas,
fisiologicas e moleculares (CARNEIRO et al., 2004; CARNEIRO; COFCEWICZ, 2008), uma
vez que podem contribuir com maior abrangéncia para o esclarecimento da variabilidade

observada em diferentes populagdes da mesma espécie.

2.5.2 Caracterizagdo Bioquimica

A identificagdo das espécies de Meloidogyne ndo ¢ tarefa simples e a
utilizacdo apenas de caracteres morfoldgicos deve ser vista com cautela, especialmente por
laboratorios de diagnose, em que a correta identificagdo ¢ crucial para a recomendagdo de
manejo ou para fins quarentendrios. Metodologias mais precisas e confidveis devem ser
priorizadas, como a identificagdo bioquimica por meio de isoenzimas.

A técnica de eletroforese de isoenzimas consiste na avaliagdo da migracao
ou mobilidade relativa (MR) das enzimas. A MR das enzimas em gel de acrilamida sob
corrente elétrica varia de acordo com suas cargas elétricas e pesos moleculares, levando a

visualizag¢ao de isoformas em diferentes posi¢cdes no gel, no qual sdo especificas para a maior
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parte das espécies de Meloidogyne. As principais vantagens sdo o reconhecimento de
Meloidogyne spp., mesmo em mistura, identificacdo de populagdes atipicas, eficiéncia,
confiabilidade e rapidez (CARNEIRO et al., 2000, BLOK; POWERS, 2009).

De acordo com Carneiro e Almeida (2000), sdo utilizadas fémeas branco
leitosas (no inicio da fase de oviposicdo) e os fendtipos enzimaticos indicam a espécie de
Meloidogyne de acordo com o nimero de isoformas reveladas no gel de acrilamida. Os
padrdes enzimaticos sdo comparados com padrdo conhecido, ou seja, M. javanica, incluido na
eletroforese para determinar as distancias de migracao.

Dickson, Huisingh e Sasser (1971) e Hussey, Sasser e¢ Huising (1972)
realizaram as primeiras pesquisas em taxonomia bioquimica de nematoides das galhas e
empregaram a eletroforese para comparacdo de proteinas e enzimas de espécies de
nematoides. Ao longo do tempo, foram estudadas vdarias enzimas especificas para
identificagdo das espécies de Meloidogyne. Entretanto, as enzimas esterase, malato
desidrogenase, superoxido dismutase e glutamato oxaloacetato transaminase apresentaram as
melhores caracteristicas para identificagdo taxondmica (CARNEIRO et al., 1996; 2000). A
isoenzima esterase (Est) ¢ a mais estudada e utilizada na identificagdo de espécies de
Meloidogyne, com 40 fenétipos descritos (BLOK; POWERS, 2009).

A identificacdo por fenotipos enzimadticos tem sido amplamente utilizada,
tanto em trabalhos de diagnose, caracterizacdo de populagdes e levantamentos, quanto em
estudos descritivos de novas espécies (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1985;
CARNEIRO et al., 1996; CARNEIRO et al., 2004).

Essa técnica também tem sido 1util para confirmacdo ou refutacdo de
identificagdes equivocadas baseadas exclusivamente em caracteres morfologicos, como € o
caso de M. enterolobii (=M. mayaguensis) ¢ M. paranaensis. No primeiro caso, M.
mayaguensis, inicialmente descrito em 1988 por Rammah ¢ Hirschmann, entrou em sinonimia
com M. enterolobii (BRITO et al., 2004), descrito por Yang e¢ Eisenback em 1983, quando
estudos bioquimicos e moleculares foram utilizados para caracterizacdo de populagdes, sendo
alcada a condi¢do de uma das principais espécies do género (BLOK et al., 2002). A utilizagao
de caracteres morfoldgicos para a identificagdo dessa espécie no passado provavelmente levou
a muitos erros de identificagdao nos levantamentos realizados (BRITO et al., 2004).

A espécie, M. paranaensis, foi, por muitos anos, identificada erroneamente
como M. incognita raca 5 ou bidtipo IAPAR, em fungdo da grande semelhanca morfologica
entre as duas espécies. Por meio da observacdo de fendtipos de esterase, combinada com

estudos moleculares, M. paranaensis foi identificado e finalmente separado de M. incognita
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(CARNEIRO et al., 1996). Sua caracterizacdo bioquimica revelou fenotipo de esterase com
apenas uma isoforma (P1) e N1 para malato desidrogenase (CARNEIRO et al., 1996).

Até o momento, ndo existem padrdes enzimaticos para todas as espécies
descritas do género Meloidogyne, mas, para aquelas em que tais padrdes estdo disponiveis, a
seguranga na identificacdo ¢ elevada. Isso porque a variabilidade intraespecifica em nivel
enzimatico ¢ baixa, devido ao fato de que as enzimas sdo produzidas por meio da expressao
de genes altamente conservados, representado uma fragdo pequena do genoma funcional
(MCLAIN; RAI; FRASER, 1987).

Existem exemplos de fendtipos isoenzimaticos atipicos para espécies
validas de Meloidogyne ou mesmo fenotipos descritos na literatura para os quais ainda ndo ha
definicao especifica (BLOK; POWERS, 2009; ARAUJO FILHO et al., 2016). Por exemplo,
Cenis, Opperman e Triantaphyllou, (1992) relataram um padrao de esterase atipico (S1) de M.
incognita originado da Espanha. Adam, Phillips e Blok, (2005) descreveram o fendtipo S2
para isolados de M. incognita originados da Libia. Medina et al. (2007) encontraram Est S1,
Est F2b e Est F2a em 20% das amostras de figo no Brasil. Carneiro et al. (2007) observaram
um padrdo de esterase atipico L3 (Rm 1,0; 1,1; 1,3) e V3/V4 com menor isoforma (Rm 1,3) e
trés isoformas maiores (0,9; 1,2; 1,3) em vinhedos no Chile, identificados como Meloidogyne
sp. Nesses casos de ocorréncia de variantes intraespecificas, faz-se necessario o uso de mais
de uma enzima para identifica¢do das populagdes (BLOK; POWERS, 2009).

Especificamente para a cultura do café, os fendtipos de esterase
demonstraram ser uma eficiente ferramenta para identificagdo dos nematoides das galhas em
lavouras infestadas. Carneiro et al. (2005) identificaram, em levantamento realizado em
lavouras de café no Brasil, M. incognita (Est 11, 12), M. paranaensis (Est P1, P2), M. arenaria
(Est A2), M. arabicida Lopez & Salazar, 1989 (Est AR2), M. exigua (Est El1), M.
mayaguensis (=M. enterolobii) (Est M2) ¢ duas populagdes que apresentaram os padroes Est
SA2, SA4, posteriormente descritas como M. izalcoensis Carneiro, Almeida, Gomes &
Hernandez, 2005. O fenotipo P2 de M. paranaensis ¢ uma variante do inicialmente descrito,
P1.

A caracterizagdo e o entendimento acerca de variantes fenotipicos nas
populagdes de uma mesma espécie de Meloidogyne ¢ importante, pois o aparecimento de
variantes intraespecificos pode estar correlacionado com uma possivel variabilidade genética
dentro dessas populagdes. E esse ¢ um dos fatores que pode estar relacionado com a

especializacdo no parasitismo de determinada espécie.
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2.5.3 Caracterizagdo Fenotipica

A identificagdo de ragas fisiologicas em espécies do género Meloidogyne foi
inicialmente observada por Sasser (1952), que propds o reconhecimento formal da presenca
de variantes fisiologicos ou ragas. Posteriormente, o mesmo autor propds a série de
hospedeiros diferenciais para a classificagdo das racas, o chamado Teste de Hospedeiros
Diferenciais ou North Carolina Host Differential Test (HARTMAN; SASSER, 1985).

Esse teste ¢ realizado através de plantas diferenciadoras de familias
botanicas diferentes. As ragas s3o diferenciadas através de reagdes positivas e negativas,
observadas em plantas de tomate (Solanum lycopersicum ‘Rutgers’), fumo (Nicotiana
tabacum ‘NC 95°), algoddo (Gossypium hirsutum ‘Deltapine 61°), pimentdo (Capsicum
annuum ‘Early California Wonder’), melancia (Citrullus vulgaris ‘Charleston Gray’) e
amendoim (Arachis hypogaea ‘Florunner’) (HARTMAN; SASSER, 1985).

Apesar de ter sido recomendado como ferramenta auxiliar na identificagao
de espécies de Meloidogyne, e ndo como tnica forma de diagnose de espécies, muitos autores
tém utilizado o teste de hospedeiros diferenciais para fins diagnosticos. Entretanto, tal
situacdo apresenta sérios problemas, entre eles, o aparecimento de variantes fisiologicos
diferentes daqueles inicialmente descritos e, mais importante, a descri¢do de novas espécies
do género, que apresentam padrdes fenotipicos semelhantes as espécies inicialmente descritas,
sejam elas M. incognita, M. javanica, M. hapla e M. arenaria, para as quais o teste foi
proposto, levando a erros de identificagio (MOENS; PERRY; STARR, 2009). Nesse sentido,
Moens, Perry e Starr (2009) recomendam formalmente a descontinuidade da utilizagao do
teste para separacdo de ragas ou variantes, uma vez que esse teste ndo seria capaz de abranger
toda a diversidade presente no género em relacdo a capacidade parasitaria em diferentes
hospedeiros.

O termo “raga”, utilizado dentro do contexto originalmente descrito para
uma terminologia prevalente nos EUA na época, refere-se a populagdes de um patdgeno que
diferem em viruléncia em espécies hospedeiras que carregam genes especificos de resisténcia
efetivos para outras populagdes avirulentas desse patogeno (MOENS; PERRY; STARR,
2009). Esse sistema de classificagdo mistura a variagdo de viruléncia de populagdes e
diferentes espécies hospedeiras, o que, fitopatologicamente falando, ndo ¢ o mais correto.
Camargo (2011) define o conceito fitopatolégico de raga como aquele observado em
populacdes do patdégeno que atacam somente algumas cultivares da espécie hospedeira

(especializagdo intraespecifica), sendo a defini¢do de raga, portanto, dada de acordo com as
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reagoes fenotipicas das populagdes quando inoculadas em uma série de cultivares da mesma
espécie hospedeira, denominada série diferencial.

