Universidade
Estadual de LondRina

MELINA MARQUES HOLDERBAUM

DESENVOLVIMENTO E REPRODUCAO DE Meloidogyne
paranaensis EM TRES GENOTIPOS DE Coffea arabica

Londrina
2019



MELINA MARQUES HOLDERBAUM

DESENVOLVIMENTO E REPRODUCAO DE Meloidogyne
paranaensis EM TRES GENOTIPOS DE Coffea arabica

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa
de Pos-graduacdo em Agronomia da Universidade
Estadual de Londrina, area de concentracdo em
Fitossanidade.

Orientadora: Prof? Dr? Débora Cristina Santiago
Co-orientadora: Dr® Andressa Cristina Zamboni
Machado

Londrina
2019



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragdo

Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

Ms522

HOLDERBAUM, MELINA MARQUES.
DESENVOLVIMENTO E REPRODUCAO DE Meloidogyne paranaensis EM
TRES GENOTIPOS DE Coffea arabica / MELINA MARQUES HOLDERBAUM.
- Londrina, 2019.
491 2l

Orientador: Débora Cristina Santiago.

Coorientador: Andressa Cristina Zamboni Machado.

Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) - Universidade Estadual de Londrina,
Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de Pds-Graduag@o em Agronomia, 2019.

Inclui bibliografia.

1. Coffea arabica - Tese. 2. Melhoramento genético - Tese. 3. Nematoide das
galhas - Tese. |. Santiago, Débora Cristina. Il. Machado, Andressa Cristina
Zamboni. lll. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Agrarias.
Programa de Pdés-Graduagio em Agronomia. IV. Titulo.

ChuU 63




MELINA MARQUES HOLDERBAUM

DESENVOLVIMENTO E REPRODUCAO DE Meloidogyne paranaensis
EM TRES GENOTIPOS DE Coffea arabica

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa
de Pds-graduacdo em Agronomia da Universidade
Estadual de Londrina, &rea de concentracdo em

Fitossanidade.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Dr2. Débora Cristina Santiago
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Dr. Gustavo Hiroshi Sera
Instituto Agrondmico do Parana - IAPAR

Dr. Dhalton Shiguer Ito
Instituto Agrondmico do Parana - IAPAR

Londrina, 29 de margo de 2019.



DEDICO

A Deus e a minha familia, em especial ao
meu esposo lzaias, meu filho Natan, meus
pais Maria da Guia e Ewaldo e meus

irmaos Tobias e Maria Carolina.



AGRADECIMENTOS

Sou grata a Deus por esta oportunidade, permitindo alcancar meus objetivos,

A0 meu esposo, Josimar lzaias Ferreira, por todo companheirismo e dedicacéo, e a0 meu
filho, Natan Holderbaum Ferreira, um presente que Jesus nos deu.

A toda minha familia, em especial, aos meus pais, Maria da Guia Marques Holderbaum e
Ewaldo Holderbaum, por todo esforco e amor incondicional, sem vocés eu nao teria chegado
até aqui, e meus irmaos Tobias Marques Holderbaum e Maria Carolina Marques Holderbaum
pelo apoio e incentivo.

A Universidade Estadual de Londrina, coordenagéo e aos docentes do Programa de P6s
Graduacao em Agronomia, por todo aprendizado e conhecimento transmitidos.

A Coordenacdo de aperfeicoamento de pessoal de nivel superior (CAPES), pela concessio da
bolsa de estudo.

Ao Instituto Agronémico do Parana (IAPAR), ao Laboratério de Nematologia e ao
Laboratorio de Melhoramento de Café, pela disponibilidade da infraestrutura para realizacéo
deste projeto.

A professora Dr2 Débora Cristina Santiago pela orientacéo, conhecimento cientifico e
experiéncia para o desenvolvimento deste trabalho.

A Dr2 Andressa Cristina Zamboni Machado pela oportunidade de fazer parte da sua equipe,
pela orientacdo, amizade e por todos 0s ensinamentos, sempre serei grata a vocé e ao técnico
agricola Santino Aleandro da Silva por tudo que fizeram.

Ao Dr. Gustavo Hiroshi Sera e ao Dr. Tumoru Sera, pelos ensinamentos e experiéncia
transmitidos.

Aos membros integrantes da comissao examinadora pela presenca e contribui¢fes que foram
muito importantes pra a melhoria do trabalho, em especial o Dr. Dhalton Shiguer Ito.

A toda colaboracdo da equipe do Laboratério de Nematologia do IAPAR e a equipe do
Laboratdrio de Melhoramento Genético de Cafe.

Aos amigos por todas as palavras de incentivo e momentos de alegria que me
proporcionaram.

A todas as pessoas que contribuiram para a realizacéo deste trabalho.



HOLDERBAUM, Melina Marques. Desenvolvimento e reprodugdo de meloidogyne
paranaensis em trés genotipos de coffea arabica. 2019. 47 f. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar o desenvolvimento e reproducdo de Meloidogyne
paranaensis em trés genotipos de café arabica, pela analise de penetracdo, desenvolvimento
de juvenis e reproducdo de M. paranaensis nas raizes. Foram utilizadas as cultivares IPR 106
e Mundo Novo IAC 376-4 como padrdes de resisténcia e suscetibilidade, respectivamente,
além do genodtipo IAPAR 88480-8-4. Para o experimento de avaliacdo da multiplicagdo do
nematoide, o delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial
3 x 7 (gendtipos x periodo de avaliacdo), com sete repeti¢des. Foram inoculados 1000 ovos e
J2 de M. paranaensis (populacédo inicial = Pi) e os periodos de avaliacdo foram 60, 90, 120,
150, 180, 210 e 240 dias ap6s a inoculacdo (DAI) do nematoide, sendo obtida a populacéo
final do nematoide (Pf) em cada periodo. No experimento para observacdo da penetracdo e
desenvolvimento dos juvenis nos genoétipos de café avaliados, o delineamento experimental
foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 8 (genotipos x periodos de avaliacao),
sendo as avaliagOes realizadas aos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 DAI, com cinco repeticoes,
sendo realizada também avaliacdo do fator de reproducdo (FR) aos 60 e 104 DAI. As plantas
no estadio cotiledonar foram transplantadas para tubetes e inoculadas quando atingiram o
estddio de um par de folhas, com suspensdo de indculo contendo 3000 ovos de M.
paranaensis (penetragdo e desenvolvimento de juvenis). As avaliagdes foram iniciadas aos 5
DAI, sendo feitas avaliagbes a cada cinco dias para o0 estudo da penetracdo e
desenvolvimentos dos juvenis do nematoide e, aos 60 e 104 DAI para FR. Concluiu-se que o
gendtipo IAPAR 88480-8-4, que tem apresentado bom desenvolvimento em condi¢des de
campo, ndo apresenta resisténcia a M. paranaensis, apesar de ter sido observado atraso no
desenvolvimento inicial do nematoide nesse genétipo. Estudos posteriores que visem elucidar
a tolerancia desse gendtipo ao nematoide devem ser realizados, para comprovar as
observagdes de campo quanto ao bom desenvolvimento. IPR 106 apresenta maior quantidade
inicial de nematoides, mas a taxa de crescimento da populacdo € menor que a dos outros
genodtipos. Além disso, IPR 106 apresenta valores significativamente menores de FR e
Nema.g? que aqueles observados nos demais gendtipos, confirmando sua importancia para o
manejo desse nematoide em condi¢cdes de campo. Entretanto, sua utilizacdo em areas
infestadas deve ser acompanhada de manejo para reducdo populacional de M. paranaensis.

Palavras chave: Coffea arabica. Melhoramento genético. Nematoide das galhas.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate development and reproduction of Meloidogyne
paranaensis in three Arabic coffee genotypes through the analyze of the biology and
development of M. paranaensis in the genotypes. Cultivars IPR 106 and Mundo Novo IAC
376-4 were included as resistant and susceptible standards, respectively, besides the genotype
IAPAR 88480-8-4. To evaluate the nematode multiplication, experiment was conducted in a
completely randomized design in factorial arrangement 3 x 7 (genotypes x evaluation date),
with 7 replicates. 1,000 M. paranaensis eggs and J2 were inoculated (initial population = IP)
and the evaluation dates were 60, 90, 120, 150, 180, 210, and 240 days after inoculation
(DAI), in which the final nematode population (FP) was obtained in each date. To observe the
penetration, the development and the reproduction factor (RF) of M. paranaensis in the coffee
genotypes evaluated, experiments were conducted in the completely randomized design, in
factorial arrangement 3 x 8, with five replicates. Plants in the cotyledonal stage were
transplanted to plastic tubes and inoculated when reached the one-leaf pair stage, and a
suspension containing 3,000 M. paranaensis eggs (penetration and development) was
inoculated. Evaluations were done 5 DAI, with evaluations at each five days to study the
nematode penetration and development and at 60 e 104 DAI to RF. We can conclude that
IAPAR 88480-8-4, which has been showed good development under field conditions, since in
the presence of M. paranaensis, did not had resistance to this nematode. Future studies to
elucidate the tolerance level of this genotype to this nematode must be realized to prove the
field observations in relation to its good development in the presence of the nematode. in
relation to IPR 106, although of the lower RF values obtained in both experiments, we
verified that this cultivar allowed the nematode multiplication and, therefore, its use in
infested areas must be accompanied by a management to reduce the M. paranaensis
population.

Key words: Coffea Arabica. Genetic breeding. Root-knot nematode.
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1 INTRODUGCAO

O café é uma das principais commodities agricolas mundiais, sendo o Brasil
0 maior produtor e exportador, produzindo aproximadamente um ter¢o do café consumido no
mundo. As principais espécies cultivadas no mundo sdo Coffea arabica L. e C. canephora P.
A cultura do cafeeiro sofre perdas econémicas por diversos fatores bidticos e abidticos que
interferem na produtividade e qualidade do produto. Os fitonematoides do género
Meloidogyne representam um grave problema para a cafeicultura brasileira, ocorrendo com
maior severidade nos Estados do Parand, S&o Paulo, Espirito Santo, Goiés e Minas Gerais.

