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RESUMO

Foi analisada até 45 dias ap6s a inoculagdo a populacao endoparasitica e o
inicio dos sintomas induzidos por Meloidogyne exigua e M. paranaensis em
raizes de cafeeiros resistentes e suscetiveis, por meio da quantificacdo de cinco
formas de desenvolvimento endoparasitico: vermiforme, salsichdide, ovdide e
fémea com e sem ovos nas cvs. Mundo, Apoata e IPR 100, além do Genétipo 1
— MG 179 pl1 R1 e Genétipo 2 — MG 179 plI3 R1. Aos 10 dias da inoculacdo
houve grande flutuacdo populacional de vermiformes (J2) de M. exigua e
igualdade nessa populacdo de M. paranaensis nos cinco genétipos. Dos 10 aos
31 DAL, a flutuagdo populacional das formas salsichoides e ovoides intensificou-
se tanto em M. exigua como em M. paranaensis. Dos 31 aos 45 DAI, a formagao
de fémeas jovens de M. exigua foi quase nula em Apoatd e IPR 100 e elevou-se
a populacdo de fémeas com ovos no Mundo Novo e Gendétipo 1. A formagéo de
fémeas jovens e com ovos de M. paranaensis foi igualmente baixa em todos 0s
cafeeiros exceto na cv. Mundo Novo. Foi observado rachaduras longitudinais
nas raizes novas com M. paranaensis e galhas arredondadas com aparente massa
de ovos nas raizes com M. exigua. Esses gendtipos de cafeeiros foram avaliados
quanto a resisténcia de Meloidogyne exigua apds 6 meses da inoculacdo. Através
da Microanalise de Raios-X os elementos minerais de regides com e sem galhas
em cada genoétipo cafeeiro foram quantificados. O desenvolvimento vegetativo
dos gendtipos com e sem inoculagdo foram avaliados em incremento de altura e
de diametro, e massa fresca das raizes. As variaveis analisadas foram submetidas
a técnica multivariada de variaveis canonicas. As cultivares Apoatd e IPR 100
mostraram-se resistentes a M. exigua ja a cultivar Mundo Novo e 0s Genétipos 1
e 2 foram suscetiveis. O célcio e o ferro estiveram presentes em todas as
amostras analisadas sendo o calcio detectado em quantidades maiores nos

gendtipos associados ao nematoide, exceto no Genétipo 1. O potassio foi



detectado apenas nos gen6tipos onde ndao houve associacdo com M. exigua. Ndo
houve interacdo significativa nos gendtipos com a presenca ou auséncia do
nematoide para as varidveis vegetativas, as cvs. Mundo Novo e Apoatd e o
Genotipo 1 apresentaram maiores valores para essas variaveis. Com a analise
multivariada de varidveis canonicas verificou-se trés padres de dispersdo, o
primeiro entre Mundo Novo e Gendtipo 1, o segundo entre Gen6tipo 2 e IPR
100 e um terceiro padrdo composto da cultivar Apoatd.Os Genétipos 1 e 2
mostraram resisténcia a M. paranaensis e suscetibilidade a M. exigua. O teor de
calcio em raizes de cafeeiros parasitados por M. exigua é maior quando
comparado com o teor em raizes sadias, podendo esse elemento esta relacionado

as defesas da planta.

Palavras-chaves: Coffea spp. Nematoide das galhas. Ciclo de vida. Microscopia

eletrénica de varredura. Resisténcia.



ABSTRACT

It was analyzed 45 days after inoculation the endoparasitic population
and the onset of symptoms induced by Meloidogyne exigua and M. paranaensis
in resistant and susceptible coffee roots, through the quantification of five forms
of development: wormlike, changed worm, ovoid and female with and without
eggs in cvs. Mundo Novo, Apoatd and IPR 100, in addition to Genotype 1 - MG
179 pl1 R1 and Genotype 2 - MG 179 PL3 R1. Ten days after inoculation there
was great fluctuation of wormlike (J2) of M. exigua and equality in this
population of M. paranaensis in five genotypes. From 10 to 31 DAI, the
fluctuation of changed worm and ovoid forms intensified both in M. exigua as
M. paranaensis. From 31 to 45 DAI, the training of young females M. exigua
was almost nil in Apoatd and IPR 100 and increased the population of females
with eggs in the Mundo Novo and Genotype 1. The training of young females
and eggs mass M. paranaensis was also low in all the trees except cv. Mundo
Novo. It was observed longitudinal cracks in the new roots with M. paranaensis
and rounded galls with apparent egg mass in the roots with M. exigua. These
genotypes of coffee plants were evaluated for resistance to M. exigua 6 months
after inoculation. Through X-ray microanalysis of the mineral elements of
regions with and without galls on each coffee genotype were quantified. The
vegetative development of genotypes with and without inoculation was
evaluated on growth in height and diameter, and fresh weight of roots. The
variables analyzed were subjected to multivariate canonical variables. The
Apoatd and IPR 100 cultivars were resistant to M. exigua have to cultivate the
Mundo Novo and the Genotypes 1 and 2 were susceptible. The calcium and iron
were present in all samples being analyzed calcium detected in larger amounts in
the genotypes associated with nematode, except Genotype 1. The potassium was

detected only where the genotype was not associated with M. exigua. There was



no significant interaction in the genotypes with the presence or absence of the
nematode for vegetative variables, cvs. Mundo Novo and Apoata, and Genotype
1 showed higher values for these variables. With multivariate canonical variate
analysis found three dispersion patterns, the first between Mundo Novo and
Genotype 1, the second between Genotype 2 and IPR 100 and a third standard
composite cultivar Apoatd. Os Genotypes 1 and 2 showed resistance M .
paranaensis and susceptibility to M. exigua. The calcium content in coffee root
parasitized by M. exigua is higher compared to the level in healthy roots, can

this element is related to the defense of the plant.

Keyword: Coffea spp. Root-knot nematode. Life-cycle. Scanning electron

microscopy. Resistance.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e o segundo maior consumidor de café do
mundo, de acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento, do Ministério
de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, com uma producdo estimada para
2016 entre 49,13 e 51,94 milhdes sacas beneficiadas de café numa éarea total em
producdo de 1.977.518,3 hectares (CONAB, 2016).

Apesar das condi¢cdes ambientais e climaticas favoraveis, a cultura cafeeira
passa ainda por problemas fitossanitarios (CARNEIRO, 1995). A presenca de
fitonematoides nas lavouras das principais regifes cafeeiras do pais tem sido um
importante fator que afeta a producédo, causando sérios prejuizos, e até mesmo,
em alguns casos, inviabilizando a atividade (BARBOSA et al., 2004; CASTRO
et al., 2008).

Diversos géneros de nematoides ja foram associados ao cafeeiro, com
destaque aos nematoides do género Meloidogyne, conhecido como o nematoide
das galhas radiculares (CAMPOS; VILLAIN, 2005). Dentre as mais de 15
espécies de Meloidogyne que parasitam o cafeeiro, M. exigua é a espécie mais
disseminada no Brasil, predominando em todos os principais estados produtores
por possuir ampla disseminacdo e capacidade adaptativa a diversas regides, ja
M. paranaensis juntamente com M. incognita sdo considerados 0s nematoides
mais danosos ao cafeeiro devido a alta agressividade as raizes, podendo levar a
planta a morte. (CAMPOS, 1987; CASTRO et al., 2008; BARBOSA et al.,
2004). Em Minas Gerais, principal polo cafeeiro do pais, hd relatos de
ocorréncia de M. paranaensis em alguns municipios como Patrocinio e Serra do
Salitre, na regido do Alto Paranaiba, e Piumhi, Alpinépolis e Coqueiral na regido
sul do Estado (SILVA et al., 2009; SALGADO et al., 2015).
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Uma das principais medidas de manejo dos fitonematoides é a utilizagdo
de plantas resistentes, por ser um método ndo agressivo ao ambiente, econémico
e eficaz (CAMPOS; VILLAIN, 2005; KANAYAMA et al., 2009; MOURA,
1996). A estratégia principal para o desenvolvimento de cultivares resistentes a
M. exigua € através da transferéncia do gene de resisténcia de C. canephora para
Coffea arabica por meio de cruzamentos, sabe-se que a resisténcia a esse agente,
pelo menos, é conferida por um gene dominante conhecido como Mex-1 (NOIR
et al., 2003). No entanto, os mecanismos de resisténcia a esse nematoide em
cultivares de café ainda precisam ser esclarecidos. Progénies derivadas do
cruzamento entre Hibrido de Timor com outras cultivares vém se mostrando
promissoras, aliando altas produtividades com resisténcia a diversos patégenos
que atacam o cafeeiro (REZENDE et al., 2013; RIBEIRO et al., 2005).

O uso de variedades enxertadas em areas com nematoide das galhas tem
sido uma saida na busca para o controle desses fitopatdgenos. Utilizando C.
canephora da Costa Rica observou-se alta resisténcia a M. exigua e a ragas de
M. incognita e a M. paranaensis (FAZUOLI, 1986; GONCALVES, 1998). Uma
linhagem melhorada designada de Apoatd é usada como porta enxerto
(FAZUOLLI et al., 2002), sendo de uso comum em areas infestadas (CAMPQOS;
VILLAIN, 2005).

O ciclo de vida de Meloidogyne sp. inicia-se no ovo, onde no interior ocorre
vérias fases durante o desenvolvimento embrionario até a formacdo do juvenil
do primeiro estadio, ou J1. A seguir sofre uma ecdise originando o juvenil do
segundo estaddio ou J2, ainda dentro do ovo. Em condigdes favoraveis o J2
perfura o ovo com o estilete e eclode. Fora do ovo, 0 J2 orienta-se seguindo um
gradiente de concentracdo de exsudados radiculares até localizar a ponta da raiz
da planta, onde penetra na regido da coifa através do meristema radicular. Para
facilitar a penetracdo, 0 J2 usa uma combinacgdo de danos fisicos por meio de

pulsbes do estilete e quebra da parede celular por enzimas celuloliticas e
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pectinoliticas. Na fase endofitica o J2 vermiforme inicia a alimentacdo
excretando substancias nas células da planta que sdo alteradas morfolégica e
fisiologicamente. O J2 inicia a formacdo de um sitio de alimentagdo permanente,
que consiste em varias células gigantes. Estas células funcionam como drenos
especializados, que fornecem nutrientes para o J2 que alarga o corpo
transversalmente, adquirindo assim formato salsichoide, tornando-se sedentario.
Em seguida, o J2 sofre trés ecdises, passando a juvenil do terceiro estadio (J3) e
juvenil do quarto estadio (J4), ambos com o formato do corpo ovdide,
desprovidos de um estilete funcional, portanto ndo se alimenta durante esse
periodo tornando-se adulto. Os machos sdo vermiformes, ndo se alimentam e
abandonam a raiz. J4& as fémeas continuam se alimentando e tornam-se
periformes (FREITAS et al., 2001; JONES et al., 2013).

