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RESUMO

SILVA, Rodrigo Vieira da, M.S., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2005.
Producao de indculo e diferenciacao de racas de Meloidogyne exigua em Coffea spp.
Orientadora: Rosangela D’Arc de Lima Oliveira. Conselheiros: Leandro Grassi de
Freitas e Antonio Alves Pereira.

Meloidogyne exigua, um dos principais patégenos do cafeeiro, é espécie na qual ja
foram observadas variabilidade bioquimica, morfolégica e fisiolégica. Para propor uma
série de plantas diferenciadoras de racgas dessa espécie dentro do género Coffea, estudou-se
o efeito de populacdes distintas de M. exigua em 25 genétipos de cafeeiro. Para estabelecer
as melhores condi¢des para a produgdo de indculo e realizacdo do teste, mudas de cafeeiro
foram estudadas quanto a temperatura, ao estidio de desenvolvimento e a época de
avaliacdo. A temperaturas de 26°C foi a melhor para a formacdo de galhas, producdo de
ovos e da matéria seca da parte aérea das mudas de cafeeiro. O estddio das mudas de
cafeeiro com seis pares de folhas definitivas e a avaliacdo aos 120 dias apds a inoculagdo
foram os que mais favoreceram a reproducdo de M. exigua. A andlise conjunta dos dados
permitiu concluir que os ensaios para selecdo de gendtipos de cafeeiros resistentes ao
nematéide e multiplicagdo de indculo devem ser avaliados a partir de 90 dias apds a
inoculacdo. A série diferenciadora das populagdes de M. exigua, utilizando-se os genotipos
UFV 1959, H493-1, ‘Catuai Vermelho IAC 44’ e ‘Apoatda IAC 2258 € proposta nesse
estudo. Contudo, para a validagdo desses gendtipos como possiveis diferenciadores de
racas, um nimero maior de populagdes deve ser testado. Caso os gendtipos ainda estejam
segregando, como foi constatado para alguns deles, a reproducdo deverd ser obtida por

enraizamento de estacas.
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ABSTRACT

SILVA, Rodrigo Vieira da, M.S., Universidade Federal de Vicosa, February, 2005.
Inoculum production of Meloidogyne exigua and race differentiation in Coffea spp.
Adviser: Rosangela D’Arc de Lima Oliveira. Committee members: Leandro Grassi de
Freitas e Antonio Alves Pereira.

One among significant pathogens of the coffee plant, Meloidogyne exigua is a
nematode species for which biochemical, morphological and physiologic variability has
been reported. In an attempt to set up a useful series of differentials within the genus
Coffea, several M. exigua populations were studied on 25 distinct coffee genotypes.
Inoculated young coffee plants were examined growth stage, and under varying greenhouse
temperature and evaluation intervals to find out which was the best for the inoculum
production and to the assays purposes. The temperature of 26°C it went the best to the galls
formation, egg production and to the matter dry of the aerial part of the young coffee plants.
Its reproduction rate was the greatest at 6-leaf-pair growth stage, the oldest tested coffee
plants in the assay. A united analysis allows to end that the rehearsals for selection of
coffee genotypes resistant to the nematode and in the inoculum production they should be
appraised starting from 90 days after the inoculation. Results from this study suggest that
the differential series UFV 1959, H493-1, ‘Catuai Vermelho IAC 44’ and ‘Apoatd IAC
2258’ is adequate to distinguish within the M. exigua populations. However, to fully
validate such set of differentials a larger than the available number of M. exigua
populations is needed. It is also recommended that in cases when coffee genotypes are still
segregating, as verified in our assays, rooted stems should be adopted instead of coffee

seedlings.
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INTRODUCAO GERAL

O cafeeiro € uma espécie exotica, tendo como provdvel centro de origem a Etidpia.
O cultivo no Brasil teve inicio com a introdu¢@o das primeiras mudas e sementes vindas da
Guiana, em 1727 (Carvalho, 1993). Atualmente constitui um dos principais produtos
agricolas do mercado internacional. Este € cultivado em cerca de 72 paises, em quatro dos
cincos continentes do planeta. O Brasil se destaca por deter o status de maior produtor e
exportador mundial de café e por participar com um terco da oferta global, além de ocupar
a segunda posicao entre os maiores consumidores (Conab, 2005).

A cultura assume um papel de grande importancia na geracdo de empregos e divisas
para o pais (Caixeta, 2001). A safra de café estimada para 2004/2005 € de
aproximadamente 38 milhdes de sacas, das quais cerca de 78% sdo de Coffea arabica. O
Estado de Minas Gerais lidera a producdo brasileira de café, contribuindo com
aproximadamente 50% da producao nacional (Conab, 2004).

Dentre os fatores que limitam a produgdo agricola, merecem atengdo especial as
doencas causadas pelos fitonematdides, pois causam perdas estimadas em 12,3%, o que
representa cerca de 100 bilhdes de ddlares de prejuizo anual, em todo o mundo (Sasser &
Freckman, 1987).

Muitos nematdides fitoparasitas t€ém sido encontrados associados a rizosfera do
cafeeiro, e no Brasil, destacam-se os géneros Meloidogyne, Pratylenchus, Rotylenchulus,
Xiphinema, Criconemela e Helicotylenchus (Sharma & Sher, 1973; Ferraz, 1980; Lordello,
1984; Campos, 1997).



Os nematdides formadores de galhas radiculares, pertencentes ao género
Meloidogyne Goeldi 1887, constituem o grupo de maior importancia econdmica na
agricultura. Caracteristicas como agressividade, ampla gama de hospedeiros e distribuicao
mundial, os colocam entre os primeiros patégenos responsdveis pela limitacdo da
produtividade agricola mundial (Sasser & Carter, 1985).

As perdas ocorrem principalmente devido a mudangas anatdmicas nas raizes, como
o desenvolvimento de células gigantes e, ou a formacao galhas, resultado da hipertrofia de
células do cilindro central que comprimem os vasos do xilema, reduzindo assim a absorcao
e transporte de dgua e nutrientes (Kirkpatrick et al., 1991). Assim as espécies de
Meloidogyne sao responsaveis por 15% da reducdo total da producio brasileira de café em
relacdo aos 20% de perdas causadas pelos fitonematdides (Lordello, 1984)

Atualmente, sdo relatadas mais de 80 espécies de Meloidogyne infectando plantas de
interesse econdmico em diversas partes do mundo. Dentre elas, 17 foram detectadas em
associacdo com raizes do cafeeiro, das quais 7 sdo encontradas no Brasil, como: M.
arenaria (Neal) Chitwood, M. exigua Goeldi, M .javanica (Treub.) Chitwood, M. hapla
Chitwood, M. incognita (Kofoid & White) Chitwood, M. paranaensis Carneiro et al. e M.
coffeicola Lordello & Zamith (Campos, 1997).

Dentre as espécies de nematdides das galhas que atacam o cafeeiro, M. exigua é
uma das que mais prejuizo causa a nossa cafeicultura, pois tem sua disseminacdo
generalizada nos cafezais, apresenta uma ampla distribui¢do geogrifica, ocorrendo nas
principais regides cafeeiras do pais (Campos et al., 1985; Gongalves & Pereira, 1998;
Gongalves & Silvarolla, 2001; Oliveira et al., 2001). Apesar de ndo ser a espécie mais
agressiva, o efeito do processo infeccioso de M. exigua nas produgdes iniciais do cafeeiro
ardbica ja chegou a causar perdas da ordem de 50 a 68,2% (Arruda & Reis, 1962; Guerra
Neto et al., 1985). Em um trabalho mais recente, Barbosa et al. (2004) verificou redugado de
produtividade da ordem de 45% em lavouras de café, decorrentes do ataque de M. exigua.

Meloidogyne exigua constitui-se também num sério problema na cultura da
seringueira (Hevea brasiliensis), na qual ocorre de forma endémica na Amazo6nia (Santos,
1995). Esta espécie se encontra disseminada no municipio de S@o José do Rio Claro, Mato
Grosso (Bernado et al., 2003), Estado este que possui a maior drea cultivada com esta
cultura no Brasil, e que participa com cerca de 22,0% do latex coagulado produzido no pais

(Ano6nimo, 2001).



A utilizacdo de cultivares de cafeeiros resistentes, na forma de porta enxerto ou em
pé franco, constitui-se atualmente em uma das principais formas de controle de
Meloidogyne spp. O sucesso desta prética vai depender do conhecimento das espécies ou
racas presentes na drea, pois a resisténcia ¢ na maioria das vezes especifica (Gongalves &
Silvarolla, 2001).

Em C. canephora, C. congensis e C. dewevrei, t€tm-se encontrado gene(s) de
resisténcia permitindo o uso de plantas dessas espécies como porta-enxertos e doadoras de
genes para espécies suscetiveis, porém produtivas (Curi et al., 1970; Fazuoli & Lordello,
1977; Gongalves & Silvarolla, 2001). Hibridos de C. arabica x C. canephora, como por
exemplo, H4782-7-585 e H4782-7-785 que sdo resistentes a ferrugem do cafeeiro
(Hemileia vastatrix), apresentaram também resisténcia a M. exigua, M. incognita e, ou M.
paranaensis, como H4782-7-925, porém esses hibridos tém segregado para essa
caracteristica (Gongalves et al., 1998). Algumas selecdes de Hibridos Timor e Catimor, que
foram consideradas imunes e homozigotas para resisténcia a M. exigua, apresentaram
também boas caracteristicas agronomicas (Gongalves et al., 1998; Gongalves & Silvarolla,
2001).

Recentemente, foi identificado o gene Mex-1 em C. canephora o qual quando
transferido para C. arabica confere resisténcia a M. exigua (Noir et al., 2003). Essa
descoberta certamente contribuird para o avango das pesquisas direcionadas para o
desenvolvimento de cultivares de café ardbica resistentes a este patégeno (Noir et al.,
2003).

Em estudos visando ao uso da resisténcia no controle de Meloidogyne spp., a origem
da populagdo do nematéide € um fator primordial, pois a variabilidade genética
intraespecifica tem sido observada em populagdes coletadas em diferentes localidades
(Davis et al., 1996; Carneiro & Almeida, 2000; Silva et al., 2003).

Nos ultimos anos, estudos com populagdes de M. exigua oriundas de cafeeiro e
seringueira, t€ém revelado diferencas bioquimicas no padrdo isoenzimdtico para a enzima
esterase com a detec¢do de quatro fenétipos, a saber: E1 (Rm 1,60), Ela (Rm 1,60 e 1,90),
E2 (Rm 1,60 e 1,90) e E1b (Rm 1,10 e 1,60). A diferenca entre Ela e o E2, estd na
intensidade das bandas, pois em El a primeira banda (Rm 160) é a de intensidade mais
forte, enquanto que no E2 é a segunda banda (Rm 1,90) (Figura 1) (Esbenshade
&Triantaphyllou, 1985; Carneiro & Almeida, 2000; Oliveira et al., 2001).
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Figura 1 — Fendtipos de esterase detectados em Meloidogyne exigua. E1 (Esbenshade &
Triantaphyllou, 1985), Ela e E1b (Carneiro & Almeida, 2000) e E2 (Oliveira
et al., 2001). J3 = M. javanica utilizada como padrdo de comparacdo; Rm =

mobilidade relativa.

Em estudos morfolégicos de populagdes de Meloidogyne spp., coletadas em
cafeeiros da Zona da Mata de Minas Gerais, observaram-se que as fémeas de algumas
populacdes oriundas do municipio de Sdo Jodo do Manhuagu apresentaram configuracdes
perineais semelhantes a M. arenaria, mas nos estudos isoenzimaticos de esterase, todas
apresentaram o fenétipo tipico de M. exigua (Oliveira et al., 2001).

Embora ocorra reproducdo de M. exigua em diversas espécies botanicas, a
capacidade reprodutiva tem-se mostrado diferenciada diante de alguns hospedeiros. No
laboratério de Nematologia da Universidade Federal de Vigosa, tem sido observado que
populacdes oriundas de diferentes localidades cafeeiras da Zona da Mata de Minas Gerais
tém mostrado comportamento diferente em relagdo ao tomateiro, planta na qual a maioria
das populagdes se reproduz, exceto uma populagdo coletada no municipio de Canaa - MG.

