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RESUMO GERAL

Sheila Freitas de Almeida. Diversidade e ocorréncia de Meloidogyne izalcoensis parasitando
cafeeiros no Tridngulo Mineiro: resisténcia em Coffea spp. e plantas ndo hospedeiras para uso
em manejos culturais. 2024. Tese (Doutorado em Fitopatologia) - Universidade de Brasilia (UnB),
Brasilia, DF.

Os nematoides-das-galhas, Meloidogyne spp. sao considerados importantes patégenos da cultura do
café, podendo limitar a producdo e causar perdas econdmicas. Meloidogyne izalcoensis foi
recentemente detectada no Brasil, parasitando cafeeiros no Tridngulo Mineiro, MG. Os objetivos desta
pesquisa foram: (i) investigar a ocorréncia e distribuicdo de Meloidogyne spp. em cafezais presentes
no Triangulo Mineiro, com énfase em M. izalcoensis, comparando as técnicas de eletroforese de
isoenzimas (a-esterases) e marcadores moleculares especificos (SCAR-PCR-café), (ii) estudar a
diversidade e filogenia de populacdes brasileiras e estrangeiras de M. izalcoensis, usando marcadores
RAPD, AFLP, ITS, D2D3, COIl e Hsp90, (iii) avaliar a rea¢do de suscetibilidade ou resisténcia de
cultivares de cafeeiros disponiveis no Brasil a M. izalcoensis, e (iv) analisar a reagdo de
hospedabilidade de diferentes espécies botanicas a M. izalcoensis. Nos levantamentos realizados
foram identificadas as espécies: M. exigua (41,67%), M. incognita (33,33%), M. paranaensis (20,83%)
e M. izalcoensis (4,17%). As ferramentas moleculares se mostraram mais adequadas para a
identificacdo das espécies isoladas ou em misturas. Populacdes de espécies de Meloidogyne em
mistura foram observadas em 20,83% das amostras. O uso de marcadores SCAR provou ser a
ferramenta mais eficaz para identificar com precisdo M. exigua e mistura de espécies. Essa pesquisa
confirma que M. izalcoensis tem sua ocorréncia restrita na regiao onde foi inicialmente detectada. Uma
baixa variabilidade intraespecifica foi detectada entre populagdes de M. izalcoensis da Africa, Vietna,
Brasil e El Salvador de acordo com as andlises com os marcadores RAPD e AFLP. Filogeneticamente,
todas as populacdes de M. izalcoensis de diferentes localidades (El Salvador, Benim, Tanzénia, Vietna
e Brasil) foram agrupadas com 90% e 69% de suporte bootstrap para as regides COIl e HSP90,
respectivamente, indicando que essas regiées genémicas sdo altamente conservadas para a espécie.
Além disso, ambos os marcadores permitiram a separacdo de popula¢gbes de M. izalcoensis de outras
importantes espécies de Meloidogyne associadas com o cafeeiro, incluindo M. exigua, M. paranaensis,
M. incognita, M. arabicida e M. lopezi. Nos estudos de busca por fontes de resisténcia, a maioria dos
genotipos testados portadores de resisténcia a outras espécies de Meloidogyne (Amphillo x Catual,
Hibrido de Timor, IAPAR 59, IPR 99, IPR 100, IPR 102, IPR 103, IPR 105, IPR 106, IPR 107 e IPR
108) foram considerados suscetiveis a M. izalcoensis, exceto o porta-enxerto cv. Apoata IAC 2258,
que se mostrou moderadamente resistente, com segregacédo genética de 43,8% para este carater. Nos
ensaios de hospedabilidade, a maioria das espécies botanicas avaliadas foram classificadas como néo
hospedeiras ou mé hospedeiras para M. izalcoensis, incluindo o algodéo, arroz, feijéo, aveia branca,
aveia preta, azevém, milho, trés espécies de gramineas, duas cultivares de milheto, duas cultivares de
trigo, Crotalaria breviflora, C. ochroleuca, C. spectabilis, feijdo-de-porco, mucuna-cinza e duas
espécies de capim-arroz. Apenas o tomateiro e o feijoeiro foram classificados como boas hospedeiras,
e C. juncea e soja e C. juncea foram classificadas como hospedeiras intermediarias. As plantas
identificadas como n&o-hospedeiras e mas-hospedeiras podem ser recomendadas para culturas
intercalares ou em rotacéo de culturas em areas infestadas por M. izalcoensis.

Palavras-chave: Coffea arabica, Coffea canephora, manejo de nematoides, resisténcia a nematoides,
variabilidade genética.

Orientador — Juvenil Enrique Cares — Universidade de Brasilia
Co-orientadora — Regina Maria Dechechi G. Carneiro — Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia



GENERAL ABSTRACT

Sheila Freitas de Almeida. Diversity and occurrence of Meloidogyne izalcoensis parasitizing coffee
plants in the Tridngulo Mineiro: resistance in Coffea spp. and non-host plants for use in crop
management. 2024, Tese (Doutorado em Fitopatologia) - Universidade de Brasilia (UnB), Brasilia,
DF.

Root-knot nematodes, Meloidogyne spp., are important pathogens of coffee crops that can limit
production and cause economic losses. Meloidogyne izalcoensis was recently detected in Brazil
parasitizing coffee trees in the Triangulo Mineiro, MG. The objectives of this study were: (i) to
investigate the occurrence and distribution of Meloidogyne spp. in coffee plantations in the Triangulo
Mineiro region, with emphasis on M. izalcoensis, comparing isoenzyme electrophoresis (a-esterases)
and specific molecular marker (SCAR-PCR-coffee) techniques, (ii) to study the diversity of Brazilian
and foreign populations of M. izalcoensis, using RAPD, AFLP, ITS, D2D3, COIl and Hsp90 markers,
(iii) to evaluate the resistance reaction of coffee cultivars available in Brazil to M. izalcoensis, and (iv)
to analyze the host status reaction of different botanical species and cultivars to M. izalcoensis. In the
surveys  using molecular markers we obtained: M. exigua (41.67%), M. incognita (33.33%), M.
paranaensis (20.83%) and M. izalcoensis (4.17%), which can be used as unique tools in PCR multiplex
in the characterization of Meloidogyne spp. from coffee. Mixed population species were also observed
in 20.83% of the samples. The use of SCAR markers proved to be the most effective tool for accurately
identifying M. exigua and mixed species. These surveys confirmed that M. izalcoensis has a restricted
occurrence in the region where it was initially detected. Based on random amplified polymorphic DNA
(RAPD) and amplified fragment length polymorphism (AFLP) markers, low intraspecific variability was
detected among M. izalcoensis populations from Africa, Vietnam, Brazil and ElI Salvador.
Phylogenetically, all populations of M. izalcoensis from different locations (El Salvador, Benim,
Tanzania, Vietnam and Brazil) grouped with 90% and 69% bootstrap support for COIl and HSP90
markers, respectively, indicating that these regions are highly conserved for these species. In addition,
both markers enabled the separation of M. izalcoensis populations from other important coffee
Meloidogyne species, including M. exigua, M. paranaensis, M. incognita, M. arabicida and M. lopezi. In
the resistance studies, most genotypes tested with resistance to other Meloidogyne spp. (Amphillo x
Catuai, Hybrid of Timor, IAPAR 59, IPR 99, IPR 100, IPR 102, IPR 103, IPR 105, IPR 106, IPR 107
and IPR 108) were susceptible to M. izalcoensis, except for the rootstock cv. Apoatd IAC 2258, which
proved to be moderately resistant, with a genetic segregation for this character of 43.8%. In the host
plant assays, the majority of the botanical species tested were classified as non-host or poor-host to M.
izalcoensis: cotton, rice, white oat, black oat, ryegrass, corn, three grass species, two millet cultivars,
two wheat cultivars, Crotalaria breviflora, C. ochroleuca, C. spectabilis, jack bean, gray mucuna bean
and two rice grass species. Only tomato and bean were classified as suitable hosts, and C. juncea and
soybean were classified as intermediate hosts. The plants identified as non-hosts or poor hosts can be
used for intercropping or for crop rotation in Brazilian coffee orchards in regions infested by M.
izalcoensis.

Keywords: Coffea arabica, Coffea canephora, genetic variability, nematode management, resistance
to nematodes.
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Co-advisor — Regina Maria Dechechi G. Carneiro — Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnhologia

Vi



1. INTRODUCAO

O Brasil é considerado o maior produtor e exportador mundial de café (Coffea arabica
L. e C. canephora Pierre), e também o segundo maior consumidor deste produto (Mapa, 2023).
Dados da CONAB (2024) mostram que, na safra 2024, o pais atingiu uma producdo média de
58,81 milhdes de sacas, sendo que 50% do café brasileiro é proveniente do estado de Minas
Gerais. A regido do Cerrado mineiro (Triangulo, Alto Parnaiba e Noroeste) foi responsavel
pela producao de 5,59 milhdes de sacas (CONAB, 2024).

A cultura do cafeeiro esta sujeita ao ataque de diferentes patdgenos, tais como fungos,
bactérias e nematoides, que reduzem a produtividade e causam prejuizos econdémicos. Nos
cafezais brasileiros, as espécies pertencentes ao género Meloidogyne (nematoide-das-galhas,
NGs) destacam-se devido a sua ampla distribuicdo, aliada a sua alta capacidade reprodutiva e
agressividade. Esse grupo é responsavel por 15% da reducdo na producdo total de café
brasileira, em relacdo aos 20% de prejuizos causados por todos os fitonematoides (Godoy et
al., 1997).

Entre as principais espécies do género Meloidogyne que afetam os cafezais brasileiros
destacam-se, Meloidogyne paranaensis Carneiro et al., 1996, M. incognita (Kofoid & White,
1919) Chitwood, 1949 consideradas as mais danosas e agressivas, e M. exigua Goldi, 1887
originalmente a mais disseminada em Minas Gerais (Oliveira, 2006). Esses nematoides causam
destruicdo do sistema radicular e devido & alta agressividade podem ocasionar a morte da planta
(Carneiro & Cofcewicz, 2008). O estudo realizado por Santos et al. (2017), na regido sul de
Minas Gerais, confirmou a espécie M. exigua amplamente distribuida nessa regido e M.
paranaensis restrita a um municipio (Trés Pontas), enquanto M. incognita ocorreu em trés
municipios (Aguanil, Coqueiral e Trés Pontas), sendo o primeiro relato dessa espécie
parasitando cafeeiro na regido do Sul do estado de Minas Gerais.

Recentemente, na cultura do cafeeiro, Meloidogyne izalcoensis Carneiro, Almeida,
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Gomes & Hernandez,. 2005 (uma espécie ndo detectada previamente no Brasil teve seu
primeiro relato parasitando o cafeeiro no municipio de Indiandpolis-MG. Esta regido no
Triangulo Mineiro é considerada uma importante area produtora de café no pais (Stefanelo et
al., 2019). Devido ao relato relativamente recente, ainda ndo estdo disponiveis estudos sobre a
distribuicdo dessa espécie no Brasil e diversidade genética de M. izalcoensis. Também nao
existem pesquisas sobre resisténcia genética ou que mostrem a agressividade de M. izalcoensis
em cultivares suscetiveis ou viruléncia a fontes de resisténcia previamente estudadas para
outras espécies de Meloidogyne. Sabe-se, entretanto, que essa espécie difere bastante dos
demais NGs parasitas do cafeeiro ocorrentes no Brasil e nas Américas (Carneiro et al., 2005a).

Neste contexto, a espécie M. izalcoensis representa uma potencial ameaca ao cultivo
de café no estado de Minas Gerais, e a caracterizacdo precisa de Meloidogyne spp. em
diferentes areas, especialmente nesse estado deve se tornar prioridade (Stefanelo et al., 2019).
Todavia, é necessario que levantamentos em cafezais brasileiros sejam estendidos para outras
regides para auxiliar no mapeamento, delimitacdo de areas com ocorréncia de Meloidogyne
spp. e estabelecimento de medidas preventivas que evitem a disseminacdo desses patdgenos
para outras areas.

O uso de métodos bioquimicos, como eletroforese de isoenzimas, especialmente as
esterases, € 0s métodos moleculares sdo importantes ferramentas que tém sido utilizadas na
identificacdo correta das especies dos NGs (Carneiro et al., 2016). Métodos moleculares, em
especial os marcadores SCAR, tém sido utilizados para identificar algumas das principais
especies de Meloidogyne, tais como, M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949 (Zijlstra et al.,
2000; Dong et al., 2001), M. incognita (Zijlstra et al., 2000; Dong et al., 2001; Randig et al.,
2002; Meng et al., 2004), M. enterolobii Yang & Eisenback, 1983 (Tigano et al., 2010). O kit
SCAR-café foi estabelecido para as principais espécies do cafeeiro ocorrentes no Brasil: M.

exigua, M. incognita e M. paranaensis (Randig et al., 2002) e mais recentemente, esse kit foi



ampliado para as espécies presentes nas Américas: M. arabicida Lopez & Salazar, 1989 e M.
izalcoensis (Correa et al., 2013).

Os marcadores moleculares (RAPD e AFLP) tém se mostrado valiosos na
discriminacdo da diversidade genética de espécies de Meloidogyne, com resultados
significativos (Carneiro et al., 2004; Cofcewicz et al., 2004; 2005; Santos et al., 2012, 2017).
Quinze populacgdes de trés racas de M. exigua presentes em cafeeiros do Brasil, Bolivia e Costa
Rica e uma populacdo obtida de seringueira no Brasil foram submetidas a estudos
isoenzimaticos e técnicas moleculares. Foram detectados quatro fenotipos de esterases (E1, E2,
E2a e E3) e trés de malato-desidrogenases (N1, N1a e N2). Os primers SCAR multiplex-PCR
possibilitaram a identificacdo de todas as populacdes de M. exigua. Além disso, verificou-se
alto grau de polimorfismo intra-especifico (25,9-59,6 %) em todas as populacGes estudadas.
Estudos realizados por Muniz et al. (2009) detectaram uma populacdo de M. exigua
proveniente de Bom Jesus de Itabapoana-RJ altamente virulenta a cultivar IAPAR 59
(FR=165,7) e ao gendtipo H 419-5-4-5-2 (FR = 396,2).

O desenvolvimento das técnicas moleculares também permitiu novas perspectivas
guanto aos estudos filogenéticos de Meloidogyne spp. em regides distintas do DNA ribossomal
(Landa et al., 2008). As analises de regides do DNA ribossomal tém sido usualmente uma das
mais extensivas ferramentas moleculares empregadas na filogenia dos NGs (Hillis & Dixon,
1991; Landa et al., 2008). Essas analises tém permitido elucidar processos evolutivos com
niveis profundos de divergéncia, sendo mais apropriados os espagadores transcritos (ITS) dos
genes 5,8S e 18S rRNA, e as regides mais conservadas das sequéncias do gene 28S (Hillis et
al., 1996). O DNA mitocondrial (mtDNA) é outra regido que também tem sido explorada como
marcador em estudos moleculares e filogenéticos de nematoides (Derycke et al., 2010). O gene
da proteina de choque térmico 90 (Hsp90) também tem sido incluido em estudos filogenéticos de

fitonematoides (Skantar & Carta, 2004; Mundo-Ocampo et al., 2008; Skantar et al., 2008). Estudos



de variabilidade genética e agressividade de populacdes de M. paranaensis e resisténcia
genética do cafeeiro (Coffea spp.) a esse nematoide foram recentemente desenvolvidos por
Santos et al. (2018).

Em relacdo ao uso de compostos quimicos visando o controle de Meloidogyne spp. em
lavouras cafeeiras no Brasil, atualmente estdo registrados nematicidas formulados a partir de
seis ingredientes ativos (terbufos, flusensulfona, cadusafos, fostiazato, fenamifos e
fluoropyram) (Salgado et al., 2021). Todavia, deve-se levar em consideracdo que 0S
nematicidas ndo erradicam os nematoides do solo e a ado¢do dessa medida ndo é recomendada
guando os cafeeiros se encontram severamente depauperados (Salgado et al., 2021). Além
disso, os nematicidas apresentam limitacdes, pelo seu alto custo e toxicidade, riscos a
organismos ndo alvos e ao meio ambiente de maneira geral. Nesse aspecto, a resisténcia de
plantas apresenta-se como uma das principais taticas de manejo dos nematoides, por ser mais
eficaz em areas infestadas. No entanto, devido a complexidade encontrada nas espécies de
Meloidogyne, € necessario a identificacao de fontes de resisténcia espécie-especificas (Starr et
al., 2002) em diferentes cultivares de cafeeiro (Carneiro et al., 2004).

E necessério a realizacio de mais estudos que visem estabelecer a distribuicdo de
Meloidogyne spp. em cafezais brasileiros, atraves da identificacdo e caracterizacao correta das
espécies, sobretudo M. izalcoensis, recentemente detectada no Brasil. Além disso, abranger 0s
conhecimentos relacionados a essa espécie, estudando a variabilidade genética de diferentes
populacdes e, resisténcia de cafeeiros ja selecionados para outras espécies de Meloidogyne,
visando a resisténcia multipla e a hospedabilidade de plantas intercalares e antagonistas a essa

nova espécie de Meloidogyne de cafeeiro.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a ocorréncia e distribuicdo de Meloidogyne spp. em cafezais na regido do
Triangulo Mineiro, comparando os marcadores enzimaticos e moleculares; estudar a
diversidade intraespecifica e as relacbes filogenéticas de diferentes populacdes de M.
izalcoensis em relacdo a outros nematoides do cafeeiro; estudar também o espectro de
resisténcia em cultivares de cafeeiro disponiveis no Brasil para Meloidogyne spp.; e analisar a

habilidade de diferentes espécies e cultivares de plantas em hospedar M. izalcoensis.

2.2 Objetivos especificos

e Proceder um levantamento de Meloidogyne spp. no Triangulo Mineiro,
comparar 0s marcadores enzimaticos (fendtipos de o esterase) e moleculares (PCR-
SCAR), e delimitar areas com a presenca de M. izalcoensis nessa regido.

e Estudar a diversidade e filogenia de populacdes brasileiras e estrangeiras de M.
izalcoensis, usando marcadores RAPD, AFLP, ITS, D2D3, COIll e Hsp90.

e Estudar o espectro de resisténcia de cultivares de cafeeiros disponiveis no
Brasil: Apoatd IAC 2258, IAPAR 59, IPR 99, IPR 100, IPR 102, IPR 103, IPR 105, IPR
106, IPR 107, IPR 108, MG 0294 pL.1 R1, MG 0179 pL.3 R1 e MG 0179 pL.1 R1 a M.
izalcoensis.

e Analisar a reagdo de hospedabilidade de diferentes espécies botanicas em
hospedar M. izalcoensis, incluindo plantas de cobertura de cultivo intercalar e espécies

botanicas conhecidas como antagonistas aos NGs e outros nematoides.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cultura do cafeeiro

3.1.1 Caracteristicas botanicas

Os cafeeiros sdo arvores e arbustos perenes que pertencem a divisao das Fanerégamas,
classe Angiosperma, subclasse Eudicotiledonea, ordem Rubiales, familia Rubiaceae,
subfamilia Ixoroideae, tribo Coffeae DC. e sub-tribo Coffeinae (Bridson & Verdcourt, 1998;
Souza et al., 2015). Antigamente, os cafeeiros pertenciam ao género Psilanthus Hook. f (20
espécies), porém foram incluidos no género Coffea, aumentando o numero de espécies de 104
para 124 (Davis et al., 2006; 2010; 2011; Villain et al., 2018).

O género Coffea é agrupado em quatro secc¢des: Argocoffea, Eucoffea, Mascarocoffea
e Paracoffea (Chevalier, 1942). A secdo Eucoffea retne as espécies mais importantes de
cafeeiros, como por exemplo, C. arabica e C. canephora (Guerreiro Filho et al., 2007). Esta
secao é também dividida em cinco subsecdes: Erytrocoffea, com frutos de coloracdo vermelha,
incluindo as espécies C. arabica, C. canephora e C. congensis Froehner; Melanocoffea, com
frutos pretos, por exemplo, C. stenophylla G. Don; Nanocoffea, com espécies de plantas
pequenas e arbustivas, como C. humilis A. Chev. e C. brevipes Hiern; Pachycoffea, com
espécies arbdreas, como C. liberica Hiern; e Mozambicoffea, como as espécies C. zanguebarie
Lour., C. racemosa Ruiz & Pav., C. salvatrix Swynnerton & Phillipson, C. eugenioides S.
Moore (Chevalier, 1947; Berthaud & Charrier, 1985).