Os eventos que envolvem os estimulos para eclosdo, atracdo, penetracdo
dos tecidos do hospedeiro, reconhecimento do local susceptivel a inducdo
formando o sitio de alimentacéo, envolvendo modificacdo anatémica nas células
e alteracBes na expressdo genética da planta sdo fundamentais para o sucesso da
infeccdo (DAVIS; MITCHUM, 2005). Uma vez formado o sitio de alimentacao
0 nematoide, o estudo de alteracdes estruturais verificadas durante essa interacdo
entre patégeno e planta hospedeira pode mostrar o quadro geral do processo de
colonizacdo e, a0 mesmo tempo, revelar detalhes da intimidade entre os
organismos envolvidos (PASCHOLATI et al., 2008). Caracteristicas particulares
do ataque de cada patdgeno no cafeeiro ja sdo conhecidas. Quando as raizes do
cafeeiro sdo parasitadas por M. exigua, formam pequenas galhas arredondadas.
Ja no parasitismo por M. paranaensis, as raizes tornam-se grossas, corticosas,
com rachaduras desprendendo-se o cortex (SALGADO et al, 2008). O
parasitismo do cafeeiro por esses organismos afeta as relagcdes agua x planta e o
processo fotossintético (MELAKEBERHAM et al., 1986). Por exemplo, 0s

nematoides interferem na absorcdo e translocacdo de &gua e nutrientes
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inorganicos e/ou orgénicos e reduzem a absor¢do de micronutrientes como
zinco, cobre, ferro, manganés e boro e o vigor das plantas. No sistema radicular
de mudas de cafeeiro infectadas por M. exigua os teores de Cu, Fe, Mn, B e Zn
foram reduzidos (BONETTI et al., 1982).

As alteracbes ocorridas nas raizes dos cafeeiros pelo nematoide das
galhas refletem na parte aérea das plantas através de diversos sintomas como:
crescimento desigual, deficiéncias minerais de diversas intensidades,
murchamento, desfolhamento, reducdo na produtividade e em casos mais
severos, leva a morte (CAMPOS; VILLAIN, 2005).

As andlises convencionais do estado nutricional de plantas fornecem
apenas o contetdo total mineral, ndo indicando a localizagdo dos elementos no
tecido vegetal. Através da Microanalise de raios X, os elementos minerais
podem ser detectados e localizados nos tecidos, propiciando ainda avalia¢do
qualitativa e quantitativa (BELAN et al., 2015).

A possibilidade de detectar os elementos minerais nas raizes de plantas
parasitadas por Meloidogyne sp. pode auxiliar no entendimento da relacdo
parasitica e na reacdo do cafeeiro ao nematoide. Diante disso, microanalises de
Raios X podem permitir a deteccdo dos elementos envolvidos na relacdo
parasitica entre Meloidogyne e raizes de genétipos de cafeeiro com diversidade
de reacdo ao nematoide e determinar a localizacdo precisa dos elementos
minerais no sitio de alimentagdo do nematoide possivelmente envolvidos na
resisténcia da planta ao nematoide.

No presente trabalho objetivou-se realizar um estudo quantitativo do
desenvolvimento endoparasitico da pds-embriogénese de M. exigua e M.
paranaensis em genétipos de cafeeiro, comparandos as cultivares suscetiveis e
resistentes, como também avaliar o comportamento desses genétipos a M.
exigua, detectar e quantificar os elementos quimicos envolvidos na interagdo

planta X nematoide nestes gendtipos com e sem a presenca do nematoide.
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ABSTRACT

GUIMARAES, N. M. R. B., SALGADO, S. M. L., GUIMARAES, J. F. R,,
BIUSTERVELD, T. T., CAMPOS, V. P., ALVES, E. 2016. ANALYSIS
ENDOPARASITIC OF POPULATION MELOIDOGYNE EXIGUA AND
M. PARANAENSIS IN RESISTANT AND SUSCEPTIBLE COFFEE
CULTIVARS. Nematropica 41:00-00.

The various stages of endophytic Meloidogyne life cycle are directly
related to parasitism in the host plant. This research investigated the
endoparasitic population and the beginning symptoms of M. exigua and M.
paranaensis in coffee roots from resistant and susceptible cultivars. The analysis
was performed by quantifying five forms of development (wormlike, changed
worm, ovoid and female with and without eggs) by those nematodes. Spliting in
three periods of development, the nematodes were analyzed at five coffee
genotypes (Mundo Novo 376-14, Apoatd IAC 2258, IPR 100, Genotype 1 - MG
179 pl1 R1 and Genotype 2 - MG 179 PL3 R1) during 8 collection periods after
inoculation. At the first period, ten days after inoculation (DAI) the coffee
genotypes showed great fluctuation of wormlike (J2) of M. exigua and not
flutuaction of the juveniles in the five genotypes infested by M. paranaensis. At
the second period, 10 to 31 DAI, the population fluctuation of changed worm
and ovoid shapes intensified in both nematodes with severe reduction at these
forms of M. exigua at the end in Apoatd and IPR 100 cultivars. At the third
period, 31 to 45 DA, the shaping young M. exigua females were almost zero in
Apoatd and IPR 100. At this period, population of females with eggs was higher
(p < 0.05) only at the Mundo Novo cultivar and Genotype 1. Formation of M.
paranaensis females was lower (p < 0.05) in all coffees but significantly higher

in the Mundo Novo cultivar. At the 45 DAI, the M. exigua and M. paranaensis
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symptoms were differentiated by use of scanning electron microscopy which
identified longitudinal cracks even at the in the beginning of new roots infested
where it was possible to see crack roots induced by M. paranaensis and galls
with eggs mass superficially visible on roots infested by M. exigua. Genotypes 1
and 2 behave as resistant M. paranaensis and susceptible to M. exigua. M.
paranaensis induces longitudinal cracks in the first biological cycle in

susceptible cultivars.

Key-words: Coffea spp., root-knot nematode, life-cycle, scanning electron

microscopy, resistance.

RESUMO

GUIMARAES, N. M. R. B., SALGADO, S. M. L., GUIMARAES, J. F. R,
BIJSTERVELD, T. T., CAMPOS, V. P., ALVES, E. 2016. ANALISE
POPULACIONAL ENDOPARASITICA DE MELOIDOGYNE EXIGUA E
M. PARANAENSIS EM CAFEEIROS RESISTENTES E SUSCETIVEIS.
Nematropica 41:00-00.

As diversas fases endofiticas do ciclo de vida de Meloidogyne estdo
diretamente relacionadas ao parasitismo na planta hospedeira. Objetivou-se
analisar a populagdo endoparasitica e o inicio dos sintomas induzidos por
Meloidogyne exigua e M. paranaensis nas raizes de cafeeiros resistentes e
suscetiveis, por meio da quantificagdo das cinco formas de desenvolvimento
endoparasitico: vermiforme, salsichéide, ovoide e fémea com e sem ovos na cv.
suscetivel Mundo Novo 376/4, nas cultivares resistentes Apoatd IAC 2258 e IPR
100, além do Gen6tipo 1 — MG 179 pll R1 e Gen6tipo 2 — MG 179 pI3 R1. Em

oito épocas de avaliagdo definiram-se trés periodos distintos de desenvolvimento
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endoparasitico dos nematoides. No primeiro periodo, 10 dias da inoculacdo (10
DAI) houve grande flutuagdo populacional de vermiformes (J2) de M. exigua e
igualdade (P<0,05) nessa populagdo de M. paranaensis nos cinco gen6tipos. No
segundo periodo, 10 a 31 DA, a flutuacdo populacional das formas salsichéides
e ovoides intensificou-se tanto em M. exigua como em M. paranaensis, com
reducdo acentuada dessas formas de M. exigua ao final desse periodo em Apoatd
e IPR 100. No terceiro periodo, 31 a 45 DAI, a formacao de fémeas jovens de M.
exigua foi quase nula em Apoatd e IPR 100 e elevou-se a populacdo de fémeas
com ovos no Mundo Novo e Genétipo 1. A formacdo de fémeas jovens e com
ovos de M. paranaensis foi igualmente baixa (P<0,05) em todos os cafeeiros
exceto na cv. Mundo Novo onde a populacdo dessas fémeas foi
significativamente alta. Aos 45 dias da inoculacdo, a sintomatologia de M.
paranaensis e M. exigua nos cafeeiros pode ser diferenciada em microscopia
eletronica de varredura pela observacdo de rachaduras longitudinais nas raizes
novas com M. paranaensis e galhas arredondadas com aparente massa de ovos
nas raizes com M. exigua. Os Gendtipos 1 e 2 comportaram-se como resistentes
a M. paranaensis, e suscetiveis & M. exigua. M. paranaensis induz rachaduras

longitudinais ja no primeiro ciclo biolégico em cultivares suscetiveis.

Palavras-chave: Coffea spp., hematoide de galhas, ciclo de vida, microscopia

eletronica de varredura, resisténcia.
INTRODUCAO
Meloidogyne exigua e M. paranaensis Sd0 responsaveis por sérios

prejuizos no desenvolvimento e produtividade do cafeeiro. A importancia dessas

espécies respectivamente deve-se a ampla disseminagdo nas regifes produtoras
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do Brasil e ao efeito destrutivo as raizes (Campos e Villain, 2005; Salgado et al.,
2014).

A atracdo e penetracdo dos tecidos do hospedeiro como também o
reconhecimento do tecido suscetivel para a inducdo do local de alimentacdo séo
fundamentais para o sucesso da infeccdo (Davis e Mitchum, 2005). Juvenis
infectantes de segundo estadio (J2) penetram nas raizes e migram para alcancar
o cilindro vascular onde se tornam sedentarios ap6s estabelecer o seu local de
alimentacdo permanente (Williamson e Hussey, 1996).