Carneiro & Almeida (2000) propuseram a separaciao de “ragas fisiologicas” de M.
exigua com base na capacidade de reproducdo de diversas populagdes em plantas de
diferentes espécies botanicas. A raga 1, € constituida por individuos que infectam o

pimentdo e o cafeeiro, mas ndo conseguem infectar o tomateiro. Individuos da raca 2



infectam o tomateiro, o pimentdo e o cafeeiro, e a raca 3, pertencem os individuos que nio

infectam o tomateiro, o pimentdo e nem o cafeeiro, mas atacam a seringueira.

Tabela 1 - Racas de Meloidogyne exigua provenientes de cafeeiro e seringueira,

adaptado de Carneiro & Almeida (2000)

M. exigua Tomate Pimentio Café Seringueira
Raca 1 - + + -
Racga 2 + + + -
Raca 3 - - - +

IG = indice de galhas, R = reacdo (-) e (+) indica hospedeiro resistente e suscetivel, respectivamente,
segundo a escala de Taylor & Sasser (1978).

Um estudo envolvendo técnicas moleculares tem também mostrado essa
variabilidade. Randig et al. (2002), por meio da técnica de RAPD (DNA polimérfico
amplificado ao acaso), detectou alto nivel de polimorfismo intraespecifico (67,5%) entre
populagdes de M. exigua coletadas de cafeeiros e de seringueira.

Variabilidade genética existe praticamente em todas as populacdes de nematdides.
Essa variabilidade ja é conhecida para as espécies do gé€nero Meloidogyne (Caswell &
Roberts, 1987). A variabilidade é conseqiiéncia possivelmente da forma de reprodugdo
desses nematdides que pode ocorrer por anfimixia, partenogénese facultativa ou
obrigatdria; ao grau de ploidia que vai desde hapldide até vérios niveis de poliploidia;
incluindo também as varia¢des no nimero de cromossomos somaticos, que variam de 14 a
74 (Caswell & Roberts, 1987). A constatacdo dessa variacdo tem sido averiguada de
diversas formas, tais como: preferéncia em relacdo a(s) planta(s) hospedeira(s) ou ragas
fisiologicas do patdogeno, padrido izoenzimdtico e andlises do DNA (Caswell & Roberts,
1987).

A espécie M. exigua se reproduz por partenogénese meidtica facultativa. Este modo

de reproducdo apresenta menor estabilidade genética comparada as espécies de



Meloidogyne que reproduzem por partenogénese mitética (Esbenshade & Triantaphyllou,
1985).

Apesar da variabilidade fisiolégica ocorrer em M. exigua, sua constatacdo nao é
tarefa facil, pois necessita de quatro espécies botanicas, dentre elas a seringueira, que € de
dificil aquisicdo em vérias regides do pais e suas sementes apresentam um curto periodo de
viabilidade. Essas diferencgas fisioldgicas ndo atendem por completo ao conceito de “ragas”,
que sdo bidtipos distinguidos por sua preferéncia de hospedeiro dentro de um grupo
taxondmico, geralmente cultivares de uma espécie de planta, diferentemente da usual
separagdo de racas de Meloidogyne spp. que envolve plantas de diferentes espécies.

Além disso, a expressdo desta variabilidade em gendtipos de cafeeiro ndo é
conhecida. Sabe-se apenas que em estudos preliminares, populacdes de M. exigua
apresentaram diferentes comportamentos reprodutivos, em relacdo a progénie de cafeeiro
UFV 1262 (Silva et al., 2003). Tal fato mostrou a possibilidade de se criar uma série
diferenciadora de ragcas de M. exigua dentro, pelo menos, do género Coffea. Um estudo
dessa natureza poderia servir de suporte para as pesquisas, em especial as de
melhoramento, tendo em vista a obtengdo de plantas resistentes a M. exigua e facilitar os
trabalhos de diagnose na rotina dos laboratérios de nematologia.

Em func¢ao do exposto, este trabalho teve como objetivos:

1- Avaliar a capacidade reprodutiva de populacdes de M. exigua em cafeeiros sob
diferentes temperaturas, usando-se mudas de diferentes estddios de desenvolvimento e em
diferentes épocas de avaliacdo;

2- Estudar a diferenciagdo de racas de M. exigua em genétipos de cafeeiro.
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CAPITULO 1

Otimizacao da producio inéculo de Meloidogyne exigua em mudas de

cafeeiro
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INTRODUCAO

O café constitui um dos principais produtos agricolas do mercado internacional. O
Brasil destaca-se por deter o status de maior produtor e exportador mundial, ao participar
com um ter¢co da oferta global de café. Além disso, ocupa a segunda posi¢do entre os
maiores consumidores (Conab, 2005).

Meloidogyne exigua Goeldi, 1887, embora ndo seja a mais agressiva dentre as
espécies dos nematdides das galhas que atacam o cafeeiro, provavelmente é a espécie que
causa mais danos a nossa cafeicultura. Essa consideracdo advém de sua disseminacdo
generalizada nos cafezais e uma ampla distribuicdo geografica, ocorrendo nas principais
regides cafeeiras do pais (Campos et al., 1985; Gongalves & Pereira, 1998; Gongalves &
Silvarolla, 2001; Oliveira et al., 2001). Esta espécie chegou a causar em cafezais em fase de
producao, perdas de produtividade da ordem de 45% (Barbosa et al., 2004).

Nos ultimos anos, estudos com populagdes de M. exigua oriundas de cafeeiro e
seringueira, t€ém revelado diferencas bioquimicas no padrdo isoenzimdtico para a enzima
esterase com a deteccdo de quatro fendtipos, tais como, E1 (Rm 1,60), Ela (Rm 1,60 e
1,90), E2 (Rm 1,60 e 1,90) e E1b (Rm 1,10 e 1,60). A diferenca entre Ela e o E2, estd na
intensidade das bandas, pois em E1 a primeira banda (Rm 1,60) é a de intensidade mais
forte, enquanto que no E2 € a segunda banda (Rm 1,90) (Esbenshade &Triantaphyllou,
1985; Carneiro & Almeida, 2000; Oliveira et al., 2001). Carneiro & Almeida (2000)
propuseram a separacdo de “racgas fisioldgicas” de M. exigua com base na capacidade de
reproducdo de diversas populacdes em plantas de diferentes espécies botanicas. A raga 1, é
constituida por individuos que infectam o pimentdo e o cafeeiro, mas ndo conseguem
infectar o tomateiro. Individuos da raga 2 infectam o tomateiro, o pimentao e o cafeeiro, e a
raca 3, pertencem os individuos que ndo infectam o tomateiro, o pimentdo e nem o cafeeiro,
mas atacam a seringueira.

A temperatura € o fator ambiental mais importante no ciclo de vida dos nematéides
(Taylor & Sasser, 1978). Para a maioria deles, a temperatura 6tima varia entre 15 e 30°C
(Taylor & Sasser, 1978). Estudos sobre a interacdo M. exigua - Coffea arabica revelaram
também forte influéncia da temperatura na taxa reprodutiva do nematdide e no

desenvolvimento do hospedeiro (Tronconi et al., 1986). No entanto, nesse trabalho os
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autores utilizaram apenas uma populacdo de M. exigua, a qual foi proveniente do municipio
de Ervilia - MG.

Estudos sobre as interagdes patégeno-hospedeiro t€m mostrado que a idade da
planta afeta principalmente a reproducdo do organismo e o nivel de dano causado a mesma
(Almeida & Silveira, 1983). Apesar de conhecida a influéncia do estiddio de
desenvolvimento da planta na interacdo Meloidogyne-planta hospedeira, existem poucos
estudos do efeito desse fator na interacdo. Em um dos poucos trabalhos sobre o assunto
realizado no Brasil, Lordello et al. (1977) observaram maior quantidade de M. exigua nas
mudas de cafeeiro no estddio de “orelha de on¢a” do que no estddio de “palito de fésforo”.
Virios pesquisadores t€ém se dedicado aos estudos envolvendo a interacdo cafeeiro-M.
exigua, como aqueles que buscam selecionar fontes de resisténcia a esse nematdide
(Lordello et al., 1977; Gongalves et al., 1996; Gongalves & Pereira, 1998; Silva et al.,
2003). Entretanto, esses trabalhos apresentam algumas diferencas na metodologia
empregada, principalmente no que diz respeito ao estddio de desenvolvimento do cafeeiro
na ocasido da inocula¢do e das épocas de avaliacdo. Dessa forma, tem ocorrido muita
variagdo no fator de reproducdo, em especial nos genétipos suscetiveis (Gongalves &
Pereira, 1998; Silva et al., 2003; Ribeiro et al., 2005), o que dificulta fazer uma anélise
conclusiva acerca de quais gendtipos apresentam resisténcia ou suscetibilidade, ou mesmo,
da ocorréncia de variabilidade nas popula¢des estudadas.

O conhecimento e a quantifica¢do dos fatores que afetam a reprodugdo de M. exigua
sdo imprescindiveis para o sucesso nos trabalhos de selecio de gendtipos resistentes ao
nemato6ide, na produgdo de indculo, na condugdo de ensaios de pesquisa e, inclusive na
identificacdo de ragas fisiologicas. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
da temperatura, estddio de desenvolvimento e época de avaliacio na reproducdo de

diferentes bidtipos de M. exigua em mudas de cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44°.
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MATERIAL E METODOS

Informacoées gerais

Foram estudadas quatro populagdes de Meloidogyne exigua: uma pertencente a raca
I com o fenétipo E1 (Rm 1,60) obtida em Canad, MG e duas da raca 2 (Carneiro &
Almeida, 2000), uma com fendtipo E1 (Rm 1,60) e a outra com fenétipo E2 (Rm 1,60 e
1,90), coletadas em Muriaé e Manhuacu, MG, respectivamente, e a raca 3 (seringueira) com
fenétipo E1b (Rm 1,10 e 1,60), coletadas em plantas de seringueira no municipio de Sao
José do Rio Claro, MT.

As populagdes da raca 1 e 2 foram mantidas em mudas de cafeeiros cultivar Catuai
Vermelho IAC 44 por um periodo de aproximadamente um ano, enquanto que a populacio
pertencente a raca 3 foi mantida em mudas de seringueira clone RRIM 600 por sete meses.

As plantas utilizadas na multiplicacdo dos nematdides e na realizagdo dos ensaios
foram mantidas na casa de vegetacdo e camaras de crescimento do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa, com os tratos culturais necessarios ao

desenvolvimento das mesmas, de acordo com as recomendacdes técnicas para a cultura.

Caracterizacao isoenzimatica e fisiologica das populacoes

Para a averiguag@o dessas populagdes de M. exigua quanto a pureza da espécie e ao
fenétipo de esterase, foi empregada a técnica de eletroforese vertical em sistema
descontinuo (Mini-protean), proposta por Ornstein & Davis (1964). Cerca de 20 fémeas de
cada populacdo de Meloidogyne, em inicio de postura e com coloragdo branco-leitosa,
foram retiradas de raizes com galhas e colocadas em microtubos contendo 10 pL de
solucdo extratora. Para cada populagdo foram utilizadas aproximadamente 240 fémeas por
corrida eletroforética. Apds a maceragdo das fémeas, os extratos protéicos foram aplicados
nas cavidades do gel de poliacrilamida (empilhamento 4% e separacio 8%) para
subseqiiente corrida eletroforética. A etapa de empilhamento foi conduzida a 80 V por 15
minutos, seguida pela corrida de separacdo a 200 V por 35 minutos. Apds interromper a
corrida, o gel foi retirado e mergulhado em solugdo reveladora para a enzima esterase

(Alfenas et al, 1991) e fixado em solug@o alcodlica (Carneiro & Almeida, 2001). Em
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seguida, os géis foram lavados e submetidos a secagem pelo método do bastidor durante 24
horas (Alfenas & Brune, 1998).

Para a confirmacgdo das “ragas”, conforme proposta de Carneiro & Almeida (2000),
foram utilizadas as seguintes plantas: tomateiro ‘Rutgers’, pimentdo ‘Early California
Wonder’, cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ e seringueira clone RRIM 600.