Em Nematologia, ragas tém sido utilizadas para classificar as variagdes
observadas em popula¢des do nematoide de cisto da soja (Heterodera glycines). Para as
populagdes variantes do nematoide de cisto da batata, Globodera rostochiensis, e do
nematoide de cisto dos cereais, Heterodera avenae, o termo patétipo tem sido preferido,
enquanto as variagdes observadas para o nematoide Ditylenchus dipsaci sdo classificadas em
bidtipos (STARR; BRIDGE, COOK, 2001).

A variagdo intraespecifica de Meloidogyne spp. pode ser expressa na
interacao hospedeiro e patégeno em trés niveis: reacdo de nao hospedeiro, agressividade e
viruléncia (STARR; BRIDGE, COOK, 2001). Nesse contexto, a reacdo de ndo hospedeiro, ou
imunidade, ¢ observada em plantas que ndo permitem o ataque do nematoide, geralmente
bloqueando a penetragio dos mesmos em seus tecidos radiculares ou prevenindo o
desenvolvimento do nematoide e sua reprodugao, sem sofrer danos. Viruléncia seria definida
de acordo com a habilidade do nematoide em se reproduzir em plantas hospedeiras com genes
de resisténcia, ou seja, nematoides virulentos possuem a capacidade de reprodugdo, enquanto
nematoides avirulentos ndo sdo capazes de se reproduzir na presenga de genes especificos de
resisténcia. Agressividade refere-se a diferencas na reproducao de populagdes de patogenos
em plantas com resisténcia horizontal, ou seja, a capacidade do nematoide de reproduzir-se
em todas as cultivares da planta hospedeira, mas com algumas variagdes (TRUDGILL, 1991).

A diversidade fenotipica e a variabilidade intraespecifica nas populacdes de
Meloidogyne spp. em genétipos de espécies hospedeiras, especialmente de Coffea spp.,
dificultam a sele¢ao de fontes de resisténcia (SANTOS, 2016). A ampla gama de nematoides
das galhas relatadas no café estd relacionada a grande diversidade na patogenicidade
(HERNANDEZ, 1997; VILLAIN et al., 1999).

No Estado do Parana, M. paranaensis ¢ o principal problema nematologico
da cultura do café (ITO et al., 2013). Nao obstante os prejuizos causados, sdo frequentes os
relatos de populagdes do nematoide causando danos bastante acentuados, o que demonstra a
possibilidade de diferencas em agressividade em populacdes de M. paranaensis. Em face
dessas observagoes, Silva, Gardiano e Machado (2013) realizaram um estudo, em condi¢des
de casa de vegetagdo, em que plantas de cafeeiro ‘Mundo Novo’ foram inoculadas com trés
diferentes populacdes de M. paranaensis, originadas de cafeeiros e coletadas no Estado do
Parana, nos municipios de Apucarana (esterase P1 - tipico) e Londrina (esterase P1 - tipico, e

P2 - atipico). Os autores observaram que a populagcdo de Apucarana apresentou multiplicagao
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cinco vezes superior a das demais populagdes, evidenciando uma maior fecundidade desta
populagdo, na cultivar estudada. Entretanto, nao foi possivel a comprovacao de que a maior
fecundidade de algumas popula¢des de M. paranaensis resultaria em danos mais acentuados
nas plantas de café.

O aparecimento de tais variantes é preocupante, especialmente em culturas
perenes, como o café¢, em funcao do grande dispéndio de tempo e recursos para a obtencao de
cultivares ou porta enxertos resistentes aos nematoides e a possibilidade de quebra dessa
resisténcia por populagdes atipicas ou variantes intraespecificos dos nematoides. Para as
espécies de Meloidogyne fitoparasitas de café, existem poucos estudos sobre a diversidade e
filogenia (RANDIG et al., 2002; CARNEIRO et al.,, 2004). Entretanto, variabilidade
intraespecifica na capacidade reprodutiva de populagdes de Meloidogyne spp. tem sido
observada em gendétipos de Coffea spp. (RIBEIRO et al., 2005; SILVA et al., 2005),
sugerindo a existéncia de diversidade genética entre populagdes que parasitam a cultura.

Portanto, essa questdo deve ser levada em consideracdo por programas de
melhoramento genético da cultura, de modo a evitar problemas de quebra de resisténcia de
cultivares em lavouras comerciais e de garantir-se a durabilidade de genes de resisténcia em

condi¢des de campo.
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3 ARTIGO A: CARACTERIZACAO DE POPULACOES DE Meloidogyne paranaensis
EM LAVOURAS CAFEEIRAS

3.1 RESUMO

Na cafeicultura, um dos principais fatores limitantes a sua producao ¢ a incidéncia de pragas e
doengas, especialmente os fitonematoides. O principal género que causa perdas acentuadas de
producdo nas lavouras cafeeiras ¢ Meloidogyne. No Estado do Parana, o principal nematoide
para a cultura ¢ M. paranaensis. Entretanto, o aparecimento de populagdes mais agressivas
dessa espécie tem sido frequemente observado em lavouras cafeeiras e essa diversidade pode
interferir na longevidade de estratégias de manejo utilizando cultivares resistentes. O objetivo
do trabalho foi caracterizar populagcdes de M. paranaensis coletadas de lavouras de café
infestadas. As metodologias utilizadas para caracterizagdo das 11 populagdes estudadas,
provenientes de municipios do Estado do Parand e de Minas Gerais, envolveram a andlise
morfoldgica dos padrdes perineais, a analise bioquimica por eletroforese de isoenzimas e a
caracterizagdo fenotipica em diferentes genotipos de café. As avaliagdes morfoldgicas
mostraram que existe variagdo entre as populacdes, apesar da maioria delas apresentar
padroes tipicos. A identificagdo bioquimica foi baseada na andlise de zimogramas de a-
esterase e resultou no aparecimento de trés perfis distintos: P1 (tipico de M. paranaensis), P2
(atipico) e um fenotipo ainda ndo descrito na literatura, P2A. Na caracterizacao fenotipica, 13
genotipos de café foram inoculados com 11 populagdes de M. paranaensis, e observou-se
variagdo na agressividade das populagdes em relagdo a “Mundo Novo IAC 376-4”, gendtipo
sem genes de resisténcia ao nematoide, além de variacdo na viruléncia das populagdes nos
diferentes gendtipos com genes de resisténcia. Entretanto, nenhuma relagdo foi observada
entre a origem das populagdes com suas variagdes nos padrdes perineais, perfis de esterase ou
multiplicagdo nos gendtipos de café, bem como entre as diferentes caracterizagdes entre si,
sugerindo que a diversidade encontrada nas diferentes populagdes estudadas ndo apresenta um
padrdo de comportamento identificavel pelos parametros aqui utilizados.

Palavras-chave: nematoide das galhas; Coffea arabica; Coffea canephora; diversidade.

CHARACTERIZATION OF Meloidogyne paranaensis POPULATIONS FROM
COFFEE CROPS

3.2 ABSTRACT

One of the main limiting factors to yield in coffee growing areas is the incidence of pests and
diseases, among them the phytonematodes. The principal genera causing extensive yield
losses in coffee crops is Meloidogyne. In the Parana State, the key nematode to coffee crops is
M. paranaensis. However, the insurgence of more aggressive populations of this nematode
species have been frequently observed in coffee growing areas and this diversity could affect
the longevity of management strategies using resistant cultivars. Therefore, the objective of
this work was to characterize M. paranaensis populations collected in infested coffee crops.
The methodologies used for the characterization of 11 populations from municipalities of
Parana and Minas Gerais States, involved the morphological analyses of perineal patterns, the
biochemical analyses using the isozyme electrophoresis, and the phenotypic characterization
in different coffee genotypes. Morphological evaluations showed the existence of variation
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between populations, although the majority of them showed typical perineal patterns. The
biochemical identification was based on a-esterase zymograms analyses and resulted in the
appearance of three distinct profiles: P1 (typical from M. paranaensis), P2 (atypical) and a
non-described profile, P2A. In the phenotypic characterization, 13 coffee genotypes were
inoculated with 11 M. paranaensis populations and there was observed a variation in the
aggressiveness of populations in relation to “Mundo Novo”, a genotype without resistance
genes, besides in the virulence of populations in different genotypes carrying resistance genes.
Nevertheless, no relationship was observed between the origin of population with their
variations in perineal patterns, esterase profiles, or multiplication in coffee genotypes, as well
as between the different characterizations each other, suggesting that the diversity found in
the different populations here studied do not show an identifiable behavior through the
parameters here utilized.

Key-words: root-knot nematode; Coffea arabica; Coffea canephora; diversity

3.3 INTRODUCAO

Os fitonematoides do género Meloidogyne sdo responsaveis por
decréscimos significativos na cafeicultura. No Estado do Parana, Meloidogyne paranaensis ¢é
o principal problema nematologico da cultura do café (ITO et al., 2013; MATUNAGA et al.,
2016). Nao obstante os prejuizos causados sdo frequentes os relatos de populagdes do
nematoide causando danos acentuados, o que demonstra a possibilidade de diferengas quanto
a agressividade em populagdes de M. paranaensis.

Em face dessas observacgdes, Silva, Gardiano e Machado (2013) realizaram
um estudo, em condi¢des de casa de vegetacdo, em que plantas de cafeeiro ‘Mundo Novo’
foram inoculadas com trés diferentes populagdes de M. paranaensis, originadas de cafeeiro e
coletado no Estado do Parana, nos municipios de Apucarana (esterase P1 - tipico) e Londrina
(esterase P1 - tipico, e P2 - atipico). Os autores observaram que a popula¢do de Apucarana
apresentou multiplicacdo cinco vezes superior a das demais populagdes, evidenciando uma
maior fecundidade desta populacdo na cultivar estudada. Entretanto, ndo foi possivel a
comprova¢do de que a maior fecundidade de algumas popula¢des de M. paranaensis
resultaria em danos mais acentuados nas plantas de café.

O aparecimento de tais variantes ¢ preocupante, especialmente em culturas
perenes, como o café, em fun¢do do grande dispéndio de tempo e recursos para a obtencao de
cultivares ou porta enxertos resistentes aos nematoides e a possibilidade de quebra dessa
resisténcia por populagdes atipicas ou variantes intraespecificos dos nematoides. Para as

espécies de Meloidogyne fitoparasitas de café, existem poucos estudos sobre a diversidade e
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filogenia (RANDIG et al., 2002; CARNEIRO et al.,, 2004). Entretanto, variabilidade
intraespecifica na capacidade reprodutiva de populagdes de Meloidogyne spp. tem sido
observada em genotipos de Coffea spp. (RIBEIRO et al., 2005; SILVA et al., 2005),
sugerindo a existéncia de diversidade genética entre populacdes que parasitam a cultura.