Na cafeicultura paranaense, Meloidogyne incognita e M. paranaensis sdo as
principais espécies, afetando drasticamente o sistema radicular das plantas, ocasionando
perdas na produtividade e até a morte de plantas. Em areas ja infestadas, o cultivo de café
principalmente com cultivares suscetiveis se torna inviavel economicamente, pois a adogao de
outras medidas de controle tem sido limitada e dificil de ser realizada.

Os controles quimico, bioloégico e cultural diminuem a populacdo dos
nematoides, porém quando utilizados de forma individual, nem sempre sdo eficientes, devido
ao fato de o café ser uma cultura perene, permanecendo por longo periodo em campo.
Portanto, a utilizacdo de cultivares resistentes é a medida de controle mais eficiente,
constituindo uma das principais formas de manejo de Meloidogyne spp.

A resisténcia em cafeeiros a M. paranaensis tem sido observada em poucas
cultivares de café arabica. Estas cultivares apresentam elevado nivel de resisténcia, entretanto,
existem poucos estudos relatando a existéncia de outros genotipos da cultura com resisténcia a
M. paranaensis. Estudos realizados identificaram resisténcia intermediaria em genotipos
derivados de Sarchimor IAC 1669-33, porém ainda ndo foi estudado como estes se
comportam em diferentes niveis populacionais e como afetam a biologia e reproducdo de M.
paranaensis.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento e reproducao
de M. paranaensis em trés genotipos de Coffea arabica, com base em andlises de penetracéo,

desenvolvimento de juvenis e reproducdo de M. paranaensis nos sistemas radiculares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DO CAFEEIRO

O cafeeiro pertence a classe das Angiospermas, subclasse Eudicotileddnea,
familia Rubiaceae e géneros Coffea e Psilanthus. As espécies do género Coffea apresentam
anteras e estigmas proeminentes e estilo longo, enquanto que o género Psilanthus possui o
estilo curto e flores com anteras e estigmas inclusos, que ndo ultrapassam o tubo da corola
(CARVALHO, 2008). O género Coffea retine 124 espécies (DAVIS et al., 2011), mas apenas
C. arabica e C. canephora sdo cultivadas comercialmente (GUERREIRO FILHO et al.,
2008). As espécies C. liberica, C. dewevrei, C. congensis, C. racemosa, C. eugenoides, C.
kapakata, entre outras, sao utilizadas no melhoramento genético (CARVALHO et al., 2008).

O café € uma das principais commaodities agricolas mundiais, produzido em
mais de 50 paises em desenvolvimento (ICO, 2019). No Brasil, a &rea total cultivada (café
arabica e conilon) totaliza 2,16 milhGes hectares, tendo uma estimativa de produtividade entre
27,4 e 29,58 sacas por hectare. Os principais estados produtores sdo Minas Gerais, Espirito
Santo, S&o Paulo, Bahia, Rond6nia, Parand, Rio de Janeiro, Goias, Mato Grosso e Amazonas.
A érea plantada de café arabica no pais soma 1,74 milhdo de hectares, correspondendo a
80,7% da area existente, e estima-se uma produtividade entre 24,67 e 36,06 sacas por hectare
(CONAB, 2019).

O cafeeiro apresenta um sistema radicular pivotante, com algumas raizes
axiais que crescem verticalmente a uma profundidade de aproximadamente 2 metros e muitas
raizes laterais. Os ramos apresentam nos e entrends. Cada n6 possui duas folhas opostas em
relacdo ao eixo do ramo ou gemas. Os entrends nao possuem folhas ou gemas, tendo seu
tamanho geneticamente controlado, determinando tanto em altura quanto em didmetro da
copa o porte da planta (SAKIYAMA et al., 2015).

O café é formado por dois tipos de ramos morfologicamente distintos,
denominados ortotrépico que cresce verticalmente e emite o primeiro par de ramos
plagiotrdpicos a partir do sexto ao décimo nd. O ramo plagiotrépico cresce lateralmente numa
inclinacdo variavel em relagcdo ao ramo ortotropico (SAKIYAMA et al., 2015).

As sementes apresentam normalmente formato plano convexo, algumas
vezes oval ou eliptico, e sdo constituidas por espermoderma, chamada também de pelicula
prateada, endosperma, um tecido triploide (3n) de maior volume na semente e embrido, que é

formado por hipocétilo e dois cotilédones cordiformes, localizados na superficie convexa da
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semente (GUIMARAES; MENDES, 1998). O fruto do café é climatérico, tendo como
desenvolvimento as fases de chumbinho, expansdo do fruto, granagdo, maturacdo e
senescéncia (SAKIYAMA et al., 2015).

2.2 NEMATOIDES NO CAFEEIRO

Na cafeicultura brasileira, destacam-se 0s nematoides pertencentes ao
género Meloidogyne, conhecidos como nematoides das galhas radiculares, sendo as espécies
que mais causam danos M. exigua, M. incognita e M. paranaensis (GONCALVES;
SILVAROLLA, 2007). Ocorrem em diversas regides produtoras no Brasil, sendo uma ameaca
constante a produtividade das lavouras. Sdo patdgenos biotréficos, que penetram o apice
radicular das plantas hospedeiras e migram em dire¢cdo ao cilindro vascular, nos quais
induzem a diferenciacdo das células radiculares em células gigantes, hipertrofiadas, que
constituem local de alimentacdo necessario para o seu desenvolvimento (ROSSO et al., 2011).

Como resultado do parasitismo, as raizes do cafeeiro infectadas apresentam
deficiéncia na absorgdo e translocacdo de nutrientes para a planta, ficando debilitada e
podendo chegar consequentemente a morte (SALGADO et al., 2011).

As espécies M. incognita e M. paranaensis tém sido relatadas como mais
agressivas e prejudiciais quando comparadas a M. exigua, pela intensidade dos danos que
causam. Porém M. exigua esta amplamente disseminada em importantes regides cafeeiras do
pais, como Mogiana - SP, Alto Paranaiba - MG, Triangulo Mineiro - MG, Zona da Mata -
MG) e Sul de Minas - MG (GONCALVES; SILVAROLLA, 2001). Sua ocorréncia, também,
foi relatada nos Estados do Parana, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Bahia, Distrito Federal e
Ceara (SANTOS, 1997).

No Brasil, M. paranaensis Carneiro et al., 1996 estd amplamente
disseminado e ja foi encontrado nos Estados do Parand (PORTZ et al., 2006), Sdo Paulo
(CARNEIRO et al., 2005), Minas Gerais (CASTRO; NAVES; CAMPOS, 2003; CASTRO;
CAMPOS, 2004; CASTRO et al., 2008), Espirito Santo (BARROS et al., 2011) e Goias
(SILVA; OLIVEIRA; ZAMBOLIM, 2009). Em Minas Gerais, M. paranaensis esta se
disseminando em vérias regides e esta se tornando um problema grave para a cultura.

Meloidogyne incognita foi identificado em propriedades cafeeiras dos
Estados do Espirito Santo (LORDELLO; HASHIZUME, 1971), Minas Gerais (LIMA et al.,
1985; CAMPOS; MELLES, 1987) e Bahia (SOUZA et al., 2000), sendo encontrado tambeém



13

na Guatemala, Havai (CARNEIRO; COFCEWICZ, 2008) e, recentemente, no México
(LOPEZ-LIMA et al., 2015).

Foram caracterizadas duas racas (1 e 2) em M. exigua, quatro racas (1, 2, 3
e 4) em M. incognita e somente uma em M. paranaensis (GONCALVES; SILVAROLLA,
2001). Em um estudo de levantamento parcial de Meloidogyne spp. em cafeeiros na regido
noroeste do estado do Parana (ITO et al., 2013), em um total de 26 amostras analisadas,
observaram que 73,1% continham M. paranaensis, 15,4% M. incognita e 7,7% uma mistura
de M. incognita e M. javanica. Segundo Portz et al. (2006), das 85 amostras avaliadas, foram
encontrados 40 a 45% de frequéncia de M. exigua e 33 a 60% de M. paranaensis parasitando
cafeeiros em dois municipios da regido Oeste do Parana.

Considerados de importancia secundaria, por ndo causarem danos
significativos ao cafeeiro (PINHEIRO et al., 2000), outros fitonematoides também s&o
encontrados associados a cultura, como os dos géneros Aphelenchus, Mesocriconema,
Ditylenchus, Helicotylenchus, Pratylenchus, Rotylenchus e Tylenchus (CAMPOS et al.,
1985). Algumas espécies de Pratylenchus podem causar prejuizos a cultura, sendo as
principais espécies para a cafeicultura brasileira P. coffeae, P. jaehni e P. brachyurus
(OLIVEIRA; ROSA, 2018).

2.3 MANEJO DE NEMATOIDES

Diversas espécies de fitonematoides considerados de importancia para
agricultura estdo presentes nas areas de producdo de café (FERRAZ et al., 2010), limitando a
viabilidade de cultivo, devido as dificuldades para o controle, uma vez que a erradicacdo €
praticamente impossivel. Portanto, medidas de manejo devem ser adotadas para evitar sua
disseminagdo, como a escolha de mudas sadias livres de nematoides, a limpeza correta de
maquinas e implementos, que podem carregar particulas de solo contaminadas (REIS;
CUNHA, 2010), assim como evitar sua disseminagdo em solos, aguas e culturas com
fitonematoides (GONCALVES; SILVAROLLA, 2001).