Os cafeeiros possuem madeira dura e densa, dois tipos de ramificacéo (plagiotropica e
ortotropica), inflorescéncias axilares pareadas, caliculo presente e geralmente visivel, célice
truncado a ondulado, ou levemente lobado, flores hermafroditas, corolas brancas ou raramente
roseas, e botdes florais com pétalas sobrepostas e contorcidas para a esquerda (Souza et al.,

2015). Essas plantas caracterizam-se por apresentar fruto simples, derivado de um ovario,



classificado como drupaceo, carnoso e contém um carogo (Melo & Sousa, 2011). O fruto
contém duas sementes plano-convexas, sulcadas longitudinalmente em sua face plana, que
constituem os grdos caracteristicos do café (Davis et al., 2006; Maurin et al., 2007).
Morfologicamente, o fruto possui um pedinculo curto, oval e eliptico, com superficie lisa e
brilhante, apresentando coloracdo verde quando imaturo, e podendo evoluir para vermelho ou
amarelo ap0s a maturacéo, o que varia de acordo com a cultivar (Carvalho & Monaco, 1965).

Apesar do género Coffea apresentar 124 espécies, apenas C. arabica e C. canephora
sdo cultivadas em escala global. Todas as espécies de café sao diploides, ou seja, possuem 22
cromossomos somaticos (2n = 2x = 22), exceto C. arabica, que € a Unica espécie tretraploide
do género, com 44 cromossomos (2n = 4x = 44) (Villain et al., 2018). O cafeeiro é um arbusto
perene, que sob crescimento livre pode chegar a 4-6 m de altura para C. arabica e 8-12 m para
C. canephora, e 0 amadurecimento dos frutos em 7-9 (C. arabica) a 9-11 (C. canephora)
meses a partir da data de floracdo, dependendo da variedade e ambiente (Lashermes et al.,

2008).

3.1.2. Origem e adaptacao das principais espécies de café

3.1.2.1 Coffea arabica

Considerada a principal espécie de café produzida no mundo, Coffea arabica L. é
originaria da regido montanhosa e de clima ameno da Etidpia, sendo resultante do cruzamento
natural de duas espécies: a espécie silvestre Coffea eugenioides S. Moore (diploide) e Coffea
canephora Pierre ex A. Froehner (diploide) (Lashermes et al., 1999, 2008; Alves et al., 2019).
Apresenta apenas um caule ortotrdpico, enquanto sdo multiplos para C. canephora (Villain et
al., 2018). Caracteriza-se por ser autofértil e autocompativel, sendo 90% ou mais de seus gréos
formados por autofecundacdo (autogamia) e os remanescentes (10%) oriundos da polinizacdo

cruzada (alogamia) por outras plantas, favorecida pela gravidade, vento e insetos,



principalmente as abelhas (Fazuoli et al., 1991, 2000; Medina Filho & Bordignon, 2007). As
cultivares comerciais do cafeeiro arabica apresentam pouca variabilidade genética e sdo
comercialmente propagadas por sementes (Souza et al., 2015; Ferrdo et al., 2021). Isso
possibilita a manutencdo das caracteristicas genéticas desejaveis economicamente, mas, por
outro lado, permite que essa espécie apresente maior suscetibilidade a pragas e doencas (Ferrao

etal., 2010).

3.1.2.2 Coffea canephora

O cafeeiro da espécie C. canephora, conhecido como café Conilon, € originaria das
florestas baixas da Africa equatorial, sendo cultivado em paises da Africa Central e Ocidental,
sudeste da Asia e América do Sul (Souza et al., 2015). No Brasil, as variedades de C.
canephora que apresentam maior porte e vigor também sdo chamadas de ‘Robustas’, em
contraste com as mais compactas, que sdo chamadas de ‘Conilon’ (Souza et al., 2015). Logo,
o nome “robusta” deriva da expressdo rusticidade e pelo fato de apresentar resisténcia a
doencas das plantas (Ferrdo et al., 2007).

Coffea canephora produz grdos menos aromaticos, com elevado teor de cafeina, e que
guando torrados produzem uma bebida diferenciada (Souza et al., 2004). Possui natureza
alégama e alta diversidade fenotipica em relacdo a algumas caracteristicas da planta, por
exemplo, ciclo de maturagéo, tamanho do fruto e da semente, entre outros (Gongalves et al.,
2021). Por apresentar polinizacdo cruzada, possui grande variabilidade genética, e por isso ndo
se recomenda utilizar sementes de uma Unica planta matriz, ainda que tenha caracteristicas
desejaveis (Melo & Sousa, 2011). Essa caracteristica de autoincompatibilidade faz com que as
populacbes dessa espécie, inclusive cultivares, sejam extremamente desuniformes quando
obtidas por sementes, em funcdo da elevada heterozigose apresentada pelas plantas individuais,
gerando ampla segregacdo na descendéncia, como por exemplo, a presenca de frutos em

diferentes graus de maturacéo (Melo & Sousa, 2011).



Todavia, vale ressaltar que variabilidade genética é uma ferramenta fundamental para
0s programas de melhoramento na cultura do café (Valois et al., 2001). A grande variabilidade
entre e dentro das populacdes naturais de C. canephora faz dessa espécie uma excelente fonte
de alelos para o desenvolvimento de novas cultivares, bem como, para o melhoramento de C.
arabica (Souza et al., 2015). De acordo com Lashermes et al. (2000), acessos do Hibrido de
Timor e C. canephora representam valorosas fontes de resisténcia para o melhoramento
genético, visando resisténcia aos NGs e a ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix Berk. &
Broome). Por esses motivos, embora C. canephora possa ser multiplicada por sementes, é
preferencialmente propagada por estacas obtidas de plantas matrizes superiores, mantidas em
jardins clonais (Padilha et al., 2007). A propagacdo vegetativa de plantas selecionadas ¢é de
grande interesse, como forma de uniformizar as lavouras, para a obten¢do de “cultivares
clonais” (Melo & Sousa, 2011). Jardins clonais sdo campos de producdo de estacas para a
formacdo de mudas das variedades clonais e que devem ser implantados visando a maxima

producdo de ramos ortotrépicos que se transformardo em mudas (Ferrdo et al., 2012).

3.1.3 Importancia nutricional, social e econémica da cafeicultura no Brasil

O café é uma planta exotica no Brasil que apresenta relevante importancia econémica
e social, devido a grande capacidade de geracdo de empregos e distribuicdo de renda na
agricultura (Oliveira et al., 2021). Do ponto de vista alimenticio, o café ¢ uma bebida
considerada saudavel e rica em propriedades nutricionais (Encarnacdo & Lima, 2003). O gréo
possui de 1 a 2,5% de cafeina, é rico em antioxidantes e outras substancias biologicamente
ativas (César et al., 2013). Além disso, é rico em sais minerais (3 a 5%), como Potéassio,
Magnésio, Calcio, Sodio, Ferro, Manganés e Cobre, bem como contém quantidade de lipideos
(10 a 20%), agucares (35 a 55%) e aminoacidos (2%), substancias importantes como fontes de
energia, e também &cido clorogénico e niacina ou vitamina PP — vitamina do complexo B

(0,5%) (Encarnacdo & Lima, 2003).



A cultura do café foi introduzida no Brasil no inicio do século XVIII, em 1727,
proveniente de Caiena, Capital da Guiana Francesa, pelo sargento-mor Francisco de Mello
Palheta, que introduziu pequena gquantidade de sementes e mudas na regido Norte do Pais, em
Belém, no estado do Para, iniciando assim o cultivo de café no Brasil (Rufino, 2006; Mendes
et al., 2007a). Porém, o cafeeiro ndo apresentou boa adaptacdo na regido amazonica, devido as
condicgdes naturais que ndo eram favoraveis (Nagay, 1999). O café foi entdo levado para o
Maranhdo e posteriormente para o Rio de Janeiro, onde se difundiu rapidamente, sendo
considerada por muito tempo, a cultura principal no estado. O cultivo do cafeeiro alcancou
depois os estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Parana (Mendes et al., 2007a). Apds a migracao
da cultura para as regides sudeste e sul, a cafeicultura evoluiu rapidamente e passou a ocupar
um relevante espaco na economia nacional (Rufino, 2006).

Atualmente, os paises que apresentam maior producdo de café no mundo sdo Brasil,
Vietnd e Coldmbia, respectivamente, enquanto a Unido Européia e os Estados Unidos da
Ameérica sdo 0s maiores consumidores e importadores (FAO, 2021; Agéncia Gov, 2024). A
cafeicultura é uma atividade agricola que contribui expressivamente para 0 agronegocio
brasileiro. Estima-se o envolvimento de cerca de 290 mil produtores em aproximadamente
1.900 municipios, que se distribuem em 15 estados: Acre, Bahia, Ceard, Espirito Santo, Goias,
Distrito Federal, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Pard, Parand, Pernambuco,
Rio de Janeiro, Rondénia e S&o Paulo (Brasil, 2016; Mapa, 2022). A erradicagdo de areas
pouco produtivas, investimento em novas tecnologias, caracteristicas climaticas favoraveis e
manejo dos efeitos fisioldgicos foram fatores importantes que promoveram a melhoria no
incremento da produtividade do café na safra 2020 (CONAB, 2020). Na safra 2024, a producéo
do café arabica foi estimada em 42,10 milhdes de sacas de café beneficiado, e a producéo do
café conilon estimada em 16,7 milhdes de sacas (CONAB, 2024). Nesse periodo, a area

destinada a cafeicultura nacional foi de 1,9 milhdes de hectares para lavouras em producéo
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(CONAB, 2024).

Nesse cenario, Minas Gerais destaca-se como maior produtor brasileiro, possuindo
maior area em producdo e formacdo de café, com 1,10 milhGes de hectares na safra 2024,
correspondendo a 58,37 % da area ocupada com café ardbica em ambito nacional (CONAB,
2024). O café ¢é o principal produto da pauta de exportacdes do agronegocio de Minas Gerais,
contribuindo para a geracdo de emprego e renda para agricultores mineiros (Mesquita et al.,
2016). No ranking de produtividade, o estado Espirito Santo (principal produtor de conilon)

ocupa o segundo lugar, seguido por Sdo Paulo (CONAB, 2024).

3.2 Cultivares de cafeeiro

No Brasil, diferentes programas de melhoramento genético desenvolvidos pelas
instituicbes que pesquisam café no Brasil tém desempenhado papel importante no
desenvolvimento de cultivares de cafeeiros com varios atributos positivos de interesse dos
produtores rurais e do mercado, entre os quais, maior produtividade, tolerancia e resisténcia a
pragas e doencas, producdo de grdos com alta qualidade e plantas mais adaptadas as condicdes
climaticas das diferentes regides cafeeiras do pais (Guerra et al., 2021). Um dos principais
desafios é desenvolver cultivares de café arabica com produtividades superiores as cultivares
tradicionais, como as dos grupos Catuai e Mundo Novo, que sdo as mais cultivadas no Brasil
(Chalfoun & Reis, 2010). Elas apresentam alta produtividade e ampla adaptabilidade no pais
(Seraetal., 2017).

Na escolha da cultivar a ser implementada no empreendimento rural devem-se levar
em consideracdo alguns aspectos, como: porte e arquitetura da planta, indices de produtividade,
qualidade de bebida, toleréncia a pragas e doengas, adaptabilidade as condigdes climéticas do
local, além do nivel tecnoldgico a ser adotado (Mesquita et al., 2016). Atualmente, no Brasil
171 cultivares estdo registradas no Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento —
MAPA , em que cada uma retiine uma série de caracteristicas desejaveis (Mesquita et al., 2016;
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MAPA, 2024).

3.2.1 Amphillo

O cafeeiro Amphillo representa um grupo de plantas originadas de sementes coletadas
em Amphillo, na Etidpia, onde é amplamente cultivado (Fazuoli, 1986). Inicialmente foi
estudado no CATIE (Centro Agronémico Tropical de Investigacdo e Educacdo Superior)
(Fazuoli, 1986) e posteriormente, mudas foram introduzidas no Brasil em 1953 pelo IAC
(Instituto Agronémico de Campinas), onde foi realizado um experimento para avaliar suas
caracteristicas gerais, resultando na selecdo da melhor progénie identificada como IAC 1167-
19, que apresenta caracteristicas agronémicas desejaveis (Salgado et al., 2022).

Em 2004, progénies F3 dos cruzamentos Catuai Vermelho x Amphillo MR 2-161 e
Catuai Vermelho x Amphillo MR 2-474 foram introduzidos no Banco Ativo de Germoplasma
de Café da EPAMIG (Banco Ativo de Germoplasma — BAG) no Campo Experimental de
Patrocinio, MG, denominados MG 0179 e MG 0185, respectivamente (Salgado et al., 2022).
De acordo com Salgado et al. (2014), as linhagens 16-6-1, descendentes de MG 0179-1-R1, e
29-2-1, descendentes de MG 0185-2-R2, e outras, foram indicadas como genotipos promissores
segundo avaliagbes quanto a producdo dos primeiros frutos, vigor vegetativo e provavel
resisténcia a M. paranaensis. Por exemplo, Peres et al. (2017) confirmaram a resisténcia a M.
paranaensis em condigOes controladas de casa de vegetacdo. Ainda nessa mesma propriedade,
surgiram as cultivares MGS Guaigara (progénie MG 0179-1-R1-16- 6-1-10-7-11) e MGS
Vereda (progénie MG 0185-2-R2-29-2-1-11-7-11), que sdo resistentes a M. paranaensis
(Salgado et al., 2022).

Peres e colaboradores (2017) avaliaram 18 gendtipos de C. arabica pertencentes ao
Banco de Germoplasma da EPAMIG — Lavras MG e observaram que seis acessos pertencentes
ao grupo Amphillo, cinco resultantes do cruzamento entre Catuai Vermelho x Amphillo MR
2-161 e um resultante do cruzamento de Catuai Vermelho x Amphillo MR 2-474 foram
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resistentes a M. incognita raca 1. Em relacdo a resisténcia a M. paranaensis, quatro acessos
resultantes do cruzamento de Catuai Vermelho x Amphillo MR 2-161 e um acesso resultante

do cruzamento de Catuai Vermelho x Amphillo MR 2-474 foram resistentes a esse nematoide.

3.2.2 Hibrido de Timor

O Hibrido de Timor é resultante de um cruzamento natural entre C. arabica e C.
canephora, identificado por volta de 1917, proveniente de uma plantacdo de C. arabica no
Timor-Leste (Mendes et al., 2007b). Pesquisadores da Universidade Federal de Vigosa
iniciaram os estudos dessa populacdo quando o clone CIFC 4106 foi introduzido no
Departamento de Fitopatologia da UFV, em 1976, com registro de UFV 516, que em conjunto
com a EPAMIG, vem sendo estudado até os dias atuais (Mendes et al., 2007b). Por ser
considerado um genotipo de interesse para 0 melhoramento genético do cafeeiro como fonte
de resisténcia a ferrugem, antracnose, bacterioses e M. exigua, tem sido utilizado para a
obtencdo de vérias populagdes de cafeeiros resistentes a ferrugem, como no caso do Catimor,

Sarchimor, Cavimor, Cachimor, Blumor e outros (Mendes et al., 2007b).

3.2.3 Mundo Novo (Cultivares do Grupo Mundo Novo)

E resultante de um cruzamento natural entre as cultivares Sumatra e Bourbon
Vermelho, encontrada no municipio paulista de Mineiros do Tieté (Fazuoli et al., 2008).
Sementes de um desses cafeeiros foram plantadas no municipio de Mundo Novo (hoje Urupés-
SP), onde foram selecionadas as plantas matrizes que deram origem a cultivar Mundo Novo
(Fazuoli et al., 2008). Foram realizadas sele¢des de varias plantas matrizes entre os anos de
1943 a 1952, e posteriormente, selecBes entre e dentro das progénies, procurando-se eliminar
varios dos defeitos observados na populagdo (Fazuoli et al., 2008). Progénies selecionadas,
entdo denominadas Mundo Novo, foram multiplicadas para serem distribuidas aos agricultores

a partir de 1952, e novas selecdes foram liberadas pelo IAC a partir de 1977 (Fazuoli et al.,
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2008). No entanto, as cultivares do grupo Mundo Novo tém a desvantagem de serem
suscetiveis a ferrugem, a nematoides e outras doencas (Pereira & Baiao, 2015), e 0 porte

elevado dessas plantas dificulta a colheita mecanizada.

3.2.4. Catuai (Cultivares do Grupo Catuai)

O termo Catuai, em tupi-guarani, tem significado de “muito bom” (Fazuoli et al., 2008).
Os cruzamentos realizados em 1949 entre as cultivares de C. arabica Caturra Amarelo IAC
476-11 e Mundo Novo IAC 374-19, seguidas de diversas selecdes, viriam a gerar em 1972 as
cultivares do grupo Catuai, cujas caracteristicas incorporam rusticidade, alta producdo, porte
reduzido e boa qualidade de bebida (Carvalho & Monaco, 1972). O cruzamento inicialmente
realizado no IAC em 1949 tinha o objetivo de transmitir os alelos responsaveis pelo porte
reduzido de Caturra Amarelo (CtCt) para a cultivar Mundo Novo (Carvalho & Monaco, 1972).
Na progénie H2077-2-5 selecionaram-se plantas com frutos de cor vermelha e cor amarela,
dando origem as cultivares Catuai Vermelho e Catuai Amarelo. Assim como as cultivares do
grupo Mundo Novo, as do grupo Catuai também sdo sucetiveis a ferrugem e a nematoides

(Pereira & Baiao, 2015).

3.2.4.1 Catuai amarelo 62: Apresenta porte baixo, frutos de cor amarela, matura¢do dos frutos
média a tardia e desuniforme, sementes de tamanho medio, internddios curtos, ramificagdo
secundaria abundante, bienalidade de producéo, peneira média acima de 16, 6tima qualidade de
bebida, possui suscetibilidade a ferrugem, sendo indicada para plantios adensados (Ferrao et al.,
2009; IAC, 2022). E uma das cultivares mais plantadas no Brasil e possui 75% da genética do

café Bourbon em sua formacéao (IAC, 2022).

3.2.4.2 Catuai vermelho IAC 99: Apresenta porte baixo, frutos de cor vermelha de maturacdo

desuniforme média a tardia, internddios curtos, ramificacdo secundaria abundante, maturacdo
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dos frutos média e desuniforme, bienalidade de producéo, peneira média acima de 16, 6tima
qualidade de bebida, possui suscetibilidade a ferrugem, sendo indicada para plantios adensados
(Ferrdo et al., 2009; IAC, 2022). E uma das cultivares mais plantadas no Brasil e também

possui 75% da genetica do café Bourbon em sua formacéo (IAC, 2022).

3.2.4.3 Catuai vermelho IAC 144: Apresenta porte baixo, frutos de cor vermelha de maturacéo
desuniforme média a tardia, internddios curtos, ramificacdo secundaria abundante, bienalidade
de producao, peneira média acima de 16, 6tima qualidade de bebida, possui suscetibilidade a
ferrugem, sendo indicada para plantios adensados (Ferréo et al., 2009; IAC, 2022). E uma das
linhagens da cultivar Catuai mais plantadas no Brasil e possui 75% de participacdo do café

Bourbon em sua formacéo (IAC, 2022).

3.2.5. Cv. Apoata IAC 2258

Os cafeeiros da cultivar ‘Apoata IAC 2258’ se caracterizam por serem multicaules,
muito vigorosos e possuirem robusto sistema radicular, dai 0 nome dado a cultivar Apoata,
palavra que em tupi-guarani significa “raiz forte” (Fonseca et al., 2007). Apresenta ainda
resisténcia aos nematoides M. exigua, M. paranaensis e a algumas racas de M. incognita, com

sistema radicular vigoroso e abundante (Carneiro & Santos, 2022; IAC, 2022).