Em resposta ao crescente apontamento de quebra de resisténcia a M.
incognita (SILVA et al., 2016) e M. paranaensis (SHIGUEOKA et al., 2016) em plantas
cultivadas, incluindo o café, se faz necessario um aprofundamento no estudo da diversidade
genética desses patogenos, buscando identificar padrdes genéticos e suas frequéncias, e
entender como as suas popula¢des podem diferir umas das outras. Tais informagdes podem
favorecer o desenvolvimento de estratégias de manejo desses nematoides, por meio de
programas de melhoramento e de acdes voltadas ao controle genético.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar populagdes de M.
paranaensis coletadas em lavouras de café infestadas quanto a morfologia dos seus padrdes
perineais, aos seus perfis eletroforéticos de a-esterase e a sua caracterizacao fenotipica em

genotipos de café.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 PURIFICACAO E MANUTENCAO DE POPULACOES

As populagdes de M. paranaensis foram obtidas de raizes parasitadas
de café, coletadas em diferentes regides produtoras nos Estados do Parand e Minas Gerais
(Tabela 3.1). As amostras de raizes passaram inicialmente por extragdo dos nematoides
(BONETI; FERRAZ, 1981), seguida de inoculagdo dos mesmos em tomateiros cv. Santa
Clara, a fim de permitir a multiplicagdo dos nematoides para posterior identificagado.

Ap6s aproximadamente 30 dias, a partir de raizes parasitadas de tomate,
procedeu-se a identificacdo das populagdes por eletroforese de isoenzimas (CARNEIRO;
ALMEIDA, 2001), sendo uma tinica massa de ovos de cada populagdo separada e inoculada
em tomateiros sadios para purificagdo das populagdes, obten¢ao dos isolados monoespecificos
e multiplicacdo para os estudos propostos.

Rotineiramente, as populagdes do presente trabalho sdo mantidas em casa
de vegetacdo em plantas de café cv. Mundo Novo, sendo multiplicadas em tomate apenas

quando da necessidade de aumento da quantidade de indculo.
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Tabela 3.1 - Origem das popula¢des de Meloidogyne paranaensis utilizadas no presente

estudo.
Codigo (~1a Municipio Cultivar
populagdo
9 Sao Jorge do Patrocinio — PR IAPAR 59 enxertado com Apoatd IAC 2258
13 Alténia — PR Coffea arabica
2223 Sao Jorge do Patrocinio — PR IPR 100
2224 Sao Jorge do Patrocinio — PR IPR 100
2225 Sao Jorge do Patrocinio — PR IPR 100
2226 Séo Jorge do Patrocinio — PR IPR 100
2290 Altoénia — PR Coffea arabica
2291 Piumhi - MG Coffea arabica
98.1 Apucarana — PR Mundo Novo
1 BL Londrina - PR Mundo Novo
2 BK Londrina - PR Mundo Novo

Fonte: o proprio autor

3.4.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E BIOQUIMICA DE POPULACOES DE MELOIDOGYNE

PARANAENSIS

Na caracterizagao morfologica, pelos menos dez fémeas branco leitosas de
cada populacdo foram retiradas aleatoriamente das raizes de tomate com auxilio de
microscdpio estereoscopico, e transferidas para uma gota de solucdo de &cido latico a 45%. A
regido perineal foi cortada, limpa e inserida em glicerina sob ldmina de vidro, para posterior
observagao em microscopio de luz (HARTMAN; SASSER, 1985).

Na caracterizagdo bioquimica, 15 fémeas branco leitosas de cada populagdo,
ou seja, em fase de oviposi¢do, foram dissecadas das raizes de tomateiro com auxilio de
microscopio estereoscopico. Em seguida, cada fémea foi colocada em um tubo capilar do tipo
hematocrito contendo 5 pl de solucao de sacarose.

Para determinar os fendtipos de a-esterase, as fémeas foram maceradas e
transferidas para pogos em gel de poliacrilamida (PAGE) com gel de empilhamento a 4% (pH
6,8) e gel separador a 7,5% (pH 8,9), utilizando tampao de corrida com Tris-glicina (pH 8,9).
Extratos de trés fémeas do isolado IPR MJAV 81 de M. javanica, exibindo o fendtipo tipico
J3 (Rm: 1,0, 1,3 e 1,4), foi adicionado em dois pogos de cada gel atuando, dessa forma, como
isolado referéncia.

A eletroforese foi realizada em aparato Mini PROTEAN III (Bio-Rad), a 4
°C, sob voltagem constante de 100 V no gel de empilhamento (15 min) e, entdo, a 200 V no

gel separador (25 — 30 min) (BRITO et al., 2004). A revelagdo foi realizada utilizando o-
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naftilacetato como substrato e mediante incubagdo a 37 °C, conforme descrito por Carneiro e
Almeida (2001). A taxa de mobilidade relativa (Rm) foi calculada atribuindo-se valor 1 a
isoforma de menor mobilidade do isolado de referéncia J3, sendo a linha diviséria entre os

geis separador e de empilhamento o ponto inicial de referéncia para as medigdes.

3.4.3 CARACTERIZACAO FENOTIPICA

O experimento para caracterizagdo fenotipica das populagdes de M.
paranaensis foi conduzido em casa de vegetacdo no Instituto Agronémico do Parana, em
Londrina, Parana, Brasil (23° 21' 20,0" S/ 51° 09' 58,2" O), no periodo de 02 de julho a 28 de
outubro de 2015. As médias de temperatura méaxima e minima, durante o periodo
experimental, foram de 32,5 °C e 23,6 °C, respectivamente.

Foram utilizados cinco genétipos de C. arabica e oito de C. canephora var.
robusta para tal caracterizagdo. Dos cinco gendtipos de café ardbica, foram escolhidas as
cultivares IPR 100 e IPR 106, por serem descritas em outros estudos como sendo resistentes a
M. paranaensis (Ito et al., 2008; Andreazi et al., 2015). Duas outras linhagens (IAPAR E0606
T21, TAPAR E1106 T149) foram previamente identificadas como sendo resistentes pelo
programa de melhoramento do IAPAR por meio de sele¢do de plantas mais vigorosas e
produtivas em areas infestadas e por inoculagdes artificiais em telado. Coffea arabica cv.
Mundo Novo IAC 376-4 foi usada como padrio suscetivel. Dos oito genotipos de C.
canephora, Apoata IAC 2258 ja foi relatado como sendo resistente a M. paranaensis
(Andreazi et al., 2015), enquanto que os outros foram utilizados porque foram previamente
identificados como sendo resistentes pelo mesmo programa de melhoramento, utilizando a
mesma metodologia de selecao.

IPR 100 teve origem do cruzamento de ‘Catuai Vermelho TAC 81’ x (‘Catuai
Vermelho TAC 81’ x IAC 1110-8), sendo IAC 1110-8 um genotipo de Coffea arabica
portador de genes de C. liberica denominado BA-10, selecionado na India. IPR 106 foi
originada de Icatu 925, o qual foi derivado do cruzamento artificial entre Bourbon Vermelho
di-haploide com numero duplicado de cromossomos e C. canephora com nimero duplicado
de cromossomos, que foi retrocruzado duas vezes com a cultivar Mundo Novo [AC 379-19.
Icatu 925 ¢ uma conhecida fonte de resisténcia a M. paranaensis (Carneiro et al., 2013;
Matiello et al., 2016). IAPAR E0606 T21 e IAPAR E1106 T149 sdo linhagens Fs derivadas
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de uma hibridagdo natural entre Icatu 925 e Sarchimor 1669-33, sendo as duas originadas da
mesma planta F3, porém de plantas F,4 diferentes.

Dos gendtipos de C. canephora var. robusta, Apoatd IAC 2258 ¢ a Unica que ¢ uma
cultivar. Os outros sete genétipos de C. canephora foram originados de sete plantas
individuais, cada um originado de diferentes populacdes, as quais foram clonadas e
implantadas em um experimento de campo no IAPAR, denominado E0703. As plantas dos
sete gendtipos de C. canephora utilizadas no nosso estudo foram clonadas do E0703 por meio
de estaquia, enquanto que as plantas de Apoatd IAC-2258 foram originadas de sementes de
polinizagdo aberta.

As sementes dos genotipos de C. arabica também foram originadas de polinizagdo
aberta e a semeadura foi em germinadores contendo areia. Estacas de ramos ortotropicos dos
gendtipos de C. canephora foram coletadas e enraizadas em tubetes. Apos as mudas de C.
arabica atingirem o estadio cotiledonar, foram transplantadas para tubetes para completar seu
desenvolvimento. Quando as mudas de ambas as espécies atingiram quatro a seis pares de
folhas, foram transplantadas para copos plésticos com capacidade de 700 cm’, contendo cerca
de 600 cm’ de substrato (3:1, areia: solo) previamente esterilizado por calor seco a 160 °C por
5 horas.

Aproximadamente 60 dias antes das inoculagdes, os nematoides foram
extraidos de raizes de café cv. Mundo Novo e inoculados em tomateiros cv. Santa Clara, para
multiplicagdo. Os espécimes utilizados como indculo foram extraidos das raizes dos
tomateiros pelo método de Boneti e Ferraz (1981). Nas suspensdes obtidas, o niumero de
exemplares por mililitro foi estimado, sob microscopio de luz e com auxilio de camara de
Peters. A inocula¢do das plantas de café foi realizada através da pipetagem de suspensio
contendo 1.000 exemplares de cada populacao (Pi), isoladamente, em dois orificios feitos no
solo, proximos ao colo das plantas. Plantas de tomate cv. Santa Clara foram inoculadas com
cada populacdo para confirmacdo da viabilidade do inoculo e das boas condigdes
experimentais. As plantas foram fertilizadas com 3 g de Osmocote® Plus (15% N, 9% P,0s ,
12% K,0, 1% Mg, 2.3% S, 0.05% Cu, 0.45% Fe, 0.06% Mn, 0.02% Mo) e irrigadas

diariamente, mantendo-as em capacidade de campo.
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Tabela 3.2 - Genotipos de Coffea arabica e C. canephora utilizados para a caracterizagido
fenotipica das populagdes de Meloidogyne paranaensis.