As estratégias de manejo disponiveis incluem o controle cultural, quimico,
biologico e genético (GONCALVES; SILVAROLLA, 2001). No Brasil, séo utilizadas
principalmente as seguintes estratégias de manejo: rotacdo de culturas, manejo do solo com
plantas ndo hospedeiras e 0 uso de porta-enxerto resistente ou variedades resistentes
(MACHADO et al., 2013).
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A utilizagdo de rotacdo de culturas é uma medida de controle dificil de ser
adotada para espécies de nematoides com ampla gama de hospedeiros, como € o caso do
nematoide das galhas (Meloidogyne spp.), necessitando um planejamento criterioso para 0 uso
desse sistema, com o conhecimento e identificacdo das espécies presentes na area de cultivo e
as caracteristicas das plantas introduzidas no sistema; ao serem planejadas corretamente, é
possivel reduzir a densidade populacional dos nematoides com a utilizacdo de plantas de
cobertura ou adubacéo verde (FERRAZ et al., 2010).

O controle quimico, também, é uma medida utilizada para 0 manejo destes
parasitas, que busca reduzir a densidade populacional dos nematoides em curto prazo.
Entretanto, para o uso de tais produtos, € necessario fazer uma analise levando-se em
consideracdo o custo-beneficio da sua aplicacdo e a condicdo econémica do agricultor, para
que essa medida seja utilizada de maneira adequada (SALGADO et al., 2011).

Anteriormente, o principal método de controle em viveiros de café era a
utilizacdo de fumigantes, como brometo de metila, que por ser muito tdxico, teve sua
comercializacdo e producdo proibidos (CAMPOS; SILVA, 2008). Os grupos quimicos
cadusafos (organofosforado), terbufés (organofosforado), fenamifés (organofosforado),
fostiazato (organofosforado), carbofurano (metilcarbamato de benzofuralina) e fluensulfona
(fluroalkenyle (-thiother)) sdo os nematicidas registrados para a cultura do café (AGROFIT,
2018).

Recentemente, Arita (2018) avaliou a eficiéncia de quatro nematicidas
quimicos (cadusafos, carbofurano, fluopyram e fluensulfone) no controle de M. paranaensis,
em condicOes de casa de vegetacdo, quando aplicados no momento do plantio e 60 dias apés a
inoculagdo do nematoide, utilizando-se a cultivar suscetivel Mundo Novo. Os resultados
mostraram que fluensulfone e fluopyram, moléculas recentes e com menor toxicidade, foram
bastante eficientes em reduzir a populacdo do nematoide em ambas as datas de aplicacdo. O
autor relata reducdes do fator de reproducdo (FR) do nematoide de 99 a 100% com a
utilizacdo destes nematicidas. Neste estudo, carbofurano e cadusafos causaram fitotoxidez as
plantas de cafe.

Alternativamente ao controle quimico, o controle biol6gico também é uma
opcao para 0 manejo de nematoides, sendo caracterizado pela acdo de organismos que podem
limitar ou estabilizar as populacGes dos nematoides através de mecanismos de competicao,
parasitismo, predagdo e producdo de compostos toxicos. Varios atributos sdo necessarios para
gue um organismo seja considerado um bom agente de controle biolégico, como ndo ser

patogénico as plantas, animais ou seres humanos, ser eficiente na redugdo da populacéo de
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nematoides em alta densidade, sobreviver em condigdes extremas de solo, ser facilmente e
economicamente produzidos em massa, entre outros (FERRAZ et al., 2010).

Fungos considerados nematofagos podem ser divididos em endoparasitas,
predadores, parasitas de ovos e fémeas e aqueles que produzem metabolitos tdxicos aos
nematoides. Devido a essa capacidade, sdo estudados diversos géneros e espécies no controle
biolégico de nematoides, sendo conhecidos cerca de 70 géneros e 160 espécies (FERRAZ et.
al., 2010). O primeiro relato no Brasil da utilizacdo do fungo Purpureocillium lilacinum como
parasita de ovos de Meloidogyne sp. foi feito por Freire e Bridge (1985).

Na cultura do café, foi avaliada a eficacia na utilizacdo de fungos dos
géneros Arthrobotrys, Paecilomyces e Verticilium para controle de M. exigua (CAMPOS e
CAMPOS 1997). Para M. incognita e M. javanica, foi observado potencial de controle entre
os isolados de Arthrobotrys spp. em estudos de predacdo in vitro (OLIVEIRA et al. 2003).
Para M. paranaensis, foi observado potencial de controle em isolados de P. lilacinus que
mostraram habilidade para infectar ovos em meio BDA (CADIOLI et al., 2007). Além disso,
Arita (2017) avaliou a eficiéncia de P. lilacinus e Trichoderma harzianum no controle de M.
paranaensis em plantas de café cultivar Mundo Novo e observou que P. lilacinus
proporcionou melhora no desenvolvimento das plantas de café, especialmente na auséncia do
nematoide, o que poderia constituir um efeito fitotdnico a cultura.

A utilizacdo da resisténcia genética é considerada a medida de controle mais
eficiente, sendo uma das principais estratégias de manejo de fitonematoides, possibilitando a
manutencdo de populacbes do patdgeno abaixo do nivel de dano econémico, em especial 0s
do género Meloidogyne que apresentam uma interacdo especializada e complexa com seus
hospedeiros (REIS; CUNHA, 2010).

Existem alguns mecanismos de resisténcia a nematoides, como 0s pré-
infeccionais, nos quais 0s processos infecciosos destes sdo completamente inibidos e 0s pos-
infeccionais que, ainda que o nematoide penetre as raizes das plantas, podem inibir o
desenvolvimento do patdégeno. Também podem ser afetados por substancias nematotoxicas
pré-existentes nos tecidos vegetais, como compostos fendlicos, acido clorogénico, entre
outros (FERRAZ et al., 2010). Os mecanismos de defesa expressos em uma planta podem
interferir nas diversas fases do ciclo de vida e do parasitismo do nematoide, impedindo ou
prevenindo a sua multiplicacdo (ROBERTS, 2002).
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2.4 MELOIDOGYNE PARANAENSIS

Inicialmente, M. paranaensis foi identificado como M. incognita, sendo
considerado apenas uma variante desta espécie que expressava alta viruléncia ao cafeeiro. Por
volta dos anos 1990, essa populacgéo representava cerca de 52% das infestacdes causadas por
nematoides de galhas no Parand, sendo posteriormente descrita e designada como M.
paranaensis, com base em diferencas morfoldgicas e bioldgicas (CARNEIRO et al., 1996). A
diferenciacdo da espécie pode ser realizada, também, com marcadores do tipo SCAR
(RANDIG et al., 2002; 2004) e através de seus fenotipos de a-esterase [Est P1 (=Est F1) e P2]
(CARNEIRO et al., 2004).

Meloidogyne paranaensis possui padrdo perineal retangular a ovalado,
geralmente com arco dorsal alto, quadrado, as estrias laterais variam de finas a grossas, lisas
ou onduladas, as linhas do campo lateral sdo descontinuas, levemente marcadas por pausas e
garfos. As variantes apresentam configuracdo triangular das estrias na regido apds o anus
(CARNEIRO et al., 1996).

A fémea possui corpo globoso e a regido anterior forma um “pescogo”,
possui coloracdo esbranquicada e deposita todos os ovos em um unico local da raiz,
originando um aglomerado ou massa que pode conter mais de 400 ovos, onde uma substancia
aderente secretada pelas glandulas retais da fémea os mantém unidos. No interior destes ovos,
estdo contidos juvenis de primeiro estadio (J1), que sofrem a primeira ecdise originando
juvenis de segundo estadio (J2), ainda dentro dos ovos, conhecidos como J2 pré-parasitas, de
corpo filiforme e moveis, que, ao sairem dos ovos, migram no solo procurando raizes do
hospedeiro (FERRAZ, 2018).

Apds a penetracdo, que ocorre preferencialmente nos apices radiculares, o
J2 pré-parasita migra intercelularmente para o cilindro vascular, onde se posiciona,
estabelecendo ali o parasitismo, injetando secre¢des esofagianas através do estomatoestilete,
que estimulam a formacdo de um grupo de células modificadas, hipertrofiadas, com
citoplasma denso e nucleos evidentes (FERRAZ, 2018). Sdo conhecidas como células
nutridoras, essenciais a nutricdo e ao desenvolvimento do nematoide, bem como a producéo
de descentes (FERRAZ, 2018).

Apds o estabelecimento de seu parasitismo na planta, o J2 fica mais robusto,
tornando-se sedentario, pois perde sua capacidade de se movimentar, sendo agora
denominado de J2 parasita. Atingindo o apice de seu crescimento, sofre a segunda ecdise,
originando juvenil de terceiro estadio (J3) que, em seguida, d& origem ao juvenil de quarto
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estadio (J4). Nestas duas ultimas fases, ndo conseguem mais se alimentar, pois perdem a
funcionalidade do estilete bucal e tém o es6fago parcialmente degenerado (FERRAZ, 2018).
Por fim, sofre a Gltima ecdise, formando-se fémeas e/ou machos. Esta espécie se reproduz por
partenogénese mitdtica obrigatoria, sendo assim, ndo necessita do macho para completar o
ciclo de vida, possuindo populagbes basicamente constituidas por fémeas. Os machos
resultantes de reversdo sexual do J4 possuem corpo filiforme e bem alongado, com um s6
testiculo e cauda desprovida de bolsa de copula (bursa); aparentemente, ndo sdo parasitas e
aparecem apenas sob condicdes ambientais especiais, como estresse nutricional e
superpopulagéo na raiz atacada (FERRAZ, 2018).

Os cafeeiros infestados por este nematoide tém o sistema radicular
danificado, inclusive a raiz principal, apresentam severos descorticamentos, rachaduras e
necrose no tecido do cortex, podendo ocorrer reducdo no sistema radicular. Na parte aérea,
apresentam crescimento reduzido, sintomas de deficiéncias minerais, declinio geral e desfolha
acentuada, podendo levar a morte da planta (CARNEIRO et al., 1996).