3.2.6. ‘ES8161 Goytaca’ (Clone 14)

Recentemente, o clone 14 foi lancado pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural (INCAPER) como cultivar denominada ‘ES8161 Goytaca’ (Lima et
al., 2022). Por apresentar polinizacdo aberta/natural, os progenitores séo desconhecidos. Essa
cultivar caracteriza-se pela rusticidade no campo e tolerdncia a seca, conseguindo manter a
producdo regular e constante mesmo em condic¢des adversas de déficit hidrico e temperaturas

elevadas. Segundo Pinheiro et al. (2005) o clone 14 apresentou crescimento radicular com
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maior profundidade quando comparado a outros dois clones sensiveis ao estresse, onde as
raizes foram encontradas mais proximas a superficie. Clones de C. canephora com melhor
rendimento e estabilidade durante a seca, ou com capacidade de sobreviver a episddios de seca
em situacGes mais restritas do uso da agua, podem apresentar grande valor para a cafeicultura
(Vinecky et al., 2008). No entanto, em funcéo da ndo possibilidade de indicacdo do genotipo
per si, devido a autoincompatibilidade genética da espécie, essa cultivar € indicada como porta-
enxerto, sendo recomendada preferencialmente para areas infestadas ou com histérico de NGs,
por apresentar potencial de resisténcia multipla as espécies M. exigua, M. incognita e M.
paranensis em cafeeiros (Carneiro et al., 2009; Lima et al., 2015; Lima et al., 2022). Para a
implantacdo de lavouras, mudas da cultivar ES8161 Goytaca sdo propagadas por estaquia e em
seguida devem ser selecionados os materiais genéticos que serdo enxertados (copa) na cultivar

porta-enxerto (Lima et al., 2022).

3.2.7 IAC125RN

A cultivar ‘TAC 125 RN’ ¢ originada do cruzamento de ‘Villa Sarchi” CIFC H361/4 (Coffea
arabica) e ‘Hibrido de Timor CIFC 832/2’ ¢ possui resisténcia a M. exigua e a ferrugem (Fazuoli
et al., 2018; Salgado et al., 2021). Apresenta alta produtividade, boa qualidade de bebida, porte
baixo, internodios curtos, brotos novos de coloragdo verde, frutos grandes, vermelhos e de
maturacdo precoce a média, sementes com peneira média 17, resisténcia as duas racas do
nematoide M. exigua e & ferrugem (Salgado et al., 2021; IAC, 2022). E uma cultivar exigente
em nutricdo, mais sensivel a seca do que a cultivar Catuai Vermelho IAC 144, sendo indicada
para solos com alta fertilidade, cultivos adensados, particularmente para cultivos irrigados, e
regides com altitudes mais elevadas e clima ameno, adequadas para o cultivo de C. arabica,

sem resgistro de periodos secos acentuados (Salgado et al., 2021; IAC, 2022).
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3.2.8 IAPAR 59

A cultivar ‘IAPAR 59’ ¢ originada do cruzamento de ‘Vila Sarchi’ CIFC 971/10 e Hibrido
de Timor’ CIFC 832/2 ¢ possui resisténcia a M. exigua e a ferrugem (Salgado et al., 2005; Muniz
et al., 2009; Salgado et al., 2021). Caracteriza-se por apresentar produtividade elevada, boa
qualidade de bebida, porte e diametro de copa inferiores a ‘Catuai vermelho’, brotos de cor
predominante bronze, com pequeno percentual de brotos verdes, frutos vermelhos, maturacéo
precoce a média, peneira média acima de 16, € preferencialmente indicada para regifes mais frias,
de maior altitude e chuvosas, e para solos mais férteis, devendo ser plantada apenas nos sistemas

de plantio andensado ou superadensado (Ferréo et al., 2009; Salgado et al., 2021).

3.29 IPR99

IPR 99 ¢ derivada do cruzamento entre “Villa Sarchi CIFC 971/10” ¢ “Hibrido de Timor
CIFC 832/2” (hibrido interespecifico entre C. arabica e C. canephora), realizado no Centro de
Pesquisa de Ferrugem do Cafeeiro — CIFC) em Portugal, onde foi nomeado HW 361 (Sera et al.,
2013a). Essa cultivar caracteriza-se por possuir porte baixo, qualidade de bebida especial, alta
produtividade nas regides cafeeiras mais frias e mais quentes do Parana, apresenta resisténcia
a mancha angular, resisténcia parcial a ferrugem, maturacdo dos frutos semi-tardia, e em
condicBes de campo, resisténcia parcial a necrose e mumificacdo de frutos jovens (Sera et al.,
2005; Sera et al., 2013a). Além disso, possui resiténcia a M. exigua (Barrantes et al., 2020) e

resisténcia parcial em baixo nivel a raga 1 de M. incognita (Kanayma et al., 2009).

3.2.10 IPR 100

A cultivar ‘IPR 100’ é derivada do cruzamento de Catuai (“Catuai” x genoétipo de café
da séric ‘BA-10") e C. liberica Hiern, e possui resisténcia a M. incognita, M. paranaensis
(Salgado et al., 2021) e M. exigua (Barrantes et al., 2020). Apresenta alta qualidade de bebida, alta

produtividade, rusticidade, porte médio, frutos maduros de coloragéo vermelha, maturacdo tardia,
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adaptacdo a altas temperaturas, baixas altitudes e solos pobres, sendo recomendada para areas
menos sujeitas a geadas, mesmo podendo apresentar altas produtividades em regides mais frias

(Salgado et al., 2021).

3.2.11 IPR 102

IPR 102 é derivada do cruzamento entre plantas de “Catuai” ¢ “Icatu”, realizado no IAC,
em 1972. Essa cultivar apresenta alta produtividade, ampla adaptabilidade, rusticidade e difere das
cultivares Catuai por ser resistente ao crestamento bacteriano, moderadamente resistente a

ferrugem (Sera et al., 2017) e resistente a M. exigua (Barrantes et al., 2020).

3.2.12 IPR 103

A cultivar ‘IPR 103’ ¢ derivada do cruzamento entre cafeeiros dos grupos ‘Catuai’ e
‘Icatu’, realizado pelo IAC em 1972, no qual foram incorporadas algumas caracteristicas por
introgresséo de genes de C. canephora de ‘Icatu’ (Sera et al., 2013b; Oliveiraet al., 2021). Em
1977, foi introduzido pelo IAPAR sob a denominacéo de IAC H 9878-EP 187 ¢.582, que
passou a ser denominada IAPAR 77054, e por meio do método genealdgico, foi selecionada a
progénie IAPAR 77054-40, que deu origem a progénie Fs IAPARLF 77054-40-10 (Fazuoli et
al., 2008). Essa cultivar caracteriza-se por apresentar elevada produtividade, rusticidade, porte
médio similar a ‘Catuai’, alto vigor vegetativo, grande ramificacdo plagiotropica secundaria,
rusticidade, sementes com tamanho médio, matura¢do mais tardia que ‘Catuai’ e pouco
desuniforme, frutos maduros com coloragéo vermelha, brotos de cor bronze-claro, moderada
resisténcia a ferrugem do café e resisténcia a necrose e mumificacdo dos frutos (antracnose) é
recomendada para sistemas de plantio semi-densos e densos, em areas de temperaturas mais
baixas e mais altas com média anual entre 19 e 23 °C (Sera et al., 2013b; Oliveira et al., 2021).
No entanto, apesar de possuir ampla adaptabilidade a varias regides cafeeiras, & mais indicada

para regides mais quentes (Oliveira et al., 2021). Possui resisténcia a M. exigua (Barrantes et
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al., 2020) e resisténcia parcial em baixo nivel a raca 1 de M. incognita (Kanayma et al., 2009).

3.2.13 IPR 105

A cultivar ‘IPR 105’ ¢ derivada do cruzamento entre ‘Catuai Vermelho IAC 81° ¢
progénie do cruzamento entre ‘Catuai Vermelho IAC 81’ x IAC 1110-8 (BA-10) realizado
pelo IAC, e foi desenvolvida pelo IDR-Paranad (Carvalho et al., 2022). Caracteriza-se por
apresentar porte baixo, didmetro da copa médio, folhas jovens (brotos) com coloracdo bronze,
frutos maduros vermelhos, grao de tamanho médio, vigor vegetativo alto, qualidade de bebida
regular, maturacdo tardia, produtividade muito alta, parcialmente resistente a ferrugem,

mancha-aureolada e & mancha de Phoma.

3.2.14 IPR 106

A cultivar ‘IPR 106’ apresenta alta produtividade, boa qualidade de bebida, porte médio,
frutos maduros de coloracdo amarela, maturacéo tardia e resisténcia a M. paranaensis e M.
incognita, sendo indicada para regifes aptas ao cultivo de café ardbica com temperatura média

anual entre 20 e 23 °C (Sera et al., 2020; Salgado et al., 2021).

3.2.15 IPR 107

A cultivar ‘IPR 107’ ¢ derivada do cruzamento entre ‘lapar 59’ ¢ ‘Mundo Novo [AC
376-4’ realizado pelo IDR-PR (Carvalho et al., 2022). Esta cultivar apresenta porte médio,
qualidade superior e alto rendimento em varias regides cafeeiras, precocidade no
amadurecimento, total resisténcia a ferrugem (Sera & Sera, 2013) e também resisténcia a M.

exigua (Barrantes et al., 2020).

3.2.16 IPR 108

A cultivar ‘IPR 108’ ¢ derivada do cruzamento entre ‘Iapar 59’ e ‘Catuai Vermelho IAC
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99’ x ‘Icatu de porte baixo’, realizado pelo IDR-Parana (Carvalho et al., 2022). Apresenta porte
baixo, alto vigor vegetativo, qualidade de bebida diferenciada, diametro grande da copa, folhas
jovens com coloracdo verde e bronze, fruto de coloracdo amarela, grdo grande e época de
maturacdo tardia, parcialmente resistente a ferrugem, e suscetivel a M. paranaensis e M.

incognita (Carvalho et al., 2022).

3.3 Meloidogyne spp. na cultura do cafeeiro

Os nematoides sdo organismos pseudocelomados, ndo segmentados, de simetria
bilateral, oviparos, dioicos (machos e fémeas), com sistemas digestivo e reprodutivo
completos, sendo encontrados na agua, solo, matéria organica em decomposicdo, se
alimentando de organismos como bactérias, fungos, nematoides e, parasitando plantas
(fitoparasitas) e animais (zooparasitas) (Cares et al., 2012). Os fitoparasistas constituem-se
fator limitante a produtividade agricola de varias culturas, dentre elas o café, podendo acarretar
Sérios prejuizos econémicos.

Os nematoides pertencentes ao género Meloidogyne, também conhecidos como
nematoides-das-galhas, é considerado o grupo de fitonematoides mais importante em todo o
mundo, devido a sua vasta distribuicdo, ampla gama de hospedeiros e danos severos que
causam as principais culturas de importancia econémica (Jones et al., 2013). Provavelmente,
se trata dos patdgenos mais prejudiciais que afetam o café, especialmente na América Latina
(Villain, et al., 2018). O café é afetado por Meloidogyne spp. durante todo seu ciclo no campo,
comprometendo o desenvolvimento da raiz e podendo ocasionar a morte das plantas (Salgado
etal., 2021).

Os NGs mais bem-sucedidos na natureza, caracterizam-se por serem endoparasitas
sedentarios, passando grande parte da sua vida alimentando-se de células da raiz no mesmo
local (sitio de alimentacdo) (Salgado & Rezende, 2010; Salgado et al., 2011). Esses, pertencem
ao Filo Nematoda, classe Chromadorea, ordem Rhabditida, Subordem Tylenchina, Infraordem
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Tylenchomorpha, Superfamilia Tylenchoidea e Familia Meloidogynidae (Karssen & Moens,
2006). Sdo cosmopolitas, polifagos e possuem dimorfismo sexual, caracterizado pela presenca
de fémeas obesas e machos vermiformes (Castagnone-Sereno et al., 2013; Ravichandra, 2014).

O género Meloidogyne possui cerca de 100 espécies descritas (Karssen et al., 2013), e
até o momento, 18 foram relatadas como parasitas do café (Carneiro & Cofcewicz, 2008;
Villain et al., 2018; Le et al., 2019; Trinh et al., 2019). Essas podem ser separadas em trés
categorias: maior importancia/prejudiciais e mais difundidas (M. exigua, M. paranaensis e M.
incognita); menor importancia e menos difundidas (M. africana Whitehead, 1960; M.
arabicida Lépez & Salazar, 1989; M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949; M. coffeicola
Lordello & Zamith 1960; M. daklakensis Trin et al., 2019; M. enterolobii Yang & Eisenback,
1983; M. hapla Chitwood, 1949; M. izalcoensis; M. kikuyensis De Grisse, 1961; M.
lopezi Humphreys-Pereira et al., 2014; M. megadora Whitehead, 1968; e M. moensi Le et al.,
2019); e espécies que ndo parasitam o café, mas que erroneamente foram relatadas parasitando
cafeeiros: M. javanica (Treub 1885) Chitwood, 1949; M. inornata Lordello, 1956; e M.
konaensis Eisenback, Bernard & Smitt, 1994) (Carneiro & Cofcewicz, 2008; Monteiro et al.,

2016; Carneiro & Santos, 2022).

3.3.1 Meloidogyne exigua

Meloidogyne exigua € a espécie tipo do género, a qual foi relatada pela primeira vez
em cafezais do Rio de Janeiro pelo naturalista Emilio Goldi em 1887. E 0 NGs com maior
distribuicdo mundial na cultura do café (Carneiro & Santos, 2022), encontrando-se amplamente
distribuido no Caribe e nas Américas do Sul e Central (Campos & Villain, 2005; Carneiro &
Cofcewicz, 2008; Villain et al., 2013). E a espécie mais disseminada, predominando em todos
0s principais estados produtores de café no Brasil, seguida por M. incognita e M. paranaensis
(Salgado et al., 2011). No pais, as perdas de produtividade sdo estimadas em até 45% (Barbosa
et al., 2004). Os nematoides da espécie M. exigua geralmente causam numerosas galhas
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pequenas, arredondadas ou alongadas, principalmente em raizes novas, e as massas de ovos

geralmente ndo sdo expostas (Carneiro & Santos, 2022).

3.3.2 Meloidogyne incognita

As espécies M. incognita e M. paranaensis Sd0 as que causam mais prejuizos ao
cafeeiro devido a agressividade, grande nimero de hospedeiros e alta persisténica no solo,
levando a destruicdo do sistema radicular e a morte da planta (Salgado et al., 2011, 2021). O
primeiro relato de M. incognita em cafeeiro na espécie C. arabica foi realizado por Chitwood
& Berger (1960) na Guatemala. No Brasil, a primeira ocorréncia desse nematoide em cafeeiros
foi observada no municipio de Pindorama, no estado de S&o Paulo por Lordello & Mello Filho
(1970). Embora essa espécie ocorra em varias areas de cultivo de café em todo o mundo,
atualmente o Basil € o Unico pais da América Latina em que ocorre a ampla distribuicdo de M.
incognita no cafeeiro, devido aos sintomas mais graves e as numerosas identificacOes
confiaveis baseadas em marcadores enzimaticos e moleculares (Campos & Villain, 2005;

Carneiro & Cofcewicz, 2008; Villain et al., 2018; Carneiro & Santos, 2022).

3.3.3 Meloidogyne paranaensis

Meloidogyne paranaensis é considerada uma das principais espécies de NGs que
parasitam a cultura do café, devido a sua importancia econémica no Brasil (Carneiro et al.,
1996, Carneiro & Santos, 2022). Foi descrita como nova espécie por Carneiro et al. (1996), a
partir do conhecido Meloidogyne bidtipo IAPAR ou raga 5 de M. incognita, cuja ocorréncia
até entdo era limitada aos estados do Parand e S&o Paulo. Sua distribuicdo é restrita as
Américas, incluindo o Brasil, Peru, Guatemala, Havai (Campos & Villain, 2005; Villain et al.,
2018) e México (Lopez-Lima et al., 2015). No Brasil, tem sido reportada principalmente nos
estados de S&o Paulo, Parana e Minas Gerais (Carneiro et al., 1996; Castro & Campos, 2004;

Campos & Villain, 2005; Souza et al., 2014; Salgado et al., 2015; Villain et al., 2018).
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As espécies M. paranaensis e M. incognita sdo as mais danosas ao cafeeiro por sua
agressividade, podendo levar a planta a morte em decorréncia da destruicdo do sistema
radicular (Campos & Villain 2005; Salgado & Rezende, 2010; Salgado et al., 2011). Os
sintomas em plantas infectadas por M. paranaensis incluem rachaduras no tecido radicular,
especialmente na raiz principal, manchas necréticas ao longo das raizes onde as fémeas estao
localizadas, clorose foliar, crescimento reduzido e morte, mas ndo ha a formacédo de galhas

tipicas do NGs (Carneiro et al., 1996).

3.3.4 Meloidogyne izalcoensis

Meloidogyne izalcoensis foi primeiramente descrita por Carneiro et al. (2005a)
parasitando cafeeiros na regido do vulcdo lzalco, Sonsonate, El Salvador. Posteriormente,
também foi identificado em raizes de cafeeiro no Quénia (Kabete) e Tanzania (Mufindi),
tornando-se o primeiro relato dessa espécie nesses paises e no continente Africano (Jorge
Junior et al., 2016). Além do cafeeiro, M. izalcoensis também foi detectada em outras culturas,
como repolho (Brassica oleracea var. capitata) em Benin (Cotonou), tomateiro (Solanum
lycopersicum L.) e pimentdo (Capsicum annuum L.) em Tindini e Kianga (Tanzania),
respectivamente (Jorge Junior et al., 2016).

No Brasil, a espécie M. izalcoensis foi detectada recentemente (Stefanelo et al., 2019)
em amostras de raizes de cafeeiro infectadas por esse nematoide que foram enviadas ao
Laboratorio de Nematologia da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasilia, DF
pelo IAC. Os nematoides foram extraidos das raizes infectadas e inoculados em cafeeiros da
cv. Mundo Novo. Em seguida, foram realizados estudos enzimaticos através do fenétipo de
esterase (Carneiro & Almeida, 2001) e moleculares com primers SCAR (Correa et al., 2013).
Estudos complementares com caracteres morfoldgicos possibilitaram a identificacdo da
espécie (Stefanelo et al., 2019).

Em relacdo a hospedeiros diferenciadores, Carneiro et al. (2005a) observaram que a
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populacéo proveniente de lzalco, El Salvador reproduziu-se no tomateito cv. Rutgers, tabaco
cv. NC95, pimentdo cv. California Wonder e melancia cv. Charleston Gray. Todavia, ndo foi
observada reproducdo em algoddo cv. Deltapine 61 e amendoin cv. Florunner. Embora a
espécie tenha sido descrita em 2005, é necessario que todos os estudos relacionados a
resisténcia de diferentes gendtipos de café ja estudados para outras espécies sejam realizados

para M. izalcoensis do Brasil.

3.3.5 Meloidogyne lopezi

Meloidogyne lopezi foi descrita como uma nova espécie de Meloidogyne em cafeeiro,
na Costa Rica, diferindo das outras espécies pela morfologia e fendtipos isoenzimaticos
(Humphreys-Pereira et al., 2014). No entanto, essa espécie apresenta relacdes filogenéticas
muito préximas com M. arabicida, M. izalcoensis e M. paranaensis (Humphreys-Pereira et al.,
2014). Estudos realizados por Carneiro et al. (2004) usando marcadores RAPD mostraram que
as espécies M. izalcoensis (Est S4) e M. lopezi (Est S2) sdo muito proximas, se agrupando com
100% de boostrap e se separando completamente das demais espécies do cafeeiro: M.

arabicida, M. paranaensis, M. incognita e M. exigua, entre outras.

3.4 Ciclo de vida de Meloidogyne spp.

O ciclo de vida dos NGs (Figura 1) é constituido pela fase de ovo, quatro estadios
juvenis (J1, J2, J3, J4) e adultos (Gheysen & Fennol, 2002). Inicia-se com a deposi¢ao dos ovos
pela fémea em geral proximo a superficie da raiz em uma massa gelatinosa constituida de uma
matriz de glicoproteinas (Agrios, 2005; Moens et al., 2009).

Os ovos sdo unicelulares e sua segmentacdo ocorre dentro de poucas horas apos a
oviposicdo, resultando em 2, 4, 8 e mais células, até a total formacao do juvenil de primeiro
estadio (J1) no seu interior (Saigusa, 1957). Esse, por sua vez, apds passar pela primeira ecdise

transforma-se no segundo estadio juvenil (J2) (Cares et al., 2012). Por acéo de diversos fatores
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fisicos e quimicos, como temperatura, umidade, aeracédo, disponibilidade de oxigénio e pH do
solo, os J2s eclodem e se movimentam por meio de um filme de agua entre as particulas de
solo, a procura de raizes novas, onde penetram proximo a sua extremidade por acdo mecanica
e quimica (Taylor & Sasser, 1983; Curtis et al., 2009; Salgado et al., 2021). Eles migram entre
as células até a regido meristematica, movem-se entre as células dos tecidos da raiz, em seguida
migram até a zona de elongacao, e atingem a regido do cilindro central onde estabelecem sitios
de alimentacdo no parénquima vascular, iniciando um complexo e intimo relacionamento com

a planta (Taylor & Sasser, 1983; Hunt & Handoo, 2009).
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Figura 1. Ciclo de vida do nematoide-das-galhas em raizes de cafeeiro. Fonte: modificada de
Agrios (1988).