Genotipo Origem
IAPAR E0606 T21 Icatu x Sarchimor
Mundo Novo IAC 376-4 Bourbon x Sumatra
IAPAR E1106 T149 Icatu x Sarchimor
IPR 106 Icatu
IPR 100 Catuai x (Catuai x BA 10)
Apoata IAC 2258 Coffea canephora var robusta
IAPAR E0703 T5 Coffea canephora var robusta
IAPAR E0703 T7 Coffea canephora var robusta
IAPAR E0703 T9 Coffea canephora var robusta
IAPAR E0703 T10 Coffea canephora var robusta
IAPAR E0703 T13 Coffea canephora var robusta
TAPAR E0703 T17 Coffea canephora var robusta
TAPAR E0703 T19 Coffea canephora var robusta

Fonte: o proprio autor

As avaliagdes foram realizadas aos 90 dias apds a inoculacdo. As partes
aéreas dos cafeeiros foram descartadas e os sistemas radiculares lavados em agua corrente e
pesados. Em seguida, procedeu-se a extracdo dos ovos e juvenis de segundo estadio (J»),
empregando-se a metodologia de Boneti e Ferraz (1981). Apos a extragdo, a populacdo final
(Pf) de cada populagao de M. paranaensis foi quantificada com auxilio de lamina de Peters,
sob microscopio de luz, obtendo-se o fator de reproducdo do nematoide (FR = P{/Pi) em cada
parcela. Com os dados do peso do sistema radicular e Pf, foi determinado o niimero de
nematoides por grama de raizes (Nema/g).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando-se o
esquema fatorial 11 x 13 (11 populagdes x 13 gendtipos de café) e cinco repeti¢des para cada
cultivar/ populacao do nematoide, sendo cada unidade experimental representada por um vaso
contendo uma planta. Os dados obtidos de FR e Nema/g foram transformados para log (x + 1)
e submetidos a andlise de varidncia e testes para desdobramento das intera¢des entre os
fatores utilizando-se o programa R 2.15.2 Core Team (2015), pacote ExpDes (FERREIRA;
CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2013).

Na cultivar de tomate Santa Clara foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeti¢des para cada populagdo de nematoide. Os dados obtidos de
FR e Nema/g foram transformados para Vx + 0,5 submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, homogeneidade das variancias pelo teste de Bartlett e teste de comparacao de
médias LSD a 5% de probabilidade utilizando-se o programa R 2.15.2 Core Team (2015),

pacote Agricolae.
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A diversidade fenotipica entre os genotipos de café estudados foi avaliada
através de andlise fatorial. O dendrograma obtido a partir do agrupamento baseado na analise
de componentes principais através do método de Ward, utilizando a distdncia Euclidiana,
utilizando-se as médias de valores para a varidvel FR e nema/g de todos os genotipos testados

e da cultivar de tomate Santa Clara.

3.5 RESULTADOS

3.5.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

A partir da observagdo das configuragdes perineais das 11 populagdes de M.
paranaensis, pode-se concluir que a maioria dos individuos apresentou configuragao tipica da
espécie, isto ¢, formato retangular a ovalado, arco dorsal alto e trapezoidal, presenca de estrias
grossas e/ou finas, onduladas e/ou lisas, com linhas laterais descontinuas demarcadas por
estrias que se dobram ou se interrompem (Figura 3.1). Somente a populagio 1 BL,
proveniente de Londrina, apresentou 100% dos individuos com configuragdes tipicas.

Algumas populagdes apresentaram individuos com configuracdo perineal
atipica, como nas populagdes 2223 e 2224 (provenientes de Sdo Jorge do Patrocinio), que
apresentaram arco dorsal variando de alto, mediano a baixo e linhas laterais discretamente
evidentes. A porcentagem de perineais atipicas entre os individuos das populacdes 2223 e
2224 foi de 44,44 e 60,00%, respectivamente (Tabela 3.3). As populagdes 2226 e
98.1(provenientes de Sdo Jorge do Patrocinio e Apucarana, respectivamente), também
apresentaram elevada porcentagem de individuos atipicos (69,23% e 50,00%,
respectivamente) (Tabela 3.3).

As populagdes 2225, 2290, 2291, 2BK e 9, de Sao Jorge do Patrocinio,
Altonia, Piumhi, Londrina e S3o Jorge do Patrocinio, respectivamente, exibiram algumas
variagOes entre os individuos, apesar da maioria apresentar padrdes tipicos. Nestas, observou-
se variabilidade intraespecifica, destacando-se individuos com presenca de asa lateral
proeminente. Nesse caso, a porcentagem de individuos atipicos foi de 40,00% (2225), 27,27%
(2290), 30,77% (2291), 38,46% (2BK) e 25,00% (9) (Tabela 3.3). A populacdo 13, originada

de Altonia, apresentou menor porcentagem de individuos atipicos, com 9,09%.
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Figura 3.1 - Configuragdes perineais observadas em populagdes de Meloidogyne paranaensis
encontradas na cultura do café. Fotografias retiradas a partir de microscopia de
luz. A e B = padrdes perineais tipicos de M. paranaensis encontrados nas
populagdes 2223 e 2225, respectivamente; C e D = presenca de asas laterais
atipicas em M. paranaensis nas populagdes 2225 e 2290, respectivamente; E e
F = padrdes perineais atipicos, com arco dorsal baixo, encontrado nas
populagdes 2223 e 2224, respectivamente.

Fonte: o proprio autor.
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Tabela 3.3 - Porcentagem de padrdes perineais tipico e atipico das 11 populacdes de
Meloidogyne paranaensis.

Populacio % Tipico % Atipico
9 75,00 25,00
13 90,90 9,09

2223 66,66 44,44
2224 40,00 60,00
2225 60,00 40,00
2226 30,77 69,23
2290 72,72 27,27
2291 69,23 30,77
98.1 50,00 50,00
1 BL 100,00 ---

2BK 61,54 38,46

Fonte: o proprio autor.

3.5.2 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

O fenotipo tipico de a-esterase P1 (Figura 3.2) foi encontrado em (63,63%)
das 11 populagdes de M. paranaensis do presente estudo, com mobilidade relativa (Rm)
(Tabela 3.4) variando de 1,24 (populacdo 9, de Sao Jorge do Patrocinio) a 1,31 (populagdes
98.1 e 1 BL, provenientes de Apucarana e¢ Londrina). Tais mobilidades relativas foram
calculadas em fungdo do padrdo utilizado, M. javanica, cuja mobilidade relativa de seu
fenotipo tipico J3 foide 1,0; 1,3 e 1,4.

A populagdo 2 BK se destacou pois apresentou o perfil P2 (Rm: 1,02; 1,31)
(Figura 3.2). Além disso, os isolados 2223 (Rm: 1,26; 1,28), 2290 (Rm:1,29; 1,31) e 2291
(1,27; 1,30), apresentaram fendtipo atipico ainda nao descrito na literatura, aqui denominado
P2A, de modo que foi observada isoforma mais espessa e uma discreta sombra ao término da

isoforma (Figura 3.2).
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Tabela 3.4 - Caracterizagdo bioquimica de populagdes de Meloidogyne paranaensis a partir
de seus perfis de o-esterase e respectiva mobilidade relativa.

Populacio Municipios Mobilidade relativa Perfil de a-esterase
9 Sdo Jorge do Patrocinio 1,25 'P1
13 Altbnia 1,30 P1

2224 Sdo Jorge do Patrocinio 1,30; 1,32 P2A
2225 Sao Jorge do Patrocinio 1,27; 1,29 P2A
2226 Sdo Jorge do Patrocinio 1,25 P1
2290 Alt6nia 1,29; 1,31 ‘P2A
2291 Piumhi - MG 1,27; 1,30 P2A
2223 Sdo Jorge do Patrocinio 1,26; 1,28 P2A
98.1 Apucarana 1,28 P1
1 BL Londrina 1,31 P1
2 BK Londrina 1,00; 1,33 ’p2

'P1 = perfil tipico de M. paranaensis (Carneiro et al., 1996; Carneiro et al., 2000; Rm: 1,40; Carneiro
et al., 2004; Rm: 1,32); p2 = perfil atipico de M. paranaensis (Carneiro et al., 2004; Rm: 0,9; 1,32);
*P2A = perfil atipico ndo descrito de M. paranaensis encontrado no presente estudo.

Fonte: o proprio autor.

Figura 3.2 - Fenotipos de a-esterase observados em populagdes de Meloidogyne paranaensis
em areas cafeeiras. A: gel de poliacrilamida. B: Gel esquematico (listras pretas
significam isoformas principais (sempre nitidas) e azuis, secundarias).

B
13 P2 P2 P2 P1 P1 P2A P2A P2A P2A
— e— — e— — e—— s

Fonte: o proprio autor.
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3.4.3 CARACTERIZACAO FENOTIPICA

Os resultados obtidos para fator de reprodugdo (FR) e nimero de
nematoides por grama de raizes (nema/g) das diferentes populagoes de M. paranaensis
estudadas em tomateiro cv. Santa Clara encontram-se resumidos na Tabela 3.5. Os elevados
valores de FR e nema/g em tomate confirmaram a viabilidade dos inoculos utilizados, bem

como as adequadas condigdes experimentais.

Tabela 3.5 — Fator de reproducao (FR) e nimero de nematoides por grama de raizes
(Nema/g) de Meloidogyne paranaensis em tomateiro cv. Santa Clara.

Populacao FR Nema/g
9 98,90 a 7.989 cd
13 17,26 b 1.552 cd

2223 36,10 ab 3.514 bed
2224 23,52b 2.462 cd
2225 8,19Db 2.791 bed
2226 37,09 ab 4.456 be
2290 9,21b 694 d

2291 23,86 b 3.738 bed
98.1 28,23 b 7.716 abc
1BL 13,79 b 3.316 bed
2BK 78,39 a 12.618 a
Ccv 49.79 49.01

Cada valor representa a média de quatro repeticdes. Médias seguidas de mesma letra na coluna néo
diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de LSD a 5% de probabilidade.
Fonte: o proprio autor.