2.5 RESISTENCIA A MELOIDOGYNE PARANAENSIS

O uso de resisténcia genética leva a reducdo da densidade populacional de
nematoides, pois 0s mecanismos de resisténcia da planta impedem o desenvolvimento do
nematoide, ou proporcionam taxas baixas de reproducdo do patdgeno, reduzindo os danos a
cultura (SALGADO et al., 2014). S&o escassas as cultivares de C. arabica com resisténcia a
M. paranaensis, sendo esta caracteristica identificada em algumas espécies de C. canephora
(SERA et al., 2006) e em acessos de C. arabica da Etiopia (ANTHONY et al., 2003;
BOISSEAU et al., 2009; FATOBENE et al., 2017). Em cafeeiros arabicos com introgressao
de genes de C. canephora, como na linhagem 925 de Icatu (GONCALVES; SILVAROLLA,
2007) e nos seus derivados (SHIGUEOKA et al., 2016a), também, pode ser encontrada
resisténcia para este nematoide.

Foi identificada resisténcia a M. exigua em acessos de C. racemosa
(ANTHONY et al., 2003) e em cafeeiros derivados do Hibrido de Timor (HT)
(GONCALVES; PEREIRA, 1998; SILVAROLLA et al., 1998; RIBEIRO et al., 2005;
SALGADO et al., 2005; DIAS et al., 2009), que é um cafeeiro ardbico com genes de C.
canephora que foi utilizado em varios programas de melhoramento no mundo, como fonte de
resisténcia ao fungo Hemileia vastatrix Berk. et Br., agente causal da ferrugem alaranjada
(VARZEA e MARQUES, 2005). A resisténcia a M. paranaensis em derivados de HT foi
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relatada em apenas alguns estudos (SERA et al., 2009; SALGADO et al. 2014; SHIGUEOKA
etal., 2016b).

Anthony et al. (2005) relatam, a partir de estudo histopatolégico, que a
resisténcia conferida pelo gene Mex-1 esta associada a um fendtipo da reacdo de
hipersensibilidade (HR), no qual tinham sido observadas alteracGes ultraestruturais apds a
infeccdo por M. exigua. A resisténcia do cafeeiro aos nematoides poderia, portanto, estar
associada a reacdo de hipersensibilidade (RODRIGUES et al.,, 2000) com base na
caracterizacdo do gene de resisténcia Mex-1 (NOIR et al., 2003). Para M. paranaensis,
Shigueoka et al. (no prelo), também, observaram que o mecanismo de resisténcia de cultivares
de café a este nematoide se da por hipersensibilidade, a exemplo do que ocorre com M.
exigua.

O uso de enxertia hipocotiledonar permitiu, em curto prazo, o cultivo de
café em é&reas infestadas por nematoides a partir de 1987 (GONCALVES; SILVAROLLA,
2007). Nesse sentido, relata-se que o porta-enxerto Apoatd 1AC-2258 de C. canephora é
resistente a M. exigua (FAZUOLI et al., 1987; SALGADO et al., 2005), M. incognita
(FAZUOLI et al., 1987; SERA et al., 2006) e M. paranaensis (SERA et al., 2006).

Atualmente, vem sendo recomendada a cultivar de café ardbica IPR 100
(“Catuai” x (“Catuai” x “séric BA-10"), que possui resisténcia a M. paranaensis e M.
incognita, lancada em 2012 (SERA et al., 2017). Em 2017, o IAPAR langou outra cultivar de
C. arabica, denominada IPR 106 (“Icatu”), com resisténcia a M. paranaensis e M. incognita
(ITO et al., 2008). Assim, apenas estas duas cultivares de café arabica resistentes a M.

paranaensis estdo disponiveis.
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3 ARTIGO A

DESENVOLVIMENTO E REPRODUCAO DE Meloidogyne paranaensis EM TRES
GENOTIPOS DE Coffea arabica

3.1 RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar o desenvolvimento e reproducdo de Meloidogyne
paranaensis em trés genotipos de cafeeiro, pela analise de penetracdo, desenvolvimento de
juvenis e reproducdo de M. paranaensis nas raizes. Foram utilizadas as cultivares IPR 106 e
Mundo Novo IAC 376-4 como padrdes de resisténcia e suscetibilidade, respectivamente, além
do gendtipo IAPAR 88480-8-4. Para o experimento de avaliagdo da multiplicacdo do
nematoide, o delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial
3 x 7 (gendtipos x periodo de avaliacdo), com sete repeti¢des. Foram inoculados 1000 ovos e
J2 de M. paranaensis (populacao inicial = Pi) e os fatores consistiram em trés gendtipos e sete
periodos de avalia¢do (60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 dias apo6s a inoculagédo do nematoide,
DAI), sendo obtida a populacdo final do nematoide (Pf) em cada periodo. No experimento
para observacdo da penetracdo e desenvolvimento dos juvenis nos gendétipos de café
avaliados, o delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3
X 8 (gendtipos x periodos de avaliacdo), com avaliagbes aos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40
DAI, com cinco repeticdes, sendo realizada também avaliacdo do fator de reproducédo (FR).
As plantas no estadio cotiledonar foram transplantadas para tubetes e inoculadas quando
atingiram o estadio de um par de folhas, com suspenséo de in6culo contendo 3000 ovos de M.
paranaensis (penetracdo e desenvolvimento de juvenis). As avaliagdes foram iniciadas aos 5
DAI, sendo feitas a cada cinco dias para o estudo da penetracdo e desenvolvimento dos
juvenis do nematoide e, para FR aos 60 e 104 DAI. Neste trabalho, concluiu-se que o
gendtipo IAPAR 88480-8-4, que, mesmo na presenca de M. paranaensis, tem apresentado
bom desenvolvimento em condi¢bes de campo, ndo apresenta resisténcia a esse nematoide.
Assim, novos estudos que visem elucidar a tolerancia deste genotipo ao nematoide devem ser
realizados para comprovar as observacdes de campo quanto ao bom desenvolvimento na
presenca de M. paranaensis. Em relacdo a IPR 106, apesar dos menores valores de FR obtidos
em ambos os experimentos, verificou-se que este permite a multiplicacdo do nematoide e,
portanto, sua utilizacdo em areas infestadas deve ser acompanhada de manejo para reducdo
populacional de M. paranaensis.

Palavras chave: Coffea arabica, melhoramento genético, nematoide das galhas.

DEVELOPMENT AND REPRODUCTION OF Meloidogyne paranaensis IN THREE Coffea
arabica GENOTYPES

3.2 ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the development and reproduction of Meloidogyne
paranaensis in three Arabic coffee genotypes, through the analysis of the biology and
development of M. paranaensis in the roots. Cultivars IPR 106 and Mundo Novo IAC 376-4
were included as resistant and susceptible standards, respectively, besides the genotype
IAPAR 88480-8-4. To evaluate the nematode multiplication, an experiment was conducted in
a completely randomized design in factorial arrangement 3 x 7 (genotypes x evaluation date),
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with 7 replicates. 1,000 M. paranaensis eggs and J2 (initial population = IP) were inoculated
and the factors consisted of three genotypes and seven evaluation dates after nematode
inoculation (DAI) (60, 90, 120, 150, 180, 210, and 240 DAI), in which the final nematode
population (FP) was obtained in each date. To observe the penetration, the development and
the reproduction factor (RF) of M. paranaensis in the coffee genotypes evaluated,
experiments were conducted in the completely randomized design, in factorial arrangement 3
x 8, with five replicates. Plants in the cotyledonal stage were transplanted to plastic tubes and
inoculated when reached the one-leaf pair stage, with a suspension containing 3,000 M.
paranaensis eggs (penetration and development of juveniles). Evaluations were done from 5
DAI, with evaluations at each 5 days to study the nematode penetration and development of
juveniles and to RF at 60 and 104 DAI. We can conclude that IAPAR 88480-8-4, which has
been showed good development under field conditions, since in the presence of M.
paranaensis, did not had resistance to this nematode. Future studies to elucidate the tolerance
level of this genotype to this nematode must be realized to prove the field observations in
relation to its good development in the presence of the nematode. in relation to IPR 106,
although of the lower RF values obtained in both experiments, we verified that this cultivar
allowed the nematode multiplication and, therefore, its use in infested areas must be
accompanied by a management to reduce the M. paranaensis population.

Key words: Coffea arabica, genetic breeding, root-knot nematode.

3.3 INTRODUCAO

O café é uma das principais commodities agricolas mundiais, produzido em
mais de 50 paises em desenvolvimento (ICO, 2019). No Brasil, a area total cultivada (café
arébica e conilon) totaliza 2,16 milhdes hectares, com uma estimativa de produtividade entre
27,4 e 29,58 sacas por hectare. Os principais estados produtores sdao Minas Gerais, Espirito
Santo, Sdo Paulo, Bahia, Rondonia, Parand, Rio de Janeiro, Goias, Mato Grosso e Amazonas
(CONAB, 2019).

Diversas espécies de fitonematoides consideradas de importancia para
agricultura estdo presentes nas areas de producdo de café (FERRAZ et al., 2010), limitando a
viabilidade de cultivo, devido as dificuldades para o controle (REIS; CUNHA, 2010). Na
cafeicultura brasileira, destacam-se 0s nematoides pertencentes ao género Meloidogyne,
conhecidos como nematoides das galhas radiculares, sendo as espécies que mais causam
danos M. exigua, M. incognita e M. paranaensis (GONCALVES; SILVAROLLA, 2007).