O prolongado e intimo relacionamento dos fitonematoides com a planta
hospedeira envolvem alteracdes complexas na morfologia e funcdo da célula
hospedeira (Goverse e Smant, 2014). A interacdo altamente especializada e
complexa entre a planta hospedeira e o Meloidogyne pode possibilitar o
parasitismo do tecido vegetal pela fuga dos mecanismos de defesa (Davis et al.,
2004) por meio de estratégias que o nematoide utiliza para manipular a célula da
planta (Goverse e Smant, 2014).

O parasitismo de Meloidogyne sp. depende do sucesso das diversas fases
do desenvolvimento endofitico até atingir a maturidade e reproducdo. Essas
fases representadas pela populacdo endoparasitica do nematoide sdo
influenciadas pela resposta de resisténcia da planta. Algumas cultivares de
Coffea sp. que apresentam resisténcia ao nematoide de galhas como a cultivar
Apoatd IAC 2258, resistente ao Meloidogyne spp. (Fazuoli, 2002) e o IPR 100,
resistente ao M. paranaensis, M. incognita (Sera et al., 2007) e M. exigua
(Rezende et al., 2015, informacdo pessoal) podem influenciar nas diferentes
fases do ciclo endofitico de Meloidogyne. No entanto, sdo escassos 0s estudos
relacionados as interagdes incompativeis entre Meloidogyne e as cultivares de
cafeeiro, principalmente nos aspectos quantitativos da populagdo endoparasitica.

Desta forma, objetivou-se estudar quantitativamente o desenvolvimento
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endoparasitico da pos-embriogénese de M. exigua e M. paranaensis em

cultivares suscetiveis e resistentes de cafeeiros.

MATERIAL E METODOS

Obtencao das mudas de geno6tipos de cafeeiro

Mudas do Gendétipo 1 e Gendtipo 2, referentes respectivamente aos
acessos MG 179 pl1 R1 e MG 179 pl3 R1, ambos originados do cruzamento de
Catuai Vermelho X Amphilo MR 2161, mantidos no Banco Ativo de
Germoplasma de Café da EPAMIG, foram formadas a partir de sementes
colhidas na safra 2013-2014 na éarea experimental localizada na Fazenda
Guaicara, Piumhi, Minas Gerais. Além desses genotipos, as cultivares IPR 100
e Mundo Novo 376/4, ambas de Coffea arabica e a cultivar Apoata I1AC-2258
de C. canephora também foram formadas de sementes colhidas na é&rea
experimental citada.

No estdgio de folhas cotiledonares, formadas em bandejas contendo
areia autoclavada, as mudas foram transferidas para tubetes de 55cm? contendo
areia autoclavada onde permaneceram sob temperatura média de 28°C com

irrigacdo diaria em casa de vegetacao.

Obtencao do inoculo de Meloidogyne spp. e inoculagéo

Ovos de M. exigua e M. paranaensis, oriundos de cafeeiros suscetiveis
em areas experimentais infestadas nos municipios de Campos Altos e Piumhi,
respectivamente, foram identificados através dos fendtipos de esterase em M.
exigua E2 e M. paranaensis P1. Essas popula¢fes foram mantidas em tomateiros
cultivar Santa Clara em casa de vegetacdo por 60 dias, quando entdo foram
extraidos conforme a técnica de Hussey e Barker (1973). A suspensao de ovos

foi calibrada para inoculagdo de 2.500 ovos em quatro orificios equidistantes
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feitos ao redor da planta, separadamente para cada nematoide por muda de
cafeeiro quando essas atingiram o segundo par de folhas definitivas. A pesquisa
foi instalada em delineamento de blocos casualizados, em esquema fatorial de
cinco tratamentos e oito épocas de avaliacdo, em trés repeticGes, em casa de

vegetacdo com temperatura média de 28°C.

Avaliacdo da populacdo endoparasitica de M. exigua e M. paranaensis

Nas mudas dos dois gendtipos de cafeeiro e das trés cultivares
separadamente inoculadas com Meloidogyne exigua e M. paranaensis, foi
avaliado o desenvolvimento endoparasitico desses nematoides aos 4, 7, 10, 17,
24, 31, 38 e 45 dias apés a inoculacdo (DAI). Aos quatro dias da inoculacdo
todas as plantas foram cuidadosamente retiradas dos tubetes e suas raizes
lavadas para eliminar os juvenis de segundo estadio (J2) que ndo penetraram.
Em seguida, as plantas foram transplantadas para novos tubetes (55cm?) com
areia autoclavada.

Em cada época a populacdo endoparasitica dos nematoides foi avaliada
apos a coloracdo das raizes com fuccina acida segundo Byrd et al. (1983). Todo
o sistema radicular corado foi dissecado, sob microscdpio estereoscdpico, a fim
de localizar e quantificar os espécimes de M. exigua e M. paranaensis dentro das
raizes nas fases de vermiformes, salsichGides e ovoéides (J3 ou J4) além das
fémeas jovens com massa de ovos, totalizando cinco fases de desenvolvimento.
Os vermiformes representaram os juvenis de segundo estadio (J2) endofitico e
sem alteragdo na forma do corpo, enquanto que o salsichdide representou o J2
com formato alterado do corpo devido ao inicio da alimentacdo. As fases
ovoides representaram os juvenis do terceiro e quarto estadios. A partir de entdo
as fases de fémeas jovens (sem massa de ovos) e fémeas adultas com massa de

ovos, perfazendo-se as cinco fases de desenvolvimento endofitico.
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Baseado nas épocas de avaliacdo da populacdo endoparasitica de M.
exigua e M. paranaensis dos 4 aos 45 DAI, foram definidos trés periodos
distintos: no primeiro periodo ou de estabelecimento do J2 no cafeeiro, estdo as
épocas onde se encontraram apenas espécimes vermiformes; no segundo periodo
ou intermediario as épocas com espécimes salsichoides, ovoides e vermiformes
remanescentes; o terceiro periodo foi definido com a fase de fémeas e
remanescentes ovoides, definido como periodo final comprovado pela presenca

de ovos.

Estudos sintomatolégicos de raizes de cafeeiros infectados por M. exigua e M.
paranaensis por Microscopia eletronica de varredura

Das raizes dos cafeeiros parasitados por M. exigua e M. paranaensis
apos a coloracdo com fucsina &cida e localizacdo dos espécimes de nematoides,
foram retirados seguimentos de aproximadamente 2 mm de comprimento e
posteriormente acondicionados por 24 horas em solucdo de Karnovsky
modificada a pH 7,2. Em seguida cada segmento foi transferido para o liquido
crio-protetor (glicerol 30%), onde permaneceu por 30 min. Apds esse tempo
foram realizados cortes transversais e longitudinais nos seguimentos de raiz
empregando nitrogénio liquido. As sec¢bes obtidas foram transferidas para uma
solucdo de tetréxido de 6smio 1% em agua por 1 hora. Subsequentemente foram
desidratadas em uma série de acetona (25, 50, 75, 90 e 100% por trés vezes) e
depois levadas para o aparelho de ponto critico. As sec¢des obtidas foram
montadas em suportes de aluminio stubs. Com a ajuda de uma fita de carbono
dupla face colocada sobre uma pelicula de papel aluminio para a fixacdo dos
segmentos de raiz, as sec¢bes foram cobertas com ouro e observadas em
microscopio eletronico de varredura LEO EVO 40XVP. Imagens de secgdes de

raizes parasitadas por M. exigua e M. paranaensis spp. foram geradas e
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registradas digitalmente em aumentos variaveis, nas condi¢des de trabalho de 20
Kv e distancia de trabalho de 9 mm.

Andlises estatisticas

Os dados da populacdo endoparasitica de cada fase de desenvolvimento
dos nematoides nas épocas de avaliagcdo foram submetidos ao teste de variancia
no programa estatistico R (R Core Team, 2014). Médias dos tratamentos
transformadas em V(x+0,5), quando necessario, foram comparadas pelo teste de

Tukey, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS

Populacao endoparasitica de M. exigua em cafeeiros resistentes e suscetiveis

A fase de J2 vermiforme foi observada no primeiro periodo transcorrido
em 10 DAI com intensa flutuacdo dos espécimes vermiformes entre nos
cafeeiros estudados Aos 4 DAI a populacdo do J2 foi significativamente menor
no Apoata e no Gendtipo 1. Aos 7 e 10 DAI a populacdo do J2 reduziu em todos
os cafeeiros  comparada aos 4 DAL No entanto aos 10 dias foi

significativamente menor no IPR 100 (Figura 1A, B, C).
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Figura 1. Primeiro periodo do desenvolvimento do corpo de Meloidogyne exigua

dentro da raiz de cafeeiros aos 4 dias (A) apds a inoculacdo (DAI), aos 7 DAI
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(B) e aos 10 DAI (C). Médias seguidas da mesma letra nas colunas de cada
estadio de desenvolvimento ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

No segundo periodo, definido entre 17 a 31 DAI, o total de espécimes
nas diversas fases foi maior em Mundo Novo seguido pelo Genétipo 1. Aos 17
DAI, os espécimes salsichdides ocorreram em maior nimero na cultivar Mundo
Novo, Gendtipo 1 e 2 e em menor nimero em Apoatd e IPR 100, devido a
manifestacdo da resisténcia dessas cultivares aos 17DAI. Os espécimes ovoides
(J3 ou J4) apareceram neste periodo e em numero significativamente maior na
cultivar Mundo Novo, indicando que o nematoide obteve sucesso na formacgéo
do sitio de alimentacdo. Aos 24 DAI foi evidenciada a diferenca na populacédo
endoparasitica de M. exigua entre os cafeeiros suscetiveis e resistentes. A
populacdo dos espécimes ovdides foi significativamente reduzida em Apoatd e
IPR 100 comparando aos demais genotipos. Aos 31 DAI ocorreram apenas
ovoides com a mesma tendéncia desta populacdo aos 24 DAI. Este periodo
termina aos 31 DAI com as fases vermiformes, salsichoides e ovoides da
populacdo endoparasitica em diversas proporcdes (Figura 2A, B e C). A
evolucdo ou ndo das fases endofiticas de desenvolvimento de M. exigua nesse
periodo indica uma resposta diferenciada dos cafeeiros em decorréncia da

resisténcia ou suscetibilidade dos cafeeiros.
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Figura 2. Segundo periodo do desenvolvimento do corpo de Meloidogyne exigua

dentro da raiz de gendtipos de cafeeiros aos 17 dias (A) apds a inoculacdo
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(DAL), aos 24 DAI (B) e aos 31 DAI (C). Médias seguidas da mesma letra nas
colunas de cada estadio de desenvolvimento ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. *Valores transformados em V(x+0,5).