Através do estilete os nematoides introduzem secre¢fes produzidas pelas glandulas
esofagianas, que causam um crescimento celular desordenado resultando na formacdo das
celulas nutridoras multinucleadas resultantes de endomitoses, também conhecidas como

células gigantes. O sitio de alimentac&o é constituido de cinco a sete células multinucleadas e
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sd0 responsaveis por nutrir os nematoides durante o seu desenvolvimento e reproducdo
(Einsenback & Triantaphyllou, 1991; Abad et al., 2003; Karssen & Moens, 2006; Hunt &
Handoo, 2009). Ao mesmo tempo ocorre intensa multiplicacdo celular (hiperplasia) resultando
na formacéo das galhas (Einsenback & Triantaphyllou, 1991; Karssen & Moens, 2006).

Em decorréncia da destruicdo das raizes novas ocasionadas pelo parasitismo de M.
incognita e M. paranaensis no cafeeiro, as fémeas dessas espécies sdo localizadas mais
internamente em raizes mais velhas (Salgado & Rezende, 2010; Salgado et al., 2021). Os
sintomas e sinais induzidos pelo NGs no cafeeiro variam dependendo da espécie de
Meloidogyne envolvida. Meloidogne exigua e M. izalcoensis induzem galhas arredondadas,
porém, M. exigua frequentemente produz massas de ovos internas, enquanto M. izalcoensis
produz massas de ovos externas ao sistema radicular (Mendes et al., 1977; Carneiro et al.,
2005a; Stefanelo et al., 2019). Meloidogyne coffeicola e M. paranaensis ndo induzem galhas,
e sim engrossamentos e rachaduras no tecido radicular (Carneiro et al., 1996; Souza, 2008), e
M. incognita provoca sintomas semelhantes aos de M. paranaensis, mas as massas de ovos
algumas vezes podem ser observadas como pequenos pontos escuros quase que totalmente

externas as raizes.

3.5 Identificacdo de espécies de Meloidogyne

Por vérios anos, o padrdo perineal e varios outros caracteres mofométricos e
morfolégicos das fémeas, machos e J2s foram utilizados como critérios Unicos na identificagdo
de varias espécies de Meloidogyne (Eisenback & Triantaphyllou, 1991). Desses, apesar do
aprimoramento de técnicas mais avangadas, a morfologia dos padrfes do perineo das fémeas e
o carater morfologico mais frequentemente utilizado em varios laboratérios no Brasil, para a
identificacdo das espécies de Meloidogyne, em funcéo do baixo custo e de ndo ser necessaria
a aquisicdo de nenhum equipamento adicional, além de um bom microscépio (Carneiro et al.,
2016; Ferraz & Machado, 2019).
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Embora a observacéo cuidadosa dos padroes perineais possa possibilitar a identificacdo
das espécies quando se tem experiéncia com Meloidogyne spp. (Ferraz & Machado, 2019),
atualmente ndo se recomenda o emprego dessa técnica isoladamente para identificacdo de
rotina, devido ao grande numero de identificacdes erroneas que vém sendo realizadas no Brasil
(Carneiro et al., 2016). Esse método requer larga experiéncia e comporta alto grau de
subjetividade, haja vista as semelhancas gerais existentes entre os padrdes perineais de algumas
espeécies (Ferraz & Machado, 2019).

A diagnose correta das espécies de Meloidogyne é de fundamental importancia para os
testes de resisténcia em programas de melhoramento vegetal e permite a escolha de medidas
de controle mais adaptadas a cada situacdo (Randig et al., 2004). A técnica de caracterizacdo
das esterases e a técnica PCR-SCAR sdo as mais precisas na identificacdo de espécies de
Meloidogyne presentes nos cafezais (Carneiro & Santos, 2022).

A eletroforese de isoenzimas € uma técnica baseada na migracao de moléculas proteicas
de acordo com a carga elétrica e seu peso molecular, e que apresenta relativa simplicidade,
seguranca, baixo custo, reprodutibilidade e rapidez (Ito et al., 2019). A identificacdo das
espécies através dos perfis de esterase de Meloidogyne spp. constituem-se numa das etapas
iniciais para estudos da diversidade, pois além da identificacdo é possivel verificar a presenca
de misturas de espécies e posteriormente realizar a purificacdo das mesmas, por meio da
multiplicagdo com as massas de ovos em hospedeiro suscetivel, geralmente o tomateiro
(Carneiro & Almeida, 2001; Carneiro et al., 2016; Carneiro & Santos, 2022).

Os fenotipos de esterase (Est) mostraram-se especificos sendo uma otima ferramenta
para identificar as principais espécies de Meloidogyne em varias culturas e no café, a saber: M.
incognita (Est 11, 12), M. paranaensis (Est P1) e M. exigua (Est E1, E2) (Carneiro et al., 2005b,
Carneiro et al., 2016). Villain e colaboradores (2013), analisando 11 perfis de esterase

identificaram nove espécies de Meloidogyne: M. exigua, M. arabicida, M. arenaria, M. hapla
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Chitwood, 1949, M. izalcoensis, M. paranaensis, M. morocciensis Rammah & Hirschmann,
1990, M. enterolobii e M. incognita, parasitando cafeeiros, em diferentes regides produtoras
da América Central: Guatemala, Costa Rica, El Salvador e Honduras. Todavia, vale ressaltar
que o uso de fémeas jovens ou adultas é uma das limitacGes dessa técnica pois exige que as
fémeas estejam em bom estado de conservacdo enzimatica (Carneiro & Cofcewicz, 2008).

As analises moleculares se tornaram importantes ferramentas no diagndstico de
nematoides, cujo avanco tem permitido a confirmacdo dos padrdes enzimaticos e maior
confiabilidade na identificacdo das principais espécies de Meloidogyne do cafeeiro (Salgado et
al., 2015). Segundo Randig et al. (2004) a conversdo dos marcadores RAPD em SCAR
(Sequence Characterized Amplified Region), termo cunhado por Paran & Michelmore (1993)
para definir marcadores RAPD cuja sequéncia interna tenha sido determinada, permitiram
compor primers mais longos, ricos em GC (guanina-citosina) e de sequéncia especifica para
identificacdo de Meloidogyne spp.

A técnica PCR-SCAR (Polymerase Chain Reaction) é um método que tem sido
utilizado com sucesso na diagnose de Meloidogyne spp. Primers SCAR foram desenvolvidos
com o objetivo de identificar as principais espécies do NGs na cultura do cafeeiro ocorrentes
no Brasil, mesmo em mistura na amostra e a partir de poucos individuos (Randig et al., 2002).
Randig e colaboradores (2002) desenvolveram os primers SCAR para identificacdo de M.
exigua (ex D15 F/R), M. incognita (incK 14F/R) e M. paranaensis (par C09 F/R), e
posteriormente Randig et al. (2004) otimizaram as condi¢es de PCR para detectar uma
mistura dessas espécies em uma PCR multiplex. Posteriormente, Correa et al. (2013)
desenvolveram primers espécie-especificos para a deteccéo de espécies presentes nas américas:
M. arabicida e M. izalcoensis. Todos esses primers foram referidos no kit diagnostico
SCAR/Café, que vem sendo utilizado no Brasil e na América Central (Carneiro et al., 2005b;

Lopez-Lima et al., 2015).
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Carneiro e colaboradores (2005b) comprovaram a eficiéncia dos fenotipos de esterase
e SCAR-Multiplex-PCR, ao realizar um levantamento utilizando ambas as técnicas
simultaneamente. Para M. izalcoensis (Est 14= S4) com quatro bandas (Rm: 0,86, 0,96, 1,24,
1,30), as duas técnicas sdo também muito precisas (Stefanelo et al., 2019). Lopez-Lima e
colaboradores (2015) detectaram M. paranaensis pela primeira vez no México, usando

marcadores SCAR descritos por Randig et al. (2002).

3.6 Resisténcia genética de cafeeiros a Meloidogyne spp.

Os nematoides sdo disseminados e introduzidos em lavouras cafeeiras principalmente
por material vegetal, &gua (irrigacdo e enxurradas) e solo contaminado aderido as maquinas e
implementos (Salgado et al., 2011). Como € praticamente impossivel erradicar 0os nematoides
da lavoura, 0 manejo deve ser considerado desde o inicio (Salgado et al., 2021). O manejo de
fitonematoides consiste na aplicacdo de varias taticas de controle que visam manter populacdes
de nematoides fitoparasitas em niveis abaixo do qual eles ndo causem danos econémicos
(Freitas et al., 2001).

O manejo de NGs em cafeeiro pode ser realizado principalmente com: escolha da
melhor area para o estabelecimento da cultura, sem nenhuma plantacéo de café por varios anos,
ou as usadas no cultivo de outras culturas de interesse econémico sem a infestacdo com 0s
nematoides do cafeeiro; plantio de mudas sadias e com certificado de sanidade, que ateste a
auséncia de nematoides; limpeza de méaquinas e implementos com jatos fortes de agua;
contencdo de enxurradas com construcdo de curvas de nivel, terracos ou bacias; adi¢do de
matéria organica; controle de plantas invasoras; destruicdo de plantas atacadas; alqueive;
aplicacdo de nematicidas; rotacdo de culturas em &reas onde os antigos cafeeiros foram
erradicados; e resisténcia genética (Campos, 1997; Campos & Villain, 2005; Salgado et al.,
2008; Salgado et al., 2011; Salgado et al., 2021).

O controle do NGs por resisténcia genética € um componente essencial de uma
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estratégia de manejo integrado de pragas, uma vez que o uso de cultivares ou porta-enxertos
resistentes € o método de controle mais eficaz, econdbmico e ambientalmente correto,
possibilitando a substituicdo de lavouras improdutivas e infectadas (Silva et al., 2007; Bertrand
& Anthony, 2008) e a manutencdo de populacdes do nematoide abaixo do nivel econémico de
dano (Gongalves & Silvarolla, 2001).

A resisténcia € um termo utilizado para descrever a capacidade de uma planta em
suprimir o desenvolvimento ou reproducdo do nematoide (Muniz et al., 2009) e tem sido
encontrada principalmente para os nematoides endoparasitas sedentarios, que possuem uma
interacdo altamente especializada com seus hospedeiros, especialmente os do género
Meloidogyne (Roberts, 2002). No entanto, o sucesso dessa pratica depende do conhecimento
das espécies, racas ou bidtipos dos nematoides presentes na area, pois a resisténcia é na maioria
das vezes especifica (Roberts et al., 1998).

Os mecanismos de defesa das plantas podem ser ativados em diversas fases do ciclo de
vida e do parasitismo do nematoide, desde a atracdo até a fase final de interacdo, afetando a
reproducdo do nematoide (Faria et al., 2003). As plantas suscetiveis permitem a penetracéo, o
desenvolvimento e a reproducao normal dos nematoides, enquanto nas plantas resistentes ou
imunes, ocorre a penetracdo dos juvenis na raiz, porém a reacao de hipersensibilidade no local
de infeccdo impede e/ou limita o desenvolvimento do nematoide e sua reproducdo no tecido
vegetal (Fonseca & Jaehn, 2000; Roberts, 2002; Salgado et al., 2011; Lima et al., 2015).

Segundo Roberts (2002) uma planta altamente resistente impede ou reduz
significativamente a reproducdo do nematoide, por outro lado, em plantas moderadamente
resistentes ocorre reproducdo intermediaria desses organismos; ja as plantas tolerantes
permitem o desenvolvimento e reproduc¢@o do nematoide, mas ndo sofrem danos significativos
nas suas funcgdes fisioldgicas, pois conseguem suportar ou tolerar as acfes parasitarias do

nematoide, sofrendo pouco ou com nenhum efeito do parasitismo, mesmo crescendo em solo

30



altamente infestado; as plantas intolerantes sdo severamente afetadas pelo parasitismo de
nematoides, refletindo no mau desenvolvimento, no qual ocorre reducdo no crescimento e
baixa produtividade da planta, com debilidade marcada pela drastica reducdo do sistema
radicular, que por sua vez contribui para a menor reproducédo do nematoide e morte da planta.

A reacdo de resisténcia pré-infectiva ocorre independente da infeccdo, impedindo o
nematoide de penetrar na superficie da raiz, enquanto a pos-infectiva, ocorre em resposta a
infeccdo pelo nematoide, como por exemplo, impedindo a formacdo ou a manutencao do sitio
de alimentacdo (Roberts et al., 1998). Estudos anteriores apontaram que a resisténcia do
cafeeiro aos nematoides do género Meloidogyne é do tipo pos-infectiva com reacdo de
hipersensibilidade (Anthony et al., 2005; Oliveira, 2006; Albuquerque et al., 2010; Limaetal.,

2015).

3.6.1 Cultivares de cafeeiros com resisténcia genética a Meloidogyne spp.

Embora existam poucas cultivares de café resistentes aos NGs no Brasil, esforcos tém sido
direcionados ao desenvolvimento de cultivares de café arabica com resisténcia a Meloidogyne spp.
(Salgado et al., 2021). A grande maioria das fontes de resisténcia aos NGs foram identificadas
em C. canephora (Bertrand et al., 2000), e em cafeeiros silvestres de C. arabica da Etiopia
(Anzueto et al., 2001; Boisseau et al., 2009). No entanto, apesar da maioria das cultivares
comerciais de C. arabica serem consideradas altamente suscetiveis a Meloidogyne spp.,
algumas apresentam resisténcia a nematoides. Por exemplo, a cultivar IPR 100, originaria do
cruzamento realizado entre cafeeiros do germoplasma Catuai (“Catuai” X genotipo de café da
série ‘BA-10") e C. liberica Hiern portadora de genes de resisténcia (Sera et al., 2007) é
resistente a M. exigua (Rezende et al., 2017), M. paranaensis (Santos et al., 2018) e M.
incognita (Carneiro & Santos, 2022). A cultivar IAC 125 RN, desenvolvida pelo Instituto
Agrondmico de Campinas possui resisténcia as ragas 1 e 2 de M. exigua (Fazuoli et al., 2018).

Dentre outras cultivares de C. arabica, ha ainda a Catigua MG3 (resitente a M. exigua), MG Vereda
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e MG Guaicara, ambas com resisténcia a M. paranaensis (Salgado et al., 2021).

Santos e colaboradores (2018) relataram resisténcia genética na cultivar IPR 100 de C.
arabica a sete populacdes de M. paranaensis provenientes de diferentes localidades do Brasil
e do mundo. Foram estudados trés perfis de esterases tipicos da espécie (Est P1, P2 e P2a) e a
resisténcia confirmou-se com baixos indices de segregacao. Progénies de cruzamentos entre as
cultivares Catuai e Amphilo também proporcionaram resisténcia contra M. paranaensis e M.
incognita em casa de vegetacdo (Peres et al., 2017) e teve excelente desempenho em area
infestada por M. paranaensis em Piumhi, MG, e ja estdo sendo validadas em outras regides do
Brasil. Esses gendtipos provenientes de cruzamentos com Amphilo, foram langadas como duas
cultivares — MG Vereda e MG Guaicara — ambas possuem excelentes caracteristicas
agrondmicas e resisténcia a M. paranaensis em condi¢des de casa de vegetacdo e campo
(Salgado et al., 2021).

A resisténcia a nematoides também foi encontrada em progénies derivadas do Hibrido de
Timor. Esse, por sua vez, é fenotipicamente semelhante a C. arabica, sendo considerado a principal
fonte de resisténcia contra a infeccdo de NGs usadas em programas de melhoramento de café
atualmente (Lashermes et al., 1999). A resisténcia encontrada em genétipos do Hibrido de Timor
é determinada por um gene principal derivado de C. canephora, a partir do qual o locus Mex-1 que
atribui resisténcia a nematoide foi identificado (Noir et al., 2003). Varias linhagens derivadas de
cruzamentos interespecificos entre C. arabica e C. canephora (Hibrido de Timor) mostraram
resisténcia a M. exigua, semelhante ao observado em C. canephora (Silvarolla et al., 1998;
Bertrand et al., 2001; Muniz et al., 2009). No estudo desenvolvido por Silva et al. (2007) as
progénies do Hibrido de Timor UFV 981, UFV 1266 e UFV 1848 nédo foram infectadas por
quaisquer das populacgdes de M. exigua avaliadas sendo classificadas como imunes.

Semelhante ao Hibrido de Timor, a cultivar IAPAR 59 (C. arabica x C. canephora)

apresenta resisténcia a M. exigua conferida pelo gene Mex-1 (Noir et al., 2003). No entanto, a
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resisténcia € do tipo monogénica e esse gene apresenta incompleta expressao de dominancia e
ndo confere resisténcia a M. incognita e M. paranensis (Noir et al., 2003; Muniz et al., 2009).
Reac0es do tipo hipersensibilidade e mecanismos de defesa induzidos e constitutivos foram
relatados nessa cultivar (Anthony et al., 2005).

O plantio de cultivares suscetiveis de café ardbica enxertadas em porta-enxerto resistente
tem papel importante na reducdo e manutencdo de baixos niveis das populacdes de nematoides,
especialmente em areas infestadas de renovacéo da cultura (Guerreiro Filho et al., 2023). Tal
pratica vem sendo adotada desde o final da década de 1980 através do uso do porta-enxerto Apoata
IAC 2258 (Fazuoli et al., 1987) em associacdo com a técnica de enxertia hipocotiledonar
desenvolvida por Reina (1966) e adaptada por Moraes & Franco (1987). Atualmente trés cultivares
de C. canephora estéo disponiveis comercialmente para serem utilizadas como porta-enxertos para
resisténcia a M. exigua, M. incognita e M. paranaensis e que podem receber enxertos de C. arabica
e C. canephora: ‘Apoata IAC 2258’, ‘Nemaya’ e ‘Goytaca’ (= Clone 14). Na America Central, a
cultivar “Nemaya”, derivada do cruzamento entre os clones de C. canephora T3561 e T3751,
tem permitido a sobrevivéncia e competitividade da cafeicultura em regides infestadas por
Meloidogyne (Campos & Villain, 2005). No Brasil, a variedade Robusta, representada pela
cultivar Apoatd IAC 2258 é uma das mais utilizadas como porta-enxerto resistente a
Meloidogyne. Essa cultivar Apoatd IAC 2258 é bastante recomendada para uso como porta-
enxerto do café arabica (Fonseca et al., 2007) e tem demonstrando resisténcia a M. exigua.
(Salgado et al., 2005; Ferréo et al., 2015), M. incognita e M. paranaensis (Sera et al., 2006;
Fonseca et al., 2007, Ferrdo et al., 2015; Pereira & Baiao, 2015). Essa cultivar confirmou a
resisténcia quando submetida a sete populagdes de M. paranaensis, apresentando um nivel de
segregacdo de 12% (Santos et al., 2018).

Para garantir uma maior seguranca e sustentabilidade ao sistema produtivo da

cafeicultura de conilon, espera-se que os programas de melhoramento mantenham o foco na
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selecdo de clones ou variedades resistentes a fitonematoides, seja para utilizar como porta-
enxerto ou para compor variedades clonais resistentes (Ventura et al., 2017). Além disso, a
identificacdo e selecdo de clones de C. canephora combinando tolerancia a seca com outras
caracteristicas agronémicas (floracdo eficiente, produtividade e vigor) e resisténcia multipla aos
NGs é de grande interesse na geracdo de novas variedades mais bem adaptadas as mudancas
climaticas e estresses abioticos (Fonseca et al., 2004; Ferrdo et al., 2010). Estudos realizados por
Carneiro et al. (2009) mostraram que o clone 14 (‘Goytaca’) possui resisténcia multipla a M.
incognita, M. paranaensis. Lima e colaboradores (2013) também demonstraram que esse mesmo
clone apresentou resisténcia multipla a M. incognita e M. paranaensis. Lima e colaboradores
(2015) também observaram que alguns clones de café conilon cv. Vitoria Incaper 8142 de C.
canephora exibiram resisténcia multipla a essas espécies. Santos e colaboradores (2018)
verificaram que os genotipos Clone 14 INCAPER, Catuai Vermelho x Amphillo MR2161 (E1
16-5 1), Apoatd IAC 2258, Hibrido de Timor UFV 408-01 (E1 6-6 II) e IPR 100, apresentaram
resisténcia a sete populacdes de M. paranaensis, no entanto, exibiram segregacdo para
resisténcia nas taxas de 0%, 2,4%, 12%, 26% e 29%, respectivamente.