Sdo escassas as cultivares de C. arabica com resisténcia a M. paranaensis,
sendo esta caracteristica identificada em algumas espécies de C. canephora (SERA et al.,
2006) e em acessos de C. arabica da Etiopia (ANTHONY et al., 2003; BOISSEAU et al.,
2009). A cultivar de café ardbica IPR 100 foi lancada em 2012 e possui resisténcia a M.

paranaensis e M. incognita (SERA et al., 2017). Em 2017, o IAPAR langou outra cultivar de
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C. arabica, denominada IPR 106, com resisténcia a M. paranaensis e M. incognita (ITO et
al., 2008).

Estudos realizados por Shigueoka et al. (2016b) identificaram resisténcia
intermediaria em genotipos derivados de Sarchimor IAC 1669-33, porém, ainda ndo foi
estudado como estes se comportam em diferentes niveis populacionais e como afetam a
biologia e reproducdo de M. paranaensis. Assim, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o
desenvolvimento e reproducdo de M. paranaensis em trés genotipos de café arabica, Mundo
Novo IAC 376-4, IPR 106 e IAPAR 88480-8-4, com base em analises de penetracao,

desenvolvimento de juvenis e reproducdo de M. paranaensis.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Material Vegetal

Foi avaliado um gendtipo derivado de Sarchimor IAC 1669-33 (Villa Sarchi
CIFC 371/10 x Hibrido de Timor CIFC 832/2), denominado IAPAR 88480-8-4, originado da
linhagem Fs da selecdo IAPAR 88480-8 que apresentou resisténcia intermediaria a M.
paranaensis. IAPAR 88480-8-4 ¢ um genotipo de C. canephora originado do Hibrido de
Timor CIFC 832/2 (SHIGUEOKA et al., 2016b). Além disso, em condi¢bes de campo, este
gendtipo tem apresentado bom desenvolvimento, mesmo na presenca de M. paranaensis
(Gustavo Hiroshi Sera, comunicacdo pessoal). Como comparativos utilizou-se as cultivares
Mundo Novo IAC 376-4 e IPR 106, sabidamente suscetivel e resistente, respectivamente, ao

nematoide.

3.4.2 Obtengéo, Quantificacdo e Inoculacdo dos Nematoides

A populacdo de M. paranaensis utilizada como indculo nos experimentos
foi obtida no municipio de Londrina (Parand, Brasil). A confirmagdo especifica de M.
paranaensis foi realizada através de analise de seus fenotipos de a-esterase (CARNEIRO;
ALMEIDA, 2000) e exame do padrdo perineal de fémeas (HARTMAN; SASSER 1985).

Para obtencdo da populacdo purificada, uma massa de ovos de uma Unica
fémea foi separada e multiplicada em tomateiro cv. Santa Clara. Apos essa multiplicacdo, a
populacdo foi mantida em cafeeiro cv. Mundo Novo IAC 376-4. Cerca de 60 dias antes da

instalagdo do experimento, ovos e J2 foram extraidos das raizes do cafeeiro e inoculados em
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plantas de tomate cv. Santa Clara para multiplicagéo do indculo. O indculo foi, entdo, obtido
pela extracdo de ovos e J2 a partir das raizes destas plantas de tomateiro (BONETI; FERRAZ,
1981). Foram inoculados 1000 ou 3000 ovos e/ou J2 de M. paranaensis (populacéo inicial =
Pi), respectivamente, para a avaliacdo da multiplicacdo do nematoide e da penetracdo nas

raizes, contidos em 1 mL de suspenséo aplicada diretamente no colo da planta.

3.4.3 Avaliacdo Da Multiplicacdo De M. Paranaensis Nos Genotipos De Café

3.4.3.1 Conducdo e instalacdo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo no Instituto
Agronémico do Paranad (IAPAR), em Londrina, PR, Brasil (23°21'20,0"S; 51°09'58,2"0),
entre os meses de setembro de 2017 a fevereiro de 2018. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 7, com sete repeticdes representadas por
uma planta cada. Os fatores consistiram de trés gendtipos e sete periodos de avaliacdo apds a
inoculacdo dos nematoides (60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 dias). Durante o experimento, as
médias de temperatura maxima e minima foram de 47 e 10 °C.

As mudas foram obtidas através de semeadura em germinadores contendo
areia, sendo transplantadas para tubetes quando atingiram o estadio cotiledonar. As mudas
com trés a quatro pares de folhas foram transplantadas para copos de isopor com capacidade
de 900 mL e, apds um més, foram inoculadas com o nematoide. O substrato foi composto por
uma mistura de solo e areia na proporc¢édo 1:3, previamente esterilizado em estufa a 160 °C por
3 horas e umidade proxima da capacidade de campo. A adubacdo foi realizada com a
aplicacdo de 2 g de Osmocote Plus® (15% N, 9% P20s, 12% K20, 1% Mg, 2,3% S, 0,05%
Cu, 0,45 % Fe, 0,06% Mn, 0,02% Mo) por planta, no momento do transplante.

3.4.3.2 Avaliacao

As avaliagOes foram realizadas aos 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 dias
apos a inoculagdo (DAI), sendo descartada a parte aérea e recolhidos os sistemas radiculares,
lavados em agua corrente e pesados, obtendo-se a massa fresca de raiz (MFR). Em seguida,
ovos e/ou J2 foram extraidos, empregando-se a metodologia de Boneti; Ferraz (1981). Apoés a
extracdo, a populacdo final (Pf) de M. paranaensis em cada planta foi quantificada, com

auxilio de camara de Peters sob microscépio de luz. Com os dados da massa fresca das raizes
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(MFR) e da quantificacdo dos nematoides, foi determinado o nimero de ovos e/ou J2 por
grama de raizes (Nema.g?). Na sequéncia, foi determinado o fator de reproducdo (FR),
através da formula: FR = Pf/ Pi (OOSTENBRINK, 1966), para classificacdo como resistente
(FR < 1) e suscetivel (FR > 1).

3.4.4 Andlise Da Penetracdo, Desenvolvimento De Juvenis E Reproducdo De Meloidogyne

Paranaensis Nos Genotipos De Café

3.4.4.1 Conducao e instalacdo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo no Instituto
Agronémico do Paranad (IAPAR), em Londrina, PR, Brasil (23°21'20,0"S; 51°09'58,2"0),
entre 0s meses de novembro de 2017 a marco de 2018. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 8, com cinco repeticdes. Os fatores
consistiram de trés genotipos (IAPAR 88480-8-4, Mundo Novo IAC 376-4 e IPR 106) e oito
periodos de avaliacdo apds a inoculagdo dos nematoides (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 dias),
sendo as avaliacdes realizadas a cada cinco dias. Além disso, oito plantas remanescentes
foram avaliadas para determinacdo do FR, aos 60 e 104 dias ap0ds a inoculacdo, visando-se
confirmar a viabilidade do indculo, as boas condi¢des experimentais e a capacidade infectiva
do nematoide. As médias de temperatura maxima e minima foram, respectivamente, 42 °C e
17 °C durante o periodo experimental.

As mudas de café foram obtidas através de semeadura em germinadores
contendo areia. As plantas no estadio cotiledonar foram transplantadas para tubetes com
capacidade para 115 cm?, contendo substrato Mecplant®, o qual foi adubado com 2 g de
Osmocote Plus® (15% N, 9% P,0s, 12% K20, 1% Mg, 2,3% S, 0,05% Cu, 0,45 % Fe, 0,06%
Mn, 0,02% Mo). As mudas com um par de folhas foram transplantadas para copos de isopor
com capacidade para 500 mL, contendo substrato formulado pela mistura de solo e areia 1:3,

previamente esterilizado em estufa a 160 °C por 3 horas.

3.4.4.2 Coloragdo das raizes e avaliagéo

As avaliacOes foram iniciadas aos 5 DAI, através da coloragcdo das raizes

pelo método de hipoclorito-fucsina acida (BYRD; KYRPATRICK; BARKER, 1983). A cada
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cinco dias, até o 40° dia, foram retiradas quatro plantas de cada genotipo, eliminando-se o
substrato para que as raizes fossem lavadas, com o auxilio de balde com capacidade para 5 L
de 4gua. Em seguida, as raizes foram cuidadosamente lavadas em agua corrente e submersas
em uma solucdo de NaClO comercial (2,0 — 2,5% de cloro ativo) e agua (3:5, v:v), por 6
minutos, sendo as raizes agitadas com um bastdo de vidro durante esse periodo para auxiliar
na clarificagdo. Posteriormente, as raizes foram lavadas e embebidas em dgua por 15 minutos,
sob homogeneizagdo com o bastdo de vidro.

Apds este procedimento, as raizes foram lavadas novamente com agua e
transferidas para recipientes contendo 30 mL de 4gua e 1 mL de solu¢do de fucsina acida e
submetidas a fervura por 45 segundos em forno micro-ondas. Apds este processo, as raizes
foram lavadas em &gua corrente e armazenadas em glicerina acidificada, para posterior
confeccao das laminas contendo todo o sistema radicular das amostras. As laminas montadas
foram visualizadas em microscopio de luz, em aumento de 100 x, para contagem dos
individuos presentes no interior das raizes e andlise dos estadios de desenvolvimento dos
mesmos. Foram contados os nematoides nos estadios J2 pré-parasita, J2 parasita, J3, J4,
fémea imatura e fémea madura (Figura 1).

Para avaliacdo do fator de reprodugdo (FR) aos 60 e 104 DAL, foi utilizada

a metodologia de Boneti; Ferraz (198 1) descrita anteriormente.
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Figura 1. Estadios de desenvolvimento de Meloidogyne spp. Adaptado de: Ferraz; Brown
(2016).
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3.4.5 Andlises Estatisticas

Os dados de MFR, Nema.g e FR foram submetidos & analise de variancia,
teste de normalidade dos residuos de Shapiro-Wilk, teste de homogeneidade das variancias de
Bartlett e ao teste de médias de Tukey a 5% de significancia, por meio do programa R versao
3.3.0 (R CORE TEAM, 2016), pacote ExpDes (FERREIRA et al., 2013). Foi necesséria a
adocdo de modelos ndo-lineares para melhor interpretacdo dos parametros analisados, sendo
para o FR adotado o modelo cubico incompleto para o genotipo IAPAR 88480-8-4 e o cubico
completo para Mundo Novo e IPR 106 e, para a variavel Nema.g™, o modelo ctbico completo
foi adotado para todos os genotipos.