O terceiro periodo comegou aos 38 DAI com formagao de fémeas jovens
e com ovos, além das formas remanescentes ovoides e terminou aos 45 DAI com
apenas fémeas (jovens e com ovos). Esse periodo, com duracdo de 7 dias,
transcorreu para o final do ciclo de vida de M. exigua. Aos 38 DAI a populacdo
de fémeas jovens seguiu a mesma tendéncia da populacdo de espécimes ovdides
do periodo anterior (31 DAI) e iniciou a formacéo de ovos no Genétipo 2. Maior
populagcdo endoparasitica ocorreu no cafeeiro Mundo Novo seguido dos
Gendtipos 1 e 2. Aos 45 DAI a formacdo de fémeas jovens seguiu mesma
tendéncia observada aos 38 DAI. Ocorreu maior (P<0,05) numero de fémeas
com ovos nas cultivares Mundo Novo e Gen6tipo 2 (Figura 3A e B),
completando o ciclo biologico de M. exigua nos cafeeiros mantidos a 28°C. A
populacdo endoparasitica total foi destacadamente superior no cafeeiro Mundo

Novo seguido pelos Gendtipos 1 e 2.
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Figura 3. Terceiro periodo do desenvolvimento do corpo de Meloidogyne exigua

dentro da raiz de gendtipos de cafeeiros aos 38 dias (A) apds a inoculacio (DAI)

e aos 45 DAI (B). Médias seguidas da mesma letra nas colunas de cada estadio

de desenvolvimento ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade. *Valores transformados em V(x+0,5).

Populacdo endoparasitica de M. paranaensis em cafeeiros resistentes e

suscetiveis

Aos 4 e 7 DAI ocorreram apenas espécimes vermiformes e em niimero

estatisticamente semelhante em todos os gendtipos cafeeiros (Figura 4A e B).

Nesse primeiro periodo, observou-se 0 mesmo formato vermiforme do J2
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endofitico, indicando uma possivel movimentacdo até o local propicio para
iniciar o sitio de alimentagdo. Este periodo transcorreu sem nenhuma flutuacédo

significativa dos espécimes vermiformes entre os cafeeiros.
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Figura 4. Primeiro periodo do desenvolvimento do corpo de Meloidogyne
paranaensis dentro da raiz de genétipos de cafeeiros. aos 4 dias (A) ap6s a
inoculacdo (DAI) e aos 7 DAI (B). Médias seguidas da mesma letra nas colunas
de cada estadio de desenvolvimento ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.
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A populagdo endoparasitica no segundo periodo, 10 aos 24 DAI,
mostrou que o desenvolvimento do corpo de M. paranaensis iniciou aos 10 DA,
ou seja, antes de M. exigua, com a presenca de salsichdides. Aos 10 DAI
ocorreu grande flutuacdo populacional dos espécimes vermiformes e
salsicho6ides o que ndo ocorreu no periodo anterior, 4 e 7 DAI, com pouca
definicdo da resisténcia dos gendtipos cafeeiros. O numero total de espécimes
foi elevado no cafeeiro Mundo Novo seguido pelo IPR 100 (Figura 5A, B e C).
Aos 17 DAI ocorreram salsichoides e ovéides destacando-se a alta populacéo na
cultivar Mundo Novo, e nimero reduzido de salsich6ides em Apoata e IPR 100.
Aos 24 DAI observaram-se as fases vermiforme, salsichoide e ovoide, sendo que
0 menor nimero de salsichoéides ocorreu no IPR 100 e de ovéides no Apoata. No
Mundo Novo ocorreu maior (P<0,05) populagdo de salsichoide e de populagido

endoparasitica total seguido pelo Gendétipo 1 (Figura 5C).
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Figura 5. Segundo periodo do desenvolvimento do corpo de Meloidogyne

paranaensis dentro da raiz de gendtipos de cafeeiros aos 10 dias (A) apos a
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inoculacdo (DAI), aos 17 DAI (B) e aos 24 DAI (C). Medias seguidas da mesma
letra nas colunas de cada estadio de desenvolvimento ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. *Valores transformados em
V(x+0,5).

Aos 31 DA, inicio do terceiro periodo, o nimero de ovoides e fémeas
jovens foi significativamente maior na cultivar Mundo Novo. Aos 38 DAI
menor (P<0,05) nimero de ovoides ocorreu no Apoatd e IPR 100 comparado
com os Gendtipos 1 e 2. Nessa época, a populacdo de fémeas jovens foi
semelhante nos cafeeiros Apoatd, IPR 100, Gendtipos 1 e 2. Aos 45 DAI maior
populacdo de fémeas com ovos ocorreu no Mundo Novo e a populacdo dessas
fémeas foi igualmente (P<0,05) reduzida nos demais gendtipos de cafeeiro
(Figura 6A, B e C). Aos 45 DA, observou-se alta populacdo endoparasitica total
de M. paranaensis ho Mundo Novo. Aos 45 DAI observou-se auséncia de M.
paranaensis no IPR 100 e Apoatd, demonstrando que as fémeas jovens nédo

produziram ovos como ocorreu no cafeeiro Mundo Novo.
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Figura 6. Terceiro periodo do desenvolvimento do corpo de Meloidogyne

paranaensis dentro da raiz de gendétipos de cafeeiros aos 31 dias (A) ap6s a
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inoculagéo (DAI), aos 38 DAI (B) aos 45 DAI (C). *Valores transformados em
\(x+0,5). Médias seguidas da mesma letra nas colunas de cada estadio de
desenvolvimento ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Observacoes de raizes de cafeeiros infectados por M. exigua e M. paranaensis
ao microscopio eletrénico de varredura

A regido da coifa da raiz foi o local de penetracdo das duas espécies de
Meloidogyne em estudo e foi observado que o desenvolvimento dos nematoides
ocorreu préximo ao cilindro central das raizes de todos os cafeeiros. Somente na
cultivar Mundo Novo foi observado engrossamento na raiz com a presenca de
todas as fases de desenvolvimento endoparasitico de M. paranaensis. No
engrossamento observado nas raizes novas do cafeeiro Mundo Novo, aos 45
DA, destaca-se a presenga de rachaduras longitudinais (Figura 7A) na epiderme
e cOrtex da raiz, o que ndo ocorreu com o parasitismo de M. exigua (Figura 7B).
Esse é o primeiro relato da presenca de rachaduras nas raizes novas de cafeeiros
ainda ao final do primeiro ciclo biol6gico de M. paranaensis. Essas rachaduras
constatadas no engrossamento da raiz de cafeeiro Mundo Novo parasitada por
M. paranaensis confirma a agressividade desse hematoide ao cafeeiro suscetivel
e demonstra a possibilidade do ataque de outros microrganismos patogénicos
como fungos e bactérias pela exposicdo do cortex da raiz.  Com o
desenvolvimento das fases da populacdo endoparasitica nos cafeeiros suscetiveis
houve a formagdo de galhas em ambas as espécies, porém M. exigua
desencadeou apenas galhas arredondadas, bem formadas, caracteristicas dessa

espécie.
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Figura 7. Eletromicrografia de varredura da sintomatologia diferenciada de
Meloidogyne exigua e Meloidogyne paranaensis nas raizes de cafeeiro cultivar
Mundo Novo 376/4, aos 45 dias da inoculagdo. A: engrossamento com
rachaduras epidérmicas causadas pelo parasitismo de M. paranaensis; B: Galha

arredondada tipica de M. exigua com massa de ovos aparente.

DISCUSSAO

O primeiro periodo das relagbes M. exigua e M. paranaensis e 0S
cafeeiros suscetiveis e resistentes estudados neste trabalho reflete o sucesso na
penetracdo do J2 apds vencer as barreiras da planta impostas para impedir seu
parasitismo. Contudo em cafeeiro, as barreiras impeditivas a penetracao do J2
sdo pouco estudadas. Em nosso estudo foi possivel observar, pela primeira vez,
com as espécies de nematoides estudadas, que no periodo de estabelecimento da
relagdo M. exigua e os cafeeiros Apoatd e Genétipo 1 o impedimento a
penetracdo do J2 pode ter ocorrido para parte da populacdo apesar de permitir a
penetracdo de muitos J2 de M. exigua. Por outro lado, os cafeeiros Mundo Novo,
IPR 100 e Gend6tipo 2 podem ter atraido maior nimero de J2 para a superficie da
coifa, possivelmente pela liberacdo de exsudatos, que envolveram o meristema
radicular, dando mais chance para a penetracdo ocorrer (Campos et al., 2006).

No entanto, Oliveira et al. (2011) observaram nimeros reduzidos de espécimes
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vermiformes de M. incognita em Apoatd aos 2 e 4 DAI. Vale ressaltar que M.
incognita é tdo patogénico a cafeeiros quanto M. paranaensis. O clone 14 de C.
canephora manifestou resisténcia do tipo HR a M. incognita e M. paranaensis
no momento da penetracdo (Lima et al., 2015).

A penetracdo de J2 de Meloidogyne em plantas resistentes tem ocorrido
com frequéncia em varias culturas inclusive em crotalaria (Araya e Caswell-
Chen, 1992; Oliveira et al., 2011), sugerindo que a atracdo €& processo
independente da resisténcia em muitas culturas e também nos cafeeiros aqui
estudados.