Afim de reduzir a taxa de segregacdo proxima a 20% para suscetibilidade da cv. Apoata
IAC 2258 e visando o desenvolvimento de novas cultivares de porta-enxertos de C. canephora
com resisténcia aos NGs, pelo programa de melhoramento de café do IAC, Gongalves et al. (2021)
selecionaram novos clones de C. canephora por cerca de 30 anos com base no desempenho
agrondmico, e confirmaram a resisténcia a M. paranaensis, M. incognita e M. exigua, dentre eles,
os clones CcK1, CcR2, CcR6, CcR7, CcR9 e CcR10. Todos, exceto o clone CcR6 compdem um
novo porta-enxerto registrado em 2022 pelo IAC, denominado ‘IAC Herculandia’. Estudos
conduzidos por Fatobene et al. (2018) ja haviam demonstrado que os clones CcK1 e CcR2,
além de resistentes a M. incognita e M. M. paranaensis, também foram considerados

promissores por ndo terem seu crescimento vegetativo prejudicado pelos nematoides. A
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protecao desses cinco clones ainda ndo foi publicada pelo MAPA e por esse motivo ainda sdo
utilizados os nomes pré-comerciais ou experimentais mencionados das cultivares clonais
denominadas IAC WG, IAC FEBS, IAC PM, IAC LCCBF e IAC ARM, respectivamente
(Goncalves et al., 2021). Segundo Guerreiro Filho et al. (2023), a cultivar IAC Herculandia foi
desenvolvida para aumentar a frequéncia de alelos de resisténcia contra M. exigua, M.
incognita e M. paranaensis em um novo porta-enxerto, reduzir a necessidade de replantio em
areas infestadas e permitir o plantio e 0 manejo do café arabica sem a ado¢do de nenhum nivel

tecnoldgico extra.

3.7 Diversidade genética e filogenia de Meloidogyne spp.

As espécies de nematoides parasitas de plantas exibem expressiva variabilidade
genética, que resulta em diferentes atributos (Semblat et al., 2000; Castagone-Sereno, 2002).
Isso ocorre porque durante o processo de coevolucdo, a intima relacdo entre nematoides
fitoparasitas e as plantas resultou no surgimento de organismos com diferentes habitos de
parasitismo, modos de reproducdo e capacidade de adaptacdo a diferentes condicdes
edafoclimaticas (Perry & Moens, 2011).

Os nematoides pertencentes ao género Meloidogyne, por exemplo, sdo conhecidos por
serem altamente variaveis ou diversificados quanto a morfologia, biologia e genética (Randig
etal., 2002; 2004). Os nematoides desse género exibem extrema diversidade citogenética (com
niveis frequentes e varidveis de aneuploidia e poliploidia), e seu modo de reproducdo é
variavel, podendo se reproduzir por fertilizacdo cruzada, partenogénese meidtica facultativa ou
partenogénese mitética obrigatoria (Triantaphyllou, 1985). Possuem ainda uma notavel
diversidade na relagdo com suas plantas hospedeiras, de modo que, enquanto algumas espécies
sdo extremamente polifagas, com até 3000 espécies de plantas hospedeiras, outras possuem
gama de hospedeiros restrita a poucas espécies de plantas (Jepson, 1987; Castagnone-Sereno,
2002).
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A variabilidade genética nas populagdes de fitopatdgenos € um dos aspectos mais
importantes em um programa de melhoramento genético (Nunes et al., 2021). Tendo em vista
que a resisténcia genética é considerada uma das estratégias de controle mais recomendadas
para o controle de Meloidogyne (Bertrand & Anthony, 2008), e que a selecdo e manutencédo da
eficiéncia de genes de resisténcia prescindem desta informacéo (Dropkin, 1988), os marcadores
moleculares sdo ferramentas que tém sido utilizadas com eficiéncia na analise da variabilidade
genética em NGs. Atualmente existem varios tipos de marcadores moleculares baseados em

diferencas no tamanho e sequéncias de DNA (Nunes et al., 2021).

3.7.1 Marcadores moleculares: RAPD e AFLP

O desenvolvimento de técnicas moleculares contribuiu com a abertura de novas
perspectivas para a identificacdo de espécies de Meloidogyne e estudo da variabilidade
intraespecifica dos NGs (Santos et al., 2018). Desde a invencdo da PCR (Polymerase Chain
Reaction), em 1985 por Kary B. Mullis (Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988), diferentes areas
de estudos, incluindo a Nematologia (Roberts et al., 2016) foram fortemente impactadas por
essa tecnologia. A partir do PCR varias derivacfes do método foram desenvolvidas, como
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA ou DNA polimorfico amplificado ao acaso) e
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism ou Polimorfismo de comprimento de
fragmentos amplificados). Esses marcadores moleculares neutros tém sido amplamente
utilizados para analisar a diversidade genética e relagdes filogenéticas de espécies de
Meloidogyne (Randing et al., 2002; Carneiro et al., 2004; Muniz et al., 2008; Santos et al.,
2012; Silva et al., 2014).

A técnica RAPD é uma variacdo da PCR que se baseia na amplificacdo do DNA
gendmico utilizando apenas um ‘primer’ curto (até 10 nucleotideos), e que devido ao seu
pequeno tamanho, pode parear em diversos pontos do genoma (Williams et al., 1990; Ferreira
& Grattapaglia, 1995; Fonseca & Boiteux, 2021). Esse primer Unico possui sequéncia
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arbitraria, e portanto, sua sequéncia alvo é desconhecida (Ferreira & Grattapaglia, 1995). Por
ndo exigir o conhecimento prévio da sequéncia que esta sendo amplificada, um mesmo
conjunto de ‘primers’ pode ser usado para amplificar o DNA dos mais diversos tipos de
organismos (Fonseca & Boiteux, 2021). Devido a grande quantidade de DNA produzido, este
segmento pode ser visualizado diretamente na forma de uma banda num gel de eletroforese
(Ferreira & Grattapaglia, 1995). O polimorfismo genético detectado pelos marcadores RAPD
tem natureza binéria, ou seja, o seguimento amplificado é representado pela presenca ou
auséncia de bandas no gel e, portanto, marcadores RAPD sdo tipicamente dominantes (Ferreira
& Grattapaglia, 1995; Buso et al., 2009).

O método RAPD tem sido amplamente utilizado como um marcador molecular para
estimar relacdes genéticas, taxonémicas e filogenéticas dos NGs (Cenis, 1993; Baum et al.,
1994; Castagnone-Sereno et al., 1994; Blok et al., 1997; Randig et al., 2002). Em uma Unica
reacdo de PCR, a amplificacdo do DNA gendmico usando um anico primer pode revelar
polimorfismo consideravel, mesmo entre organismos intimamente relacionados (Welsh &
McClelland, 1990; Williams et al., 1990). Dentre as vantagens, sua sensibilidade, rapidez e
relativa simplicidade e o fato de néo requerer informacdes acerca da sequéncia nucleotidica do
DNA gendmico, tem contribuido para que o método RAPD seja utilizado em muitos estudos
(Randig et al., 2004).

De maneira semelhante a analise de RAPD, a técnica de AFLP permite a deteccdo de
polimorfismo a nivel especifico e/ou subespecifico em Meloidogyne spp. (Semblat et al.,
1998). Essa técnica baseia-se na amplificagio por PCR de fragmentos de DNA
clivados/digeridos com enzimas de restricdo (Vos et al., 1995). O DNA é clivado com duas
enzimas de restricdo (uma de corte raro e outra de corte frequente), deixando as extremidades
dos fragmentos de restricdo coesivas de sequéncia conhecida, onde séo ligados os adaptadores,

0S quais servem de sitios de ligagdo para ‘primers’ numa reagdo de PCR (Fonseca & Boiteux,
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2021). Dessa maneira, uma vez que a sequéncia dos adaptadores e a do sitio de restricdo séo
conhecidas, podem-se construir iniciadores especificos a essas sequéncias para pré-
amplificacdo dos fragmentos de restricdo (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Dentre as vantagens, o AFLP gera grande nimero de fragmentos em uma Unica reagéo,
apresentando um grande poder de deteccdo de variabilidade genética, maior robustez quando
comparado com o RAPD e por ndo necessitar de dados de sequenciamento prévio do genoma
da espécie em estudo (Ferreira & Grattapaglia, 1995; Spooner et al., 2005). Essa técnica
explora simultaneamente o polimorfismo de presenca e auséncia de sitios de restri¢do, tal como
no ensaio de RFLP, e a ocorréncia ou ndo de amplificacdo a partir de sequéncias arbitrarias, tal
como o ensaio RAPD, conseguindo assim uma flexibilidade significativa na obtencdo de
marcadores polimorficos (Ferreira & Grattapaglia, 1995). A principal limitacdo € o baixo
conteddo de informacdo genética por loco, além de envolver maior nimero de etapas do que a

de RAPD (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

3.7.2 Marcadores moleculares: D2D3 e ITS do DNA ribossomal, e DNA mitocondrial

Entre as regides do DNA que tém sido exploradas como marcadores em estudos
moleculares dos NGs, destaca-se a regido do DNA ribossomal (rDNA) e do DNA mitocondrial
(mtDNA). Essas apresentam a vantagem de estarem presentes em nimero elevado de copias em
cada célula, facilitando a recuperacéo e amplificacdo (Roberts et al., 2016).

Marcadores de rDNA tém sido amplamente usados como marcadores genéticos na maioria
dos organismos vivos, incluindo plantas, insetos, peixes e nematoides (Hajibabaei et al., 2007). O
arranjo dos genes que codificam o RNA ribossémico de um genoma eucarionte consiste em varias
copias repetidas em tandem de uma unidade de transcri¢do (que codifica 0 RNA ribossdmico para
formar a estrutura do ribossomo) e o espagador néo transcrito (NTS — Non-Transcribed Spacer,
frequentemente chamado de espagador intergénico (IGS — Intergenic Spacer), e 0 exato nimero
de cdpias pode variar de uma a milhares (Hillis & Dixon, 1991; Powers, 2004). Os genes do rRNA
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sd0 0s mais abundantes e importantes genes de manutencéo na célula, sendo altamente conservados
de bactérias a humanos (Kobayashi, 2011).

Os trés genes 18S rDNA, 5.85 rDNA e 28S rDNA codificam as subunidades
ribossomais 18S, 5.8S e 28S e sdo transcritos em um unico RNA, separados por duas regides:
o0s espacadores internos transcritos (ITS) — ITS1, entre os genes das subunidades 18S e 5.8S, e
ITS2, entre 0s genes das subunidades 5.8S e 28S (Hillis & Dixon, 1991). Esses genes que
codificam o RNA ribossémico e suas sequéncias intercalares sao provavelmente considerados 0s
melhores genes caracaterizados em Nematoda (Powers, 2004). Essa regido tem sido muito usada
para estudos das relagdes filogenéticas entre as espécies de fitonematoides (Castagnone-Sereno
et al., 2011). Isso ocorre porque diferentes regides da unidade de repeticdo do rDNA evoluem
a diferentes taxas e ha ilhas de sequéncias altamente conservadas dentro da maioria desses genes,
tornado-os alvos ideais para primers universais, permitindo a amplificacdo de diferentes espécies
com um Unico conjunto de primers de PCR (Roberts et al., 2016). Além disso, a principal vantagem
dos marcadores baseados em rDNA € que eles estdo presentes como multicdpias, fornecendo
amplo material para estudo com variacdo e estabilidade suficientes (Castagnone-Sereno et al.,
2011).

Historicamente, a subunidade menor do ribossomo (SSU) tem o rRNA mais estudado
por estar entre as sequéncias alvo que evoluem mais lentamente, sendo encontrada em todos
0S organismos Vvivos, 0 que permite o desenho de primers universais que amplificardo quase
todos os alvos (Hillis & Dixon, 1991; Roberts et al., 2016). Os genes rRNA de 5.8S em
eucariontes possuem taxa evolutiva similar a subunidade menor, mas seu menor comprimento
limita a utilidade para estudos de relagc6es filogenéticas (Nazar et al., 1976). Ja os genes da
subunidade maior do ribossomo (LSU) apresenta numeros de diferentes dominios que evoluem
em taxas diferentes, sendo incluidos muitos dominios ou segmentos de expanséo (Hassouna et

al., 1984; Roberts et al., 2016). Segundo Roberts et al. (2016), D2-D3 é a regido de expansao mais
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comumente estudada para reconstrucdo de eventos evolutivos ou determinar relacbes entre
organismos proximos, com relacGes interespecificas. Em relacéo as regides espacadoras, as regides
ITS (ITS1 e ITS2) sdo alvos atrativos para a analise com primers universais, pois por serem mais
conservadas que a NTS/IGS (regido que evolui mais rapidamente entre todas as regides do rDNA),
quando ancorados nas regides terminais conservadas da subunidade menor 5.8S e a subunidade
maior, podem permitir a amplificacdo por PCR das regides ITS completas (Roberts et al., 2016).

O DNA mitocondrial (mtDNA) também tem sido usado em grande nimero de estudos
filogenéticos de nematoides (Derycke et al., 2010). O mtDNA dos animais sdo moléculas
circulares relativamente pequenas, que variam de 12 a 20 kb de tamanho, embora genomas de
mtDNA maiores ja tenham sido descritos (Tang & Hyman, 2007), esses genomas
extracromossémicos contém aproximadamente 37 genes que codificam tRNAs, rRNAs e mRNAS,
os ultimos codificando proteinas envolvidas principalmente na cadeia de transporte de elétrons e
na fosforilagdo oxidativa das mitocondrias (Boore, 1999).

Estudos mostram que existem divergéncias de sequéncias no mtDNA, que incluem
insercBes e delecbes, que podem ser atribuidas a taxa acelerada de mutacdo no mtDNA em
comparacdo com 0 DNA nuclear e provavelmente surge da falta de mecanismos de reparo eficazes
durante a replicacdo (Brown, 1985; Wilson et al., 1985). Tais divergéncias proporcionaram o
estudo de regides-alvo para distin¢cdo de Meloidogyne spp. (Powers & Harris, 1993; Blok et
al., 2002; Brito et al., 2004; Jeyaprakash et al., 2006). Estudo realizado por Santos et al. (2020)
mostrou que as sequéncias COIl mostraram-se Uteis tanto para a identificacdo de espécies
quanto para estudos filogenéticos de espécies de NGs em café, como M. paranaensis.

O mtDNA apresenta varias vantagens como marcador molecular, dentre elas, ocorre em
maltiplas copias por célula, sendo facilmente amplificado, em geral altamente conservado entre
animais, com raras duplicacdes, sem introns e regides intergénicas muito curtas (Gissi et al., 2008).

Além disso, possui regides variaveis que sdo geralmente ladeadas por regides altamente
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conservadas, permitindo o desenho de primers de PCR que deverdo amplificar entre espécies (Gissi
et al., 2008). No entanto, apesar da relevancia, ainda existem poucas informacdes sobre a
importancia dos genomas mitocondriais na genética, sistematica e ecologia de nematoides (Hu &

Gasser, 2006).

3.7.3 Marcador molecular: Hsp90

O gene da proteina de choque térmico 90 (Hsp90) tem sido usado em estudos filogenéticos
de nematoides parasitas de plantas (Skantar & Carta, 2004; Mundo-Ocampo et al., 2008; Skantar
et al., 2008) ou em caracterizacdo de espécies cripticas (Handoo et al., 2005; Skantar et al., 2008).
Esse gene é considerado um candidato atraente para estudos filogenéticos de nematoides porque
provavelmente estd presente em copia Unica e ndo é facilmente confundido com genes com
relacionamento filogenético distantaciado (Skantar & Carta, 2004).

Estudo realizado por Santos et al. (2020) mostrou que a analise Hsp90 revelou menor
variabilidade entre as populacbes de M. paranaensis e apenas M. paranaensis P2a da Guatemala
apresentou variacdo intraespecifica variando de 14 (1,4%) a 16 (1,6%) pares de bases quando

comparado com as demais.
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CAPITULO 1

LEVANTAMENTO DE Meloidogyne spp. EM CAFEEIROS NA REGIAO DO
TRIANGULO MINEIRO E COMPARACAO ENTRE AS TECNICAS DE

DIAGNOSTICO ENZIMATICO E MOLECULAR
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Levantamento de Meloidogyne spp. em cafeeiros na regido do Triangulo Mineiro e
comparagcao entre as técnicas de diagndstico enzimético e molecular.

RESUMO

Os nematoides-das-galhas (NGs), Meloidogyne spp. s@o considerados patdgenos importantes
na cultura do café, que limitam a producdo e causam perdas econdmicas. O nematoide
Meloidogyne izalcoensis foi detectado recentemente na regido do Tridngulo Mineiro, estado de
Minas Gerais (MG), parasitando plantas de café. Para investigar principalmente a distribuicéo
de M. izalcoensis na regido do Triangulo Mineiro onde foram feitas as primeiras detecgdes deste
patdgeno (municipios de Araguari e Indianopolis), foram realizados dois levantamentos
prospectivos visando espécies de Meloidogyne em cafezais, empregando duas técnicas de
identificacdo diferentes: fenotipos de esterase (Est) e marcadores SCAR. No segundo
levantamento, o alto nivel de degeneracdo das fémeas impossibilitou a identificacdo das
espécies usando fenotipos de esterase. Em ambos os levantamentos, o Kit SCAR-café provou
ser altamente eficaz na identificacdo precisa de todas as espécies de Meloidogyne encontradas
em plantas de café, especialmente M. exigua. Utilizando ovos e juvenis de segundo estagio
(J2s) extraidos de raizes de café, foram obtidos DNAs confiaveis para a identificagdo de M.
exigua (41,67%), M. incognita (33,33%), M. paranaensis (20,83%) e M. izalcoensis (4,17%),
que podem ser usados como ferramentas Unicas em multiplex na caracterizagdo de Meloidogyne
spp. do café. Espécies presentes em mistura de populacbes também foram observadas em
20,83% das amostras. O uso de marcadores SCAR provou ser a ferramenta mais eficaz para
identificar com precisdo M. exigua e espécies em mistura de populacdes. Essas pesquisas
confirmaram que M. izalcoensis tem uma ocorréncia ainda restrita & regido onde foi
inicialmente detectado.

Palavras-chave: a-esterases, café, marcadores SCAR, nematoides-das-galhas.
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Survey of Meloidogyne spp. on coffee in the Triangulo Mineiro region and comparison
between enzymatic and molecular diagnostic techniques.

ABSTRACT

Root-knot nematodes (RKNs), Meloidogyne spp. are considered important pathogens of the
coffee crop, limiting production and causing economic losses. Meloidogyne izalcoensis was
recently detected parasitizing coffee plants in the Tridngulo Mineiro region, Minas Gerais (MG)
state of Brazil, parasitizing coffee plants. To investigate the distribution of this particular
nematode species in this region, two prospective surveys targeting Meloidogyne spp. on coffee
plantations were carried out, employing two different techniques (esterase phenotypes (Est) and
SCAR markers) in the municipalities of Araguari and Indiandpolis where M. izalcoensis had
been previously detected. Unfortunately, the high level of female degeneration in the second
survey prevented us from identifying the species using esterase phenotypes. In both surveys,
we employed the SCAR-coffee Kit, which proved to be highly effective in accurately
identifying all the species of Meloidogyne found in coffee plants, especially M. exigua. By using
eggs and second stage juveniles (J2s) extracted from coffee roots, we obtained reliable markers
for the identification of M. exigua (41.67%), M. incognita (33.33%), M. paranaensis (20.83%)
and M. izalcoensis (4.17%), which can be used as unique tools in multiplex in the
characterization of Meloidogyne spp. from coffee. Populations of mixed species were also
observed in 20,83% of the samples. The use of SCAR markers proved to be the most effective
tool for accurately identifying M. exigua and and other species in mixed populations. These
surveys confirmed that M. izalcoensis has a restricted occurrence in the region where it was
initially detected.

Keywords: a-esterases, coffee, SCAR markers, root-knot nematodes.