De acordo com os valores de fator de reproducdo (FR) (Tabela 3.6 e Figura
3.3) e nimero de nematoides por grama de raizes (nema/g) (Tabela 3.7 e Figura 3.4) obtidos
nos genoétipos de café avaliados, pode-se observar grande variagdo fenotipica entre as

populagdes de M. paranaensis estudadas.
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Populacio Mundo E1106T149 Apoata IPR 100 E0703T9 E0606T21 E0703T7 IPR106 E0703T19 E0703T17 E0703T10 E0703T13 E0703T5 Média
Novo
2BK 252,40 A a LI3Cb 331Bb 0,41Cc 1,78 Ab 0,99 Ab 0,13Bc¢ 0,12Bc¢c 0,01 Bd 0,05Ad 0,34 Ac 0,18 Ac 0,20 A c 20,08
98.1 180,36 B a 1,48 Cc 3,78 Bb 6,43 Ab 0,50Bd 1,87 Ac 0,08 Bd 0,25Bd 1,32Ad 042Ad 0,43 Ad 0,40 Ad 0,12Ad 15,19
2291 145,40Ca 235Cc 3,52Bb 6,44 Ab 3,66 Ac 0,14Bd 248 Ac 3,08 Ab 0,20 A d 0,10Ad 0,15Ad 0,22 Ad 0,18 Ad 12,92
2225 122,07Ca 1,31Cc 9,65 Ab 0,47Cd 1,40 Ac 221Ac 2,57TAc 0,21Bd 0,08 Bd 0,40 Ad 0,16 Ad 0,17 Ad 0,30 Ad 10,85
2226 85,59 Da 0,50Cb 0,15Cc 1,80Bb 0,16 Cc 0,89 Ab 0,17Bc¢ 0,69 Bb 0,02Bc 0,12Ac 0,19Ac 0,12Ac 0,I11Ac 6,96
2290 11,65Gb 41,04 Aa 9,45ADb 8,11 Ab 0,44Bc 0,24Bc 0,33Bc¢ 0,18Bc 1,38 Ac 1LIOACc 0,26 Ac 0,20 A c 0,19Ac 5,73
2224 48,88 Ea 236Chb 0,40Cc 2,55Bb 0,02Dc 0,31Bc 0,10Bc 0,14Bc 0,72Ac 0,17Ac 0,07 Ac 0,05Ac 0,08 Ac 4,30
9 4428 F a 1,51Cb 2,14Bb 0,13Cc 0,05Dd ILI6ADb 0,13Bc¢ 0,I5Bc¢c 0,05Bd 0,40 Ad 0,22 Ac 0,30 Ac 0,06 Ad 3,86
1BL 29,37Fa 2,23Cb 1,64Bb 2,05Bb 0,84 Bb 0,27Bc 0,15Bc¢ 0,16 B¢ 0,06 B¢ 0,09 Ac 0,I12Ac 0,00 Bd 0,14Ac 2,86
13 18,13Ga 432Bb 0,55Cc 0,21Cc 0,27Cc 0,I5Bc¢c 0,17Bc¢ 0,66 B ¢ 0,14Bc 0,07Ac 0,08 Ac 0,07Ac 0,06 A c 1,91
2223 13,23 Ga 2,25Bb 0,10Cc 2,36 Bb 0,14Cc 0,13B¢c 0,08 B¢ 0,08 B¢ 0,I5Ac 0,14 Ac 0,06 Ac 0,11Ac 0,04 Ac 1,45
Média 86,49 5,50 2,81 0,84 0,76 0,58 0,52 0,52 0,38 0,28 0,19 0,17 0,13

Valores representam a média de cinco repeticdes. Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e minuscula na coluna nio diferem entre si pelo teste

de Scott-knott a 5% de probabilidade. Dados transformados para log (x + 1).
Fonte: o proprio autor.
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Figura 3.3 - Resumo geral dos resultados encontrados para fator de reproducéo na interagdo entre 11 populagdes de Meloidogyne paranaensis e
13 gendtipos de café.
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Tabela 3.7 - Numero de nematoides por grama de raizes das popula¢des de Meloidogyne paranaensis em diferentes genotipos de café.
Valores representam a média de cinco repeticdes. Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e minuscula na coluna nio diferem entre si pelo teste
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Populaciio Mundo Novo E1106T149 Apoata IPR 100 E0703T9 E0606T21 E0703T7 IPR 106 E0703T19 E0703T17 E0703T10 E0703T13 E0703T5S Média
2BK 18966 A a 128 Bb 320Ab 56Cb 105Ab 66 Ab 20Bc¢ 15Cc 2Dd 4Bd 10Ad I5Ac 26Bc 1518
98.1 12380 A a 147Bc 305ADb 576 Ab 22Bd 106 Ac 19Bd 25Cd 106 Ac 46 Ac I1Ad 16 Ad 21Bd 1060
2291 7908 A a 260 Cc 204 Ab 667 Ab 245Ac 7Be 188 Ac 386 Ab 66 B d 10Be 4Ae 10Ae 19Bd 767
2225 7005 A a 86B ¢ 660 A b 44Cd 87Ac 131Ac 465 A b 34Cd 33Cd 60 Ac 9Ad 12Ad 86 Ac 726
2226 8224 Aa 43Cc 16Cd 207Bb 12Bd 90 Ac 18Bd 73Bc 10De 10Bd 6Ae 14Ad 23Bd 673
2290 1342Bb 4849 A a 868 Ab 943 Ab 19Bd 20Bd 187Ac 22Cd 223 Ac 145 Ad 10Ad 11Ad 82Ac 671
2224 4331 Aa 141Bc 65Cd 379Ab IDe 16 Bd 10Bd 20Cd 70B ¢ 23 Ad 3Ae 3Be 16 Bd 390

9 3652Ba 146 Cc 238 Ab 12Cd 2De 102Ac 60Bc 33Cc 18Ce 4Be 15Ad 13Ad 11Bd 331
1BL 1707B a 102Cc 67Bc 193Bb 41Ac 102Bd 44Bc 15Cd 14Cd 6Be 6Ae 0Cf 13Bd 177
13 1248 B a 348Bb 47Bc 29Cc 20Bc¢ 27Bc¢ 20Bc¢ 75Bc¢ 16Cd 13Bd 8Ad 4Bd 19Bc¢ 144
2223 1218 Ba 225Bb 12Cc 145Bb 8§Cd 5Bd 13Bd 13Cc 30Bc¢ 17Bc¢ SAd 4Bd 9Bd 131
Média 6180 588 255 295 51 61 95 64 53 31 8 9 29

de Scott-knott a 5% de probabilidade. Dados transformados para log (x + 1).
Fonte: o proprio autor.



Figura 3.4 - Resumo geral dos resultados encontrados para nimero de nematoides por grama de raizes na interagao entre 11 populagdes de
Meloidogyne paranaensis e 13 genotipos de café.
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Analisando-se apenas a variavel FR (Figura 3.5) das populagdes de M.
paranaensis, independente do genotipo de café em que foi inoculada, observa-se que existem
diferengas em agressividade, aqui utilizada como maior ou menor capacidade reprodutiva nos
gendtipos, com a formagao de cinco grupos distintos: 1) populagdo 2BK, com o maior valor de
FR (20,1); 1) 98.1, com FR = 15,2; iii) populagdes 2291 e¢ 2225 (FRs = 12,9 ¢ 10,8,
respectivamente); iv) populagdes 2226 ¢ 2290, com FRs = 7,0 e 5,7); e iv) populagdes 2224,
9, 1BL, 13 e 2223, com FRs variando de 4,3 a 1,5).

Figura 3.5 - Andlise do fator de reprodugdo para o fator populagio de Meloidogyne
paranaensis em relagdo aos 13 gendtipos de café.
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Fonte: o proprio autor.

De maneira geral, os valores obtidos para nema/g corroboram os resultados
obtidos em relacdo ao FR das populacdes, independente do genotipo de café (Figura 3.6).
Nesse caso, houve a formacdo de quatro grupos distintos, mas a classificagdo geral das
populagdes alterou-se pouco, mostrando boa correlagdo entre as duas variaveis. Os grupos
foram compostos por: 1) 2BK, com o maior valor de nema/g (1.518); ii) 98.1, com nema/g =
1060; iii) populagdes 2291, 2226, 2290 e 2225 (nema/g = 767, 673, 671 e 670,
respectivamente); iv) populagdes 2224, 9, 1BL, 13 e 2223, com nema/g variando de 391 a
131.
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Figura 3.6 - Analise do nimero de nematoides por grama de raizes para o fator populagao de
Meloidogyne paranaensis em relagdo aos 13 genotipos de café.
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Por outro lado, quando se observa a reacdo dos gendtipos de café¢ as
diferentes populagdes de M. paranaensis, com base na variavel FR (Figura 3.7), nota-se a
formag¢dao de apenas trés grupos distintos: i) Mundo Novo, utilizado como padrio de
suscetibilidade e com os maiores valores de FR (86,49); 1i) gendtipos E 1106T149, Apoata
IAC 2258 e IPR 100, com FRs = 5,50, 3,15 e 2,82, respectivamente; iii) os demais genotipos,
com FRs variando de 0,84 a 0,13.

Figura 3.7 - Anélise do fator de reprodugao para o fator genotipos de café¢ em relagao ao fator
populagdo de Meloidogyne paranaensis.
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Ainda analisando a reacdo dos genotipos de café, agora com base em nema/g
(Grafico 3.6), também ha correlagdo com os resultados obtidos para FR, com a formagao de
quatro grupos distintos: i) Mundo Novo, com os maiores valores de nema/g (6.180); ii)
gendtipo E1106T149 (nema/g = 588); iii) gendtipos IPR 100 e Apoatd IAC 2258, com nema/g

=295 e 255, respectivamente; iv) demais genotipos, com nema/g variando de 95 a 8.

Figura 3.8 - Andlise do nimero de nematoides por grama de raizes para o fator genotipos de
café em relagdo ao fator populagdo de Meloidogyne paranaensis.
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Fonte: o proprio autor.

O dendrograma obtido a partir do agrupamento baseado na analise de
componentes principais através do método de Ward, utilizando a distancia Euclidiana e as
variaveis FR ¢ nema/g das populagdes de M. paranaensis em tomateiro (Figura 3.9) ou em
genotipos de café (Figura 3.10) mostrou comportamentos distintos das populagdes em relagdao
a sua multiplicagdo nos hospedeiros utilizados.