A reducdo de espécimes vermiformes de M. exigua aos 10 DAI em
relagdo aos 4 DAI (Figura 1C) indica que a maioria dos J2 ndo conseguiu éxito
na inducdo da formacdo de células gigantes. Em soja suscetivel os J2 que
penetram nas plantas e ndo conseguiram sucesso na formacdo do sitio de
alimentacdo tentaram sair do hospedeiro (Dias-Arieira et al., 2002). No entanto,
nenhuma variacdo na densidade populacional de espécimes vermiformes dentro
da raiz entre os gendtipos de cafeeiro infestados por M. paranaensis foi
observada. Vale ressaltar que o tempo para consumacdo do periodo de
estabelecimento do parasitismo (primeiro periodo) foi maior nos gendtipos de
cafeeiro infectados por M. exigua (17 DAI) comparado com M. paranaensis (10
DAI). Desta forma, o0 J2 de M. exigua demanda mais tempo para enganar a
defesa da planta do que o juvenil de M. paranaensis. D’Arc e Ferraz (1985)
observaram forma salsich6ide de M. exigua em cafeeiro Mundo Novo com 9
DAI. Em soja, a formacdo salsichéide de M. paranaensis foi observada aos 8
DAl (Moritz et al. 2008). Em tomateiros Rutgers, Costa et al. (1998)
observaram espécimes salsichOides de M. javanica aos 10 DAI. Silva et al.
(2013) observaram formas salsichéides de M. exigua 15 DAI em cafeeiro Catuai
usado como controle suscetivel. No entanto em cafeeiros infectados com M.

exigua no presente estudo sé foi possivel observa-los aos 17 DAL.
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A grande reducdo de formas salsichdides nas cultivares Apoatd e IPR
100 infectados por M. exigua e M. paranaensis aos 17 DAI (Figuras 2A e 5B)
reflete a incapacidade dos J2 em vencer a defesa da planta e consequentemente
ndo formar o sitio de alimentacdo. Assim a resisténcia dessas cultivares a M.
exigua e M. paranaensis se manifesta muito cedo no ciclo de vida desses
patdégenos. Em cultivar de tomateiro suscetivel a formacgdo de células gigantes
induzidas por M. enterolobii foi observada aos 17 DAI (Westerich et al., 2011).

A reducdo significativa de espécimes ovoéides de M. exigua aos 38 DAI
(Figura 3A) nas cultivares Apoata e IPR 100 confirma o alto nivel de resisténcia
dos cultivares a ambas as espécies de Meloidogyne refletindo a incapacidade de
incrementar a retiradas de nutrientes para satisfazer a exigéncia crescente para o
desenvolvimento do corpo. Vale ressaltar que o Apoatd é usado como porta
enxerto de Coffea arabica em areas infestadas por M. exigua e M. paranaensis e
tem sua resisténcia comprovada por varios autores (Campos e Villain, 2005;
Fazuoli et al., 2002; Gongalves e Silvarolla, 2007). A resisténcia do Apoata ao
M. paranaensis inibiu o desenvolvimento das células nutridoras no sitio de
alimentacdo, pois de acordo com a analise da populacdo endoparasitica esse
nematoide conseguiu avancar somente até a fase de juvenil salsich6ide aos
24DAIl. No IPR 100 a resisténcia ocorre mais tarde, impedindo a manutencéo
do sitio de alimentacdo, visto que nessa cultivar foi observada a fase ovoide aos
24 DAI e uma quantidade bastante reduzida de fémeas jovens aos 38 DAI. A
populagdo endoparasitica demonstra a manifestacdo da resisténcia das cultivares
Apoata e IPR 100 e do Gen6tipo 1 ao M. paranaensis em épocas diferentes. No
Gendtipo 1, o desenvolvimento do M. paranaensis foi até a fase de fémea
jovem respectivamente aos 45 DAI, possivelmente com o sitio de alimentacéo
incapaz de possibilitar o avanco no desenvolvimento corporal, completando a

completude do ciclo de vida do nematoide nas plantas. Nas condigdes do
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presente estudo, M. exigua e M. paranaensis completaram seu ciclo de vida aos
45 DAI na cultivar Mundo Novo.

As altas populagdes das fases de desenvolvimento salsichoide, ovoide e
fémea jovem de M. exigua (Figuras 2A, B e C; 3A e B) nos Genotipos 1 e 2
indica alta suscetibilidade desses cafeeiros. No entanto, a baixa ocorréncia de
fémeas jovens e com ovos nos mesmos cafeeiros infestados por M. paranaensis
(Figura 6B e C) indica resisténcia, mas em nivel menor do que nas cultivares
Apoatd e IPR 100 (Figura 6). A resisténcia dos Genétipos 1 e 2 a M.
paranaensis se manifesta no periodo de desenvolvimento da fase ovoide para
fémea, muito tarde no ciclo de vida do nematoide, diferente da resisténcia de
Apoatd e IPR 100 a M. exigua e M. paranaensis. Por isso o ciclo de M.
paranaensis se completa com producdo de poucos ovos nos Genotipos 1 e 2 aos
45 DAI. Os Gendtipo 1 e 2 ja demonstraram tolerancia a M. paranaensis em
outro ensaio (Silva et al., 2015). Os Gen6tipos 1 e 2 ainda ndo foram estudados
guanto a resisténcia a M. exigua e M. paranaensis.

A resisténcia de cultivares de café a nematoides se manifesta em fases
diferentes da ontogenia de nematoides. Na cultivar de café resistente Apoata a
M. incognita, nenhum espécime salsichdide, ovoide e fémeas foram encontradas
aos 25 DAI, contudo a presenca deles foi observada aos 25 DAI na cultivar
suscetivel Catuai (Oliveira et al. 2011).

Ainda ndo foi possivel relacionar a ineficiéncia da célula gigante
produzida no parasitismo de nematoides em plantas com o seu tamanho ou em
algum aspecto fisiologico, e nem mesmo com niveis diferentes de impedimento
a nutricdo do nematoide na célula gigante. No entanto a sua capacidade
nutridora dos nematoides se manifesta possibilitando varios niveis populacionais
de acordo com o gendtipo do hospedeiro levando as plantas a terem
comportamentos diferenciados desde suscetibilidade até alta resisténcia. O

impedimento & evolugao da popula¢do do nematoide parasita passa a ser critério
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para resisténcia. Formacao de galhas em progénies de C. arabica pode ocorrer
sem que a fémea internamente produza ovos (Rezende et al., 2013).

Eletromicrografias de meloidoginoses do cafeeiro tem sido empregada
em sua maioria nos estudos de taxonomias e identificacdo de espécies. Poucos
trabalhos utilizam dessa metodologia no estudo da sintomatologia de espécie de
Meloidogyne em cafeeiros. Nesse estudo detectou-se a presenca precoce de
rachaduras longitudinais no cortex da raiz na regido da galha induzida por M.
paranaensis ao completar um ciclo de vida aos 45 DAI.

No presente estudo M. paranaensis confirma-se a agressividade desse
nematoide as raizes do cafeeiro pela formacdo de rachaduras ainda durante o
primeiro ciclo de vida e em zona de crescimento de raizes novas, rachaduras
essas que além de danificarem a integridade e funcionamento das raizes podem
servir como porta de entrada para outros microorganismos. Estudos mais
aprofundados da fisiologia do parasitismo de M. paranaensis em cafeeiro com
identificacdo das enzimas de degradacdo da parede celular podem esclarecer a
formacao dessas rachaduras.

A presenca de galhas € um aspecto sintomatologico do ataque desses
patégenos. No entanto, em cultivares resistente pode haver formacgéo de galhas
sem que haja reproducdo do nematoide como verificado no presente estudo com
M. paranaensis. Esse resultado indica que a avaliacdo sintomatol6gica ndo é um
parametro para verificar resisténcia de cafeeiros a M. paranaensis, confirmando
Carneiro et al. (2008), os quais apontam que o indice de galhas ndo pode ser um
indicador de resisténcia e suscetibilidade de cafeeiros. Resultados contraditorios
obtidos por Pasqualotto et al. (2015) afirmam haver possibilidade de avaliacdo
de materiais genéticos de cafeeiros para resisténcia a M. paranaensis baseando-
se na caracterizacdo sintomatoldgica do sistema radicular parasitado. Mais
pesquisas devem ser realizadas para confirmar a impossibilidade de empregar os

sintomas de galhas nos estudos de resisténcia dos cafeeiros a M. paranaensis.
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CONCLUSOES

O comportamento de genétipos de cafeeiros a M. exigua e a M.

paranaensis séo diferentes.

A resisténcia de Apoatd e IPR 100 a M. exigua se manifesta um pouco
mais cedo em relagdo a M. paranaensis.

Necessita-se de mais pesquisas para comprovar a imunidade da cultivar
IPR 100 a M. exigua.

Os Gendtipos 1 e 2 comportaram-se como resistentes a M. paranaensis, e
suscetiveis a M. exigua.

M. paranaensis induz rachaduras longitudinais ja no primeiro ciclo
bioldgico em cultivares suscetiveis sem a necessidade de uma elevada populacéo

do nematoide para que esse dano ocorra.
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Changes in coffee plants infested by M. exigua still need new
knowledge, especially in genotypes developed lately. Five genotypes of coffee
plants (Mundo Novo 376-14, Apoata IAC 2258, IPR 100, Genotype 1 - MG 179
PL1 R 1 and Genotype 2 - MG 179 PL3 R1) were evaluated for resistance to
Meloidogyne exigua 6 months after inoculation. The mineral elements and
regions with galls formed and where no parasitic nematode for each coffee
genotype were quantified by X-ray microanalysis. The vegetative development
of genotypes inoculated and not inoculated were evaluated in growth in height,
diameter and fresh weight of the roots of plants with and without inoculation.
The variables analyzed were subjected to multivariate canonical variables. The
Apoatd and IPR 100 cultivars were resistant to M. exigua have to cultivate the
Mundo Novo and the Genotypes 1 and 2 were susceptible. The calcium and iron
were present in all samples being analyzed calcium detected in larger amounts in
the genotypes associated with nematode, except Genotype 1. The potassium was
detected only where the genotype was not associated with M. exigua. There was
no significant interaction in the genotypes with the presence or absence of the
nematode, the cultivars Mundo Novo and Apoatd and Genotype 1 showed
higher values for these variables. With multivariate canonical variate analysis
found three dispersion patterns, the first between Mundo Novo and Genotype 1,
the second between Genotype 2 and IPR 100 and a third standard composite
cultivar Apoata with the highest distance between treatments.Os Genotypes 1
and 2 showed susceptibility to M. exigua. The calcium content in coffee root
parasitized by M. exigua is higher compared to the level in healthy roots, can

this element is related to the plant defenses.

Key-words: Coffeea spp., root-knot nematode, resistance.
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RESUMO

GUIMARAES, N. M. R. B., SALGADO, S. M. L., GUIMARAES, J. F. R,,
FRANCA, F., ALVES, E. 2016. REACAO DE CAFEEIROS A
MELOIDOGYNE EXIGUA E ESTUDO DOS ELEMENTOS QUIMICOS
NAS RAIZES PARASITADAS ATRAVES DA MICROANALISE DE
RAIOS-X. Nematropica 41:00-00.