Os dados referentes a observacdo dos diferentes estadios do
desenvolvimento do nematoide observados no interior das raizes de cada genotipo, durante o
periodo de 40 DAI, foram analisados por meio de esquema fatorial, sendo que a analise de
variancia indicou interacdo entre os fatores. Os dados foram transformados, sendo observados
por meio do processo de BoxCox, submetidos ao testes de normalidade dos residuos de
Shapiro-Wilk, teste de homogeneidade das variancias de Bartlett, seguidos do desdobramento
das interagdes com o uso do agrupamento de médias de Scott-Knott a 5% de significancia,
utilizando-se o programa R verséo 3.3.0 (R CORE TEAM, 2016)

Os dados das contagens do total de nematoides nos diferentes estagios de
desenvolvimento foram submetidos a0 modelo de andlise de regressdo, sendo que o modelo
linear geral, considerando-se distribuicdo binomial negativa, foi o que apresentou melhor
ajuste e atendeu aos pressupostos do modelo. Como os parametros diferiram entre o0s
genotipos, foram apresentados separadamente os graficos dos ajustes de regressao, utilizando-
se os pacotes lattice extra (SARKAR; ANDREWS, 2016), hnp (MORAL,; HINDE; BORGES,
2017) e rddtools (STIGLER, 2015) do programa R versao 3.3.0 (R CORE TEAM, 2016).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.5.1 AVALIACAO DA RESISTENCIA
Na andlise descritiva das avaliagbes da multiplicacdo de M. paranaensis
nos genotipos de café aos 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 DAI (Tabela 1), com base na

varidvel FR, pode-se observar que todos os gendtipos avaliados foram considerados

suscetiveis, de acordo com Oostenbrink (1966), inclusive IPR 106, considerado resistente
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(ITO et al., 2008), uma vez que os valores de FR ficaram acima de 1,0 em todas as datas de
avaliagdo. Entretanto, mesmo com valores de FR acima de 1,0, IPR 106 apresentou
porcentagem de reducdo do FR, em comparacao a Mundo Novo, de 73,88%, 94,77%, 96,06%,
83,88%, 94,92%, 97,25% e 86,66%, respectivamente para as datas de avaliacdo realizadas,
indicando que esta cultivar poderia ser indicada para cultivo em areas infestadas pelo
nematoide, integrando-se a outras ferramentas de manejo para aumentar sua longevidade. Tal
caracteristica pode ser devida a origem da cultivar IPR 106, Icatu, que possui genes de
resisténcia a M. paranaensis proveniente de C. canephora (SHIGUEOKA, 2017).

Os valores de FR obtidos para Mundo Novo e IAPAR 88480-8-4 (Tabela
1) foram bastante elevados em todas as datas de avaliacdo, exceto aos 60 DAI. Isso indica que
a data de avaliacdo é determinante para a correta classificacdo dos genotipos de café a M.
paranaensis, assim como ja relatado por Silva et al. (no prelo), que sugeriram que avaliagdes
entre 90 e 180 DAI garantem os melhores resultados para avaliagdo da
resisténcia/suscetibilidade de genotipos de café a M. incognita.

Em relacéo a variavel Nema.g™! (Tabela 1), como observado para FR, os
valores foram sempre menores em IPR 106, em relacdo a Mundo Novo e IAPAR 88480-8-4.
Nas duas primeiras datas de avaliacio (60 e 90 DAI), os valores de Nema.g? em Mundo
Novo e IAPAR 88480-8-4 foram menores que aqueles observados nas outras datas de
avaliacéo.

O gendtipo IAPAR 88480-8-4, originado da linhagem F5 da selecdo
IAPAR 88480-8, apresentou menor suscetibilidade a M. paranaensis em estudo prévio
(SHIGUEOKA et al., 2016b), mas, no presente trabalho, em alguns casos (120, 150 e 180
DAI), os valores de FR e Nema.g™® neste gendtipo ficaram superiores aqueles obtidos em
Mundo Novo. No referido trabalho, os autores inocularam uma densidade populacional do
nematoide semelhante a utilizada neste trabalho, ou seja, 1000 e 1400 nematoides por planta,
em dois experimentos realizados, o que ndo explicaria a diferenca de multiplicacdo do
nematoide em funcdo da Pi utilizada. A avaliacdo naquele trabalho foi feita aos 90 DAI,
obtendo-se valores de FR de 4,35 e 4,99. No presente estudo, a variavel FR neste genétipo
apresentou valor intermediario (FR = 21,92) entre Mundo Novo e IPR 106 nesta data de
avalicdo, o que poderia configurar uma “resisténcia intermediaria”, apesar de ser um valor
maior que aquele obtido por Shigueoka et al. (2016b). As porcentagens de reducéo do FR para
0 gendtipo IAPAR 88480-8-4, em relacdo ao padrdo de suscetibilidade utilizado, foram de
88,57% (Shigueoka et al., 2016b) e 76,12% (presente trabalho).
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A origem da populagdo de M. paranaensis utilizada em ambos os trabalhos
também poderia explicar as diferencas observadas. Shigueoka et al. (2016b) utilizaram uma
populacdo originaria de Apucarana, PR, enquanto que neste trabalho a populacgéo foi coletada
em Londrina, PR. Ambas as populagdes foram estudadas recentemente por Shigueoka (2017),
que inoculou 11 populagbes de M. paranaensis em 13 genotipos de café, visando avaliar a
variabilidade da reacdo dessas populacdes. Os valores de FR observados em IPR 106
(SHIGUEOKA, 2017) foram de 0,24 e 0,08, para as populacdes de Apucarana e Londrina,
respectivamente. Naquele trabalho, foi sugerido que essas populagdes poderiam apresentar
diferencas em relagdo & viruléncia em cultivares portadoras de genes de resisténcia, uma vez
que ambas foram capazes de se multiplicar em IPR 100, cultivar de café resistente a M.
paranaensis (SERA et al., 2017).
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Tabela 1. Fator de reproducdo (FR) e nimero de nematoides por grama de raizes (Nema.g™) de Meloidogyne paranaensis em trés gendtipos de
Coffea arabica, IPR 106, IAPAR 88480-8-4 e Mundo Novo IAC 376-4, aos 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 dias ap6s a inoculagao.

60 90 120 150 180 210 240
FR Nemag! FR Nemag! FR Nemag® FR Nemag® FR Nemag® FR Nemag! FR

Genotipo

Nema.g*
Mundo Novo 4,02 596,83 91,80 780650 66,77 5398,83 9573 6507,17 63,62 434433 275,34 12544,67 356,58 12156,00
IAPAR

83480.8.4 3,06 320,00 21,92 1944,33 139,17 8878,83 143,42 7296,17 102,20 5330,00 130,65 5002,33 133,48 4458,50

IPR 106 1,05 18150 4,80 547,83 2,63 281,17 15,43 570,00 3,23 123,33 7,57 248,00 47,56 1308,83
Cada valor representa a média de sete repeti¢fes. Dados apresentados sdo apenas descritivos.
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A andlise de variancia (Tabelas 2 e 4) mostrou que houve interagdo entre 0s
fatores data de avaliacdo e gendtipos. De acordo com a dispersdo dos dados, foi necesséria a
adocdo de modelos ndo-lineares para melhor interpretacdo dos parametros analisados. Os
modelos adotados para o FR foram o cubico incompleto para o genétipo IAPAR 88480-8-4 e
0 clbico completo para Mundo Novo e IPR 106. Para a varidvel Nema.g, o modelo ctbico
completo foi adotado para todos os gendtipos. Os modelos foram reparametrizados para 0
modelo clbico para o ponto de minimo com equagdo y = B, + B1(x — x;)3 (cubico
incompleto) e y = By + B1(x — x;)? + Bo(x — x;)* (clbico completo), onde x; é o ponto de

minimo observado nos modelos (Tabelas 3 e 5).

Tabela 2. Analise de variancia para os dados de fator de reproducdo (FR) no esquema fatorial

entre datas de avaliacdo e genotipos de Coffea arabica.

Causas de Graus de Soma de Media dos P(>F)
variagao liberdade guadrados guadrados
Datas 6 182.32 30,39 2.2816%x
Genotipos 2 193.35 96,68 2,216
Datas:gendtipos 12 32.74 2,73 2.28 2% %%
Residuos 105 29.72 0,28

*** 0,01% de significancia. Valores foram transformados por log (FR).

Para FR (Tabela 3), de acordo com o parametro x;, independentemente do
genodtipo, o ponto de minimo observado nos modelos se sobrepde. Isso significa que os
gendtipos respondem ao parasitismo do nematoide de maneira semelhante, mas, entretanto,
com base no parametro f3, e os intervalos de confianca para 0s genoétipos estudados, pode-se
afirmar que Mundo Novo néo difere estatisticamente de IAPAR 88480-8-4, enquanto IPR 106
difere de ambos. Em IAPAR 88480-8-4, 0 modelo ajustado foi o cibico incompleto, enquanto
que para 0s outros genotipos, foi o cubico completo, indicando que o aumento populacional
em IAPAR 88480-8-4 ¢ mais estavel que em Mundo Novo e IPR 106, pois ndo apresenta

ponto de inflexdo.
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Tabela 3. ParAmetros estimados (B, e %,) para o ajuste do modelo reparametrizado usado para
avaliacdo dos genotipos de Coffea arabica estudados, Mundo Novo, IAPAR 88480-8-4 e IPR

106, em funcdo do fator de reproducéo de Meloidogyne paranaensis.