A inoculagdo foi realizada quando as plantas atingiram 3 a 4 pares de folhas
definitivas, utilizando-se 5000 ovos/planta. A avaliacdo foi realizada 60 dias apds a
inoculacdo. Foram avaliadas as seguintes varidveis: nimero de galhas e de ovos por sistema
radicular. A primeira varidvel foi utilizada para atribuir notas de 0 a 5, segundo a escala de
Taylor & Sasser (1978). As plantas que obtiveram nota igual ou inferior a 2 (nimero de
galhas 10) foram consideradas resistentes, reacdo (-), e as plantas com nota maior que 2

(nimero de galhas >10) foram consideradas suscetiveis, reagcdo (+).

Obtencao e multiplicaciao do inéculo

Os ovos de nematdides foram extraidos segundo o método de Boneti & Ferraz
(1981). Assim, raizes foram lavadas cuidadosamente em &4gua corrente para retirar
particulas de solo aderidas, picadas em pedagos de aproximadamente 1 a 2 cm e trituradas
em liqiiidificador com solu¢dao de NaOCl 0,5% por 20 segundos. A concentracdo de ovos
foi determinada em camara de contagem de Peters e a suspensdo calibrada para 1000

ovos/mL.

Obtencao das mudas de cafeeiro

Sementes de cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ foram semeadas em bandejas
contendo areia previamente tratada com brometo de metila (100 cm3/m3). Quando as
plantulas atingiram o estaddio de “palito de fésforo”, as mesmas foram transplantadas para
vasos de argila de 0,5 L ou plastico de 2,0 L de capacidade, contendo uma mistura de solo e

areia 2:1 (v/v) igualmente tratada.
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Efeito da temperatura na reproduciao das populacoes de M. exigua

Para a realizacdo do ensaio, foram utilizadas as populacdes citadas, exceto a raca 3
(seringueira) e mudas de cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ com 3 a 4 pares de folhas
definitivas nas temperaturas de 18, 22, 26 e 30°C.

Quando as mudas atingiram dois a trés pares de folhas definitivas foi realizada a
inoculacdo com 5.000 ovos por planta, que foram colocados em dois orificios de 3 cm de
profundidade feitos ao lado de cada planta. O experimento foi montado num delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial com 8 repeti¢des, cujos fatores estudados
foram 4 niveis de temperaturas e trés populagdes de M. exigua.

A avaliacdo foi realizada aos 90 dias da inoculagc@o. Foram avaliadas as seguintes
varidveis: nimero de ovos e de galhas por sistema radicular e a massa da matéria seca da
parte aérea. A primeira varidvel foi usada para a determinacdo do fator de reproducao (FR =
Pf/P1), em que Pf = populacdo final e Pi = populacdo inicial do nematdide (Oostenbrink,
1966). Enquanto, que a ultima varidvel foi utilizada para calcular o indice de reducdo (IR)
da massa da matéria seca em percentagem em relacdo a testemunha. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e teste de médias, utilizando-se o programa estatistico

SAEG (Euclydes, 1983).

Efeito do estadio de desenvolvimento de mudas de cafeeiro na reproducao das

populacoes de M. exigua

Foram utilizadas mudas de cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ nos seguintes
estddios de desenvolvimento: “palito de foésforo”, folhas cotiledonares (“orelha de onga”),
dois e seis pares de folhas definitivas.

A inoculacdo constou de 5.000 ovos/planta, que foram colocados em dois orificios
de 3 cm de profundidade feitos ao lado de cada planta. O experimento foi montado num
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial com 8 repeti¢des. Os fatores
estudados foram 4 estddios de desenvolvimento do cafeeiro e 4 populagcdes de M. exigua.

A avaliagdo foi realizada aos 90 dias apds a inoculagdo. Foram avaliadas as
seguintes varidveis: nimero de ovos e galhas por sistema radicular e a massa da matéria

seca da parte aérea do cafeeiro. A primeira varidvel foi usada para a determinacio do fator
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de reproducdo (FR = Pf/Pi), em que Pf = populagdo final e Pi = populacdo inicial do
nematdide (Oostenbrink, 1966). A segunda varidvel foi avaliada atribuindo-se notas
variando de 0 a 5, segundo a escala de Taylor e Sasser (1978). Calculou-se também o indice
de reducdo (IR), em percentagem, da massa da matéria seca da parte aérea em relacio a
testemunha (cafeeiros nao inoculados).

Para atender as pressuposicoes de normalidade (teste de Lilliefors) e
homogeneidade de variancia (teste de Cochran e Bartlett), os dados foram transformados

em log (x +1) e submetidos a andlise de variancia e testes de médias, utilizando-se o

programa estatistico SAEG (Euclydes, 1983).

Reproducao de populacoes de M. exigua em mudas de cafeeiro avaliadas em

diferentes épocas

Foram inoculadas mudas de cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ com 3-4 pares de
folhas definitivas, e as seguintes épocas de avaliacdo: 60, 90, e 120 dias apds a inoculagao.

A inoculacdo constou de 5.000 ovos/planta, que foram colocados em dois orificios
com 3 cm de profundidade feitos ao lado de cada planta. O experimento foi montado num
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial com 8 repeticoes,
contemplando os fatores trés épocas de avaliacdo e trés populacdes de M. exigua.

As avaliagdes foram realizadas aos 60, 90 e 120 dias apds a inoculagcdo. Foram
avaliadas as seguintes varidveis: massa da matéria seca da parte aérea, nimero de galhas e
de ovos por sistema radicular. Esta dltima varidvel foi utilizada para determinar o fator de
reproducdo do nematdide (FR) conforme proposto por Oostenbrink (1966). Calculou-se
também o indice de reducdo (IR), em percentagem, da massa da matéria seca da parte aérea
em relacdo a testemunha (cafeeiros nao inoculados).

Os dados referentes ao nimero de galhas e ovos por sistema radicular foram
transformados para log (x) e submetidos a andlise de varidncia no programa estatistico
SAEG (Euclydes, 1983). Os valores da massa da matéria seca da parte aérea atenderam as
pressuposi¢des de normalidade (teste de Lilleefors) e homogeneidade de variancia (teste de
Cochran e Bartlett), ndo sendo necessdario, transformd-los para realizar a andlise de

variancia (Ribeiro Junior, 2001).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Reproducao de populacoes de M. exigua em mudas de cafeeiro sob diferentes

temperaturas

Nao houve interacdo significativa entre populagdo e temperatura e também nao
foram verificadas diferengas estatisticas entre as populagdes de M. exigua, quanto ao
nimero de galhas, de ovos e producdo de matéria seca da parte aérea de mudas de cafeeiro.
Entretanto, a temperatura teve influéncia (P<0,05) sobre a reprodug¢do do nematdide
(Tabela 1) e no desenvolvimento do cafeeiro (Tabela 2). Como ndo houve diferencas
estatisticas entre as populacdes do patégeno, apenas a populacdo 1 (raca 1 com o fenétipo
El (Rm 1,60) — Canaa, MG) foi representada nas tabelas. A temperatura de 26°C foi a
melhor para a producdo de matéria seca e ovos, mas, para o nimero de galhas ndo diferiu

de 22°C (P>0,05).

Tabela 1 - Numeros médios de galhas (NG) e de ovos (NO) produzidos por Meloidogyne

exigua* em mudas de cafeeiro mantidas as temperaturas de 18, 22, 26 e 30°C

Temperaturas NG IG! NO FR?
18°C 82,40 b 4 1801,50 ¢ 0,36
22°C 111,50 a 5 7252,00 b 1,45
26°C 210,40 a 5 9998,90 a 2,00
30°C 33,00 ¢ 4 1619,00 ¢ 0,32

! fndice de galhas conforme Taylor & Sasser (1978) e % Fator de reproducdo conforme Qostenbrink, 1966). Médias de 8
repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, néio diferem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

* populagdo 1 (fenétipo El, raga 1 — oriunda do municipio de Canai, MG).

O desenvolvimento do cafeeiro, medido pela massa da matéria seca da parte aérea
apresentou grande variacdo quanto as temperaturas em estudo, com valores médios de 0,44
até 1,09 g/parte aérea a 30 e 26°C (Tabela 2), respectivamente, porém nao houve diferenca

estatistica na testemunha em relac@o as plantas inoculadas com as populacdes de M. exigua.
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O indice de reducdo da matéria seca, calculado em relacdo a testemunha, mostrou os
menores indices a 22 e 26°C, variando, respectivamente, de 5,98 a 13,03% e de 2,83 a
6,60% dentre as populacdes. Para as outras temperaturas, essa variacdo foi de 23,43 a

32,79% (dados nao mostrados).

Tabela 2 - Producdo (g) e indice de reducdo (IR%) da matéria seca da parte aérea de mudas
de cafeeiros nas temperaturas de 18, 22, 26 e 30°C, aos 90 dias apds a

inoculacao com Meloidogyne exigua*

Matéria seca (g)

Temperaturas
Testemunha Pop. 1 IR (%)
18°C 0,64 ns 0,44 c 31,25
22°C 0,69 0,65 b 5,98
26°C 1,06 0,99 a 6,60
30°C 0,61 041 c 32,79

Médias de 8 repeti¢des. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. Ns = ndo significativo.
* populagdo 1 (fenétipo El, raga 1 — oriunda do municipio de Canai, MG).

A reproducdo de M. exigua foi bastante reduzida a temperatura de 18°C, cujo
nimero de ovos foi de aproximadamente cinco vezes menor do que a 26°C. A temperatura
de 30°C, a maior entre as estudadas, teve efeito negativo sobre o desenvolvimento do
nematdide de maneira similar aquela de 18°C.

Os dados apresentaram a mesma tendéncia daqueles obtidos por Tronconi et al.
(1986), cuja taxa reprodutiva a 16°C foi quase 20 vezes menor do que aquela a 24°C. Essas
observacdes confirmam a adaptacdo bioldgica de M.exigua ao ambiente tropical, onde tem
infectado culturas tipicamente tropicais. Uma outra indicacao dessa capacidade adaptativa é
aquela observada por Lordello, em 1982, na qual estimou que a temperatura basal de
desenvolvimento era de 15°C. Contudo, existem indicacdes de que em temperaturas
superiores a 30°C ha uma influéncia negativa no ciclo de vida desse nematéide (Lima et al.,
1985). Esses autores ndo detectaram qualquer desenvolvimento embriogénico em M. exigua

a 35°C.
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No geral, as temperaturas mais favordveis ao desenvolvimento e a reprodugdo do
nematdide foram semelhantes aquelas que beneficiaram o desenvolvimento do cafeeiro. O
comportamento reprodutivo das trés populacdes de M. exigua aqui estudadas foi
semelhante ao da populagdo avaliada por Tronconi et al. (1986), uma vez que a reproducdo
desta foi mais alta as temperaturas variando de 20 e 24°C.

Em condicdes de temperaturas desfavordveis ao desenvolvimento do cafeeiro, o
processo infeccioso de M. exigua foi mais prejudicial a planta. Os maiores IR ocorreram a
18 e 30°C, cujos valores foram de 31,25 e 32,79%, respectivamente (Tabela 2). No entanto,
apesar do nematdide apresentar maior reproducio a 22 e 26°C (P 0,05), o seu efeito sobre
o desenvolvimento do cafeeiro nessas temperaturas foi baixo em relagdo as demais
temperaturas (Tabela 2). Esses resultados mostram que em temperaturas na faixa de 22 a
26°C, ou seja, as mais favordveis ao desenvolvimento da planta, as mudas de cafeeiro sdo
mais tolerantes ao ataque do M. exigua. Isso significa que em condi¢des de campo, o
manejo das plantas em 4reas infestadas com esse nematdide é preponderante quando estas
estdo sob condicdo de estresse causado por temperaturas inapropriadas ao hospedeiro.
Moura (1997) ressalta que a tolerancia de plantas as populacdes de Meloidogyne spp. pode
ser favorecida (ou desfavorecida) por alguns fatores ambientais, em especial, a temperatura
e a constitui¢do mineral do solo.