As alteragcBes nos cafeeiros infestados por M. exigua ainda precisa de
novos conhecimentos, principalmente nos genétipos desenvolvidos ultimamente.
Cinco gendtipos de cafeeiros (Mundo Novo 376-14, Apoatd IAC 2258, IPR 100,
Gendtipo 1 — MG 179 pll R1 e Gendtipo 2 — MG 179 pl3 R1) foram avaliados
para a resisténcia de Meloidogyne exigua apds 6 meses da inoculagdo. Os
elementos minerais de regifes com galhas bem formadas e de locais onde ndo
houve parasitismo do nematoide em cada genétipo cafeeiro foram quantificados
atraves da Microanalise de Raios-X. O desenvolvimento vegetativo dos
gendtipos inoculados e ndo inoculados foram avaliados em incremento de altura,
de didmetro e de massa fresca das raizes de plantas com e sem inoculacdo. As
variaveis analisadas foram submetidas a técnica multivariada de variaveis
candnicas. As cultivares Apoatd e IPR 100 mostraram-se resistentes a M. exigua
ja a cultivar Mundo Novo e os Gendtipos 1 e 2 foram suscetiveis. O calcio e 0
ferro estiveram presentes em todas as amostras analisadas sendo o célcio
detectado em quantidades maiores nos genotipos associados ao nematoide,
exceto no Genotipo 1. O potassio foi detectado apenas nos genotipos onde nédo
houve associacdo com M. exigua. Ndo houve interagdo significativa nos
genotipos com a presenca ou auséncia do nematoide, as cultivares Mundo Novo

e Apoatd e 0 Gen6tipo 1 apresentaram maiores valores para essas variaveis.
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Com a anéalise multivariada de variaveis canfnicas verificou-se trés padrbes de
dispersdo, o primeiro entre Mundo Novo e Gendtipo 1, o segundo entre
Gendtipo 2 e IPR 100 e um terceiro padrdo composto da cultivar Apoatd que
apresentou maior distancia entre os tratamentos.Os Gen6tipos 1 e 2 mostraram
suscetibilidade a M. exigua. O teor de calcio em raizes de cafeeiros parasitados
por M. exigua é maior quando comparado com o teor em raizes sadias, podendo

esse elemento esta relacionado as defesas da planta.

Palavras-chave: Coffea spp., nematoide de galhas, resisténcia.

INTRODUCAO

A ocorréncia de nematoides nos campos de cultivo de Coffea sp. pode
reduzir em até 20% a producdo cafeeira (Ito et al., 2008). Meloidogyne exigua é
a espécie mais encontrada nas regides produtoras do Brasil (Campos e Villain,
2005). E para evitar esses prejuizos, o uso de cafeeiros resistentes é uma das
principais medidas de manejo. A resisténcia de cafeeiros a Meloidogyne spp tem
sido empregada em areas infestadas por meio do plantio de mudas em pé-franco
ou mudas de Coffea arabica enxertadas em C. canephora. Embora a maioria das
cultivares de C. arabica seja altamente suscetiveis ao nematoide das galhas,
algumas cultivares demonstraram certos niveis de resisténcia ou tolerdncia a
algumas espécies de Meloidogyne.

A cultivar Apoata IAC 2258 de C. canephora, usada como porta enxerto
(Fazuoli et al., 2002), permite a producdo de café em areas comprometidas pela
presenca de fitonematoides. No Estado de Minas Gerais, Brasil, cultivares de C.
arabica enxertadas em Apoatd produziram rendimentos mais elevados em

comparacdo com plantas ndo enxertadas (Tomaz et al., 2005). Na América
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Central e do Sul, o uso de porta-enxertos resistentes para o manejo de
nematoides tem sido praticado em grande escala por mais de 35 anos (Bertrand
et al., 2001). Determinados porta-enxertos apresentam maior desenvolvimento
do sistema radicular e da parte aérea e maior eficiéncia na absorcdo de
nutrientes, aumentando com isso o potencial de producéo da lavoura (Dias et al.,
2011).

Progénies de C. arabica selecionadas por Sera et al. (2007) para
obtengdo da cultivar IPR-100, possuem resisténcia a M. incognita raga 1
(Kanayama et al., 2009) e resisténcia ao M. paranaensis em areas cafeeiras do
Parana e Minas Gerais (Salgado et al., 2014), com baixo custo na formacédo das
mudas pois sdo propagadas predominantemente por sementes.

O Amphillo, material genético introduzido da Etidpia, tem sido
empregado nos programas de melhoramento genético do café desenvolvido em
varias instituicGes de pesquisa. ApGs cruzamentos com a cultivar Catuai, esse
material genético estd preservado no Banco de Germoplasma do Café da
EPAMIG, com grande potencial de resisténcia a Meloidogyne sp. Em estudo
conduzido em casa de vegetacdo, Morera e Lopez (1987) observaram que C.
arabica cv. Amphillo foi moderadamente resistente a M. exigua. Enguanto
Gongalves et al. (1996) observaram resisténcia parcial do Amphillo a raca 2 de
M. incognita. Algumas progénies de cafeeiro oriundas do cruzamento do
Amphillo 2171 e Catuai Vermelho tém demonstrado resisténcia a Meloidogyne
paranaensis em area infestada (Salgado et al., 2014).

A reagdo de cafeeiros a Meloidogyne spp. € dependente da interacdo
parasitica da espécie de nematoide com a genética da planta. O estudo de
alteracdes estruturais e fisioldgicas verificadas durante a interacdo entre um
patégeno e uma planta hospedeira pode revelar detalhes da interacdo entre os

organismos (Pascholati et al., 2008).
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H& uma diversidade de reacdo dos cafeeiros com reflexo na
sintomatologia e nos elementos nutricionais do cafeeiro. O parasitismo de
fitonematoides sobre seus hospedeiros frequentemente induz alteracfes na
composicdo mineral e organica dos tecidos da planta parasitada quando
comparadas as plantas ndo infectadas (Ferreira et al., 2012). O desenvolvimento
endoparasitico de Meloidogyne spp. provoca alteracdes nas raizes do cafeeiro
associadas a processos como a obstrugdo dos vasos condutores, alteracdo na
absorcao e translocacdo de agua e de nutrientes e alteracdes fisiolégicas. Plantas
parasitadas por Meloidogyne spp. apresentam caréncia de nitrogénio, fosforo e
potassio e tendéncia a menor absorcdo de calcio e magnésio (Gomes et al.,
2008). O calcio é deslocado para o sitio de infeccdo do nematoide devido a
reacdo de defesa da planta, especialmente quando ocorrem danos na membrana,
uma vez que é essencial na formacdo de barreiras estruturais e quimicas (Belan
et al., 2015).

Combinando simultaneamente a composicdo e morfologia, a
microanalise de raios X (MAX) é uma técnica de analise qualitativa e
quantitativa de elementos minerais nas amostras. Essas observacdes podem
detectar os elementos quimicos envolvidos na relacao parasitica de Meloidogyne
sp. em raizes de cafeeiro. Por isso, o presente trabalho, objetivou avaliar o
comportamento de genoétipos cafeeiros a M. exigua como também detectar e
quantificar os elementos minerais envolvidos na interacdo planta X nematoide

nestas cultivares com e sem a presenga do nematoide.

MATERIAL E METODOS

Obtencao das mudas de genotipos de cafeeiro
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Mudas do Gendétipo 1 e Gendtipo 2, referentes respectivamente aos
acessos MG 179 pl1 R1 e MG 179 pl3 R1, ambos originados do cruzamento de
Catuai Vermelho X Amphilo MR 2161, mantidos no Banco Ativo de
Germoplasma de Café da EPAMIG, foram formadas a partir de sementes
colhidas na safra 2013-2014 na é&rea experimental localizada na Fazenda
Guaicara, Piumhi, Minas Gerais. Além desses genoétipos, as cultivares IPR 100
e Mundo Novo 376/4, ambas de Coffea arabica e a cultivar Apoata I1AC-2258
de C. canephora também foram formadas de sementes colhidas na érea
experimental citada.

No estdgio de folhas cotiledonares, formadas em bandejas contendo
areia autoclavada, as mudas foram transferidas para vasos de 5 litros contendo a
mistura solo:esterco (2:1) desinfestado com Dazomete (BASAMIDE®). Os
vasos com as mudas permaneceram em casa de vegetacdo com temperatura

média de 28°C e irrigacdo manual diaria.

Obtencdo do indculo de Meloidogyne exigua e inoculacéo

Ovos de M. exigua oriundos de cafeeiros suscetiveis em area
experimental infestada no municipio de Campos Altos foram identificados
atraves dos fenétipos de esterase em M. exigua E2. Essa populacdo foi mantida
em tomateiros cultivar Santa Clara em casa de vegetacdo por 60 dias, quando
entdo foram extraidos conforme a técnica de Hussey e Barker (1973). A
suspensdo de ovos foi calibrada para inoculagdo de 9.000 ovos em quatro
orificios equidistantes feitos ao redor da planta, quando essas atingiram o oitavo
par de folhas definitivas. O experimento foi instalado em casa de vegetacdo, em
delineamento de blocos casualizados. Na avaliacdo da reproducdo do nematoide
foram utilizados os cincos gendtipos inoculados com M. exigua em cinco

repeticGes. J& para as andlises de crescimento vegetativo dos cafeeiros foram
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utilizados cinco genétipos de café com e sem inoculagdo de M. exigua (fatorial 5
X 2), com cinco repeticoes.

Reproducéo de M. exigua nos cafeeiros

Aos 6 meses ap6s a inoculacdo de Meloidogyne exigua, as plantas foram
avaliadas por meio do indice de galhas (IG), segundo a escala proposta por
Taylor e Sasser (1978), e também pelo nimero de ovos produzidos, o qual foi
extraido das raizes através da técnica de Hussey e Barker (1973). A seguir,
coletou-se 0o numero de ovos por grama de raiz (NOGRaiz), e fator de
reproducdo (FR), calculado pelo quociente entre o nimero de ovos ao final do

experimento (Pf) e o nimero de ovos inoculados (Pi).

Microanélise de Raios X dos elementos minerais nas raizes de cafeeiros
parasitadas por M. exigua

Aos seis meses da inoculacdo, com auxilio de um microscépio
estereoscapico, as raizes foram seccionadas em pequenas regides sadias (sem
parasitismo) e de galhas bem formadas. Esses segmentos foram montados em
stubs com a ajuda de uma fita de carbono dupla face colocada sobre uma
pelicula de papel aluminio, devidamente etiquetados, e mantidos por 24 horas
em estufa a 70°C para desidratacdo dos espécimes. Apds esse periodo, foram
levados para a maquina de pulverizacdo catddica (MED 010, Balzer) e coberto
com uma camada de carbono. As amostras foram observadas sob SEM (Leo Evo
40 XVP) acoplado ao sistema de deteccdo de MAX EDS X-Flash Detector 5010
(Bruker) e analisados utilizando o software ESPIRIT 1.9 (Bruker). Imagens
foram geradas e registradas digitalmente, a aumentos varidveis, para cada

amostra, nas condi¢Oes de trabalho de 20 Kv e distancia de trabalho de 9 mm.
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Posteriormente foram determinadas quantitativamente e qualitativamente a

composicéo elementar coletando e analisando os Raios X emitidos pela amostra.