Comparando-se o comportamento das populagdes de M. paranaensis em
relacdo ao tomateiro (Figura 3.9), observou-se a formagao de trés grupos distintos, a saber: 1)
populagdes 2BK, 9 e 98.1, com os maiores valores de FR e nema/g; 2) populagdes 13 e 2290,
com os menores valores de FR e nema/g; 3) demais populacdes, com FR e nema/g

intermediarios.
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Figura 3.9 — Dendrograma obtido a partir dos dados de fator de reprodugdo e niimero de
nematoides por grama de raizes de diferentes populagdes de Meloidogyne
paranaensis em tomateiro cv. Santa Clara.
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Em relagdo ao comportamento das popula¢des de M. paranaensis nos
diferentes gendtipos de café utilizados (Figura 3.10), trés grupos também foram formados,
porém com algumas diferengas daqueles obtidos quando o hospedeiro era o tomateiro. Os
grupos constituiram-se de: 1) populacdes 2 BK e 98.1, com os maiores valores de FR e
nema/g, independente do gendtipo de café; 2) populagdes 1BL, 13, 2223, 2224 ¢ 9, com o0s
menores valores de FR e nema/g; 3) demais populagdes, com valores intermediarios de FR e
nema/g.

Vale destacar que as populagdes 2 BK e 98.1 constituiram o grupo de maior
valor de FR e nema/g em ambos os hospedeiros considerados, tomateiro e café, enquanto que
a populacao 13 constituiu o grupo de menor valor de FR e nema/g, tanto em tomate quanto

em café.
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Figura 3.10 — Dendrograma obtido a partir dos dados de fator de reproducdao e numero de
nematoides por grama de raizes de diferentes populacdes de Meloidogyne
paranaensis em genotipos de Coffea arabica e C. canephora.
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3.6 DISCUSSAO

No presente trabalho, foram identificadas popula¢des morfologicamente
atipicas e variaveis, entretanto, foram encontrados também individuos com caracteristicas
tipicas da espécie. Conforme descrito por Carneiro et al. (1996), o padrao perineal de M.
paranaensis ¢ variavel, com formato retangular a oval, arco dorsal geralmente alto e
quadrado, apresentando estrias dorsais variando de finas a grossas e suaves a onduladas; as
linhas laterais geralmente sdo descontinuas, sem incisuras distintas, as vezes aparecendo como
uma depressado linear descontinua levemente marcadas por quebras e bifurcacdes.

Apesar da maioria dos isolados de M. paranaensis ora estudados apresentar
tais padrdes perineais tipicos, variabilidade intraespecifica devido a ocorréncia de individuos
atipicos, também, foi observada em diferentes individuos da mesma populagdo. Alguns
individuos das populacdes avaliadas apresentaram semelhanca com o padrdo perineal de M.
incognita, M. hapla ou M. arenaria. Por exemplo, individuos das populagdes 2224, 2225,
2290 e 2291 apresentaram asa lateral proeminente, caracteristica de M. hapla e, nas
populagdes 2223, 2224, 2225, 2290, 2291 e 2 BK, foram observados exemplares com
“ombros”, caracteristicos de M. arenaria, assim como a presenga de asa lateral, caracteristica
de M. hapla (EISENBACK, 1985). Existem relatos de variagdes intraespecificas em
Meloidogyne spp. (ARAUJO FILHO et al., 2016), entretanto, populagdes de M. exigua
originadas de cafeeiros apresentaram baixa variabilidade (LIMA; FERRAZ, 1985), o que
parece ndo ser observado em populagdes também de cafeeiros de M. paranaensis, de acordo
com os presentes resultados.

As configuragdes perineais apresentaram grande variabilidade na sua
morfologia, podendo ser encontrados padrdes tipicos, intermediarios e atipicos (CLIFF;
HIRSCHMANN, 1985). Entretanto, na caracterizagdo morfologica de Meloidogyne spp., o
padrdo perineal ainda ¢ uma das caracteristicas mais utilizadas para identificagdo de espécies.
Devido as variagdes existentes e ao grande nimero de espécies descritas dentro do género,
torna-se dificil a diferenciacdo entre as espécies utilizando-se apenas da caracterizacao atraveés
de padrdes perineais (EISENBACK; HUNT, 2009).

Oliveira et al. (2005) analisaram populagdes de M. exigua provenientes de
Minas Gerais, e, de acordo com os padrdes perineais, 91% dos isolados foram identificados
como M. exigua tipicos. Entretanto, a populagdo do municipio de Sdo Jodo do Manhuagu

apresentou configuracdo similar a de M. arenaria, sendo considerada atipica, a espécie foi
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confirmada por meio da caracterizacao bioquimica (E1 e E2). Caso fosse utilizada somente a
caracterizagdo através de padrdes perineais, a populagdo atipica citada seria equivocadamente
identificada como M. arenaria (OLIVEIRA et al., 2005).

Muitas espécies de Meloidogyne foram descritas baseando-se somente em
pequenas variagdes morfologicas, incluindo os padrdes perineais. O proprio M. paranaensis,
pela sua caracterizagdo morfoldgica inicial, isoladamente, foi identificado como M. incognita
raca 5 ou bidtipo IJAPAR (CARNEIRO, 1993). Posteriormente, através da caracterizacao
isoenzimatica, M. paranaensis foi finalmente descrita como nova espécie, com caracteristicas
diferenciadas de M. incognita (CARNEIRO et al., 1996). Similaridades na configuragido da
regido perineal sdo encontradas ainda nas espécies M. paranaensis, M. izalcoensis Carneiro,
Almeida, Gomes e Hernadez, M. enterolobii Yang ¢ Eisenback (sinonimia de M. mayaguensis
Rammah e Hirschmann) e M. incognita (CARNEIRO; COFCEWICZ, 2008). Varias espécies
que foram identificadas equivocadamente, posteriormente entraram em sinonimia, como M.
acrita, M. elegans e M. inornata (considerados M. incognita), M. bauruenis e M. lordelloi
(sinonimia de M. arenaria) (EISENBACK; TRIANTAPHYLLOU, 1991).

Diferengas morfométricas entre populagdes da mesma espécie ou entre
individuos dentro de uma mesma populagdo também tém sido relatadas em outros géneros,
como Pratylenchus spp. (SIQUEIRA; INOMOTO, 2008; MACHADO et al., 2015). As
variagOes intraespecificas podem ser reflexo de variagdes naturais resultantes da adaptacao
ambiental e manutencdo da heterogeneidade dos individuos, permitindo a sobrevivéncia da
espécic (OLOWE; CORBETT, 1984a; b). Populagdes oriundas de diferentes plantas
hospedeiras e cultivares de uma mesma espécie vegetal também podem apresentar diferencas
significativas nas caracteristicas morfométricas de valor taxonomico (FORTUNER;
QUENEHERVE, 1980). Ainda, para algumas espécies, mudangas ocorridas durante o
desenvolvimento do nematoide podem causar variagdes nos caracteres morfologicos
(TARTE; MAI, 1976).

Torres et al. (2004) observaram variagdes morfoldgicas entre populacdes de
P. brachyurus e relataram que essa variagdo ocorreu tanto devido a diversidade existente
dentro da populagdo ou da espécie, quanto a procedéncia, ou seja, a area geografica ou a
planta hospedeira da qual se originaram. Ainda, segundo Doucet et al. (2001), a temperatura
pode influenciar diretamente nas mensuragdes em um mesmo isolado de P. vulnus.

Para a identificagdo de espécies a utilizagdo da morfologia ¢ importante,
entretanto, ¢ necessario conhecer a amplitude de variacdo existente em um carater

morfologico especifico (EISENBACK; HUNT, 2009). Devido a existéncia de similaridade
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em padrdes morfologicos (perineais) entre as espécies de Meloidogyne, ¢ apropriada a
utilizacdo de metodologias complementares para a diagnose confidvel, como as
caracterizagdes bioquimica (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001) e molecular (OLIVEIRA;
MONTEIRO; BLOK, 2011). No presente estudo foram empregadas a caracterizagdo
morfologica, bioquimica e fenotipica para a correta e confidvel identificacdo das variagdes
intraespecificas das populag¢des de M. paranaensis oriundas de cafeeiros.

Na caracterizagdo bioquimica, através da analise dos perfis de a-esterase das
populagdes de M. paranaensis ora estudadas, variagdes entre populagdes também foram
observadas. O perfil de a-esterase P1 foi encontrado em cinco populagdes analisadas, com
mobilidades relativas correspondentes as descritas por Carneiro et al. (1996), quando da
descri¢do da espécie. Entretanto, o perfil P2 foi observado na populacao 2 BK, proveniente do
municipio de Londrina, anteriormente descrito por Carneiro et al. (2004) em populagdes de
M. paranaensis provenientes da Guatemala.

Além disso, as populagdes 2223, 2224, 2225 (proveniente de Sao Jorge do
Patrocinio), 2290 (proveniente de Altonia) e 2291 (proveniente de Piumhi-MG) apresentaram
perfil de a-esterase atipico inédito, ainda ndo descrito na literatura, ora denominado P2A, por
exibir duas isoformas, uma primdria e outra secundaria, diferentes do perfil P2 descrito por
Carneiro et al. (2004).

Carneiro et al. (2004) realizaram a caracterizacdo da diversidade genética de
populagdes de Meloidogyne spp. provenientes de cafezais de algumas regides do Brasil,
América Central e EUA, baseando-se nos fen6tipos de a-esterase, morfologia e polimorfismo
molecular. Os autores concluiram que os fenotipos de a-esterase foram especificos para
identificar as espécies de Meloidogyne provenientes do cafeeiro ¢ que M. paranaensis
apresentou ambos os perfis descritos (P1 e P2).