Dentro de uma mesma espécie de Meloidogyne ja foi observada diferenca quanto a
exigéncia de temperatura, cuja temperatura 6tima para a reproducdo de uma populagdo de
M. incognita, proveniente da Holanda, foi 5°C mais baixa do que uma populagdo da
Venezuela (Dao, 1970). As populagdes utilizadas no presente estudo apresentaram-se
diferentes quanto aos fendtipos de esterase e, até mesmo, as preferéncias por hospedeiro,
mas foram semelhantes quanto as exigéncias de temperatura. Isto possivelmente ocorreu
devido as populacdes de M. exigua terem sido coletadas em municipios diferentes, mas
com clima/temperatura muito similares.

Os dados aqui obtidos, a respeito da interacdo da temperatura com o nematdide,
podem contribuir para o entendimento da dindmica populacional do mesmo e para as
estimativas de prejuizos para a cultura. Além disso, podem ser tteis para os pesquisadores
que necessitam multiplicar essa espécie de nematdide para a realizacdo de experimentos,
como aqueles dos programas de melhoramento visando resisténcia genética, nos quais uma

quantidade significativa de indculo € requerida.
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Efeito do estadio de desenvolvimento na reproducao das populacdes de M. exigua

Durante o periodo experimental, registraram-se as temperaturas médias minimas e
maximas de 18,7 e 29,7°C, respectivamente.

A populagdo de M. exigua, oriunda de plantas de seringueira do Mato Grosso do
Sul, raca 3, fendtipo de esterase E1b (Rm 1,10 e 1,60) ndo infectou o cafeeiro, ndo induziu
a formacgdo de galhas e nem produziu ovos, em nenhum dos estddios de desenvolvimento
da planta estudados. Em razdo disso, a mesma foi excluida da andlise estatistica.

Nao houve interacdo significativa entre populacdo e estddio de desenvolvimento e
também ndo foram verificadas diferencas estatisticas (P>0,05) entre as populacdes de M.
exigua, quanto as varidveis analisadas. J4 o estddio de desenvolvimento das mudas de
cafeeiro teve efeito (P<0,05) na expressdo dos sintomas (ndmero e indice de galhas) e na
reproducdo de M. exigua (numero de ovos e fator de reproducio) (Tabela 3). Observou-se
que a inoculag¢do nas mudas mais velhas, com seis pares de folhas definitivas, resultou em
maior reproducdo de M. exigua (P<0,05), com niimero de galhas e de ovos cerca de 17
vezes maior que em “palito de fésforo”.

O fator de reproducdo (FR) em mudas com seis pares de folhas foi mais de seis
vezes superior ao do estddio dois pares de folhas, mas foi 9,6 e 17,1 vezes maior que em
“orelha de onca” e “palito de f6sforo”, respectivamente. Nos estadios 1, “palito de fésforo”,
e 2, “orelha de onca”, o FR foi inferior a 1, nos demais foram superiores a 1. Enquanto, que
os indice de galhas (IG) foi igual a 4 nos estddios 1, 2 e 3, mas igual a 5, no estddio 4

(Tabela 3).
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Tabela 3 - Numero médio de galhas (NG) e de ovos (NO), indice de galhas (IG), e fator de
reproducdo (FR) de Meloidogyne exigua* em raizes de mudas de cafeeiro,

inoculadas em diferentes estadios de desenvolvimento

ESTADIO NG IG NO FR
E1 (palito de fésforo) 42,13 d 4 1974,54 d 0,39
E2 (orelha de onca) 66,17 ¢ 4 3461,58 ¢ 0,69
E3 (2 pares de folhas) 77,21 b 4 5071,38 b 1,01
E4 (6 pares de folhas) 716,21 a 5 33248,50 a 6,65

Média de 8 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey. Indice de galhas (Taylor & Sasser, 1978), e fator de reproducdo (Oostenbrink,
1966).

* populagdo 1 (fenétipo E1, raca 1 — oriunda do municipio de Canaa, MG).

A infestacdo do solo com a populagdo 4, isto é, raca 3 de M. exigua nio interferiu no
desenvolvimento das plantas de café. Mas, o processo infeccioso iniciado pelas demais
populacdes de M. exigua interferiram negativamente no desenvolvimento das mudas de
cafeeiro em todos os estddios (Tabela 4). A matéria seca da parte aérea das plantas nao
inoculadas foi maior (P 0,05) do que nas plantas inoculadas. O indice de redug¢ao (IR%)

foi semelhante nos diferentes estadios, variando entre 17 e 21% (Tabela 4).

Tabela 4 - Producio (g) e indice de redugdo (IR%) da massa da matéria seca da parte aérea
de mudas de cafeeiro, inoculadas em diferentes estadios de desenvolvimento

com Meloidogyne exiguc[k

Matéria seca (g)

Estadio Testemunha M. exigua IR (%)
E1 (palito de fésforo) 0,59 cA 0,49 cB 16,95
E2 (orelha de onca) 0,85 cA 0,68 cB 20,00
E3 (2 pares de folhas) 1,14 bA 0,90 bB 21,05
E4 (6 pares de folhas) 5,49 aA 4,38 aB 20,22

Média de 8 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra, mintscula na vertical e maidscula na horizontal, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
* populagdo 1 (fenétipo El, raga 1 — oriunda do municipio de Canai, MG).
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O cafeeiro ardbica, apesar de ser considerado o hospedeiro tipo de M. exigua
(Goeldi, 1887), ndo respondeu com formacdo de galhas e nem permitiu a reproducdo da
populacdo de M. exigua oriunda de plantas de seringueira do Mato Grosso do Sul. Ficou
claro que independente do estddio de desenvolvimento das mudas ndo ha formacdo de
galhas e reproducdo dessa populacdo. Carneiro & Almeida (2000) também tentaram, sem
sucesso, multiplicar e reproduzir os sintomas em mudas de cafeeiro no estddio de 3-4 pares
de folhas definitivas.

A maior taxa reprodutiva proporcionada pelas mudas mais velhas se deve,
provavelmente, ao maior volume de raizes disponiveis para a penetracdo dos juvenis do
nematoide. Nos estadios iniciais das mudas, o sistema radicular € menos desenvolvido e as
chances dos juvenis de segundo estddio (J2), mesmo que ativos, encontrarem e,
conseqiientemente, invadirem as raizes diminuem consideravelmente (Lordello et al, 1977).
Embora ndo tenha sido feito o cdlculo da massa de raizes das mudas, sabe-se que ha uma
correspondéncia proporcional entre o desenvolvimento da parte aérea e da raiz do cafeeiro.
Assim, os estddios 3 e 4 que produziram 1,14 e 5,49 g de matéria seca na parte aérea,
respectivamente, certamente também produziram mais massa de raizes.

Considerando apenas o FR, nos estddios iniciais de desenvolvimento do cafeeiro, a
cultivar Catuai erroneamente seria classificada como mé hospedeira (FR<1) segundo
critério de Seinhorst (1967) citado por Moura (1997). Isto indica aos nematologistas e
fitomelhoristas que a escolha do estidio de desenvolvimento da muda de cafeeiro é um
critério fundamental para a avaliacdo e selecdo de fontes de resisténcia a M. exigua.

Segundo Taylor & Sasser (1978), plantas com notas 0, 1 e 2 sdo classificadas como
resistentes, enquanto que plantas com notas 3, 4 e 5 sdo suscetiveis. De acordo com este
critério, em todos os estddios de desenvolvimento vegetativo, o cafeeiro ‘Catuai Vermelho
IAC 44’ seria classificado como suscetivel ou bom hospedeiro das populacdes de M.
exigua. Fato este coerente, uma vez que, esse cultivar € utilizado como padrdao de
suscetibilidade ao nematdide. Esses resultados concordam com os obtidos por Lordello et
al. (1977), em que o nimero de galhas das plantas de café no estddio de “orelha de ong¢a”
foi maior do que no estddio de “palito de fésforo”, embora esse autor tenha comparado
apenas estes dois estddios de desenvolvimento.

Alguns autores consideram a presenga e o nimero de galhas como um critério

inconsistente para ser utilizado na avaliacdo de fontes de resisténcia (Moura, 1997; Asmus
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et al., 2000). Para sustentar essa posi¢do, argumentam que em plantas resistentes ao
nematdide das galhas pode haver formacdo de galhas sem que haja reproducdo do
nematdide, e que em algumas plantas suscetiveis pode ndo ocorrer a formagdo das mesmas
(Moura, 1997). No entanto, com base na quantidade de galhas induzidas por M. exigua em
Coffea spp. observou-se uma relagdo direta com a reproducdo do nematdide como visto
pelo nimero de ovos e FR. Diante disso, o nimero de galhas induzidas por esse nematéide
pode ser considerado um real indicador de diferencas na reproduc¢do do nematdide em
mudas de cafeeiros. Essa consisténcia na relacdo galhas (sintomas) e ndmero de ovos
(reproducgdo) ja tém sido observados por outros autores ao estudar vérios gendtipos de
cafeeiro (Gongalves & Pereira, 1998; Bertrand et al., 2001). A vantagem que se pode tirar
dessa informacdo € que em fases iniciais dos programas de melhoramento do cafeeiro
visando resisténcia a M. exigua, é possivel avaliar apenas o nimero de galhas como
expressdo da suscetibilidade das progénies. Esse fato resulta numa grande economia de
tempo, sem perder em confiabilidade, uma vez que nestas fases o nimero de progénies
avaliadas é muito alto.

Sabe-se que em cafeeiro, a formacdo de galhas indica que a interacdo com M.
exigua foi bem sucedida (Lordello et al., 1977; Gongalves & Pereira, 1998; Bertrand et al.,
2001). Dessa forma, as fémeas ali estabelecidas irdo reproduzir, o que pode variar € o
nimero e a capacidade reprodutiva das mesmas. No entanto, resultados mais conclusivos
podem ser obtidos ao utilizar mudas a partir de dois pares de folhas definitivas e avaliar
conjuntamente o ndimero de galhas e de ovos.

Uma importante informagdo gerada nesse trabalho, a respeito da reproducao de M.
exigua, € que essa foi bem maior, cerca de seis vezes, ao se utilizar mudas de com seis
pares de folhas, quando comparadas ao de dois pares de folhas. Esse é o estddio das mudas
mais utilizado em experimentos envolvendo cafeeiro e Meloidogyne spp. Dessa forma, é
recomendada a utilizacio de mudas mais velhas (seis pares de folhas) quando houver
necessidade de grande quantidade de in6culo para a realizagdo de experimentos.

As mudas infectadas com M. exigua tiveram seu desenvolvimento vegetativo
prejudicado. Esse efeito depressivo da infeccio de M. exigua no desenvolvimento
vegetativo de mudas de cafeeiro ja foi relatado por diversos autores (Boneti et al., 1982;

Gongalves et al., 1996/1998).
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Embora as populacdes de M. exigua estudadas apresentassem diferencas nos
fendtipos de esterase (E1 e E2) e na viruléncia a outras espécies de plantas (tomateiro e o
pimentdo), as mesmas apresentaram o mesmo comportamento na interacdo com o cafeeiro,
independente dos estddios de desenvolvimento estudados. Esses resultados revelam que
essas populacdes sdo similarmente adaptadas ao parasitismo do cafeeiro, com excec¢do da
populacdo oriunda da seringueira (fenétipo E1b) que ndo foi capaz de infectar quaisquer

dos estadios vegetativos do cafeeiro.

Reproduciao de populacoes de M. exigua em mudas de cafeeiro avaliadas em

diferentes épocas

Durante o periodo experimental, registraram-se as temperaturas médias minimas e
maximas de 16,4 e 29,6°C, respectivamente. Essas temperaturas estdo entre aquelas que
favoreceram o desenvolvimento das mudas de cafeeiro.