Desenvolvimento vegetativo de cafeeiros inoculados e ndo inoculados com M.
exigua

No dia da inoculacdo as plantas com e sem inoculacdo foram avaliadas
guando ao crescimento vegetativo por meio da altura e didmetro do caule na
altura do primeiro n6, medidos em centimetros. Aos 6 meses ap6s a inoculacao
de Meloidogyne exigua, as plantas foram avaliadas em altura e didmetro de caule
para obtencdo dos valores do incremento de altura (Alt) e incremento de
didmetro (Diam), subtraindo os valores dessa avaliagdo com a primeira (dia da
inoculacdo). Aos seis meses foi avaliada também a massa fresca da raiz
(MFRaiz).

A reproducdo do nematoide foi avaliada por meio do indice de galhas (1G),
segundo a escala proposta por Taylor e Sassser (1978), numero de ovos por
grama de raiz (NOGRaiz), e fator de reproducao (FR), calculado pelo guociente
entre 0 nimero de ovos ao final do experimento (Pf) e 0 ndmero de ovos

inoculados (Pi).

Anélises estatisticas

As variaveis indice de galhas (IG), nimero de ovos por grama de raiz
(NOGRaiz) e fator de reproducdo (FR) ndo tiveram distribuicdo normal dos
dados, pois ndo atenderam os critérios de homocedasticidade mesmo apés a
transformacéo, por isso foi adotada metodologia ndo-paramétrica de Kruskal-
Wallis para comparacdo dos tratamentos. Constatada diferenca significativa em
nivel de 5% entre os tratamentos, realizou-se a analise de comparacdo multipla

via teste pareado de Wilcoxn.



61

Os dados de desenvolvimento vegetativo foram submetidos aos testes de
homogeneidade de variancia de Bartlett e de normalidade de Shapiro-Wilk,
considerando 5% de probabilidade. As varidveis Alt e MFRaiz por nao
atenderem aos critérios de homogeneidade de variancia e normalidade foram
transformadas seguindo a metodologia Box-Cox com o pardmetro A ajustado de
-0,09 e 1,29 respectivamente, e posteriormente empregou-se o Teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Em seguida todas as variaveis, exceto a variavel indice de Galhas (IG),
foram submetidas a técnica multivariada de varidveis canénicas para
visualizacdo grafica da dispersdo dos tratamentos. Todas as andlises foram

realizadas com o auxilio do software R (R Core Team, 2014).

RESULTADOS

Reproducéo de M. exigua nos cafeeiros

O indice de galhas (IG) apresentou amplitude de 0 a 5 seguindo a
metodologia proposta por Taylor e Sasser (1978) (Figura 1). As cultivares
Apoatd e IPR 100 ndo apresentaram formacdo de galhas e receberam nota O,
comportando-se como resistentes a M. exigua. A cultivar Mundo Novo e 0s
Gendtipo 1 e 2 receberam nota 5, pois apresentaram no seu sistema radicular
uma quantidade de galhas maior que 100.

O nUmero de ovos por grama de raiz (NOGRaiz) nos cafeeiros Mundo
Novo e nos Gendtipos 1 e 2 foram estatisticamente iguais demonstrando
multiplicagdo do nematoide, sendo considerados suscetiveis. J& as cultivares
Apoatd e IPR 100 ndo apresentaram formacgdo de ovos, comportando-se como

resistentes (Figura 1).
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Utilizando-se os critérios adaptados de Seinhorst (1967) com base no
fator de reproducdo (FR), verificou-se que as cultivares Apoata e IPR 100 ap6s
seis meses de inoculagdo de M. exigua comportaram-se como resistentes,
apresentando valores menores que 1 (FR=0), ao passo que os genétipos Mundo
Novo, Genétipos 1 e 2 obtiveram fator de reproducdo maior que 1,

comportando-se assim como suscetiveis a M. exigua.
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Figura 1. Indice de galhas, nimero de ovos por grama de raiz e fator de
reproducdo de gendtipos de cafeeiros inoculados com Meloidogyne exigua sob
condicdes de casa de vegetacdo. Médias seguidas pela mesma letra nas barras
ndo diferem entre si, pelo teste Wilcoxon ao nivel de 5% de probabilidade.
indice de galhas segundo metodologia de Taylor e Sasser (1978); Fator de

Reproducéo segundo critério de Seinhorst (1967).
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Microanalise de Raios X dos elementos minerais nas raizes de cafeeiros
parasitadas por M. exigua

Na Microanalise de raios-X (MAX) foi possivel identificar nove
elementos quimicos na composicdo dos tecidos de raiz dos gendtipos de
cafeeiros com e sem a presenca de M. exigua em 100% das areas analisadas.
Nas amostras onde o nematoide ndo estava presente pode ser observado uma
maior variagdo da composicdo dos elementos quimicos, ao contrario das
amostras parasitadas por M. exigua, onde houve uma reducédo desses elementos
(Tabela 1).

As cultivares resistentes, Apoatd e IPR 100, na presenca do nematoide

ndo formaram galhas, comprovando a resisténcia ao M. exigua.

Tabela 1. Detec¢do de elementos minerais através da Microanalise de Raios-X

em raizes de cafeeiros com e sem M. exigua 6 meses ap6s inoculacao.

Sem M. exigua Com M. exigua

Tratamentos Potassio  Calcio Ferro  Potéassio  Calcio Ferro

(K) (Ca) (Fe) (K) (Ca)  (Fe)
Mundo Novo ~ 2545% 8,60% 19,45% - 33,86% 17,42%
Apoatd 42,86% 32,78%  2,53% * * *
IPR 100 63,23% 21,31%  2,39% * * *
Gendtipol ~ 37,58% 34,07%  6,96% - 25,14% 74,84%
Gendtipo2  39,19% 12,65%  8,69% - 14,19% 19,83%

*As cultivares resistentes Apoatd e IPR 100 ndo formaram galhas 6 meses ap6s

a inoculagdo de M. exigua. — elemento ndo detectado.

O célcio e o ferro estiveram presentes em todas as amostras analisadas,

porém com concentracdo diferenciada conforme a auséncia ou presenca de M.
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exigua. O célcio foi detectado em quantidades maiores nos genétipos associados
ao nematoide quando comparados aos mesmos genotipos correspondentes sem o
nematoide, exceto no Genétipo 1 (Figura 2Q).

A concentracdo do ferro foi alterada pela presenca do M. exigua. Maior
concentragdo de ferro destacadamente ocorreu no Genétipo 1, (Tabela 1). A
porcentagem de ferro manteve-se estvel nas amostras com e sem nematoide da
cultivar Mundo Novo. Nos Gen6tipos 1 e 2 com M. exigua, a presenca desse
elemento foi elevada (Figura 2R e X) em comparacao a esses mesmos genotipos
sem parasitismo de M. exigua.

O potassio foi detectado apenas nos gendtipos onde ndo houve
associacdo com M. exigua (Figura 3), destacando a cultivar IPR 100 onde o
elemento foi detectado em 63,23% da area analisada (Figura 3F). O potéssio e 0
calcio foram os elementos mais detectados nas areas analisadas de Apoatd, com
42,86% e 32,78% e no IPR 100 com 63,23% e 21,31% respectivamente. Os

outros elementos detectados apresentaram valores pouco expressivos.
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Figura 2. Mapeamento de célcio (coloracgéo azul) e ferro (coloracdo vermelha)

através da Microanalise de Raios-X em raizes de genétipos cafeeiro. (A, B, C)
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Cultivar Mundo Novo sem M. exigua. (B) Presenca de calcio; (C) Presenca de
ferro; (D, E, F) Cultivar Mundo Novo com M. exigua. (E) Presenca de célcio;
(F) Presenca de ferro; (G, H, I) Cultivar Apoatd sem M. exigua. (H) Presenca de
calcio; (I) Presenca de ferro; (J, K, L) Cultivar IPR 100 sem M. exigua. (K)
Presenca de calcio; (L) Presenca de ferro; (M, N, O) Gen6tipo 1 sem M. exigua.
(N) Presenca de calcio; (O) Presenca de ferro; (P, Q, R) Genétipo 1 com M.
exigua. (Q) Presenca de calcio; (R) Presenca de ferro; (S, T, U) Gen6tipo 2 sem
M. exigua. (T) Presenca de calcio; (U) Presenca de ferro; (V, W, X) Genétipo 2

com M. exigua. (W) Presenca de célcio; (X) Presenca de ferro.



67

Figura 3. Mapeamento de potassio através da Microanalise de Raios-X em raizes
de gendtipos cafeeiro sem M. exigua. (A) Cultivar Mundo Novo. (B) Presenga
de potéssio em cultivar Mundo Novo. (C) Cultivar Apoata. (D) Presenga de
potéssio em cultivar Apoatd. (E) Cultivar IPR 100. (F) Presencga de potassio em
IPR 100. (G) Genotipo 1. (H) Presenca de potassio em Gendtipo 1. (1) Genotipo

2. (J) Presenga de potéassio em Gendtipo 2.
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Desenvolvimento vegetativo dos genétipos de cafeeiros

A analise de variancia mostrou que ndo houve interagdo significativa
entre os genotipos e a presenca/auséncia do nematoide nas variaveis vegetativas.
O incremento na altura (Alt) apresentou variacdes de acordo com 0s genétipos
avaliados (Tabela 2).

As cultivares Mundo Novo, Apoatd e o Genétipo 1 apresentaram maior
incremento de altura, € menores valores dessa variavel foram igualmente
(P<0,05) observados na cultivar IPR 100 e o Gen6tipo 2. Com relacdo ao
incremento de diametro do caule (Diam) dos cafeeiros, 0 Gen6tipo 1 apresentou
maior valor ndo diferindo das cultivares Mundo Novo e Apoata e do Genétipo 1.
A cultivar IPR 100 apresentou menor valor de incremento de altura (Tabela 2).