Villain et al. (2013) também utilizaram fenotipos de o-esterase para
identificagdo de espécies de Meloidogyne parasitando cafeeiros em regides da América
Central e relataram que M. paranaensis ¢ o principal fitonematoide parasitando cafeeiro no
sudoeste da Guatemala. Foram observados os fenotipos P1 e P2, sendo que P2 aparentemente
¢ o mais disseminado entre as populagdes estudadas daquele pais. Ainda na Guatemala, a
distribuicao de populacdes com fendtipo P1 parece estar limitada a algumas areas cafeeiras,
segundo Carneiro et al. (2004). Inversamente, no Brasil o fendtipo P1 ¢ o predominante e esta
presente em grande parte das amostras das diferentes regides cafeeiras (CARNEIRO et al.,
2004; CARNEIRO et al., 2005; CARNEIRO; COFCEWICZ, 2008; MATUNAGA et al.
2016).
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Na espécie M. exigua, ¢ possivel encontrar quatro fendtipos: El
(CARNEIRO et al., 2000), Ela, E1b (CARNEIRO et al., 2000) e E2 (OLIVEIRA et al.,
2005). Além disso, Muniz et al. (2008) identificaram uma popula¢ao de M. exigua com
fenotipo E3, ndo observado em cafeeiro. Os padrdes perineais dessa populagdo atipica foram
semelhantes ao de M. exigua originados de café. Oliveira et al. (2005) utilizaram o fendtipo
de esterase para caracterizar 57 populagdes de Meloidogyne spp. coletadas na Zona da Mata
do Estado de Minas Gerais. Treze populacdes (22,8%) apresentaram padrdo tipico de uma
isoforma (E1), enquanto que 77,2% apresentaram uma isoforma adicional (E2). No entanto,
variabilidade intraespecifica ndo foi observada em nenhuma das 57 populacdes estudadas.

A variabilidade intraespecifica em nivel enzimatico geralmente ¢
considerada baixa no género Meloidogyne, pois as enzimas sdo produzidas através de
expressdo de genes altamente conservados e representam uma fracdo pequena do genoma
(MCLAIN et al., 1987). Entretanto, no presente estudo, as populagdoes de M. paranaensis
apresentaram variabilidade intraespecifica em seus perfis de a-esterase. Para M. enterolobii,
Brito et al. (2004) observaram elevada variabilidade intraespecifica baseada na caracterizacao
bioquimica pela isoenzima de a-esterase.

Com base nos resultados obtidos nas caracterizagdes morfologica e
bioquimica, pode-se concluir que as populagdes de M. paranaensis estudadas apresentaram
plasticidade fenotipica, visualizada tanto pelos padrdes perineais, com auséncia de
caracteristicas tipicas em alguns individuos, quanto pelos fenotipos atipicos de a-esterase.
Plasticidade ¢ definida pela capacidade de organismos responderem a diferentes estimulos
ambientais de maneira distinta (SCHLICHTING, 1986). A plasticidade fenotipica ¢
influenciada por fatores ambientais, tais como temperatura, condi¢cdes hidricas e de nutri¢do
do solo, podendo causar alteragdes em nivel celular, fisiologico e morfologico em espécies. A
plasticidade fenotipica, portanto, representa a capacidade de determinado gendtipo, ou
populagdo, produzir diferentes fendtipos em resposta ao ambiente (SCHLICHTING, 1986).

Em relagdo a caracterizacao fenotipica das populagdes de M. paranaensis
estudadas, observou-se a presenca de niveis diferentes tanto de agressividade quanto de
viruléncia das mesmas nos gendtipos de café e na cultivar de tomate. Agressividade, segundo
Vanderplank (1963, 1968), seria a quantidade de doenga induzida por um patégeno em um
hospedeiro suscetivel. Nesse caso, com base apenas no genotipo Mundo Novo [AC 376-4,
que ndo apresenta genes de resisténcia a esse nematoide, ou seja, que representaria o

hospedeiro suscetivel, a agressividade das populagdes, aqui considerada como a maior ou
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menor capacidade de multiplicacao do nematoide no hospedeiro, pode ser observada, uma vez
que os FRs variaram de 11,65 (2290) a 252,40 (2BK).

Variabilidade na agressividade de populacdes de outras espécies de
fitonematoides foi relatada por Siqueira e Inomoto (2008), que avaliaram a reacdo de sete
cultivares de feijdo caupi inoculadas com trés populagdes de Pratylenchus brachyurus e
observaram resposta das cultivares de acordo com a origem do nematoide. A populagdo
originada do Estado do Mato Grosso foi mais agressiva que as populagdes oriundas dos
Estados da Bahia e do Rio de Janeiro. Em contrapartida, a populacio da Bahia,
comparativamente, foi mais agressiva que a populagdo do Rio de Janeiro. De acordo com os
resultados desse estudo, os autores confirmaram a existéncia de variacdo na agressividade
entre diferentes populagdes de P. brachyurus.

Tais diferencas na capacidade reprodutiva em hospedeiros portadores ou
ndo de diferentes genes de resisténcia tém sido observadas em muitas interagdes entre
Meloidogyne spp. e diferentes espécies de plantas (ROBERTS, 1995; CASTAGNONE-
SERENO, 2006). No caso do parasitismo em plantas resistentes, a viruléncia, aqui
considerada como a capacidade do nematoide em se reproduzir em plantas portadoras de
genes de resisténcia (WILLIAMSON; ROBERTS, 2009), é a caracteristica que melhor
explica a interagdo nematoide-planta.

Algumas populacdes ora estudadas se destacaram pela viruléncia em
gendtipos de C. arabica ou C. canephora com genes de resisténcia, como a populagdo 2291,
proveniente de Piumhi-MG, que conseguiu se multiplicar nos genétipos portadores de genes
de resisténcia E1106T149 (FR = 2,35), Apoata (FR = 3,52), IPR 100 (FR = 6,44), E0703T9
(FR = 3,66), E0703T17 (FR = 2,48) e IPR 106 (FR = 3,08). Ainda, a populagdo 2291 foi a
unica que apresentou a capacidade de se reproduzir na cultivar IPR 106 (derivada de Icatu,
possuindo genes de resisténcia a M. paranaensis proveniente de C. canephora). Fonseca et al.
(2008) relataram que a cultivar Apoata IAC 2258, selecionada de C. canephora cv. Robusta,
apresenta resisténcia as ragas 1, 2 e 3 de M. incognita, M. paranaensis e M. exigua.
Entretanto, no presente estudo, a cultivar Apoata IAC 2258 foi suscetivel para sete populagdes
avaliadas.

O resultado obtido para a populacao 2291 reveste-se de grande importancia,
uma vez que, apesar do principal nematoide presente nas lavouras de café no Estado de Minas
Gerais ser M. exigua (GONCALVES et al., 2004), é crescente a disseminag¢do de M.
paranaensis nos municipios desse Estado (CASTRO; NAVES; CAMPOS, 2003; CASTRO
et al.,, 2008; SALGADO et al.,, 2015), possivelmente M. paranaensis causara danos
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significativos na cafeicultura nesse Estado e, consequentemente, na economia do pais.
Inclusive, Castro et al. (2008) identificaram M. paranaensis no municipio de Piumbhi, cuja
populagdo ora estudada foi uma das mais virulentas em diferentes genotipos de café.

Além da populacdo 2291, outra que merece destaque ¢ a populagdo 2290,
que apresentou a capacidade de se multiplicar em E0703T17 (FR = 1,10), E0703T19 (FR =
1,38), IPR 100 (FR = 8,11), Apoata (FR =9,45) e E1106T149 (FR = 41,04), todos portadores
de diferentes genes de resisténcia ao nematoide. Além disso, em Mundo Novo, sem genes de
resisténcia, o FR da populagao 2290 foi de 11,65, comparativamente as demais populagdes, o
menor valor. Essa situagdo representa claramente o que ¢ chamado na literatura de custo
adaptativo ou fitness da viruléncia. Vanderplank (1968) sugeriu que uma mutagéo ocorrida no
patégeno que confere viruléncia em genotipos portadores de genes de resisténcia geralmente
estaria associada com uma penalidade, o chamado fitness, quando na presenga do hospedeiro
sem genes de resisténcia.

O fitness da viruléncia, ou do parasitismo, ¢ quantificavel ¢ pode ser medido
em termos absolutos ou relativos. Para patégenos de plantas, alguns pardmetros podem ser
utilizados, como a taxa reprodutiva (LEACH et al., 2001). Vanderplank (1968) sugeriu que a
mutacdo para viruléncia apenas ocorreria se necessaria para lograr genes de resisténcia, ou
seja, se constituisse a inica maneira da populacao sobreviver ou persistir naquela condigao.

De acordo com Williamson e Roberts (2009), a “aquisi¢ao” da viruléncia
por determinada populacdo do nematoide pode ser conferida pela perda ou modificacdo do
produto gerado pelo gene de parasitismo, que € reconhecido pelo gene de resisténcia da
planta, ou por um ganho na habilidade de lograr a resisténcia da planta. Nesse ultimo caso, a
producdo de antioxidantes ou a alteracdo do balanco hormonal para comprometer a resposta
de defesa da planta parecem ser os mecanismos mais comuns envolvidos.

Outras populagdes, incluindo 98.1, 2226, 2224, 1 BL e 2223, conseguiram
se multiplicar em IPR 100 (que possui genes de resisténcia derivados de C. liberica),
apresentando FRs variando de 1,80 (2226) a 6,43 (98.1), indicando, mais uma vez, variagao
intraespecifica na viruléncia dessas populagdes no parasitismo de uma cultivar com genes de
resisténcia.

A populagdo 2BK, apesar de multiplicar-se em E1106T149 (FR = 1,13),
Apoatd (FR = 3,31) e E0703T9 (FR = 1,78), foi a que apresentou o maior valor de FR em
Mundo Novo (FR = 252,40), o que a caracterizaria como a mais agressiva no genotipo sem
genes de resisténcia e com algum nivel de viruléncia, uma vez que conseguiu multiplicar-se,

mesmo que em baixos niveis, em gendtipos portadores de genes de resisténcia. Inclusive, nas
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analises de agrupamento realizadas, a populacao 2BK sempre se apresentou entre aquelas com
maior valor de FR e nema/g devido a sua intensa multiplicagdo em Mundo Novo, o que
“inflacionou” os valores dessas variaveis.

Em outras interagdes envolvendo cafeeiros também ja foram observadas
populagdes virulentas capazes de lograr genes de resisténcia. Por exemplo, o gene Mex-1 de
cafeeiro, herdado de C. canephora, confere resisténcia a M. exigua (NOIR et al., 2003), ¢,
segundo Muniz et al. (2009), a resisténcia desse gene poderia ser superada por populagdes
virulentas de M. exigua. Para M. incognita, ha relatos de popula¢des virulentas para outros
patossistemas envolvendo espécies de solandceas com genes R, como cultivares de tomate
portadores do gene Mi, pepino com gene N e de meldo com genes Mel e¢ Me3
(TZORTZAKAKIS, 2005; ROBERTSON et al., 2006), constituindo um exemplo de
plasticidade genética de populagdes de M. incognita.