Nao houve interacao significativa entre populacio e época de avaliacdo e também
ndo foram verificadas diferencgas estatisticas (P>0,05) entre as populacdes de M. exigua,
quanto ao desenvolvimento do cafeeiro, produ¢do de ovos e galhas. A expressdo dos
sintomas e a reproducgdo das trés populacdes de M. exigua foram influenciadas pelas épocas
de avaliagdes de maneira semelhante (Tabela 5). O nimero de galhas e ovos por sistema
radicular do cafeeiro foi crescente ao longo do periodo avaliado. A dltima época de
avaliacdo, 120 dias apds a inoculacdo, apresentou os maiores valores (P<0,05) para essas
varidveis. Nessa época, o nimero médio de galhas induzidas por M. exigua foi de 146 e a

producgdo de ovos de 11.578 (média das trés populagdes, dados ndo mostrados).
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Tabela S - Nimero médio de galhas (NG) e de ovos (NO) produzidos em raizes de mudas

de cafeeiros aos 60, 90 e 120 dias ap0s a inoculagdo com Meloidogyne exiguc[k

Epocas de Avaliacio NG I1G NO FR
60 dias 52,17 ¢ 4 1584,89 ¢ 0,32
90 dias 72,84 b 4 5951,21b 1,19
120 dias 136,64 a 5 10022,64 a 2,00

Médias de 8 repeticGes. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente ao nivel de 5 % de
probabilidade pelo teste de Tukey.
* populagdo 1 (fenétipo E1, raca 1 — oriunda do municipio de Canaa, MG).

A matéria seca da parte aérea das plantas nio inoculadas (testemunha) diferiu das
plantas inoculadas (P<0,05). O maior indice de reducdo (IR), transformado em
percentagem, foi observado nos primeiros 60 dias apds a inoculag@o, no qual alcangou 31,
97 % (Tabela 6). As médias do IR considerando as trés épocas de avaliaciao foram de 22,96;
19,47 e 20,01%, para as populacdes 1, 2 e 3 de M. exigua, respectivamente. Ao longo do
tempo o IR foi diminuindo, cujos valores aos 120 dias, ultima época de avaliacdo reduziu

para 16,95 na populagdo 1.

Tabela 6 - Producgdo (g) e indice de reducao (IR%) da massa da matéria seca da parte aérea
de mudas de cafeeiro aos 60, 90 e 120 dias apds a inoculagdo com Meloidogyne

. *
exigua

) Matéria seca (g)
Epocas de Avaliacao

Testemunha M. exigua IR (%)
60 dias 0,60 cA 0,41 cB 31,97
90 dias 0,98 bA 0,74 bB 24,49
120 dias 1,18 aA 0,98 aB 16,95

Média de 8 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na vertical e maidscula na horizontal, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
* populagdo 1 (fenétipo El, raca 1 — oriunda do municipio de Canaa, MG).
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Gongalves (1998), em estudo com uma populacdo de M. exigua oriunda de cafeeiro
do municipio de Sdo Sebastido do Paraiso, MG, observou que aos 100 dias apds a
inoculacdo o IR foi de 4,2; 19,3; 22,1; 22,3 e 29% para os niveis de in6culo de 1000, 2000,
4000, 8000 e 12000 ovos/planta, respectivamente. Ao analisarmos o IR ao nivel de inéculo
de 4000 ovos/planta (22,1%) utilizado por esse autor, que € proximo ao utilizado no
presente trabalho, que foi de 5000 ovos/planta, percebe-se que os dados sdo muito
semelhantes. O IR foi maior na primeira época de avaliacdo, isto €, aos 60 dias € menor na
ultima aos 120 dias para todas as populacdes estudadas. Isso possivelmente pode ser
explicado devido ao fato de que os nematdides do género Meloidogyne sdo mais
prejudiciais nos estddios iniciais de desenvolvimento da planta (Seinhorst, 1965) e a
medida que o sistema radicular se desenvolve o mesmo torna-se mais tolerante a infec¢do
pelo nematdide. Esse efeito depressivo do processo infeccioso de M. exigua no
desenvolvimento vegetativo de mudas de cafeeiro ja foi relatado por diversos autores,
mesmo em estudos com outros genodtipos (Boneti et al., 1982; Gongalves et al., 1996;
Gongalves, 1998).

A cultivar Catuai € considerada como padrdo de suscetibilidade aos nematéides do
género Meloidogyne, e o FR igual a 1 é usado como o limite para classificar as plantas
como resistentes ou suscetiveis (Oostenbrink, 1966). Assim, observou-se que os FR para as
populacdes estudadas foram considerados baixos na primeira época de avaliagdo, cujos
valores oscilaram entre 0,32 e 0,48, o que levaria a classificd-los erroneamente, como
resistentes. A partir de 90 dias, segunda época de avaliacdo, os valores foram superiores a 1
e variaram entre 1,19 a 2,70, resultado compativel ao se tratar de cultivares suscetiveis.

A utilizacdo de mudas com até dois pares de folhas definitivas seria interessante nos
estudos de selecao de genétipos de cafeeiro com resisténcia a Meloidogyne spp. devido ao
fator tempo. A produgcdo de mudas de café é demorada e esperar por estddios mais
avancados de desenvolvimento vegetativo torna o processo seletivo dispendioso, ainda
mais, que o periodo para a avaliac@o vai gastar pelo menos trés meses apds a inoculagao.
Entretanto, a reducdo do tempo gasto nesse tipo de ensaio poderd levar a classificar um o
material genético como resistente quando simplesmente o periodo foi insuficiente para o
desenvolvimento do nematdide naquela planta. Diante desses resultados, é recomendével

que em pesquisas de melhoramento de plantas visando avaliar as possiveis fontes de
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resisténcia de cafeeiros a M. exigua, e na diferenciacdo de possiveis ragas, a avaliagdo das

mudas seja realizada a partir de 90 dias apds a inoculagdo.
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CAPITULO 2

Diferenciacao de racas de Meloidogyne exigua em Coffea spp.
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INTRODUCAO

O café € um dos mais importantes produtos agricolas comercializados no mundo e a
principal fonte econdmica de vérios paises dos continentes americano e africano. Dentre as
espécies, cerca de 80 do género Coffea (Cros, 1994), somente duas sdo cultivas
comercialmente, C. arabica e C. canephora. A primeira representa mais de 70% do café
comercializado no mundo. Entretanto, as outras espécies sdo importantes no melhoramento
de C. arabica, por possuirem genes de resisténcia a pragas e doengas e a condicdes
adversas do ambiente (Gongalves & Silvarolla, 2001).

Em paises como o Brasil, Coldmbia, Venezuela e alguns da América Central,
Meloidogyne exigua, Goeldi 1887, representa um sério problema para a cafeicultura, pois
constitui um fator limitante para a obten¢do de alta produtividade em cafeeiros do tipo
ardbica (Campos et al., 1990; Barbosa et al., 2004).

A variabilidade genética ja € conhecida em espécies do género Meloidogyne. Essa é
conseqiiéncia possivelmente da forma de reproducdo desses nematdides que passa pela
anfimixia até a partenogénese obrigatdria, ao grau de ploidia que vai desde hapldide até
vérios niveis de poliploidia, incluindo também as variagdes no nimero de cromossomos
somaticos, que variam de 14 a 74 (Caswell & Roberts, 1987) e, também devido as
mutacdes. A espécie M. exigua se reproduz por partenogénese meidtica facultativa, modo
de reprodu¢do com menor estabilidade genética comparada as espécies de Meloidogyne que
se reproduzem por partenogénese mitdtica (Esbenshade & Triantaphyllou, 1985).

Nos tltimos anos, estudos com populacées de M. exigua oriundas de cafeeiro e
seringueira, t€ém revelado diferencas bioquimicas no padrdo isoenzimdtico para a enzima
esterase com a deteccdo de quatro fenétipos, tais como, E1 (Rm 1,60), Ela (Rm 1,60 e
1,90), E2 (Rm 1,60 e 1,90) e E1b (Rm 1,10 e 1,60). A diferenga entre Ela e o E2 estd na
intensidade das bandas, pois em El a primeira banda (Rm 160) é a de intensidade mais
forte, enquanto que no E2 € a segunda banda (Rm 1,90) (Esbenshade & Triantaphyllou,
1985; Carneiro & Almeida, 2000; Oliveira et al., 2001).

Em estudos morfolégicos de populacdes de Meloidogyne spp., provenientes de
cafeeiros da Zona da Mata de Minas Gerais, observou-se que as fémeas de algumas

populacdes oriundas do municipio de Sd@o Jodo do Manhuacu apresentaram configuracdes
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perineais semelhantes as de M. arenaria, mas nos estudos isoenzimaticos, todas
apresentaram o fenétipo de esterase tipico de M. exigua (Oliveira et al., 2001).

Carneiro & Almeida (2000) propuseram a separacao de “racas fisioldgicas” de M.
exigua com base na capacidade de reproducdo de diversas populacdes em plantas de
diferentes espécies botdnicas. A raca 1 € constituida por individuos que infectam o
pimentdo e o cafeeiro, mas ndo conseguem infectar o tomateiro. Individuos da raca 2
infectam o tomateiro, o pimentdo e o cafeeiro, e a raga 3, pertencem os individuos que nao
infectam o tomateiro, o pimentdo e nem o cafeeiro, mas atacam a seringueira.

Estudos envolvendo técnicas moleculares também t€m mostrado a existéncia de
variabilidade na espécie. Randig et al. (2002), por meio da técnica de RAPD (DNA
polimérfico amplificado ao acaso), detectaram alto nivel de polimorfismo intraespecifico
(67,5%) entre as populacdes de M. exigua provenientes de cafeeiros e aquelas de
seringueira.

Nido existem duvidas quanto a variabilidade fisioloégica de M. exigua, mas, a
identifica¢do desta nos padrdes atuais ndo é tarefa ficil, pois necessita de quatro espécies
boténicas, entre elas a seringueira que € de dificil aquisi¢cdo em vdrias regides do pais e suas
sementes apresentam um curto periodo de viabilidade. Essas diferengas fisioldgicas
também ndo atendem por completo ao conceito de “racas” normalmente adotado para os
fitopatogenos. Ragas sdo bidtipos distinguidos por sua preferéncia de hospedeiro dentro de
um grupo taxondmico, geralmente cultivares de uma espécie de planta (Sturhan, 1971),
diferentemente da usual separacdo de racas de Meloidogyne spp. que envolve plantas de
diferentes espécies.

E indiscutivel esta variabilidade em gendtipos de cafeeiro, mas a expressio da
mesma ndo é bem conhecida. Em C. canephora, C. congensis ¢ C. dewevrei, t€m-se
encontrado gene(s) de resisténcia o que permite o seu uso direto como porta-enxertos e,
indiretamente, como doadoras de genes para cultivares suscetiveis, porém produtivos de C.
arabica (Curi et al., 1970; Fazuoli & Lordello, 1978; Gongalves & Silvarolla, 2001).
Hibridos de C. arabica e C. canephora, como por exemplo, H4782-7-585, H4782-7-785,
H4782-7-925, que sdo resistentes a ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix), apresentaram
também resisténcia a M. exigua, M. incognita e, ou, M. paranaensis, porém esses hibridos
tém segregado para essa caracteristica (Gongalves & Pereira, 1998). Algumas sele¢des de

Hibridos Timor e Catimor que foram consideradas imunes e homozigotas para a resisténcia
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a M. exigua, apresentaram também, boas caracteristicas agrondmicas (Gongalves & Pereira,
1998; Gongalves & Silvarolla, 2001).

Essas informacdes mostram a possibilidade de se identificar plantas dentro do
género Coffea com o proposito de se estabelecer uma série diferenciadora de racas para M.
exigua. Pode-se reforgar tal hipétese com os resultados obtidos por Gongalves & Pereira
(1998) e Silva et al. (2003). Eles demonstraram que algumas progénies derivadas do
Hibrido de Timor, como a UFV 1262 e UFV 1680, responderam de forma diferenciada as
populacdes de M. exigua origindrias de Fervedouro e Sdo Sebastido do Paraiso, MG.