Parametros estimados Mundo Novo IAPAR 88480-8-4 IPR 106
Bo 4,54 4,84 1,35
C.l1(Bo)* [4,23; 4,85] [4,57; 5,11] [0,93; 1,77]
X, 176,56 187,06 164,55
C.l (x;)** [158,41; 194,71] [165,71; 208,42] [133,46; 195,64]

*intervalo de confianca para o parametro S,; valores apresentados foram transformados por

log (FR). **intervalo de confianga para x;; valores apresentados estdo em escala original.

Tabela 4. Quadro da andlise de variancia para os dados de nimero de nematoide por grama
de raizes (Nema.g?l) na anlise fatorial entre datas de avaliacdo e gendtipos de Coffea

arabica.
Causas de Graus de Soma de Media dos P(>F)
variacao liberdade guadrados guadrados
Datas 6 79,06 13,17 2,28 16%%x
Gendtipos 2 203,64 101,81 2,28 16%%x
Datas:genotipos 12 30,91 2,57 1.24810%x*
Residuos 105 33,19 0,31

*** () 01% de significancia. Valores foram transformados por log (Nema.g™).

Para Nema.g™ (Tabela 5), todos os gendtipos se ajustaram ao mesmo modelo,
cubico completo, sendo que, nesse caso, tanto para Mundo Novo quanto para IAPAR 88480-
8-4, baseando-se nos parametros S, € x;, pode-se afirmar que tais genotipos ndo diferem
estatisticamente entre si, enquanto que IPR 106 difere de ambos. Com base no parametro x;,
pode-se verificar que os valores de minimo para Nema.g™* sdo observados antes daqueles de
FR, indicando que o aumento populacional do nematoide danifica as raizes, causando
limitacdo nos sitios de alimentacdo, o que, consequentemente, ira limitar o aumento do FR. O
comportamento de FR, portanto, é determinado pela relagéo entre o ataque do patdgeno e a
consequente limitagcdo do desenvolvimento fisiolégico da planta. Altas densidades
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populacionais iniciais impactam negativamente no desenvolvimento da planta, causando
interferéncias que podem prejudicar a correta classificacdo dos genotipos em resistentes ou
suscetiveis a M. paranaensis.

Tabela 5. ParAmetros estimados (B, e %,) para o ajuste do modelo reparametrizado usado para
avaliacdo dos genotipos de Coffea arabica estudados, Mundo Novo, IAPAR 88480-8-4 e IPR
106, em funcdo do nimero de nematoides por grama de raizes (Nema.g™t) de Meloidogyne

paranaensis.

Parametros estimados Mundo Novo IAPAR 88480-8-4 IPR 106
Bo 8,90 8,88 5,96
C.1 (Bo)* [8,62; 9,17] [8,66; 9,10] [5,49; 6,42]
X, 130,87 144,73 104,73
C.l (x;)** [117,61; 144,13] [132,94; 156,53] [95,22; 114,24]

*intervalo de confianca para o parametro S,; valores apresentados foram transformados por

log (Nema.g’). **intervalo de confianga para x;; valores apresentados estdo em escala
original.

A Figura 2 mostra graficamente os modelos ajustados para os dados de FR

e Nema.gl, onde as interacGes e comportamentos descritos anteriormente sdo mais facilmente

visualizados.
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Figura 2. Curvas da analise de regressao realizada com os dados de fator de reproducéo (FR)
e nimero de nematoides por grama de raizes (Nema.g?) de Meloidogyne
paranaensis nos genotipos de Coffea arabica, IPR 106, IAPAR 88480-8-4 e
Mundo Novo IAC 376-4 aos 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 DAI.



32

3.5.2 Avaliacdo da penetracdo, desenvolvimento de juvenis e reprodugdo de Meloidogyne

paranaensis nos genotipos de café

Na avaliagdo da penetracdo e desenvolvimento de juvenis de M.
paranaensis nos trés gendétipos de café estudados, foi observada interagdo entre os fatores
analisados, sendo que cada desdobramento das interacdes pode ser visualizado nas Figuras 3 a
8.

Em relagcdo aos J2 pré-parasitas observados nos gendtipos de café (Figura
3), namero significativamente menor foi observado em IAPAR 88480-8-4 nas avaliacbes
realizadas aos 5 e 40 DAI, em relacdo a Mundo Novo e IPR 106, enquanto maior quantidade
foi observada em Mundo Novo aos 35 DAI, em relacdo aos dois outros genétipos. Em Mundo
Novo, a maior quantidade de J2 pré-parasitas observada aos 35 DAI, em relacdo a IPR 106 e
IAPAR 88480-8-4, sugere que o ciclo do nematoide pode ter sido completado em menor
tempo naquele genotipo, uma vez que o aumento do nimero de J2 pré-parasitas a partir dos
30 DAI pode significar que os juvenis da segunda geracdo eclodiram dos ovos formados a
partir da primeira geracéo inoculada e penetraram as raizes. O menor tempo para completar o
ciclo em Mundo Novo indica maior suscetibilidade do mesmo ao nematoide, o que confere
condigBes mais propicias ao desenvolvimento de M. paranaensis. No desdobramento das
datas de avaliacdo (Figura 3), maior nimero de J2 pré-parasitas foi observado em Mundo
Novo nas avaliac@es realizadas aos 5, 10, 35 e 40 DAI, em IAPAR 88480-8-4 aos 10 DAI e
em IPR 106 aos 5 e 10 DAI, o que confirma o fechamento do ciclo do nematoide mais
precocemente em Mundo Novo.

Ja para a quantidade de J2 parasitas (Figura 4), em IPR 106 0s menores
valores foram observados aos 15, 35 e 40 DAI e em IAPAR 88480-8-4 aos 35 e 40 DAI.
Maiores quantidades foram obtidas em Mundo Novo aos 15, 35 e 40 DAI e em IAPAR
88480-8-4 aos 15 DAI. O numero de J2 parasitas comegou a aumentar a partir dos 15 DA,
nos trés gendtipos avaliados, correspondendo a menor quantidade de J2 pré-parasitas (Figura
3) nesta data, o que indica que aqueles J2 que penetraram as raizes até a avaliacdo de 10 DAI

iniciaram seu parasitismo.
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J2 pré-parasita
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Figura 3. Numero de juvenis de segundo estadio (J2) pré-parasitas de Meloidogyne
paranaensis nos gendtipos IPR 106, IAPAR 88480-8-4 e Mundo Novo IAC 376-4
observado aos 5, 10, 15, 20, 30, 35 e 40 dias apés a inoculagdo. Médias seguidas
pela mesma letra minascula para gendtipo e maiuscula para data de avaliacdo nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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Figura 4. Numero de juvenis de segundo estadio (J2) parasitas de Meloidogyne paranaensis
nos gendtipos IPR 106, IAPAR 88480-8-4 e Mundo Novo IAC 376-4 observados aos
5, 10, 15, 20, 30, 35 e 40 dias apds a inoculacdo. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula para genotipo e maiuscula para data de avaliagdo néo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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Maior nimero de J3 (Figura 5) foi observado em IPR 106 aos 15, 20 e 40
DA, enquanto que em Mundo Novo aos 20, 30 e 40 DAI e em IAPAR 88480-8-4 apenas aos
40 DAI. Em relacdo as datas de avaliacdo (Figura 5), maior quantidade de J3 foi observada
em IPR 106 a partir dos 15 DAL, o que sugere que o desenvolvimento inicial dos estadios de
desenvolvimento de M. paranaensis pode ter sido mais acelerado neste genotipo. Ao
contrario, em IAPAR 88480-8-4 apenas aos 40 DAI os J3 comegaram a aparecer em maior
nimero, 0 que sugere que o desenvolvimento do nematoide pode ter sido prejudicado nesse

gendtipo, o que poderia alongar o ciclo do mesmo.
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Figura 5. Numero de juvenis de terceiro estadio (J3) de Meloidogyne paranaensis nos
genotipos IPR 106, IAPAR 88480-8-4 e Mundo Novo IAC 376-4 observados aos 5,
10, 15, 20, 30, 35 e 40 dias apos a inoculacdo. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula para gendtipo e mailscula para data de avaliacdo ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Espécimes no estadio J4 (Figura 6) foram inicialmente observados a partir dos
20 DAI, com maior quantidade em IAPAR 88480-8-4 e Mundo Novo aos 20, 25 e 30 DA,
enquanto que em IPR 106 apenas a partir dos 35 DAI a quantidade observada foi maior, ndo
havendo diferenciacdo estatistica entre os gendtipos a partir dessa data. A menor quantidade
de J4 em IPR 106, apesar de J3 terem sido encontrados aos 15 e 20 DAI em maior abundancia

nesse gendtipo, pode indicar que a resisténcia de IPR 106 a M. paranaensis ocorre de maneira
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mais tardia, ndo impedindo a penetracdo e desenvolvimento inicial de juvenis, mas gerando
um atraso na formacdo de J4 e, consequentemente, de fémeas. Em relacdo aos demais
gendtipos, IPR 106 permitiu o desenvolvimento de J4 apenas nas avaliagdes mais tardias,
indicando que o ciclo do nematoide foi alongado nesse gendtipo. Shigueoka et al. (no prelo)
observaram que IPR 106 ndo impediu a penetragdo de M. paranaensis aos 15 DAI e
descartaram a hipétese de resisténcia pré-infeccional. Entretanto, aqueles autores verificaram
a presenca de células nutridoras degeneradas e nematoides em colapso aos 30 DAI, em IPR
106, e sugeriram que um mecanismo de resisténcia pos-infeccional pode estar presente nesse

genotipo, o que corrobora as observagdes realizadas no presente trabalho.
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Figura 6. NUmero de juvenis de quarto estadio (J4) de Meloidogyne paranaensis nos
gendtipos IPR 106, IAPAR 88480-8-4 e Mundo Novo IAC 376-4 observados aos 5,
10, 15, 20, 30, 35 e 40 dias apos a inoculagdo. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula para gendtipo e mailscula para data de avaliacdo ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Fémeas imaturas (Figura 7) comecaram a ser observadas a partir dos 15
DAI nos gendtipos IPR 106 e Mundo Novo, enquanto que em IAPAR 88480-8-4, apenas aos
25 DAI estas foram observadas. Mesmo com um aparente atraso no desenvolvimento do
nematoide, IAPAR 88480-8-4 e Mundo Novo nédo se diferenciaram estatisticamente em

relacdo a quantidade de fémeas imaturas formadas a partir dos 25 DAI, demonstrando que
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ambos o0s genotipos permitem o adequado desenvolvimento do ciclo do nematoide. A partir
de 35 DA, ndo houve diferenciagdo estatistica entre os gendtipos para a quantidade de fémeas

imaturas formadas.
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Figura 7. Numero de fémeas imaturas de Meloidogyne paranaensis nos genétipos IPR 106,
IAPAR 88480-8-4 e Mundo Novo IAC 376-4 observados aos 5, 10, 15, 20, 30, 35 e
40 dias ap6s a inoculacdo. Médias seguidas pela mesma letra mindscula para
genotipo e mailscula para data de avaliagdo ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia.