63



1. INTRODUCAO

O Brasil é considerado o maior produtor e exportador mundial de café (Coffea arabica
L. e C. canephora Pierre), e também o segundo maior consumidor deste produto (Mapa, 2023).
Na safra de 2024, o pais atingiu uma producdo meédia de 58,81 milhGes de sacas, sendo que
50% do café brasileiro é proveniente do estado de Minas Gerais (Conab, 2024).

A cultura do café esta sujeita ao ataque de pragas e doencas, que podem limitar a
producdo e causar perdas econdmicas. Dentre elas, as espécies de nematoides pertencentes ao
género Meloidogyne Géldi, 1887, comumente conhecidas como nematoides-das-galhas (NGs),
estdo entre patdgenos considerados mais importantes dessa cultura, podendo ser responsaveis
por perdas de produtividade de aproximadamente 36% em todo 0 mundo (Hein & Gatzweiler,
2006; Lima et al., 2015; Villain et al., 2018). Até o momento, 18 espécies de Meloidogyne
foram relatadas parasitando cafeeiros, incluindo M. izalcoensis Carneiro et al., 2005 (Carneiro
& Santos, 2022), que recentemente teve seu primeiro relato no Brasil, parasitando cafeeiros no
municipio de Indiandpolis, na regido do Triangulo Mineiro, Minas Gerais (Stefanelo et al.,
2019), onde a cafeicultura tem significativa importancia social e econdmica.

Nos cafezais brasileiros, entre as principais espécies de nematoides do género
Meloidogyne que causam danos a cultura, M. exigua Goldi, 1887 é endémica e a espécie mais
frequente, seguida por M. incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949 e M. paranaensis
Carneiro et al., 1996 (Villain et al., 2018; Carneiro & Santos, 2022). No entanto, M.
paranaensis e M. incognita sdo consideradas as mais prejudiciais a cultura do café, devido a
agressividade e capacidade de persistir no solo por longos periodos, ampliando seu impacto
negativo na cultura (Villain et al., 2018; Salgado et al., 2021). Os sintomas causados por NGs
nas raizes de cafeeiro podem diferir entre as espécies. Por exemplo, M. exigua causa inimeras
galhas pequenas a grandes, arredondadas ou alongadas, principalmente em raizes novas e
esbranquigadas, enquanto M. paranaensis e M. incognita induzem sintomas distintos em
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plantas de café, incluindo a formacé@o de galhas pequenas e alongadas e engrossamento nas
raizes mais jovens, descamacao e rachaduras na superficie da raiz devido a hipertrofia dos
tecidos infectados e rupturas do cortex e da epiderme, o que pode resultar na destruicdo
completa do sistema radicular (Carneiro & Cofcewicz, 2008; Lopez-Lima et al., 2014; Villain
et al., 2018; Carneiro & Santos, 2022). Os sintomas radiculares induzidos por M. izalcoensis
sdo completamente diferentes daqueles causados por M. paranaensis, M. incognita, M.
arabicida Lopez & Salazar, 1989 e M. exigua. Essa espécie em particular causa pequenas galhas
tipicas, principalmente nas extremidades de raizes recém-formadas, com necrose do tecido.
Além disso, M. izalcoensis exibe um comportamento notavel, produzindo grande guantidade
de massas de ovos externas as raizes (Carneiro et al., 2005a; Stefanelo et al., 2019; Carneiro &
Santos, 2022).

Para evitar a disseminacdo desses nematoides para regiGes nao insfestadas, é essencial
uma compreensao abrangente da distribuicdo atual das espécies de NGs e adotar medidas para
conter o foco da doenca (Santos et al., 2018; Carneiro & Santos, 2022). A identificacdo precisa
das espécies é um aspecto muito importante, pois facilita a selecdo de medidas de controle
apropriadas e permite a implementacdo de testes de resisténcia eficazes em programas de
melhoramento de plantas (Randig et al., 2002; Correa et al., 2013). Esse conhecimento
desempenha um papel fundamental no gerenciamento e mitigacdo do impacto dessas pragas
destrutivas. Métodos bioquimicos e moleculares, como eletroforese de isoenzimas (esterases)
e marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) séo ferramentas importantes
e tém sido usadas na identificacdo de espécies de Meloidogyne (Carneiro et al., 2016; Carneiro
& Santos, 2022).

A analise de isoenzimas apresenta algumas vantagens, como baixo custo,
reprodutibilidade, rapidez, deteccdo de espécies de NGs cripticas e mistura de espécies

(Carneiro & Almeida, 2001; Ito et al., 2019; Carneiro & Santos, 2022). No entanto, essa técnica
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requer o uso de fémeas intactas, o que as vezes se torna um fator limitante em amostras de raizes
de café, uma vez que é uma planta perene e as amostras de raizes sdo frequentemente enviadas
para laboratorios com sintomas severos, em condi¢des precarias para 0 uso dessa técnica de
esterase. Além disso, essa técnica enfrenta outra limitacdo quanto a deteccdo de M. exigua, pois
as fémeas dessa espécie sdo caracterizadas por seu pequeno tamanho e baixa concentracdo de
a-esterase (Santos et al., 2021; Carneiro & Santos, 2022). Os marcadores SCAR do tipo
espécie-especificos foram estabelecidos por Randig et al. (2002, 2004) para resolver esse
problema e identificar as trés principais espécies de NGs do café ocorrentes no Brasil (M.
exigua, M. paranaensis e M. incognita). O kit de diagnostico SCAR-café incorpora primers
espécie-especificos que foram expandidos para outras espécies de NGs do café presentes nas
Américas: M. arabicida e M. izalcoensis (Correa et al., 2013). Essa técnica pode ser aplicada
efetivamente em reacdes PCR multiplex usando uma combinacgdo de primers, o0 que permite a
identificacdo precisa de espécies, deteccdo de misturas de espécies e facilita o diagnostico
rapido (Randig et al., 2002; Correa et al., 2013).

Considerando a importancia do estado de Minas Gerais como o maior produtor de café
no Brasil e o recente relato de M. izalcoensis na regido do Triangulo Mineiro, o objetivo desse
estudo foi investigar a ocorréncia e distribuicdo de Meloidogyne spp. em cafezais dessa regido,
com énfase em M. izalcoensis, comparando as técnicas de eletroforese de isoenzimas (a-
esterases) e marcadores moleculares especificos (SCAR-PCR-café), estabelecidos para as
especies de NGs do cafeeiro como ferramentas de diagnostico para identificacdo rapida e

precisa.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo de amostras de raizes

Dois levantamentos foram realizados em cafezais localizados nos municipios de
Araguari e Indianopolis, ambos pertencentes a regido do Triangulo Mineiro, no estado de Minas
Gerais. O primeiro levantamento foi realizado em novembro de 2018 e 0 segundo em novembro
de 2021, ambos durante a estacdo chuvosa.

As amostras de raizes foram sempre coletadas de cafeeiros com sintomas de
meloidoginose. No primeiro, foram coletadas nove amostras de raizes em nove cafezais (Tabela
1), e entre elas, raizes de soja ‘BRS Favorita RR1’, na mesma area anteriormente plantada com
café em 2017, e onde havia sido detectada M. izalcoensis. As plantas de café das areas
amostradas apresentavam sintomas mais leves de meloidoginose e as raizes coletadas foram
mais novas, permitindo a analise das esterases e marcadores SCAR. No segundo, foram
coletadas quinze amostras de raizes em quinze cafezais (Tabela 2) e as raizes das plantas
amostradas estavam mais danificadas, impossibilitando a analise usando as esterases. Dessa
maneira, as raizes foram analisadas apenas usando o kit SCAR café em multiplex (Randig et
al., 2002; Correa et al., 2013). Nesse, por sua vez foi coletado todo o sistema radicular dos
cafeeiros.

Em cada talhdo do cafezal amostrado, foi coletada uma amostra composta por raizes
(aprox. 500g) e solo (aprox. 2000 cm®), a uma profundidade que variou de 0-60 cm conforme
as Tabelas 1 e 2. As coordenadas geograficas e a altitude foram registradas com auxilio de um
GPS de Navegacéo, e ao final de cada coleta, foi realizada a limpeza dos instrumentos utilizados
para evitar a disseminacdo de nematoides entre areas e propriedades, e a contaminacdo das

amostras.
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Tabela 1. Identificacdo das areas de coleta de amostras de raizes de cafeeiros nos municipios de Araguari e Indianopolis, regido do

Tridngulo Mineiro, MG coletadas em 2018.

Area Sistema Area Idade Coordenadas geograficas Elevacéo
de Cultivar (ha) (anos) (m) Municipio
irrigacdo
S W
Al Irrigado Catuai 16 - 18°38°19” 48°15’16” 909 Araguari
A2 Sequeiro Acaua 1 3 18°46°07” 48°00°55” 941 Araguari
A3 Irrigado Mundo Novo 11 15 18°46°11” 48°00°59” 934 Araguari
A4 Sequeiro IBC 12 12 8 19°00°05” 47°53°36” 923 Indiandpolis
A5 Irrigado Catuai 99 28 12 18°54°17” 47°54°33” 951 Indiandpolis
A6 Sequeiro Catuai 99 e Topéazio 25 20 18°47°35” 48°02°24” 909 Araguari
AT Irrigado Mundo Novo 6 20 18°31°17” 48°14°49” 922 Avraguari
A8 Irrigado Catuai 99 9 15 18°31°36” 48°14°45” 932 Araguari
A9* Sequeiro Mundo Novo e IAC 125 RN - - 18°53°52.84” 47°54°21” 968 Indiandpolis

*Populacdo estudada por Stefanelo et al. (2019) e mantida em casa de vegetagdo na Embrapa Cenargen; area plantada com soja BRS Favorita RR1 amostrada
por ocasido do primeiro levantamento em 2017.



Tabela 2. Identificacdo das areas de coleta de amostras de raizes de cafeeiros nos municipios de Araguari e Indiandpolis,

regidao do Triangulo Mineiro, MG coletadas em 2021.

Area Sistema Area Idade Coordenadas geograficas Elevacéo

de Cultivar (ha) (anos) (m) Municipio

irrigacdo
S W

Al10 Irrigado Mundo Novo 12 3 18°38°04,9” 48°14°41,5” 948 Araguari
All Irrigado Mundo Novo 7 3 18°31°07,0” 48°26°56,03” 891 Araguari
Al2 Irrigado Mundo Novo 6,5 8 18°31°07,6” 48°26°54,5” 894 Araguari
Al3 Irrigado Catuai 144 2 5 18°36°27,7” 48°12°49,9” 938 Araguari
Al4d Irrigado Mundo Novo 3,6 17 18°36°15,3” 48°12°50,3” 934 Araguari
Al5 Irrigado Catuai 62 1,2 5 18°36°13,1” 48°12°51,6” 933 Araguari
Al6 Irrigado Mundo Novo 16 25 18°33°49,7” 48°12°24” 940 Araguari
Al7 Irrigado Mundo Novo 3 2 18°32°39,2” 48°12°49,7” 954 Araguari
Al8 Irrigado Mundo Novo 18 8 18°39°56,1” 48°08°18,5” 918 Araguari
Al9 Irrigado Mundo Novo 45 3 18°47°58,3” 48°02°37,7” 902 Araguari
A20 Irrigado Mundo Novo 45 2 18°48°08,8” 48°02°41,1” 872 Araguari
A21 Irrigado Catuai 62 3,3 4 18°31°37,0” 48°14°45,6” 944 Araguari
A22 Irrigado Catuai 144 10 20 18°31°37,4” 48°14°47,2” 947 Araguari
A23 Irrigado Catuai 62 8,5 15 18°54,02°5°” 47°55°31,2” 924 Indiandpolis
A24 Irrigado Mundo Novo 12 15 18°54°09,9°” 47°55°54,3” 911 Indiandpolis
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2.2 ldentificacdo bioquimica das espécies de Meloidogyne

Quando possivel, as fémeas de NGs foram extraidas individualmente das raizes das
plantas de café e a identificacdo bioquimica foi realizada pela técnica de eletroforese de
isoenzimas, utilizando a enzima a-esterase (Est), em gel poliacrilamida, de acordo com a
metodologia descrita por Carneiro & Almeida (2001). Os perfis de isoenzimas obtidos foram

comparados e confirmados de acordo com os descritos na literatura (Carneiro et al., 2016).

2.3 ldentificacdo molecular de espécies de Meloidogyne por marcadores SCAR espécie-
especificos

Cada amostra foi processada separadamente para extracdo dos ovos de Meloidogyne
spp., pelo método modificado de Hussey & Barker (1973), que ao invés de agitacdo manual,
consistiu no uso de um liquidificador de alta rotacdo com solucdo de hipoclorito de sddio
(NaClO) a 0,5%, por 40 segundos. Devido aos tamanhos variados das raizes observadas no
segundo levantamento, o tempo de processamento foi dividido em dois intervalos para garantir
uma extracdo completa dos ovos.

A suspensdo de ovos obtida de cada amostra foi colocada em funil de Baermann
modificado, contendo trés camadas de guardanapos de papel, para eclosdo e obtencédo de juvenis
de segundo estadio (J2s), de acordo com Whitehead & Hemming (1965). As coletas dos J2s
foram realizadas a cada dois dias por um periodo de 8 semanas. O DNA genémico dos J2s foi
extraido de acordo com o método descrito por Randig et al. (2002). Testes de amplificacdo
foram realizados com quatro pares de primers espécie-especificos do tipo SCAR (Tabela 3),
destinados & identificagdo das espeécies M. paranaensis, M. incognita, M. exigua e M.
izalcoensis (Randig et al., 2002; Correa et al., 2013). A anélise da raiz com o kit multiplex de
SCAR-café foi realizada com algumas pequenas modificages (5 min a 94 °C seguido por 35

ciclosde 30 sa 94 °C, 45sa 64 "C, 1 mina 70 'C e uma extensdo final de 8 min a 70 "C).
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Tabela 3. Caracteristicas dos marcadores moleculares SCAR desenvolvidos para as espécies de

Meloidogyne associadas ao cafeeiro.

Espécies Primers Sequéncias (5°—3°) Tamanho Referéncia
SCAR SCAR (pb)
M. paranaensis  par-CO9F GCCCGACTCCATTTGACGGA Randig et al.
208 (2002)
par-CO9R CCGTCCAGATCCATCGAAGTC
M. incognita inc-K14F GGGATGTGTAAATGCTCCTG Randig et al.
399 (2002)
inc-K14R CCCGCTACACCCTCAACTTC
M. exigua ex-D15F CATCCGTGCTGTAGCTGCGAG Randig et al.
562 (2002)
ex-D15R CTCCGTGGGAAGAAAGACTG
M. izalcoensis iz-AB2F GGAAACCCCTAATTAGGATACAC Correa et al.
(2013)
iz-AB2R CGCTTGATTTGAGCAGTAGG 670
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3. RESULTADOS

A identificacdo das espécies no primeiro levantamento foi realizada por meio da
metodologia combinada usando eletroforese de isoenzimas revelando a a-esterase (Est) e
marcadores moleculares espécie-especificos da (SCAR-PCR). No primeiro levantamento, do
total de nove areas amostradas, cinco apresentaram as espécies M. paranaensis e M. exigua, e
em uma foi detectada M. incognita (Tabela 4). O fenétipo Est E2 (Rm 1,1 e 1,9) foi detectado
em todas as populacdes de M. exigua (Figura 1A). As populacdes de M. paranaensis
apresentaram o fendtipo Est P1 (Rm: 1,32) (Figura 1B). Uma populacdo de M. incognita com
fenotipo Est 11 (Rm:1,0) foi detectada (Figura 1C). Apenas em uma das amostras (A2) néo foi
possivel realizar a identificacdo por esterase devido a destruicdo das raizes, decorrente do
parasitismo por Meloidogyne spp. A analise de marcadores espécie-especificos do tipo SCAR
desenvolvidos para as espécies de nematoides do café: um unico fragmento de 208 pb foi obtido
para as quatro populacdes de M. paranaensis; um fragmento de 399 pb foi obtido para uma
populacdo de M. incognita; e um fragmento de 562 pb foi amplificado para as cinco populagdes
de M. exigua (Figura 2). Esses dados confirmaram a identificacdo dessas espécies de acordo
com os perfis de esterase.

Os resultados obtidos neste estudo relacionados a identificacdo da espécie M.
izalcoensis foram publicados por Stefanelo et al. (2019) e confirmados através da populacdo
mantida em casa de vegetagcdo na Embrapa Cenargen. O fenotipo de esterase Est 14 (Rm: 0,86;
0,96; 1,24; 1,30) foi confirmado (Carneiro et al., 2005a), e a PCR usando primers SCAR
amplificou um fragmento especifico de tamanho esperado (670 bp) (Correa et al., 2013).
Coletas realizadas na mesma area em soja em 2018 ndo detectaram nenhuma espécie de
Meloidogyne nessa cultura, e formulamos a hip6tese de que essa planta seja ma hospedeira de
M. izalcoensis. Misturas de espécies foram detectadas em trés areas amostradas (A4, A5 e A7),

duas com M. paranaensis e M. exigua (A4 e A5), e uma area com M. incognita e M. exigua
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(A7).

Tabela 4. Espécies de Meloidogyne parasitando cafeeiros nos municipios de Araguari

e Indiandpolis-MG, detectadas por esterase e marcadores SCAR-PCR em 2018.

) Espécies
Areas Municipio Esterase (EST) SCAR - PCR
Al Araguari M. paranaensis M. paranaensis
A2 Araguari - M. paranaensis
A3 Araguari M. paranaensis M. paranaensis
A4 Indiandpolis M. paranaensis e M. exigua M. exigua
A5 Indianépolis M. paranaensis e M. exigua M. paranaensis e M. exigua
A6 Araguari M. exigua M. exigua
A7 Araguari M. incognita e M. exigua M. incognita e M. exigua
A8 Araguari M. exigua M. exigua
A9* Indiandpolis M. izalcoensis M. izalcoensis
*Populacdo estudada por Stefanelo et al., 2019 e mantida em casa de vegetacdo na EMBRAPA
CENARGEN.
B
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Figura 1. FenoOtipos de esterase (Est) de diferentes populagdes de Meloidogyne spp. do

Triangulo Mineiro. A) M. exigua fen6tipo de esterase (Est E2); B) M. paranaensis fenétipo de
esterase (Est P1). C) M. incognita fendtipo de esterase (Est 11); M. javanica (Est J3) foi usado

como padréo de referéncia.
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Figura 2. Amplificacbes SCAR-PCR para Meloidogyne spp. parasitas do cafeeiro nos
municipios de Araguari e Indianépolis, MG. A) P = M. paranaensis (208 pb); B) | = M.
incognita (399 pb); E = M. exigua (562 pb). AbreviacGes: (-) DNA: controle negativo; M:
marcador 1kb DNA Plus; pb: pares de base.

No segundo levantamento, o uso combinado de eletroforese de isoenzimas e marcadores
moleculares espécie-especificos (PCR-SCAR) ndo foi possivel devido ao estado avancado de
degradacdo dos tecidos radiculares parasitados por NGs e a condi¢do enzimatica comprometida
das fémeas (exibindo coloragdo amarela a marrom) como resultado da mé preservacéo (Tabela
5). Nesse levantamento em particular, apenas uma amostra (A22) foi submetida a eletroforese
de isoenzimas, mas essa técnica ndo revelou nenhuma banda de esterase, impossibilitando a
identificacdo da espécie. Na analise com marcadores espécie-especificos do tipo SCAR
desenvolvidos para as espécies de nematoides do café: M. incognita, M. paranaensis, M. exigua

e M. izalcoensis, foi obtido um fragmento de 399 pb para sete populacfes de M. incognita e um
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fragmento de 562 pb foi amplificado para as cinco populaces de M. exigua, incluindo uma

amostra de bandas nao coradas da area A22, usando uma enzima esterase (Figura 3).

Em resumo, os NGs foram detectados em 79,17% dos 24 cafezais inspecionados em

Minas Gerais (Figura 4). Dentre as espécies identificadas, observou-se que M. exigua foi a mais

frequente nas amostras analisadas (41,67%). Enquanto M. incognita foi encontrada em 33,33%,

M. paranaensis em 20,83% e M. izalcoensis em 4,17%. Os nematoides-das-galhas também

foram detectados em misturas (20,83% das amostras), incluindo M. incognita + M. exigua em

12,5%, e M. paranaensis + M. exigua em 8,33% das amostras examinadas.