Um estudo dessa natureza poderia servir de suporte para as pesquisas, em especial
as de melhoramento tendo em vista a obtencdo de plantas resistentes a M. exigua e facilitar
os trabalhos de diagnose na rotina dos laboratérios de nematologia.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o comportamento reprodutivo de
populacdes de M. exigua em gendtipos de cafeeiro, os quais ja t€ém mostrado alguma
resposta diferencial a esse nematdide, visando detectar e identificar a variabilidade

existente nessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Origem das populacoes de Meloidogyne exigua

Foram estudadas quatro populacdes distintas de M. exigua oriundas de diversas
localidades de modo a abranger, pelo menos, parte da variabilidade existente nesse
patégeno, combinando os trés fenétipos de esterase e as trés “racas” sugeridas para esta
espécie (Esbenshade &Triantaphyllou, 1985; Carneiro & Almeida, 2000; Oliveira et al.,
2001). A populacdo 1, pertencente a raca 1, expressou o fendtipo E1 (Rm 1,60) e foi
origindria de Canad/MG. A populacdo 2 (raca 2, fendtipo E1) foi obtida em Muriaé/MG,
enquanto a populagdo 3 (raca 2 e fenétipo E2 = Rm 1,60 e 1,90) foi coletada em Manhuagu,
MG. A populagdo 4, da raga 3, se reproduz em seringueira e expressa o fenétipo E1b (Rm

1,10 e 1,60), a qual é proveniente de Sdo José do Rio Claro, MT.
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Caracterizacao isoenzimatica e fisiologica das populacoes de Meloidogyne exigua

Para a averiguacdo dessas populagdes de M. exigua quanto a pureza da espécie e ao
fenétipo de esterase, foi empregada a técnica de eletroforese vertical em sistema
descontinuo (Mini-protean), proposta por Ornstein & Davis (1964). Cerca de 20 fémeas de
cada populagdo de Meloidogyne, em inicio de postura e com coloracdo branco-leitosa,
foram retiradas de raizes com galhas e colocadas em micro tubos contendo 10 puL de
solucdo extratora. Para cada populagdo foram utilizadas aproximadamente 240 fémeas por
corrida eletroforética. Apds a maceragdo das fémeas, os extratos protéicos foram aplicados
nas cavidades do gel de poliacrilamida (empilhamento 4% e separacio 8%) para
subseqiiente corrida eletroforética. A etapa de empilhamento foi conduzida a 80 V por 15
minutos, seguida pela corrida de separacdo a 200 V por 35 minutos. Apds interromper a
corrida, o gel foi retirado das placas e mergulhado em solugdo reveladora para a enzima
esterase (Alfenas et al, 1991) e, posteriormente, foi fixado em solugdo alcodlica por pelo
menos 30 minutos (Carneiro & Almeida, 2001). Em seguida, os géis foram lavados e
submetidos a secagem pelo método do bastidor durante 24 horas (Alfenas & Brune, 1998).

Para a confirmacdo das racas, foram utilizadas as seguintes plantas: tomateiro
‘Rutgers’, pimentdo ‘Early California Wonder’, cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ e
seringueira clone RRIM 600, conforme usado por Carneiro & Almeida (2000).

A inoculagdo foi realizada quando as plantas atingiram 3 a 4 pares de folhas
definitivas, utilizando-se 5000 ovos/planta. A avaliacdo foi realizada 60 dias apds a
inoculagdo, quando foram avaliados o nimero de galhas e de ovos por sistema radicular. A
primeira varidvel foi utilizada para atribuir notas de 0 a 5, segundo a escala de Taylor &
Sasser (1978). As plantas que obtiveram nota igual ou inferior a 2 (ndmero de galhas 10)
foram consideradas resistentes, reacdo (-), e as plantas com nota maior que 2 (niimero de

galhas >10) foram consideradas suscetiveis, reacao (+).

Diferenciaciao de racas de Meloidogyne exigua em Coffea spp.

Empregaram-se genétipos de cafeeiro provenientes do “Programa de Melhoramento
de Café da UFV-EPAMIG”, cultivados no Campo de Adaptagdo e Sele¢do de Cafeeiros,

em Vigosa, MG, conforme apresentado na tabela 5.
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Foram selecionados gendtipos que apresentaram resultados contraditérios em
estudos prévios com populagdes de M. exigua: gendtipos descendentes do Hibrido de
Timor, cruzamento natural entre C. arabica e C. canephora, e seus derivados: Catimor
(Caturra X Hibrido de Timor), Cavimor (Catuai X Catimor), Sarchimor (Villa Sarchi X
Hibrido de Timor) e Icatu (Cruzamento artificial C. arabica X C. canephora). Os cultivares
IAC-Apoata e Catuai Vermelho IAC 44 serviram como padrdo de resisténcia e
suscetibilidade, respectivamente.

Sementes de cada um dos gendtipos foram semeadas em bandejas contendo areia
previamente tratada com brometo de metila (100 cm’/m’) e colocadas para germinar em
camara de crescimento a temperatura de 30°C. Quando as plantulas atingiram o estddio de
“palito de fosforo” foram transplantadas para vasos de argila com capacidade para 0,5
litros, contendo uma mistura de solo e areia 2:1 (v/v), igualmente tratada. A inoculagdo foi
realizada quando as plantas atingiram 3 a 4 pares de folhas definitivas, utilizando-se 5000
ovos/planta.

O ensaio foi conduzido no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Vigosa, sob condi¢cdo de casa de vegetagdo. O experimento foi montado num
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial (25 x 4) com 6 repeticdes. Os
fatores foram os 24 gendétipos de cafeeiro e quatro populacdes de M. exigua.

Decorridos, 110 dias da inoculagdo realizou-se a avaliacdo das seguintes varidveis:
nimero de ovos e de galhas por sistema radicular e a massa da matéria fresca das raizes. A
primeira varidvel foi usada para a determinacdo do fator de reproducdo (FR = Pf/Pi), em
que Pf = populacao final e Pi = populagdo inicial do nematéide (Oostenbrink, 1966). FR 1
confere reacdo de resisténcia ao gendtipo e FR >1 confere reacdo de suscetibilidade. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste Scott-
Knott no programa estatistico SAEG (Euclydes, 1983). Para fins da andlise estatistica, os
gendtipos imunes (valores das varidveis = 0) e os segregantes foram excluidos da andlise
estatistica. A populacdo oriunda de seringueira, a qual ndo infectou o cafeeiro, também foi

excluida da analise estatistica.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo experimental, registraram-se as temperaturas médias minimas e
méximas de 18,7 e 29,7°C, respectivamente.

A caracterizacdo pela enzima esterase possibilitou a confirmagdo da espécie e a
pureza das populagdes de M. exigua, indicando nao haver mistura de fenétipos numa
mesma populagdo.

Por meio das plantas diferenciadoras usadas por Carneiro & Almeida (2000),
confirmaram-se as trés “racas” de M. exigua. A raga 1, cujos individuos conseguiram
parasitar o tomateiro e o cafeeiro, mas nao o pimentdo; a raga 2, cujos individuos foram
capazes de parasitar o tomateiro, o cafeeiro € o pimentdo, € a raga 3, que nao parasitou
nenhuma das trés espécies, ficando restrito as plantas de seringueira.

A populagdo de M. exigua, oriunda de plantas de seringueira de Sdo José do Rio
Claro, MT, raca 3, fenétipo de esterase E1b (Rm 1,10 e 1,60) ndo infectou o cafeeiro, ndo
induziu a formagdo de galhas e nem produziu ovos, em nenhum dos gendtipos avaliados.
Em funcdo da reagcdo dos gendtipos de Coffea spp. frente as populacdes de M. exigua, esses
foram divididos em trés grupos: suscetiveis (Tabela 1), segregantes (Tabela 2) e imunes
(Tabela 4), tanto pelo critério de Taylor & Sasser (1978) como o proposto por Oostenbrink
(1966). Mesmo considerando o critério adaptado por Moura (1997), que usa a reducdo do
fator de reproducao, esses trés grupos de gendtipos permanecem inalterados. A separacao
desses grupos se tornou importante tanto pelo aspecto estatistico devido a eliminacdo do
valor zero exibido pelos gendtipos imunes quanto da diferenciacio dos gendtipos
segregantes que apresentaram uma alta variagdo nos dados.

Pela andlise de varidncia dos gendtipos classificados como suscetiveis ndo foi
observada interacdo entre as populacdes e os gendtipos. Também ndo foi observada
nenhuma relag@o entre os fendtipos de esterase e a resposta de hospedeiro. Evidenciaram-se
dois grupos de respostas quanto ao nimero de galhas: no primeiro, os genotipos UFV 1682,
UFV 1824, UFV 2389, UFV 1076, UFV 951, UFV 7577 e ‘Catuai Vermelho IAC 44’
apresentaram menor nimero de galhas (variando de 124 a 217) e no segundo, variou de 230
a 327 (Tabela 1). Apesar disso, todos os gendtipos estudados apresentaram indice de galhas

(IG) igual a 5 (> 100 galhas). Esse valor de IG caracteriza uma alta suscetibilidade dos
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mesmos. Foi possivel observar uma relacio direta de galhas com o nimero de ovos nesses
genotipos. Esse grupo apresentou valores do fator de reproducdo (FR) variando de 2,78 a
3,89, enquanto os outros gendtipos apresentaram FR entre 4,71 e 5,75 (Tabela 1). Apesar
de ser utilizada como padrao de suscetibilidade, a cultivar Catuai Vermelho IAC 44 exibiu
FR médio de 3,48. O gendtipo que apresentou o maior fator de reproducao foi o UFV 963
(FR = 5,75), enquanto que o menor foi o UFV 951 (FR = 2,78). De uma maneira geral, os
gendtipos que apresentaram os menores nimeros de ovos e, conseqiientemente, menores
FR, também exibiram um sistema radicular menos desenvolvido, caracteristica avaliada

pela massa da matéria fresca das raizes (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores médios do nimero de galhas (NG) e de ovos (NO), da massa fresca das
raizes (MFR) e reacdo dos genétipos de Coffea spp. classificados como
suscetiveis a Meloidogyne exigua

*

Progénies NG NO FR MFR
Hibrido de Timor
UFV 1292 230 a 24120 a 4,82 3,19¢
UFV 1680 254 a 23541 a 4,71 346 ¢
UFV 1682 187 b 19465 b 3,89 2,81d
UFV 1804 286 a 26853 a 5,37 3,99 b
UFV 1824 147b 16572 b 3,31 3,09 ¢
UFV 2389 182 b 18941 b 3,79 2,64 d
Sarchimor
UFV 963 327a 28767 a 5,75 3,83b
Cavimor
UFV 1076 162 b 17532 b 3,51 245d
Catimor
UFV 922 292 a 26637 a 5,33 4,55a
UFV 951 124 b 13911 b 2,78 2,56d
UFV 6869 285a 27074 a 5,41 4,01b
UFV 7577 217b 19004 b 3,80 4,99 a
Icatu
Icatu — 39 283 a 27949 a 5,59 4,55a
Catuai
Catuai V. IAC 44 183 b 17397 b 3,48 3,96 b

Média de seis repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente, ao nivel de
&
5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott. FR = Fator de reprodugio (Pf/Pi) segundo Oostenbrink (1966).
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Com relagdo as progénies segregantes, seis dentre os 25 gendtipos segregaram
quanto a resisténcia as populacdes de M. exigua (Tabela 2). As progénies UFV 951, UFV
1262, H498-14 e H518-2, segregaram para as trés populacdes de M. exigua oriundas de
cafeeiro, enquanto que as progénies UFV 1959 e H493-1 segregaram para duas. Para a
progénie UFV 1959, das seis plantas inoculadas com cada populacdo, apenas uma foi
suscetivel a populacdo 1, duas a populagdo 3 e foi imune a populagdo 2 (Tabela 2).
Enquanto que o gendtipo H493-1 apresentou uma planta suscetivel a populagdo 2, uma a
populacdo 3, e seis plantas foram imunes a populacdo 1. As prog€nies que apresentaram
resposta varidvel como a UFV 1804, UFV 1825 e H498-14, foram todas resistentes a

populacdo 1 e suscetivel a 3. A maioria das progénies originados do Hibrido de Timor

expressou suscetibilidade a tais populacdes, mas foram imunes a populagao 4.
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Tabela 2 - Valores médios dos nimeros de galhas (NG) e de ovos (NO) produzidos
em genotipos segregantes de Coffea spp. aos 110 dias apds a inoculagdo

com populacdes de Meloidogyne exigua

Freqiiéncia de plantas (%)

GENOTIPOS POP NG NO
S R
UFV 951
1 50,00 50,00 87,00 9940,50
2 66,67 33,33 107,50 12507,00
3 83,33 16,67 176,50 19285,33
4 0 100,00 4,00 0
UFV 1262
1 16,67 83,33 27.80 3074,83
2 16,67 83,33 18,50 2076,17
3 33,33 66,67 26,83 2992.00
4 0 100,00 5,00 0
UFV1959
1 16,67 83,33 27.16 2236,83
2 0 100,00 0 0
3 33,33 66,67 61,33 1724,17
4 0 100,00 2,00 0
H 493-1
1 0 100,00 4,20 0
2 16,67 83,33 39,00 3541,67
3 16,67 83,33 37,00 3102,83
4 0 100,00 2,00 0
H498-14
1 33,33 66,67 36,50 3734,33
2 66,67 33,33 107,67 10858,17
3 33,33 66,67 55,83 5300,33
4 0 100,00 0 0
H518-2
1 16,67 83,33 39,33 2917,50
2 16,67 83,33 39,00 3091,17
3 50,00 50,00 104,17 8129,83
4 0 100,00 0 0

Média de seis repeti¢des. S = suscetiveis, R = resistentes, segundo Oostenbrink (1966). Pop 1: populacéo proveniente
de Muriaé/MG, Pop 2: Manhuagu/MG, Pop 3: Canad/MG, Pop 4: Sdo José do Rio Claro/ MT.