Em relagdo as fémeas maduras (Figura 8), observou-se sua presenca a partir
dos 25 DAI nos trés genoétipos avaliados, sendo que apenas a partir dos 35 DAI houve
diferenciacdo significativa em relacdo a quantidade de fémeas maduras em IPR 106 em
relacdo aos demais genotipos, indicando, mais uma vez, que o desenvolvimento tardio do
nematoide é prejudicado neste genotipo, em funcdo de um possivel mecanismo de resisténcia
pos-infeccional. Aos 40 DAI, o numero de fémeas maduras em IAPAR 88480-8-4 foi superior
ao observado em Mundo Novo, o que indica que, apesar de terem sido observados indicios de
atraso no desenvolvimento do ciclo do nematoide nesse gendtipo, a formacdo de fémeas
maduras ndo é prejudicada, o que, juntamente com os resultados de FR e Nema.g? do
experimento descrito anteriormente, descarta a hipotese de que IAPAR 88480-8-4 possa ser

um genotipo com niveis intermediarios de resisténcia a M. paranaensis.
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Fémea madura
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Figura 8. Numero de fémeas maduras de Meloidogyne paranaensis nos genétipos IPR 106,
IAPAR 88480-8-4 e Mundo Novo IAC 376-4 observados aos 5, 10, 15, 20, 30, 35 e
40 dias apo6s a inoculacdo. Médias seguidas pela mesma letra mindscula para
genétipo e maiuscula para data de avaliacdo ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia.

Quando se analisa a soma total de nematoides no interior das raizes nos
gendtipos avaliados (Figura 9), observa-se que, até o fechamento do ciclo reprodutivo, que se
deu por volta de 30 DAI, a quantidade de nematoides presentes no interior das raizes,
desconsiderando o estddio dos mesmos, seguiu um comportamento de crescimento que
correspondeu a uma binomial negativa, cujo ajuste linear foi 0 que melhor se ajustou a esse
comportamento, apresentando parametros 0 = 1,55 e x; = 0,03 para 0 genoétipo resistente
IPR106 (Figura 9A), B0 = -1,72 e x; = 0,20 para o genotipo IAPAR 88480-8-4 (Figura 9B) e
B0 =0,78 e xj = 0,12 para Mundo Novo (Figura 9C).

Para o genotipo Mundo Novo, a taxa de acréscimo populacional é de 0,12 (xi =
0,12) a cada dia do ciclo, a partir dos 5 DAI, sendo que a quantidade inicial de nematoides
observada no interior das raizes em Mundo Novo (B0 = 0,78) é intermediaria entre IAPAR
88480-8-4 e IPR 106. Para IAPAR 88480-8-4, o valor para o nimero de nematoides
inicialmente observado ¢ o menor entre os gendtipos (B0 = -1,72), mas a taxa de crescimento
é de 0,20, maior que aquela observada em Mundo Novo. J& para IPR 106, a quantidade inicial

de nematoides é a maior (B0 = 1,55), mas a taxa de crescimento (xi = 0,03) é menor que nos
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outros gendtipos. Isso demonstra que a populagdo cresce mais rapidamente nos gendtipos
Mundo Novo e IAPAR 88480-8-4, e mais lentamente no resistente, IPR 106.

40

=
=]
0

30
100

20

Number of nematodes
S0

10

T T T T T T T T T T T T T T
5 10 1 2 % 30 5 10 15 20 2 30 : ° " ® = =

Days after moculation

Figura 9. Numero total de Meloidogyne paranaensis observado no sistema radicular dos
gendtipos IPR 106 (A), IAPAR 88480-8-4 (B) e Mundo Novo IAC 376-4 (C), ao
longo de um ciclo reprodutivo.

Em relacdo a multiplicacdo de M. paranaensis nas plantas remanescentes
dos trés gendtipos de café, avaliados quanto ao desenvolvimento dos estadios infectivos,
foram observados valores elevados de FR e Nema.g™ no genétipo suscetivel, Mundo Novo
IAC 376-4, e em IAPAR 88480-8-4, ndo havendo diferenciacdo estatistica entre os dois
genotipos aos 60 DAI (Tabela 6). Ja em IPR 106, os valores de FR e Nema.g! foram
significativamente menores que aqueles observados nos demais gendtipos nos dois periodos

de avaliacdo (Tabela 6).

Tabela 6. Massa fresca de raiz (MFR), fator de reproducdo (FR) e nimero de nematoides por
grama de raizes (Nema.g™) de Meloidogyne paranaensis nos gendtipos de Coffea
arabica IPR 106, IAPAR 88480-8-4 e Mundo Novo IAC 376-4. Inoculacdo de

3000 ovos e avaliacdo aos 60 e 104 dias ap6s a inoculagdo.

_ MFR (g) FR Nema.g?
Gendtipo
60 104 60 104 60 104
IPR 106 6,36a 15,09a 0,16 b 0,62 c 88,62 b 40,83 c

IAPAR 88480- 5,19a 14,/46a 3,39 a 58,42 b 2089,62 a 5039,25 b
8-4
Mundo Novo 451a 8,72b 5,63 a 164,50 a 3853,00 a 19.185,92 a

Cada valor representa a média de oito repeti¢des. Médias seguidas pela mesma letra na coluna
néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Os valores de FR e Nema.g™ observados no experimento que visava
avaliar a multiplicacdo do nematoide nos genotipos de café comprovam que a inoculacéo de
1000 ovos de M. paranaensis para a avaliacdo da resisténcia / suscetibilidade de genotipos de
café a este nematoide é uma quantidade adequada. A utilizacdo de densidades populacionais
muito altas pode interferir nos resultados obtidos, uma vez que valores de FR menores que 1,0
podem ser obtidos, levando-se a uma classificacdo erronea da resisténcia dos genotipos, como
ja relatado por Silva et al. (no prelo) para a avaliacdo de gendtipos de café a M. incognita. 1sso
ocorre devido a uma maior competicdo por sitios de alimentacdo, o0 que compromete o sistema
radicular e, consequentemente, resulta em reducdo natural na populacdo do nematoide
(GRECO; DI VITO, 2009).

No trabalho de PEREIRA et al. (2009), testando gendtipos de café quanto
a resisténcia a M. exigua, foi utilizada uma populacdo inicial do nematoide de 10000 ovos, 10
vezes maior que a utilizada no presente trabalho, com avaliacdo aos 120 DAI. Os resultados
apresentados por aqueles autores para o gendtipo suscetivel Mundo Novo (FR = 1,18) podem
ter levado a classificacdo equivocada de varios genotipos testados que apresentaram FR < 1,0
e, com base no indice de classificacdo de Moura; Régis (1987), foram classificados como
altamente suscetiveis. Santos et al. (2017), avaliando a reacdo de clones de C. canephora a
Meloidogyne spp., inocularam 5000 ovos e avaliaram os clones aos 150 DAI, observando
gendtipos com FR = 0,23, classificados como resistentes, mas com indice de galhas de 29,17,
considerados como suscetiveis. Outros trabalhos séo relatados na literatura mostrando a falta
de padronizacdo de metodologias para avaliagdo em plantas de café quanto a reacdo a
nematoides de galhas, além da problematica envolvida quando se utilizam elevadas
populacdes. A caracterizacdo equivocada de um gendtipo pode gerar prejuizos ao agricultor,
pois, além de ndo reduzir a populacdo do nematoide no solo, ainda tera seu desenvolvimento

prejudicado, em funcdo do parasitismo do mesmo.
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CONCLUSOES GERAIS

No presente trabalho, o gendtipo IAPAR 88480-8-4 ndo apresenta
resisténcia a Meloidogyne paranaensis, apesar de ter sido observado atraso no
desenvolvimento inicial do nematoide nesse gendtipo. Estudos posteriores que visem elucidar
a tolerancia desse genotipo ao nematoide ou 0 comportamento desse gendtipo em campo com
manejo integrado devem ser realizados, para comprovar as observacdes de campo quanto ao
bom desenvolvimento na presenca de M. paranaensis.

IPR 106 apresenta maior quantidade inicial de nematoides, mas a taxa de
crescimento da populacdo é menor que a dos outros genoétipos. Além disso, IPR 106 apresenta
valores significativamente menores de FR e Nema.g que aqueles observados nos demais
genotipos, confirmando sua importancia para 0 manejo desse nematoide em condices de
campo. Entretanto, sua utilizacdo em areas infestadas deve ser acompanhada de manejo para

reducdo populacional de M. paranaensis.
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