Tabela 5. Espécies de Meloidogyne parasitando cafeeiros no municipio de

Araguari-MG, detectadas por marcadores SCAR-PCR em 2021.

Espécies
Areas Municipio
SCAR -PCR
All Araguari M. incognita
Al2 Araguari M. incognita
Al3 Araguari M. incognita e M. exigua
Al4 Araguari M. exigua
Al5 Araguari M. exigua
Al6 Araguari M. incognita e M. exigua
Al7 Araguari M. incognita
Al19 Araguari M. incognita
A20 Araguari M. incognita
A22 Araguari M. exigua
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Figura 3. Amplificacdes SCAR-PCR para Meloidogyne spp. parasitas do cafeeiro nos municipios de
Araguari e Indianépolis, MG. 1, 2, 3, 4 e 5) M. incognita (399 pb); 6, 7 e 8) M. exigua (562 pb); 9 e 10)
M. incognita (399 pb) e M. exigua (562 pb). Abreviacdes dos padrBes, P.: M. paranaensis,
I+: M. incognita, E+: M. exigua, 1z:: M. izalcoensis (670 pb); (-) DNA: controle negativo; M: marcador
1kb DNA Ladder; pb: pares de base.
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Figura 4. Distribuicdo espacial de Meloidogyne spp. em cafeeiros nos municipios de Araguari e Indiandpolis na regido do Triangulo Mineiro,
Minas Gerais. Elaborado por Sergio Eustaquio de Noronha - EMBRAPA/CENARGEN.
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4, DISCUSSAO

Por varios anos, as espécies de NGs do café eram identificadas pela analise do padrdo
perineal das fémeas, morfologia dos machos, juvenis de segundo estadio (J2s) e, mais
recentemente, por fenotipos de esterase (Carneiro & Cofcewicz, 2008). Devido a frequente
identificacdo errbnea de M. paranaensis como M. incognita (Carneiro et al., 1996; Carneiro &
Santos, 2022) que ocorre em funcdo das caracteristicas morfologicas sobrepostas e falta de
fenotipos enzimaticos, a distribuicdo e importancia relativa das espécies de NGs permanece
incerta em alguns paises da América Latina, Asia e Africa (Carneiro & Cofcewicz, 2008;
Janssen et al., 2016, 2017; Villain et al., 2018).

Todos os fendtipos de esterase (Est) de NGs detectados no café estdo disponiveis em
Carneiro & Cofcewicz (2008) e Villain et al. (2018), exceto a espécie recentemente descrita
como M. lopezi Humphreys-Pereira et al., 2014. Mais recentemente, os fenotipos de esterase
de M. megadora Whitehead, 1968 (Maleita et al., 2016) e M. africana Whitehead, 1960 (=M.
decalineata e M. oteifae) foram caracterizados (Janssen et al., 2017). Com base em extensivos
estudos conduzidos em espécies de Meloidogyne encontradas no café, a analise de isoenzimas
permanece sendo uma ferramenta Gtil para a identificacdo de NGs, quando as fémeas estdo em
condicdes Otimas e ndo ha marcadores moleculares disponiveis para a identificacdo de certas
espécies, como as da Africa (Carneiro & Santos, 2022).

Nas Ultimas décadas, técnicas moleculares precisas e rapidas foram validadas para o
diagnostico de NGs, usando varias fontes de DNA, como ovos, juvenis e adultos. Os
marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) desenvolvidos por Randig et
al. (2002) provaram ser a melhor ferramenta para identificar todas as populagdes de M. exigua
do café (Muniz et al., 2008). Os marcadores moleculares espécie-especificos do tipo SCAR
foram desenvolvidos para a maioria das espécies de NGs que parasitam o café na América

Latina: M. exigua, M. incognita, M. paranaensis, M. enterolobii Yang & Eisenback, 1985, M.

78



arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949, M. arabicida e M. izalcoensis (Correa et al., 2013). Os
marcadores SCAR multiplex-PCR constituem em uma ferramenta confiavel para monitorar
diferentes espéecies de NGs presentes em cafezais e para detectar espécies em baixas densidades,
devido a alta sensibilidade dessa técnica (Randig et al., 2002; Randig et al., 2004; Correa et al.,
2013). Outras vantagens dessa técnica sao que o DNA dos NGs pode ser extraido de todos os
estadios de vida coletados das raizes e amplificados com PCR, em comparacdo com a anélise
de esterase, que requer apenas fémeas (Carneiro & Santos, 2022).

Conforme demonstrado neste estudo, em outras pesquisas conduzidas em cafezais no
pais, também foi relatada a predominancia das trés espécies de NGs: M. exigua, M. incognita e
M. paranaensis, bem como a mistura entre elas. Salgado et al. (2015) constataram a presenca
de M. exigua em 92,95%, M. paranaensis em 4,22%, respectivamente; e a mistura de M. exigua
e M. paranaensis em 2,81% das detec¢des nas 165 amostras coletadas em cafezais na regido
sul de Minas Gerais. Carneiro et al. (2005b) estudaram 54 populaces de NGs provenientes de
diferentes cafezais nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais, e observaram a predominancia de
M. incognita em 42,9%, seguido de M. paranaensis em 33,3% e M. exigua em 21,4%, mas
também identificaram misturas de Meloidogyne spp. em 24% delas, com a prevaléncia de M.
incognita e M. paranaensis. Vale ressaltar que a alta suscetibilidade e intolerancia das cultivares
de Coffea arabica a M. paranaensis e M. incognita é um fator limitante na implantacdo de
novos cafezais em areas infestadas e na manutencao de cafezais ja contaminados (Gongalves &
Silvarolla, 2001).

No estudo realizado por Santos et al. (2018) no Brasil, confirmou-se que a espécie M.
exigua esteve amplamente distribuida na regido sul de Minas Gerais (31,1% das amostras), M.
paranaensis foi restrita ao municipio de Trés Pontas, e a presenca de M. incognita ocorreu em
trés municipios mineiros (Trés Pontas, Coqueiral e Aguanil), sendo este o primeiro relato de M.

incognita parasitando café na regido sul desse estado. No entanto, atualmente sabe-se que 0

79



Brasil possui ampla distribuicdo de M. incognita em café, devido as numerosas identificagcdes
confiaveis baseadas em marcadores SCAR espécie-especificos e/ou fenotipos de esterase
(Campos & Villain, 2005; Carneiro & Cofcewicz, 2008; Villain et al., 2018). A presenca dessa
espeécie foi confirmada em outros paises, como Nicaragua (Herrera et al., 2011), Costa Rica e
Guatemala, com distribuicdo confirmada (Villain et al., 2013; Villain et al., 2018) e Vietnd com
ampla distribuicdo (Thrinh et al., 2013).

Meloidogyne paranaensis é tida como amplamente disseminada nos estados do Parana
e Sdo Paulo (Carneiro et al., 1996; Campos & Villain, 2005), embora nédo existam publicacdes
recentes. Essa espécie ja foi detectada na Guatemala, Estados Unidos (Havai) (Carneiro et al.,
2004) e México (Lopez-Lima et al., 2015). Ultimamente, varios relatos tém ocorrido na regido
norte do estado de Sdo Paulo e em vérias localidades de Minas Gerais (Castro & Campos, 2004;
Souza et al., 2014; Salgado et al., 2015; Villain et al., 2018). O recente levantamento realizado
por Bell et al. (2018) em seis cafezais no estado de Minas Gerais confirmou a presenca de
Pratylenchus brachyurus (Godfrey, 1929) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941 e P. coffeae
(Zimmermann, 1898) Goodey, 1959 em 37% e 7% das amostras, respectivamente, e também
das espécies M. exigua, M. paranaensis e M. incognita em 35%, 27% e 17% das amostras,
respectivamente.

O presente estudo incluiu a caracterizacdo e identificacdo de 24 populacbes de NGs
parasitando cafeeiros na regido do Tridngulo Mineiro, no estado de Minas Gerais, com 0
objetivo principal de detectar outras populacdes da espécie M. izalcoensis. Este estudo fornece
informacdes sobre a distribuicdo de espécies de Meloidogyne nos municipios de Araguari e
Indiandpolis, proximos aos dois locais de deteccdo de M. izalcoensis, indicando a presenca
endémica de M. exigua e confirmando a ocorréncia de M. incognita e M. paranaensis, as
espécies de NGs mais recentemente introduzidas em cafezais no estado de MG (Castro et al.,

2008; Santos et al., 2018; Terra et al., 2019; Carneiro & Santos, 2022).
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Estes resultados sugerem que M. izalcoensis tem uma presenca relativamente limitada
na regido, destacando seu status como uma espécie de menor importancia no contexto local.
Foi detectada apenas duas vezes no Brasil (MG), em café (Stefanelo et al., 2019) e em Meldo-
de-S&o-Caetano (Momordica charantia L.) por Carneiro (2014) em levantamento realizado em
18 cafezais do municipio de Araguari-MG. A andlise, que envolveu a utilizacdo de isoenzima
(a-esterase) em conjunto com caracteristicas morfoldgicas, revelou a presenca de M. incognita,
M. exigua e M. paranaensis em 50%, 28% e 17% das amostras, respectivamente. Embora nesse
estudo tenha sido utilizado cerca de 20 fémeas de NGs, ndo obtiveram bandas da enzima
esterase (Est) para M. exigua nas amostras coletadas em campo. Nesse levantamento, uma
espécie atipica de Meloidogyne (Est N4) foi detectada em uma cucurbitacea conhecida como
Meldo-de-Sao-Caetano. Comparando os fendtipos de esterase (Carneiro & Cofcewicz, 2008),
a espécie foi identificada como M. izalcoensis (Est N4-14) conforme descrito também por
Stefanelo et al. (2019). Essa espécie parece ter distribuicdo restrita em cafezais na regido do
vulcdo lIzalco, Sonsonate, no sudoeste de El Salvador, de onde foi descrita no café (Carneiro et
al., 2005a). No entanto, vale destacar que a presenca da espécie ndo foi relatada em nenhuma
outra regido de El Salvador (Villain et al., 2018), sugerindo que sua distribuicdo esta confinada
a uma limitada area geografica. Os padrdes perineais observados nessa espécie em particular
assemelham-se aos de M. incognita. No entanto, € importante notar que o fendtipo Est €
especifico para essa espécie em particular (Carneiro et al., 2005a; Carneiro & Cofcewicz,
2008;).

Este estudo confirmou que a correta identificagcdo de M. exigua requer principalmente
0 uso de marcadores moleculares espécie-especificos da espécie (PCR-SCAR), considerando
que M. exigua possui tamanho pequeno e baixa concentracao de a-esterase, caracteristicas que
contribuem para a ineficacia da técnica de eletroforese de isoenzimas para essa especie

(Carneiro & Cofcewicz, 2008; Carneiro & Santos, 2022). Além disso, € crucial garantir que 0s

81



espéecimes de fémeas de Meloidogyne spp. encontrados nas raizes do café estejam em Otimas
condicdes para a realizacdo de estudos de isoenzimas, pois o sistema radicular pode, as vezes,
sofrer degradacdo em decorréncia de infeccdo por nematoides ou apresentar sinais de
envelhecimento ou ressecamento, principalmente devido a escassez de agua durante a estacao
seca (Salgado et al., 2015).

Em pesquisas recentes envolvendo cinco isolados de M. izalcoensis de varios paises, foi
observado que essa espécie partenogénica mitotica exibiu variabilidade genética limitada. O
estudo confirmou ainda a eficacia excepcional dos marcadores SCAR desenvolvidos por Correa
et al. (2013) na identificacdo e distingdo precisa de M. izalcoensis de outras espécies de
Meloidogyne encontradas em cafeeiros nas Américas (Almeida et al., 2023). Em contraste, M.
exigua, uma espécie altamente diversa geneticamente (Muniz et al., 2008), exibiu populacéo
virulenta, notavelmente, o isolado de Bom Jesus de Itabapoana, RJ, se destaca por sua extrema
viruléncia, pois superou com sucesso a resisténcia conferida pelo gene Mex-1 na cultivar
IAPAR 59 (Muniz et al., 2009). Similarmente, M. izalcoensis também foi caracterizado por sua
capacidade de exibir viruléncia em relacdo a certos genotipos de café que possuem resisténcia
contra outras espécies de Meloidogyne, como ‘IPR 100’ e outras (Almeida et al., 2023).

Resumindo esses estudos, o kit SCAR-café demonstrou sua capacidade excepcional de
identificar precisamente todas as espécies de Meloidogyne encontradas em cafeeiros em todo o
Brasil. Notavelmente, essa identificacéo foi alcangada mesmo ao usar ovos e J2s extraidos de raizes
de café que estavam em mas condi¢cdes. Os marcadores SCAR-café provaram ser eficazes na
distingdo de M. exigua, M. incognita, M. paranaensis e M. izalcoensis. Este kit oferece uma
abordagem abrangente e confidvel para identificacdo de espécies e pode ser usado como um método
autbnomo para caracterizar com precisdo Meloidogyne spp. do café. Esse estudo fornece a
confirmacgdo de que a presenca de M. izalcoensis no Brasil permanece restrita a regido de

Indiandpolis e Araguari, onde essa espécie foi inicialmente detectada. Além disso, os resultados
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deste estudo sdo de grande importancia para a agricultura mineira, ressaltando a necessidade de
implementacdo de medidas preventivas para evitar a disseminacdo de espécies altamente
agressivas, como M. incognita e M. paranaensis, para outras areas do estado de Minas Gerais onde

ainda ndo estdo estabelecidas.
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5. CONCLUSOES

Esse estudo confirmou que o uso de marcadores moleculares SCAR é mais eficiente e
pratico do que o uso de marcadores enzimaticos na distingdo de M. exigua, M. incognita, M.
paranaensis e M. izalcoensis na cultura do café, e também demonstrou que a ocorréncia de M.
izalcoensis no Brasil é considerada restrita a regido de Indianopolis-MG, onde essa espécie foi

inicialmente detectada.
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Variabilidade genética e caracterizacdo filogenética de diferentes populacdes de
Meloidogyne izalcoensis e reacdo de gendtipos de café a essa nova espécie detectada no
Brasil.

RESUMO

O nematoide-das-galhas Meloidogyne izalcoensis foi recentemente detectado pela primeira vez
infectando o cafeeiro no Brasil. Essa espécie foi inicialmente descrita em café em El Salvador
e posteriormente detectada na Asia e na Africa. N&o ha relatos sobre a diversidade genética e
sobre fontes de resisténcia a M. izalcoensis em cultivares de café. Todas as populagdes de M.
izalcoensis foram identificadas pelo fenotipo de esterase e pelos marcadores espécie-
especificos SCAR (Sequence Characterized Amplified Region). Com base em marcadores
RAPD (Random amplified polymorphic DNA) e AFLP (Amplified fragment length
polymorphism), foi detectada baixa variabilidade intraespecifica entre populagdes de M.
izalcoensis da Africa, Vietnd e Brasil. No entanto, a populacdo de El Salvador apresentou
menores niveis de diferencas genéticas em relacdo as outras populagdes. Filogeneticamente,
todas as populacBes de M. izalcoensis de diferentes locais (El Salvador, Benim, Tanzania,
Vietna e Brasil) agruparam-se com 90% e 69% de suporte bootstrap para as regides COIll e
HSP90, respectivamente, indicando que essas regides gendmicas sao altamente conservadas na
espécie. Além disso, ambos os marcadores permitiram a separacdo das populacdes de M.
izalcoensis de outras importantes espécies de Meloidogyne do café, incluindo M. exigua, M.
paranaensis, M. incognita, M. arabicida e M. lopezi. Nos estudos de resisténcia, a maioria dos
gendtipos testados apresentam resisténcia a outras espécies de Meloidogyne (Amphillo x
Catuai, Hibrido de Timor, IAPAR 59, IPR 99, IPR 100, IPR 102, IPR 103, IPR 105, IPR 106,
IPR 107 e IPR 108) foram considerados suscetiveis a M. izalcoensis, exceto o porta-enxerto cv.
Apoatd IAC 2258, que se mostrou moderadamente resistente, com segregacdo genética para
este carater de 43,8%.

Palavras-chave: Amplified fragment length polymorphism (AFLP), Coffea spp., COIl,

HSP90, random amplified polymorphic DNA (RAPD), resisténcia genética, variabilidade
genética.
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Genetic variability and phylogenetic characterization of different populations of
Meloidogyne izalcoensis and reaction of coffee genotypes to this new species detected in
Brazil.

ABSTRACT

A new root-knot nematode (RKN), Meloidogyne izalcoensis, was detected on coffee in Brazil.
This species was first described on coffee in El Salvador and later detected in Asia and Africa.
There are no reports on the genetic diversity of this species and resistance to M. izalcoensis has
not yet been studied in coffee cultivars. All populations were identified by esterase phenotype
and SCAR (Sequence-characterized amplified region) species-specific markers. Based on
RAPD (Random amplified polymorphic DNA) and AFLP (Amplified fragment length
polymorphism) markers, low intraspecific variability was detected among M. izalcoensis
populations from Africa, Vietnam and Brazil, but the population from El Salvador showed
fewer genetic differences from the other populations. Phylogenetically, all populations of M.
izalcoensis from different locations (ElI Salvador, Benin, Tanzania, Vietnam and Brazil)
grouped with 90% and 69% bootstrap support for COIl and HSP90 regions, respectively,
indicating that these regions are highly conserved for the species. In addition, both markers
enabled separation of M. izalcoensis populations from other important coffee Meloidogyne
species, including M. exigua, M. paranaensis, M. incognita, M. arabicida and M. lopezi. In
resistance studies, most genotypes tested that had resistance to other Meloidogyne species
(Amphillo x Catuai, Hybrid of Timor, IAPAR 59, IPR 99, IPR 100, IPR 102, IPR 103, IPR
105, IPR 106, IPR 107 and IPR 108) were found to be susceptible to M. izalcoensis, except for
the rootstock cv. Apoatd IAC 2258, which proved to be moderately resistant, with a genetic
segregation for this character of 43.8%.

Key words: Amplified fragment length polymorphism (AFLP), Coffea spp., COIl, genetic
resistance, HSP90, random amplified polymorphic DNA (RAPD), variability.
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1. INTRODUCAO

Os nematoides-das-galhas (NGs) estdo entre os fitonematoides economicamente mais
importantes que infectam o café (Coffea spp.) em varios paises das Américas, incluindo Brasil,
El Salvador, Guatemala, Costa Rica e Havai, na Africa e em outros continentes (Carneiro &
Santos, 2022). Recentemente, uma nova espécie, Meloidogyne izalcoensis Carneiro et al., 2005,
foi detectada em café no Brasil (Stefanelo et al., 2019). Essa espécie foi descrita pela primeira
vez a partir de uma populacdo coletada em EIl Salvador, onde causa danos substanciais a plantas
de café (Carneiro et al., 2005; Carneiro & Santos, 2022). Também foi detectada no Quénia
(Kabete), Cotonou (Benin) e na Tanzania (Mufindi) na Africa, sem informacao sobre danos
(Jorge Janior et al., 2016; Carneiro & Santos, 2022). Meloidogyne izalcoensis causa pequenas
galhas com massas de ovos externas e necrose nas extremidades das raizes, causando sintomas
radiculares diferentes de outras espécies de Meloidogyne do café no Brasil (Carneiro et al.,
2005; Stefanelo et al., 2019). A identificacdo morfologica de M. izalcoensis € dificil, devido a
semelhanca do seu padrdo perineal com o de M. incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood,
1949 e M. paranaensis Carneiro et al., 1996 (Carneiro et al., 2005). Bioquimicamente, 0
fenotipo da esterase (Est 14) € Unico e pode ser usado para diferenciar M. izalcoensis de outras
espécies de NGs do café (Carneiro & Cofcewicz, 2008).