Com as informagdes obtidas da resposta diferencial desses genétipos frente as
populacdes testadas foi proposta uma série diferenciadora das populacdes de M. exigua
utilizando as progénies UFV 1959 e H 493-1, e as cultivares Catuai Vermelho IAC 44 e
Apoata IAC 2258 (Tabela 3).

39



Tabela 3 - Proposta de diferenciacdo de ragcas de Meloidogyne exigua usando

gendtipos de cafeeiro

Genétipos de Cafeeiro

Populacio Raca
H 493-1 CSH UFV 1959 Catuai 44 Apoata 2258
Pop. 1 - + + - R 1
Pop. 2 + - + - R2
Pop. 3 + + + - R3
Pop. 4 - - - - R4

(-) e (+) = indicam hospedeiro resistente e suscetivel, respectivamente, segundo a escala de Taylor & Sasser (1978). Pop
1: populacdo proveniente de Muriaé/MG, Pop 2: Manhuacu/MG, Pop 3: Canad/MG, Pop 4: Sao José do Rio Claro/MT.

As progénies UFV 981, UFV 1266 e UFV 1848, além dos cultivares Robusta T
3580 ¢ 169 e Apoata IAC 2258 (Tabela 4), ndo foram infectadas por quaisquer das
populacdes de M. exigua avaliadas (auséncia de galhas e ovos) e, assim, foram classificadas

como imunes a elas.

Tabela4 - Valores médios dos nimeros de galhas (NG) e de ovos (NO), e reagdo dos
gendtipos (R) de Coffea spp. classificados como imunes (I) quando

inoculados com Meloidogyne exigua (4 populagcdes)

Genétipos de Coffea spp NG NO R

UFYV 981 (Sarchimor)

UFV 1266 (Hibrido de Timor)
UFYV 7595 (Catimor)

Robusta T. 3580 (C. canephora)

oS o o o O
o o o o o
—

Apoata IAC 2258 (C. canephora)
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Tabela 5 - Comparagdo da reacdo de resisténcia/suscetibilidade em 28 gendtipos de
Coffea spp. em relacdo a 8 populacdes de Meloidogyne exigua

Populacoes de Meloidogyne exigua
Genétipos de Coffea spp. pifas & £

P1 P2 P3 P4 P5 Po6 P7 P8
Hibrido Timor
UFV 963 S S S I S - - -
UFV 981 I I I I I - - -
UFV 1262 R(Se) R (Se) R (Se) I R R R (Se)” R
UFV 1266 I I I I I I I I
UFV 1292 S S S I S S’ S’ -
UFV 1680 S S S I R R S R
UFV 1682 S S S I S S’ S’ -
UFV 1804 S S S I R S S S
UFV 1824 S S S I S s’ s’ -
UFV 1825 - - - - R S S S
UFV 1848 I I I I I I I I
UFV 1959 R (Se) I R (Se) I R R R R
UFV 2389 S S S I - - - -
Cavimor
UFV 1076 S S S I - - - -
Catimor
UFV 922 S S S I - - - -
UFV 951 S(Se) S(Se) S(Se) I - - - -
UFV 6572 - - - - R S S’ S
UFV 6619 - - - - R S S’ S
UFV 6869 S S S I S S - -
UFV 7577 S S S I R - - -
UFV 7595 I I I I R R R R
Icatu
Icatu — 39 S S S I S - - -
Hibridos
H493 -1 I R (Se) R (Se) I - S
H 498 - 14 R(Se) S(Se) S(Se) I R (Se) -
H518-2 R(Se) R (Se) S(Se) I - R S
C. arabica
Catuai Vermelho IAC 44 S S S I S S S S
C. canephora
Robusta T 3580 I I I I - - - -
Apoata IAC 2258 I I I I I I I I

Reac@o: S = suscetivel, Se = segregante, R = resistente, I = imune. (Oostenbrink, 1966; Taylor & Sasser, 1978); P1: populacio
proveniente de Muriaé/MG, P2: Manhuacu/MG, P3: Canad/MG, P4: Sdo José do Rio Claro/MT. As populagdes 5 a 8 foram estudadas
por outros pesquisadores: P5: Sdo Sebastido do Paraiso/MG, Gongalves & Pereira (1998). P6: Mirai/MG, Ribeiro et al. (2005). P7:
Fervedouro e P8: Caratinga/MG (A.A. Pereira. Inf. pessoal).

* Genotipos avaliados por Silva et al. (2003) usando as mesmas populacdes 5 e 6.



O cafeeiro, apesar de conhecido como hospedeiro natural de M. exigua, apresentou-
se como planta ndo hospedeira da populagdo 4, independente do gendtipo estudado,
resultado esse igual ao obtido por Carneiro & Almeida (2000) com a cultivar Catuai. Esse
biétipo poderia ser considerado uma “raga geografica”, que segundo Sturhan (1971) trata-se
de categoria infra-especifica ou subdivisdes de espécies encontradas em diferentes regides
geogrificas, presumivelmente adaptadas devido a peculiaridade do ambiente. Areas
cultivadas com seringueira, como no caso do Mato Grosso, eram tradicionalmente
cultivadas com pastagens apdés o desbravamento do cerrado. Estas dreas ndo sdo
recomendadas para o plantio do cafeeiro devido a restricdes climdticas, principalmente
temperaturas elevadas e déficit hidrico (Alfonsi, 2005). Dessa forma, a adapta¢do da
espécie M. exigua, presente nessa drea, poderia ter levado a capacidade de infectar a
seringueira quando essa cultura foi implantada.

Outra possibilidade seria considerar esta uma nova espécie, ja que o fendtipo para a
enzima esterase € diferente dos outros fen6tipos encontrados em populacdes de M. exigua
coletadas em cafeeiros. E mesmo considerando respostas fisioldgicas, essa populacdo nao
foi capaz de infectar hospedeiros tradicionais dessa espécie, como o tomateiro e 0 pimentio
(Carneiro & Almeida, 2000). Em estudos moleculares utilizando marcadores RAPD,
Randig et al. (2002) observaram um alto nivel de polimorfismo (67,5%) entre uma
populacdo de M. exigua oriunda de seringueira e a de cafeeiro. Esse grau de polimorfismo
parece ser muito alto quando se compara as variacdes intra-especificas dessa espécie, pois,
Carneiro et al. (2004) compararam somente populacdes coletadas de cafeeiro, mas com
diferentes habilidades de infectar o tomateiro, e observaram apenas 8,6% de diversidade
genética. Entretanto, mais estudos envolvendo outras técnicas moleculares ou marcadores
sdo essenciais de forma a confirmar tais resultados, porque a andlise do DNA ribossomal,
conduzida por Tenente et al. (2004), mostrou que as populacdes de M. exigua oriundas do
cafeeiro e da seringueira formam um tnico grupo monofilético.

Considerando que a conceituacdo de espécie em nematdides € estritamente
morfolégica, estudos completos acerca da morfologia e morfometria de fémeas, machos e
juvenis pelo uso de microscopia Gtica e eletronica ainda sdo requeridos para dirimir as
davidas referentes ao enquadramento dessa populagdo numa nova espécie. Enquanto tais
dados sdo ainda indisponiveis, considerar-se-4 essa populacdo como uma variante dentro de

M. exigua.
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Nao foi observada nenhuma interac@o entre os fendtipos de esterase e a resposta de
hospedeiro conforme j& observado por Oliveira (2002) ao usar os hospedeiros
diferenciadores do Estado da Carolina do Norte e mais algumas plantas citadas como
hospedeiras de M. exigua.

Alguns autores consideram a presenga e o nimero de galhas como um critério
inconsistente para ser utilizado na avaliagdo de fontes de resisténcia (Moura, 1997; Asmus
et al., 2000). Para sustentar essa posi¢do, argumentam que em culturas resistentes aos
nematdides das galhas pode haver formacdo de galhas sem que haja reproducdo do
nematdide, e que em algumas plantas suscetiveis pode ndo ocorrer a formacdo das mesmas
(Moura, 1997). No entanto, a quantidade de galhas induzidas por M. exigua em Coffea spp.
expressou uma relacdo direta com a reprodugdo do nematédide, como visto pelo nimero de
ovos e FR. Diante disso, o nimero de galhas induzidas por M. exigua pode ser considerado
um real indicador de diferencas na reproducdo do nematdide entre gendtipos de cafeeiros.
Essa consisténcia na relacdo galhas (sintomas) e nimero de ovos (reproducio) ja tem sido
observada também por outros autores (Gongalves & Pereira, 1998; Bertrand et al., 2001;
Silva et al., 2003). A vantagem que se pode tirar dessa informagdo é que em fases iniciais
dos programas de melhoramento do cafeeiro visando a resisténcia a M. exigua, é possivel
avaliar apenas o numero de galhas como expressdo da suscetibilidade das progénies.
Considerando que nessas fases o nimero de progénies avaliadas € muito alto, esse fato
resulta numa grande economia de tempo e sem perder em confiabilidade.

As progénies UFV 981, UFV 1266 e UFV 1848, além dos cultivares Robusta T
3580 ¢ 169 e Apoata IAC 2258 (Tabela 5), apresentaram rea¢do de imunidade a todas as
populacdes de M. exigua estudadas. Aqui foi seguida a conceituagdo estabelecida por
Moura (1997) que define imunidade em relacio a meloidoginose como auséncia de
reproducdo por parte do nematdide na interagdo Meloidogyne - planta hospedeira. Uma
outra informacdo a ser ressaltada, ainda, é que esses genétipos também apresentam
resisténcia ao fungo Hemileia vastatrix, agente causal da ferrugem do cafeeiro (A.A.
Pereira, comunicagdo pessoal). Essa caracteristica eleva-os a uma categoria superior de
doadores de genes num programa de melhoramento. Diante do exposto, tais genotipos
mostram-se promissores como fontes de resisténcia conjunta aos dois dos principais

patégenos do cafeeiro no Brasil.
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Alguns genétipos segregaram quanto a reacdo de resisténcia/suscetibilidade frente
as populacdes oriundas de cafeeiro. Resultados obtidos por Gongalves & Pereira (1998) e
Silva et al. (2003) demonstraram que algumas progénies derivadas do Hibrido de Timor,
como a UFV 1262 e UFV 1680, responderam de forma diferenciada as populagdes de M.
exigua origindrias do municipio de Sao Sebastido do Paraiso e Fervedouro, MG. Essa
informacdo reforca a hipétese de existir um comportamento diferenciado entre populacdes
de M. exigua, as quais podem vir a ser separadas por gendtipos de cafeeiro.

Ainda que tais resultados provenham de diferentes autores e com algumas
diferencas na metodologia empregada (estddio de desenvolvimento da planta e periodo de
avaliacdo), é possivel perceber que hd a possibilidade de se criar uma série diferenciadora
de populacdes de M. exigua dentro do género Coffea. Se os genétipos ainda estdo
segregando, como € sabido para alguns deles, apenas terd que ter sua reproducdo obtida por
enraizamento de estacas. Com os dados obtidos no presente estudo foi proposta uma série
diferenciadora das populagdes de M. exigua (Tabela 4), utilizando as progénies UFV 1959
e H493-1, e os cultivares Catuai Vermelho TAC 44 e Apoata TAC 2258. Contudo, a
validacdo desses genétipos como possiveis diferenciadores de ragas deve ser realizada
usando um nimero maior de populagdes.