Em relag@o aos valores de FR das populagdes de M. paranaensis em tomate
cv. Santa Clara, também pdde-se verificar diferencas na agressividade entre as mesmas,
apesar do tomateiro ndo ter sido utilizado para essa finalidade, apenas para verificacdo da
viabilidade dos indéculos. A variacdo no FR foi de 6,75 a 79,41. As populagdes que
apresentaram FR mais baixos foram 2225 (FR = 6,75) e 2290 (FR = 7,56), enquanto que os
valores mais elevados foram obtidos nas populagdes 9 (FR = 79,41) e 2BK (FR = 62,79). De
maneira geral, a cultivar de tomate utilizada ¢ considerada boa hospedeira de M. paranaensis,
apresentando valores de FR sempre elevados, segundo informacdes do Laboratério de
Nematologia do IAPAR (dados ndo mostrados).

As populagdes de M. paranaensis do presente estudo foram isoladas de
plantas de café, o que poderia justificar os menores valores de FR em tomateiro, em
comparacdo aos genodtipos de café, obtidos para algumas populagdes. Populagdes de M.
incognita, outro importante nematoide parasita do cafeeiro, perdem a agressividade em café,
apo6s serem mantidas preferencialmente em plantas de tomate, e vice-versa (OLIVEIRA et al.,
2009a). Carneiro e Jorge (2001) também observaram que populagdes de M. incognita raga 2
e M. paranaensis, quando multiplicadas por dois anos consecutivos em tomateiro, perderam
significativamente a capacidade de infectar o cafeeiro, e, quando essas populagdes foram
multiplicadas em plantas de cafeeiro, reduziram sua capacidade de infectar plantas de
tomateiro.

Em algumas populacdes, observa-se um custo associado da viruléncia em
parasitar genotipos de tomate portadores do gene Mi-1, medido através da menor capacidade

de infec¢do ou fecundidade das fémeas em genotipos de tomate sem genes de resisténcia
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(ROBERTS 1995; CASTAGNONE-SERENO et al., 2007). Castagnone-Sereno et al. (1994)
relataram inclusive perda da capacidade de infec¢do de uma populagdo de M. incognita
virulenta para o gene Mi em plantas de pimentdo, sem genes de resisténcia, 0 mesmo tendo
sido observado para uma popula¢do de campo de M. incognita virulenta para o gene Mi
(TZORTZAKAKIS; BLOK, 2007). Williamson ¢ Roberts (2009) sugerem que o ganho de
viruléncia em popula¢des de Meloidogyne spp. pode estar associado, portanto, inclusive com
alteracdes na gama de hospedeiros, em alguns casos.

As diferencas observadas na reacdo dos diferentes gendtipos de café
estudados, a principal explicacdo seria o fato de serem materiais genéticos diferentes,
oriundos de diferentes cruzamentos e campos de selegdao, apesar de alguns possuirem os
mesmos parentais, o que conferiria caracteristicas genéticas e/ou arranjos alélicos diferentes
entre os mesmos, conferindo diferentes niveis de resisténcia/suscetibilidade a M. paranaensis.

No caso dos gendtipos, as populagdes do nematoide se apresentaram como
mais ou menos agressivas. Por exemplo, as 11 populagdes estudadas foram mais agressivas
(FRs variando de 2,00 a 8,00) em IPR 100 do que em IPR 106 (FRs variando de 2,00 a 3,50).
Pode-se sugerir que IPR 100 possui menos genes de resisténcia de efeito secundario, ou
resisténcia quantitativa, do que IPR 106, para todas as populagdes estudadas.

Genotipos com maior nivel de resisténcia quantitativa (ex. E0703T13 ou
IPR 106, comparados a IPR 100) possuem, além do gene de resisténcia R, que geralmente
provoca a reacdo de hipersensibilidade (SHIGUEOKA et al., no prelo), genes de efeito
secundario, que conferem resisténcia quantitativa e que auxiliam na diminui¢do do FR do
nematoide. Em contrapartida, nos genotipos com resisténcia qualitativa, existe a presenca de
gene de resisténcia de efeito principal (denominado R ou major gene), e, portanto, ocorre
reacdo de hipersensibilidade no hospedeiro e o nematoide ndo se reproduz normalmente,
como ocorre em IPR 106 (SHIGUEOKA et al., no prelo).

Na relagdao entre patdgeno e hospedeiro, ha a interagdo de genes de
resisténcia do hospedeiro e genes de viruléncia do patogeno. A “quebra” da resisténcia de
genes menores em genotipos ocorre devido a plasticidade do patégeno, que pdde ser
observado pela variagao no FR das 11 populagdes de M. paranaensis nos 13 gendtipos
estudados.

Genotipos com genes de resisténcia aos nematoides tém sido selecionados
em Coffea spp., entretanto, através de pressdo de selecdo e evolugdo, mecanismos
complementares de ataque do patdégeno também sio selecionados. O parasitismo, portanto,

permite estabelecer relagdes genéticas entre o patdgeno e o hospedeiro, de modo que
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modificagdes genéticas no hospedeiro podem ser acompanhadas por modificagcdes genéticas
nas populagdes dos patdégenos, denominado coevolucao (CAMARGO, 2011).

Segundo Camargo (2011), uma das condi¢des essenciais para a existéncia
da coevolucdo ¢ a variabilidade genética, tanto do hospedeiro, quanto do patdgeno.
Populagdes dos patogenos com alta variabilidade possuem uma melhor capacidade de
responder aos agentes seletivos, ou seja, adaptam-se com mais facilidade as mudancas do
ambiente. Uma das principais caracteristicas das 11 populacdes estudadas nesse trabalho ¢
que, para todas, ou havia relatos de parasitismo em cultivares com genes de resisténcia ou
relatos de maior agressividade em cultivares sem genes de resisténcia em lavouras cafeeiras.
E possivel, portanto, que tais populagdes desenvolveram mecanismos para gerar a
variabilidade necessaria para o sucesso no parasitismo em cultivares resistentes.

A espécie M. paranaensis apresenta o modo de reprodugdo via
partenogénese mitotica obrigatdria, assim como M. incognita, M. javanica e M. arenaria
(TRIANTAPHYLLOU, 1985; CASTAGNONE-SERENO, 2006; CHITWOOD; PERRY,
2009). Neste modo de reproducdo, sem recombinagdo sexual, ¢ esperada uma progenia clonal,
que sugeriria menor variabilidade. Entretanto, tais espécies apresentam ampla distribuicao
geografica e polifagia (TRUDGILL; BLOK, 2001). As varia¢des apresentadas, portanto,
seriam uma resposta provavelmente dos diferentes nimeros de cromossomos presentes nas
espécies (WILLIAMSON; ROBERTS, 2009). Por exemplo, os numeros de cromossomos
variam de 2n = 42 a 48 em M. javanica, de 2n = 32 a 38 em M. incognita ¢ de 3n = 50 a 52
em M. paranaensis (CHITWOOD; PERRY, 2009). Essa varia¢cdo cromossOmica sugere que
essas espécies sao aneuploides, com diferente numero de copias de alguns cromossomos, o
que pode levar a variagdes fenotipicas (WILLIAMSON; ROBERTS, 2009). Também sao
sugeridas outras maneiras de aquisicdo de variabilidade genética por parte de espécies
partenogenéticas, como conversdo génica, presenca de elementos transponiveis ou outros
mecanismos especializados de variagao génica (WILLIAMSON; ROBERTS, 2009).

Apesar da existéncia de variagdo entre as populacdes estudadas, ndo ¢
possivel afirmar que ha a presenca de ragas fisiologicas em M. paranaensis. A identificacao
de ragas fisiologicas em espécies do género Meloidogyne ¢ realizada pelo teste de hospedeiros
diferenciadores proposto pela Universidade Estadual da Carolina do Norte (MOENS;
PERRY; STARR, 2009). Entretanto, o mesmo foi proposto com plantas hospedeiras de
espécies diversas, aplicando equivocadamente o conceito fitopatoldgico de racas fisioldgicas
(CAMARGQO, 2011). O termo raga, quando utilizado dentro de um contexto fitopatologico,

refere-se a populacdes do patogeno que diferem entre si em relagcdo a viruléncia na espécie
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hospedeira que carrega genes especificos de resisténcia efetivos para outras populagdes
(MOENS; PERRY; STARR, 2009). No presente trabalho, trés diferentes espécies botanicas,
C. arabica, C. canephora e S. lycopersicum, foram utilizadas para a caracterizagdo fenotipica
das populagdes de M. paranaensis.

A variagdo observada entre as diferentes populagdes de M. paranaensis ora
estudadas reveste-se de grande importancia para o melhoramento genético da cultura do café
visando resisténcia a esse nematoide. Plantas com altos niveis de resisténcia ao nematoide
podem ser identificadas ao se utilizar populagdes agressivas (BOERMA; HUSSEY, 1992). A
selecdo de plantas com resisténcia a varias populacdes do nematoide, portanto, pode ser feita
com a utilizacdo de mistura de populagdes do nematoide provenientes de diferentes regides
geograficas ou hospedeiros (HUSSEY; BOERMA, 1981).

Dessa forma, ¢ importante a selecdo de gendtipos com diversas fontes de
resisténcia ao nematoide, tornando-se a caracteristica mais estavel mesmo contando-se com a
plasticidade fenotipica de populacdes de M. paranaensis, o que evitaria a selecdo de

individuos virulentos e agressivos ou a perda da resisténcia pelo material genético.

3.7 CONCLUSAO

Variagdes morfologicas, bioquimicas e fenotipicas foram observadas nas
populagdes de Meloidogyne paranaensis ora estudadas. Entretanto, nenhuma relagdo foi
observada entre a origem das populagdes com suas variagdes nos padrdes perineais, perfis de
esterase ou multiplica¢do nos gendtipos de café, bem como entre as diferentes caracterizagdes
entre si, sugerindo que a diversidade encontrada nas diferentes populagdes estudadas nao
apresenta um padrao de comportamento identificavel pelos parametros aqui utilizados, sendo
necessarios estudos futuros para melhor entendimento da diversidade das populagdes de

Meloidogyne paranaensis.
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