A massa fresca da raiz (MFRaiz) foi mais alta na cultivar Apoatd e
menor no Gendtipo 2. As cultivares Mundo Novo e IPR 100, e o Gen6tipo 1 ndo

diferiram estatisticamente entre si.

Tabela 2. Incremento de altura (Alt), incremento de didmetro (Diam), em
centimetros, matéria fresca da raiz (MFRaiz em gramas), em cafeeiros ao seis

meses da inoculacdo de Meloidogyne exigua.

Tratamentos Alt Diam MFRaiz
Mundo Novo 57,4 a 0,8ab 448,5 ab
Apoata 59,2 a 0,7ab 505,3 a
IPR 100 40,8 b 0,6b 340,5 bc
Genotipo 1 57,8a 09a 338,4 bc
Genotipo 2 36,8b 0,7ab 3299¢c

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Analise de variaveis candnicas

Na analise de varidveis canbnicas, as duas primeiras variaveis
explicaram 94,9% da variancia total dos dados (Figura 4), onde a primeira
variavel candnica teve uma contribuicdo de 66,9% e a segunda 28% para este

total.
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Figura 4. Diagrama de andlises canbnicas das varidveis incremento de altura da
planta (Alt), incremento de diametro (Diam), massa fresca da raiz (MFRaiz),
nimero de ovos por grama de raiz (NOGRaiz) e fator de reproducéo (FR), em
cafeeiros das cultivares Mundo Novo (MN), Apoatd (AP), IPR 100 (IPR),
Gendtipo 1 (G1), e Genotipo 2 (G2), aos 6 meses da inoculagdo de M. exigua.

Associacdo entre as variaveis Diam e MFRaiz ocorreu nas cultivares

Mundo Novo e Apoatd, respectivamente (Figura 4). Considerando as
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informagBes graficas obtidas foi possivel verificar que as varidveis NOGRaiz e
FR possuiram comportamento similar quanto a correlacdo com as variaveis
candnicas utilizadas para a visualizagdo da dispersdo dos tratamentos.
Considerando a dispersdo dos dados dentro dos tratamentos foi possivel
notar que a cultivar Mundo Novo apresentou a maior dispersdo, por outro lado, a
cultivar IPR 100 apresentou maior agrupamento. Analisando a dispersao entre os
tratamentos, verificou-se trés padrfes de dispersdo, o primeiro entre Mundo
Novo e Gen6tipo 1, o segundo entre Gen6tipo 2 e IPR 100 e um terceiro padrédo
composto da cultivar Apoatd que apresentou maior distdncia entre os

tratamentos.

DISCUSSAO

Apo0s a inoculacdo de M. exigua foi observado que as cultivares Apoatd
e IPR 100 ndo apresentaram formacdo de galhas nem a multiplicacdo de ovos
em suas raizes, ja a cultivar Mundo Novo foi quem apresentou maior valor de
FR, confirmando assim o seu padrdo de suscetibilidade. Fazuoli et al. (1987)
identificaram plantas da cultivar porta enxerto Apoatd de C. canephora com
resisténcia a M. incognita, em condi¢Ges de campo. Em estudo desenvolvido por
Gongalves e Pereira (1998) observaram também que plantas de Apoata
inoculadas com M. exigua apresentaram FR igual a 0 ap6s 120 dias da
inoculacéo, resultado esse que corrobora com o presente estudo. Gongalves et al.
(1998) relatam que a cultivar Apoata seja resistente a M. paranaensis, porém
ndo é imune a esse nematoide. Resultados semelhantes foram obtidos por Sera et
al. (2007) apo6s avaliar progénies de C. arabica cv. IPR 100 associadas a M.

paranaensis.
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Os Gendtipo 1 e 2 mostraram suscetibilidade a M. exigua embora 0s
estudos desses gendtipos associados a esse nematoide sejam escassos, futuros
estudos devem ser desenvolvidos para se ter uma real ideia da resisténcia desses
materiais ao nematoide das galhas.

A microanalise de raios-X vem sendo aplicada no estudo da composicao
mineral de tecidos vegetais associados a fitopatdgenos, porém nao tinha sido
utilizada para avaliar a distribuicdo de nutrientes na regido de desenvolvimento
de fitonematoides no sistema radicular de cafeeiros. Sabe-se que 0s
fitonematoides necessitam do hospedeiro vivo para o seu desenvolvimento,
sendo essa relacdo bastante especializada (Williamson e Hussey, 1996). O
reconhecimento do nematoide pela planta desencadeia uma rapida geracdo de
espécies reativas de oxigénio, tdxico ao patégeno, em seguida um influxo de
calcio no citoplasma induz uma rapida resposta de defesa denominada reacédo de
hipersensibilidade (Muthamilarasan e Prasad, 2013).

O célcio foi detectado em todas as amostras analisadas, com maiores
teores naquelas associadas a M. exigua. Esses resultados podem indicar uma
possivel reacdo de defesa mesmo nas cultivares suscetiveis a esse nematoide.
Resultados similares em doencas de folhas de cafeeiros foram observado por
Belan et al. (2015) onde um elevado teor de célcio foi detectado nos sintomas
das doencas mancha aureolada e cercosporiose. O calcio esta relacionado as vias
de defesas priméarias da planta, como a formacdo de espécies reativas de
oxigénio e reacdo de hipersensibilidade. Esse elemento é deslocado para areas
infectadas quando ocorre ruptura de membranas, uma vez que é essencial na
formagdo de barreiras estruturais e quimicas na defesa da planta (Wondafrash et
al., 2013).

Outro elemento que foi detectado em todas as amostras foi o ferro. Na

presenca de ferro, o perdxido de hidrogénio, uma espécie reativa de oxigénio, da
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origem ao radical hidroxila, extremamente reativo a fitopatdgenos. As espécies
reativas de oxigénio se acumulam rapidamente no inicio dos processos
infecciosos em interacBes compativeis e incompativeis, na explosdo oxidativa,
que tem sido verificada em reacdes de hipersensibilidade em resposta a infeccao
(Stangarlin et al., 2011).

A supressdo das defesas do hospedeiro é de fundamental importancia
para o sucesso da infeccdo. Trabalhos recentes mostraram que M. incognita
secretou uma proteina denominada calreticulina que suprimiu as respostas de
defesa da planta através do sequestro de calcio livre (Jones et al., 2013)

O potassio foi detectado apenas nas amostras onde ndo houve o
parasitismo do nematoide, pois esses organismos ao se estabelecerem na planta
induz seu sitio de alimentagdo que funciona como um dreno metabdlico,
depauperando 0s minerais presentes e desestabilizando o teor de elementos
quimicos nesse local. Gomes et al. (2008) observou que plantas parasitadas por
Meloidogyne spp. apresentam caréncia de alguns elementos minerais inclusive o
potassio. Em doencas de folhas de cafeeiros Belan et al. (2015) detectaram nos
tecidos assintomaticos em torno das lesbes um teor mais elevado de potéssio,
que diminuiu gradualmente até os tecidos sintomaticos, atribuindo esse evento a
mobilidade do elemento mineral devido a quebra da parede celular do
hospedeiro, podendo também estar envolvido em relactes de defesa da planta.

Nesse estudo, as diferengas observadas com relagcdo as variaveis
vegetativas dos genotipos se deram provavelmente devido as caracteristicas
genéticas. Sabe-se que com o avango dos estudos em melhoramento do cafeeiro,
continuamente sdo produzidas plantas com caracteristicas proprias e desejaveis
para uma melhor producdo cafeeira. Os cafeeiros Mundo Novo e Apoatd IAC
2258 caracterizam-se por ter porte alto e possuirem exuberante sistema radicular

(Embrapa, 2016), ja a cultivar IRP 100 por possuir um porte médio (lapar,
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2012). A resisténcia de plantas a fitopatdgenos também é desejada nos
programas de melhoramento. Sabe-se que a cultivar Apoatd possui resisténcia
aos nematoides das galhas. M. exigua ndo é tdo agressivo ao sistema radicular
dos cafeeiros suscetiveis quanto as outras espécies de nematoides das galhas,
sendo que essa forma galhas arredondadas na ponta das raizes e causa pouca
morte de raizes laterais (Castro et al., 2008). Os resultados observados nesse
trabalho corroboram com Zhang e Schmitt (1995) quando observaram em raizes
de C. liberica inoculadas com M. konaensis um sistema radicular abundante
igualmente observado em plantas sem nematoides.

Nas analises multivariadas dos dados, considerando que as duas
primeiras varidveis canonica foram responsaveis por explicar 94,9% da variacao
total, a representacdo gréafica foi eficiente para a verificacdo da dispersdo dos
tratamentos, pois alguns autores consideram que valores superiores a 70% para
as duas primeiras variaveis candnicas é suficiente para realizacdo deste tipo de
analise. (Carpentieri-Pipolo et al., 2000).

A dispersdo visualizada dentro dos tratamentos pode ser explicada pela
variacao genética existente dentro de cada gendtipo, pois o cafeeiro possui um
sistema reprodutivo misto, com uma taxa de alogamia de aproximadamente
10%, em média (Melo e Sousa, 2011). Existe ainda a possibilidade desta
variacao estd associada as variacdes de natureza ambiental.

A existéncia de trés padrdes de dispersdo pode estd associada a
variabilidade genética existente entre os tratamentos, isso é reforcado pelas
analises univariadas em que para todas as variaveis analisadas houve diferenga
significativa entre os tratamentos.

Apesar da metodologia de varidveis canénicas por vezes apresentar
resultados distintos daqueles obtidos por meio de analises univariadas, ja que a

mesma usa informagles simultaneas de todas as varidveis, langando médo da



74

reducdo de dimensionalidade dos dados (José et al., 2013), houveram
coincidéncias entre as analises multi e univariadas. Os resultados comuns entre
as analises foram comprovados pelo comportamento de associacdo estatistica
entre Mundo Novo e Gen6tipo 1 em todas as variaveis e associacdo entre a

cultivar IPR 100 e Genoétipo 2 para as variaveis de desenvolvimento vegetativo.

CONCLUSAO

Os Gen6tipos 1 e 2 comportaram-se como suscetiveis a M.. exigua.

O teor de calcio em raizes de cafeeiros parasitados por M. exigua é maior
quando comparado com o teor em raizes sadias, podendo esse elemento esta
relacionado as defesas da planta.

O potéssio foi detectado apenas em raizes ndo associadas a M. exigua.
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