E gracas a grande diversidade genética encontrada no Hibrido Timor e em outros
hibridos que se pode perseguir o objetivo de se estabelecer uma série diferenciadora de
racas usando o cafeeiro. Lashermes et al. (2000), em andlise molecular da introgressao de
genes de C. canephora em C. arabica, observaram que, apesar de derivado de um tnico
hibrido interespecifico, os gendtipos derivados do Hibrido de Timor mostraram grande
diversidade genética. Foram detectados nesses gendtipos, pelo menos, o dobro da
diversidade genética apresentada nos cultivares de C. arabica. Essa diversidade deve ser
considerada, juntamente com a variabilidade do patégeno em programas de melhoramento
de cafeeiro visando selecionar fontes de resisténcia a M. exigua.

Apesar da variabilidade fisiol6gica ji ser conhecida em M. exigua (Carneiro &
Almeida, 2000), essa ndo atende por completo ao conceito de “racas” normalmente adotado
para os fitopatégenos, pois a mesma necessita de quatro espécies de plantas. Ja racas sdao
definidas como bidtipos distinguidos por sua preferéncia de hospedeiro dentro de um grupo

taxonomico (Sturhan, 1971).
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Assim a validacdo dessa nova proposta de determinagdo de ragcas de M. exigua, com
o uso de gendtipos de cafeeiro, assume papel relevante, pois a utilizacdo de cultivares
resistentes a esse patdgeno constitui-se atualmente em uma das principais estratégias de
controle. E o sucesso dessa prética vai depender das espécies e, ou, racas presente na drea,
uma vez que a resisténcia € na maioria dos casos especifica (Gongalves & Silvarolla, 2001).
Além de servir de suporte para as pesquisas, em especial as de melhoramento, tendo em
vista a obten¢@o de plantas resistentes a M. exigua, a separagdo de racas dessa espécie de
nematdide em cafeeiro facilitaria os trabalhos de diagnose na rotina dos laboratérios de

nematologia.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALFONSI, R.R. Zoneamento Climdtico da cultura do café (Texto). Disponivel em: < http:
/[www.cpa.unicamp.br htm> Acesso em 20 de fevereiro de 2005.

ALFENAS, A.C., PETERS, L., BRUNE, W. & PASSADOR, G.C. 1991. Eletroforese de
proteinas e isoenzimas de fungos e esséncias florestais, Sociedade de Investigacdes
Florestais Vigosa: UFV, 242p.

ALFENAS, A.C. & BRUNE, W. 1998. Eletroforese em gel de poliacrilamida. In:
ALFENAS, A.C. (ed.) Eletroforese de isoenzimas e proteinas afins: fundamentos e
aplicacdes em plantas e microrganismos, Vicosa: UFV, 574p.

ASMUS, G. L., FERRAZ, L. C. C. B. & APPEZZATO-DA-GLORIA. B. 2000. Alteracdes
anatomicas em raizes de milho (Zea mays L.) parasitadas por Meloidogyne javanica.
Nematropica, 30: 33-39.

BARBOSA, D.H.S.G., VIEIRA, H.D., SOUZA, R.M., VIANA, A.P. & SILVA, C.P. 2004.
Field estimates of coffee yield losses and damage threshold by Meloidogyne exigua.
Nematologia Brasileira, 28: 49-54.

BONETI, J.I.S. & FERRAZ, S. 1981. Modificacdo do método de Hussey & Barker para
extragdo de ovos de Meloidogyne exigua de raizes de cafeeiro. Fitopatologia Brasileira,
6:553.

CAMPOS, V. P., SIVAPALAN, P. & GNANAPRAGASAN, N. C. 1990. Nematode
parasites of coffee, cocoa and tea. In: LUC, M.; SIKORA, R. A. & BRIDGE, J. (ed.)
Plant parasitic nematodes in subtropical and tropical agriculture. London: CAB.
Internacional, pp. 367-397.

45



CARNEIRO, RM.D.G. & ALMEIDA, M.R.A. 2000. Caracterizagdo isoenzimdtica e
variabilidade intraespecifica dos nematdides de galhas do cafeeiro no Brasil. In:
Simpésio de Pesquisa dos Cafés do Brasil. Anais, Pocos de Caldas, MG. pp. 280-282.

CARNEIRO, R.M.D.G. & ALMEIDA, M.R.A. 2001. Técnica de Eletroforese usada no
Estudo de enzimas dos nematdides das galhas para identificacdo de espécies.
Fitopatologia Brasileira, 25: 35-44.

CARNEIRO, R.M.D.G., TIGANO, M.S., RANDIG, O., ALMEIDA, M.R.A. & SARAH
J.L. 2004. Identification and genetic diversity of Meloidogyne spp. (Tylenchida:

Meloidogynidae) on coffee from Brazil, Central America and Hawaii. Nematology, 6:
287-298.

CASWELL, E.P. & ROBERTS, P.A. 1987. Nematode population genetics. In: Veech, J.a.
& Dickson, D. (Eds). Vistas on Nematology. Hyattsville MD, USA, Soc. Nematologists.
p- 390-397.

CROS, J. 1994. Implications phylogénetiques des variations de 1 ADN chloroplastic chez
les caféiers (genres Coffea L. et Psilanthus Hook. F.). Montpellier: Universite
Montpellier II. 160p. (These doctorat).

CURL S. M.; A. CARVALHO; F. P. MORAES; L. C. MONACO & H.V. de ARRUDA.
1970. Novas fontes de resisténcia genética de Coffea no controle de nematdide do
cafeeiro, Meloidogyne exigua. O Bioldgico, 36: 293-295.

DAVIS, B.J. 1964. Disc electrophoreses. II. Method end Application to human serum
proteins. Annals of the New York Academy of Sciences. 121:404-427.

EUCLYDES, R.F. 1983. Manual de utilizacdo do programa SAEG (Sistema para andlises
Estatistica e Genética). Vicosa, MG: Universidade Federal de Vicosa. 59p.

ESBENSHADE, P.R. & TRIANTAPHYLLOU, A.C. 1985. Electrophoretic methods for
the study of root-knot nematode enzymes. In: BARKER, K.R., CARTER, C.C.,
SASSER, J.N. (Eds.) An advanced treatise on Meloidogyne. North Carolina State
University Graphics. p. 115-123.

FAZUOLI, L.C. & LORDELLO, R.R.A. 1978. Fontes de resisténcia em espécies de café a
Meloidogyne exigua. Nematologia Brasileira, 3: 49-52.

GONCALVES, W. & PEREIRA, A.A. 1998. Resisténcia de cafeeiro a nematdides IV
Reacdo do cafeeiro derivados do hibrido de Timor a Meloidogyne exigua. Nematologia
Brasileira, 22: 39-49.

GONCALVES, W. & SILVAROLLA, M.B. 2001. Nematoéides parasitos do cafeeiro. In:
ZAMBOLIM, L. (Ed.) Tecnologias de produgdo de café com qualidade. Vigosa: Editora
UFV. p. 199-267.

LASHERMES P., ANDRZEWSKI, S., BERTRAND, B., COMBES MC, DUSSERT.,G.,
TROUSLOT , P. & ANTHONY F. 2000. Molecular analisis introgressive breeding in
coffee (Coffea arabica L.). Theor. Appl. Genet, 100: 139-146.

46



MOURA, R. M. 1997. O Género Meloidogyne e a meloidoginose parte II. Revisao Anual
de Patologia de Plantas, 5: 281-315.

OLIVEIRA, D.S., LIMA, R.D., ROESE, A.D & SILVA, R.V. 2001. Caracterizacdo
morfoldgica e bioquimica de populagdes de Meloidogyne spp. em cafeeiros na Zona da
Mata de Minas Gerais. In: II Simpdsio de Pesquisa dos Cafés do Brasil. Anais, Vitdria,
ES, pp. 1072-1077.

OLIVEIRA, D.S. 2002. Caracterizaciao de populagdes de Meloidogyne exigua associadas a
cafeeiros na Zona da Mata de Minas Gerais. Universidade Federal de Vicosa, Vicosa-
MG. (Tese de Mestrado).

OOSTENBRINK, M. 1966. Major characteristics of the relation between nematodes and
plants. Meded. Landbouw. Wageningen, 66: 1- 46.

ORNTEIN, L. 1964. Disc electrophoreses. 1. Background and Theory. Annals of the New
York Academy of Sciences. 121: 321-349.

RANDIG, O., M. BONGIOVANNI; R.M.D.G. CARNEIRO & P. CASTAGNONE
SERENO. 2002. Genetic diversity of root—knot nematodes from Brazil and development
of SCAR markers specific for the coffee—-damaging species. Genome, 45:862-870.

RIBEIRO, R.C.F., PEREIRA, A.A., OLIVEIRA, C.H. & LIMA, R.D. 2005. Resisténcia de
progénies de hibridos interespecificos de Coffea arabica e Coffea canephora a
Meloidogyne exigua. Nematologia Brasileira, (no prelo).

SILVA, R.V., OLIVEIRA, R.D., PEREIRA, A.A. & PINTO, F.S. 2003. Variabilidade de
Meloidogyne exigua em genétipos de cafeeiro. In: XXXVI Congresso Brasileiro de
Fitopatologia. Resumo, Uberlandia, MG, 28: 293.

SILVAROLLA B.M., GONCALVES W. & LIMA MA, 1998. Resisténcia do cafeeiro a
nematdides. V. Reproducdo de Meloidogyne exigua em cafeeiros derivados da
hibridacdo de Coffea arabica com C. canephora. Nematologia Brasileira, 22: 51-59.

STURHAN, D. 1971. Biological races. In: Plant Parasitic Nematodes, eds, B. M.
Zuckerman, W. F. Mai and R. A. Rohde. Academic Press, New York and London. 2: 51-
71.

TAYLOR, A.L. & SASSER, J.N. 1978. Biology, identification and control of root-knot
nematodes (Meloidogyne spp.). Coop. Publ. Dep. Plant. Pathol., north Carolina State
University Graphics Raleigh. 111p.

TENENTE, G.C.M.V., P. DE LEY, I. TANDINGRAN DE LEY, G. KARSSEN & J.R.
VANFLETEREN. 2004. Sequence analysis of the D2/D3 region of the large subunit
rDNA from different Meloidogyne isolates. Nematropica, 34: 1-12.

47



CONCLUSOES GERAIS

As plantas de café ‘Catuai’ reagiram da mesma forma quando inoculadas com
diferentes populacdes de M. exigua, independente dos fenétipos de esterase e, ou, “racas”.

A temperatura de 26°C foi a melhor para a formacao de galhas, producdo de ovos e
da matéria seca da parte aérea das mudas de cafeeiro. Esses dados podem nortear os
pesquisadores quanto ao planejamento e a implantacdo de ensaios envolvendo M. exigua e
seu hospedeiro tipo.

Mudas de cafeeiro com seis pares de folhas foram as que mais favoreceram a
reproducdo de M. exigua, portanto, essas devem ser utilizadas para a selecdo de gendtipos
resistentes e na multiplicacdo de indculo.

A avaliacdo aos 120 dias apds a inoculagdo proporcionou observar maiores valores
para galhas e ovos do nematdide. Uma andlise conjunta envolvendo o periodo de avaliacio
e a inoculac@o em diferentes estaddios de desenvolvimento do cafeeiro permitiu concluir que
os ensaios envolvendo M. exigua-cafeeiro devem ser avaliados pelo menos aos 90 dias da
inoculacdo.

O genétipo UFV 1959 permitiu a reproducio das populacdes 1 e 3 de M. exigua,
enquanto o H493 - 1 CSH mostrou-se suscetivel as populagdes 2 e 3. Em nenhum destes
genotipos houve a reproducdo da populacdo 4, permitindo assim o uso do cafeeiro para
separar as ditas racas de M. exigua. Contudo, a validacdo desses gendtipos, como possiveis
diferenciadores de ragas deste nematdide, deve ser realizada com um ndmero maior de
populacdes. Devido a sua fase segregante, o uso de tais genétipos deve envolver a

propagacdo vegetativa (enraizamento de estacas).
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