Ferramentas moleculares, particularmente marcadores moleculares neutros, por
exemplo, RAPD (DNA polimérfico amplificado aleatoriamente) e AFLP (Polimorfismos de
comprimento de fragmentos amplificados) tém sido amplamente utilizados para analisar a
diversidade genética dentro de Meloidogyne spp. provenientes do café, ou seja, M. exigua
Goldi, 1887, M. incognita e M. paranaensis (Randig et al., 2002; Carneiro et al., 2004; Muniz
et al., 2008; Santos et al., 2012, 2018). Analises filogenéticas de NGs do café usando dados
moleculares como sequéncias de rDNA e mtDNA tém sido utilizadas como métodos de

caracterizagdo para diferentes espécies e permitiram que processos evolutivos fossem
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resolvidos em niveis complexos de divergéncia (Humphreys-Pereira et al., 2014; Janssen et al.,
2017; Santos et al., 2020). Porém, até 0 momento praticamente ndo houve relatos sobre a
variabilidade genética e diversidade filogenética de M. izalcoensis. Dentre as sequéncias
genbmicas de interesse, foram desenvolvidos marcadores SCAR (Sequence characterized
amplified regions) para a identificacdo de Meloidogyne spp. da cafeicultura brasileira: M.
exigua, M. incognita e M. paranaensis (Randig et al., 2002), e mais recentemente para M.
izalcoensis e M. arabicida Lépez & Salazar, 1989 (Correa et al., 2013), estendendo 0s
marcadores moleculares para todas as espécies de NGs das Ameéricas, exceto para M. lopezi
Humphreys-Pereira et al., 2014, que foi descrito posteriormente. Além disso, o gene que
codifica a proteina de choque térmico 90 (Hsp90) tem sido cada vez mais utilizado em estudos
filogenéticos de nematoides parasitas de plantas (Skantar & Carta, 2004; Skantar et al., 2008)
ou para identificacdo de espécies (Skantar et al., 2008), embora a divergéncia desse gene entre
espécies de nematoides seja geralmente menor do que as diferencas genéticas mitocondriais
relatadas para 0 mesmo taxon (Skantar & Carta, 2004).

A resisténcia genética do café aos nematoides € considerada uma das principais
estratégias de manejo, pois possibilita a reducdo da densidade populacional de nematoides no
solo e a manutencdo econémica aceitavel da produtividade da cultura em areas infestadas
(Carneiro & Santos, 2022). As espécies Coffea canephora Pierre, C. dewevrei De Wild. & T.
Durand, 1899 e C. congensis Froehner foram o principal foco para a producéo de porta-enxertos
resistentes a nematoides, pois essas espécies apresentam sistemas radiculares abundantes, bem
como resisténcia a patdgenos. Entretanto, genes de resisténcia encontrados em linhagens
selvagens ou semi-selvagens de C. arabica L. da Etidpia, bem como acessos de Amphillo,
poderiam ser usados em hibridizacao intraespecifica com outras cultivares de C. arabica com
boas caracteristicas agronémicas (Carneiro & Santos, 2022). A maioria das fontes de resisténcia

aos NGs foram identificadas em C. canephora (Carneiro & Santos, 2022). Trés cultivares de
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C. canephora estao disponiveis comercialmente para serem utilizadas como porta-enxertos para
resisténcia a M. exigua, M. incognita e M. paranaensis: Apoatd IAC 2258, Nemaya e Goytaca
(= Clone 14), podendo receber enxertos de C. arabica e C. canephora. Essas cultivares robusta
sdo altamente recomendadas para plantio em areas extensivamente infestadas com Meloidogyne
spp. (Goncalves et al., 2021; Carneiro & Santos, 2022). O Hibrido de Timor, que é
fenotipicamente um café arabica, é provavelmente um hibrido natural entre C. arabica e C.
canephora, e tem sido frequentemente usado em programas de melhoramento genético
brasileiros como fonte de resisténcia a Meloidogyne spp. Entre seus derivados estdo as
cultivares Obatd IAC 1669-20, Tupi IAC 1669-33, IAC 125 RN e IAPAR-59, que sdo
resistentes a M. exigua e a ferrugem do café causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk. &
Broome (Fazuoli et al., 2018; Carneiro & Santos, 2022). Progénies de Icatu Vermelho IAC
4160, resultantes de cruzamentos entre C. arabica e C. canephora, foram classificadas como
resistentes a M. paranaensis em condicdes de casa de vegetacao e campo (Carneiro & Santos,
2022). Outra, Icatu IAC 925, foi utilizada por alguns programas de melhoramento (Shigueoka
et al., 2016) e Sera et al. (2020) a utilizaram para desenvolver a cultivar IPR 106, resistente a
M. paranaensis. A maioria das cultivares comerciais de C. arabica sdo altamente suscetiveis
aos NGs do café, com excecdo das cultivares selecionadas pelos melhoristas de café: Acaud,
Catucai 785-15, IAPAR 59, IAC 125 RN, IPR 100, IPR 106, MGS Catigua, MGS Guaigara e
MGS Vereda, que estdo disponiveis no Brasil e sdo recomendadas para areas infestadas com
NGs, dependendo das espécies de nematoides identificadas na area de plantio. Esses genétipos
apresentam diferentes fontes de resisténcia aos NGs (Carneiro & Santos, 2022).

O primeiro objetivo do presente estudo foi avaliar a variabilidade genética de
populacdes de M. izalcoensis provenientes de diferentes localiza¢bes geograficas do mundo (El
Salvador, Benim, Tanzania, Vietnad e Brasil) utilizando marcadores neutros de DNA, e suas

relacbes filogenéticas utilizando regides distintas do DNA ribossomal (rDNA): o gene
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mitocondrial do citocromo c oxidase 11 (COII) e o gene codificador da proteina nuclear Hsp90.
O segundo objetivo deste estudo foi avaliar a reacdo da populacdo brasileira de M. izalcoensis
em diferentes cultivares de café portadoras de genes de resisténcia a outras espécies de

Meloidogyne.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Populagdes de nematoides

Cinco populacbes de M. izalcoensis de diferentes localizagdes geograficas do mundo
(El Salvador, Benim, Tanzania, Vietna e Brasil) foram mantidas por subcultivos periédicos em
plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. cv. Santa Clara) em casa de vegetagéo (Tabela 1).
Todos os estudos genéticos e filogenéticos foram realizados usando essas populacées. Elas
foram identificadas usando fenotipo de esterase (Est), segundo Carneiro & Almeida (2001) e
confirmados com SCAR-PCR (Correa et al., 2013). Uma populacéo de M. enterolobii Yang &

Eisenback, 1983 foi incluida no estudo como outgroup.

2.2 Preparaciao do DNA gendmico

Para cada populagdo de M. izalcoensis, 0 DNA gendmico total foi extraido e purificado
a partir de aliquotas de 100 uL de ovos, seguindo o método descrito por Randig et al. (2002).
Para isso, 0s ovos previamente extraidos e armazenados a -80 °C foram macerados em cadinho
de porcelana com nitrogénio liquido e recuperado em tubo Eppendorf 2 mL, ao qual adicionou-
se 500 pL de tampédo NIB (5 M NaCl; 1 M Tris pH 8; 0,5 M EDTA; 0,7 mM B mercaptoetanol;
5 mM Triton - NPHO). Efetuada a homogeneizacéo, as amostras foram centrifugadas a 13.000
rpm por dois minutos e eliminado o sobrenadante. Esta operacéo de lavagem foi efetuada duas

vezes. Em seguida acrescentados 800 uL de tamp&o de homogeneizagdo (5 M NaCl; 0,2 M

sacarose; 0,5 M EDTA) e 200 uL do tampéo de lise (0,5 M EDTA; 2 M Tris pH 9,2; 10% SDS).
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Apdbs homogeneizacao, as amostras foram incubadas a 55 °C por 30 minutos, seguido de 10
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foi adicionado 1 V de fenol, cloroférmio e
alcool isoamilico (25:24:1), seguindo-se a homogeneizacdo em vortex por 30 segundos,
centrifugacdo a 13.000 rpm por cinco minutos e transferéncia do sobrenadante para um tubo de
microcentrifuga de 2 mL.

Para precipitacdo do DNA, adicionou-se 1.000 pL de etanol 100% ao sobrenadante e
em seguida o tubo foi invertido suavemente para observacdo do pellet. As amostras foram
incubadas a -20 °C por 20 minutos, seguido de centrifugacdo a 13.000 rpm por cinco minutos e
eliminacdo do etanol com auxilio de uma micropipeta. Em seguida, realizada a lavagem com
1.000 pL de etanol 70%, efetuando-se outra centrifugacdo a 13.000 rpm por cinco minutos.
Apbs a eliminacdo do etanol, o precipitado foi seco a temperatura ambiente, recuperado em 20
uL de agua esterilizada e armazenado a -20 °C.

O DNA gendmico isolado de cada populacdo de M. izalcoensis foi quantificado em

espectrofotdbmetro NanoDrop ND-1000 v.3.8.1 (Thermo Scientific).
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Tabela 1. Lista de isolados de Meloidogyne izalcoensis usados neste estudo.

] Fendtipo de i
Origem _ Ndmero de acesso do GenBank?
Isolado? o Hospedeira esterase
(Municipio-Estado) D2D3 ITS MtDNA Hsp90
Izal Indiandpolis, MG, Brasil Coffea arabica 14 MZ363741 MZ327286 MZ358903 MZ358898
Iza 2 Izalco, El Salvador C. arabica 14 MZ361699 MZz327283 MZ358900 MZ358895
Iza 3 Cotonou, Benim C. arabica 14 - MZ367177 - MZ358899
Iza 4 Tindini, Tanzania, C. arabica 14 MZ327284 - MZ358901 MZ358896
Iza 5 Vietnd Musa sp. 14 MZ328082 MZz327285 MZ358902 -

Abreviacdo: MG, Minas Gerais.

aNUmeros de acesso GenBank para o fragmento D2-D3 de 28S rRNA, 1TS1-5.8S-ITS2 rRNA, COIll mtDNA e sequéncias Hsp90 de Meloidogyne spp.

clonados neste estudo e utilizados para alinhamento e analise filogenética.

(-) A sequéncia ndo apresentou qualidade suficiente.
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2.3 Anélise RAPD

As amplificacbes das amostras de DNA de cada populacéo foram realizadas pela técnica
de RAPD conforme Randig et al. (2002). As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um
volume final de 13 uL, contendo: 1,3 uL de tampéo 10X de reacéo de PCR (Invitrogen®), 0,4
uL do primer [10 uM], 2 uL de dNTPs [1,25 mM] (dATP, dTTP, dGTP e dCTP — Invitrogen®),
0,2 uL (5U/uL) de enzimaTag DNA polimerase (Invitrogen®), 3 uL. de DNA gendmico total
(3 ng/uL) de cada populagéo e 6,1 puL de agua Mili-Q®. Foram utilizados na analise 30 primers
aleatdrios de 10-mer (Operon Technologies®) (Tabela 2).

As amplificacdes das amostras de DNA foram realizadas em um termociclador PTC-
100 (MJ Research), sob as seguintes condi¢fes: 5 min a 94°C; 40 ciclos de 30 s a 94°C, 45sa
36°C, 2 min a 70°C; e uma extensdo final de 10 min a 70°C. Os fragmentos amplificados foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) em tampédo TBE 0,5% (90 mM Tris-
HCI, 89 mM de acido bérico, 2 mM de EDTA, pH 8,3), a uma corrente constante de 100 mA
por aproximadamente 3 horas, corados com brometo de etidio (0,3 png/mL) e visualizados sob

luz UV. Todas as analises RAPD foram repetidas pelo menos duas vezes.
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Tabela 2. Primers oligonucleotideos (10-mer) usados na analise RAPD.

Primer Sequéncia de nucleotideo (5°— 3°)
OPA-12 TCGGCGATAG
OPAB-06 GTGGCTTGGA
OPAU-13 CCAAGCACAC
OPC-07 GTCCCGACGA
OPC-09 CTCACCGTCC
OPF-06 GGGAATTCGG
OPG-04 AGC GTGTCT G
OPG-13 CTCTCCGCCA
OPJ-19 GGACACCACT
OPK-01 CATTCGAGCC
OPK-19 CACAGGCGGA
OPL-19 GAGTGGTGAC
OPM-20 AGGTCTTGGG
OPN-07 CAGCCCAGAG
OPN-10 ACAACTGGGG
OPP-01 GTAGCACTCC
OPP-06 GTGGGCTGAC
OPR-03 ACACAGAGGG
OPR-07 ACTGGCCTGA
OPT-06 CAAGGGCAGA
OPU-05 TTGGCGGCCT
OPV-07 GAAGCCAGCC
OPW-05 GGCGGATAAG
OPW-06 AGGCCCGATG
OPW-15 ACACCGGAAC
OPX-20 CCCAGCTAGA
OPY-05 GGCTGCGACA
OPY-16 GGGCCAATGT
OPZ-04 AGGCTGTGCT

OPZ-17 CCTTCCCACT




2.4 Analise AFLP

A andlise utilizando o marcador PCR-AFLP foi realizada conforme o método adaptado
de Suazo & Hall (1999), que consiste em quatro etapas. Inicialmente, para cada populacdo de
M. izalcoensis, 1 ng do DNA gendmico total extraido dos ovos foi clivado/digerido por uma
enzima de restricdo (EcoRI — 15 U/uL; Invitrogen®). Na segunda etapa, os adaptadores
especificos foram ligados aos terminais dos fragmentos genémicos gerados pela clivagem da
enzima. Os adaptadores EcoRI (upper e lower) foram aquecidos a 95°C durante 5 min no
termociclador (PTC-100, MJ Research), e mantidos em temperatura ambiente durante
aproximadamente 10 min.

A reacdo de ligacao/digestdo dos adaptadores ao DNA foi realizada em um volume final
de 20 uL, contendo: 2 pL de tampédo da T4 DNA Ligase 10X, 2 puL de NaCl 0,5M, 0,5 uL de
BSA, 2 uL de adaptadores EcoRI [25 uM], 0,5 pL da enzima EcoRI [12 U/uL], 1uL T4 DNA
Ligase [1 U/uL], 2 pL de adgua Milli-Q, 10 uL de DNA [100 ng/uL]. Essa reacdo foi incubada
a 37°C por 12 h. Em cada reacdo foi retirado um volume de 5 pL para a corrida em gel de
agarose 1,5% com a finalidade de conferir o sucesso da digestéo.

Apobs verificacdo da digestdo de cada amostra, o restante da reacdo (15 pL) foi diluido
para o volume final de 150 pL para a realizacdo das reacdes de PCR. Do total de 150 uL, foi
utilizado 1uL do DNA digerido para cada reacdo. As reacdes de PCR foram realizadas em um
volume final de 25 uL contendo: 1 uL DNA total digerido [50 ng/uL], 2,5 uL de tampédo 10X
sem Cloreto de Magnésio (Invitrogen), 1 uL de MgClI>[50 mM], 0,5 uL de dNTPs [10 mM], 1
uL do primer [10 uM], 0,3 pL da enzima Taq DNA polimerase [5 U/uL; Invitrogen] e 18,3 uL
de agua Mili-Q. O DNA foi amplificado usando o termociclador PT-C100 (MJ Research) sob
as seguintes condi¢des: 1 min a 95°C; 37 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 56°C, 2 mine 30s a
72°C; e uma extensao final de 10 min a 72°C (Suazo & Hall, 1999). Foram utilizados na analise

sete primers aleatorios de 22-mer (Integrated DNA Technologies) (Tabela 3).
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Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose-
synergel a 1,5% (p/v) (0,7% de agarose, 0,4% de synergel; Diversified Biotech Synergel™), a
uma corrente constante de 100 mA por aproximadamente 3 horas. Para visualizacdo, 0s geéis
foram corados com brometo de etidio (0,3 ug/mL) e fotografados sob luz UV. A analise foi

repetida duas vezes.

Tabela 3. Primers oligonucleotideos (22-mer) usados na analise AFLP.

Primers Sequéncia de nucleotideos (5°— 3°)
AFLP13 AATGACTGCGTACCAATTCAGT
AFLP15 GCC GACTGCGTACCAATTCAGT
AFLP16 CGAGACTGCGTACCAATTCAGT
AFLP17 GGGGACTGCGTACCAATTCAGT
AFLP18 CTCGACTGCGTACCAATTCAGT
AFLP25 CCGGACTGCGTACCAATTCAGT
AFLP30 CACGACTGCGTACCAATTCAGT

2.5 Diversidade genética de Meloidogyne izalcoensis

Os fragmentos revelados (DNA fingerprints) com os dois marcadores RAPD e AFLP
foram usados para inferir a diversidade genética das cinco populacfes de M. izalcoensis e uma
populagéo de M. enterolobii usada como outgroup. Para cada marcador, as bandas amplificadas
foram pontuadas como presentes (1) ou ausentes (0) das fotografias digitalizadas dos géis e
convertidas em uma matriz binaria 0-1. Para a reconstrucdo filogenética foi realizada uma
analise de distancia usando o algoritimo de Neighbor-Joining - NJ (Saitou & Nei, 1987)
combinando os resultados dos dois marcadores (AFLP e RAPD) no PAUPx* versdo 4b10
(Swofford, 2002), considerando os dados como ndo ordenados e sem ponderacdo. Para testar a
significancia do dendrograma obtido, a analise foi realizada com 1.000 repeti¢Ges de bootstrap
(Felsenstein, 1985) e apenas valores de suporte acima de 50% foram considerados. Como 0s
dois tipos de marcadores poderiam ser considerados independentes um do outro, os dois
conjuntos de dados foram analisados em uma analise NJ global usando a abordagem de

evidéncia total proposta por Huelsenbeck et al. (1996) com as mesmas configuracGes das
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analises individuais de NJ.

2.6 Analise filogenética de regides de DNA

Para as analises filogenéticas, o DNA das cinco populacdes de M. izalcoensis
previamente caracterizadas foi amplificado e investigado usando os primers para as seguintes
regides:

a) Regides especificas do rDNA: A regido ITS1-1TS2 entre o gene 5.8S (Conjunto de
primers: Forward 5°-TTG ATT ACG TCC CTG CCC TTT-3’ e Reverse 5°>-TCC TCC GCT
AAA TGA TAT G-3’; Schmitz et al., 1998), e a expansao do fragmento D2-D3 do gene 28S
(conjunto de primers: Forward 5’-ACA AAG TAC CGT GAG GGA AAG TTG-3’ e Reverse
5’-TCG GAA GGA ACC AGC TAC TA-3’; De Ley et al., 1999), utilizando as condi¢bes da
PCR descritas por Subbotin et al. (2000); b) Gene mtDNA citocromo c¢ oxidase 11 (COII):
(Forward 5°-GGT CAA TGT TCA GAA ATT TGT GG-3' e Reverse 5'-TAC CTT TGA CCA
ATC ACG CT-3’; Powers & Harris, 1993) usando as condi¢bes de PCR descritas por Subbotin
et al. (2000); ¢) Hsp90: (Conjunto de primers: Forward 5’-GCY GAT CTT GTY AAC AAC
CYT GGA AC-3’ e Reverse 5°’-TCG AAC ATG TCA AAA GGA GC-3’) usando condicdes
de PCR de acordo com Nischwitz et al. (2013).

Os produtos da PCR foram cortados do gel de agarose e purificados com o Wizard®
SV Gel/PCR e PCR Clean Up System (Promega, Inc®), e clonados com o Kit pPGEM-T® Easy
Vector (Promega, Inc®), seguindo as instrug¢des do fabricante. O sequenciamento do inserto foi
realizado em dois clones independentes pela Macrogen (Coreia do Sul).

As sequéncias de DNA clonadas das populaces de M. izalcoensis foram alinhadas
usando ClustalW no Mega 5.0.3 (Tamura et al., 2011) e comparadas com outras sequéncias
obtidas no banco de dados NCBI de importantes espécies de Meloidogyne de café, ou seja, M.
exigua, M. paranaensis, M. incognita, M. arabicida e M. lopezi. Foram utilizados como

outgroups as sequéncias das espécies Pratylenchus neglectus Filipjev and Schuurmans
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Stekhoven, 194 (KP995311) (Rensch, 1924), P. zeae Graham, 1951 (AB933463), Radopholus
similis (Cobb, 1893) Thorne, 1949 (KF251133.1) e P. coffeae (Zimmermann, 1898) Filipjev &
Schuurmans Stekhoven, 1941 (HE601548.1).

Para identificar os modelos de melhor ajuste de cada andlise foi utilizado o programa
MrModeltest (Nylander, 2004) implementado no PAUP* e as arvores filogenéticas foram
geradas com base na andlise de Maximum Likelihood (ML) no IQtree (Trifinopoulos et al.,
2016). Para testar o suporte dos ramos da arvore gerada, o filograma foi inicializado 1.000

vezes, e apenas valores de suporte acima de 50% foram considerados.

2.7 Ensaios de Resisténcia

O indculo de M. izalcoensis usado nos experimentos foi proveniente do estado de MG
e foi multiplicado em plantas de tomate (Cv. Santa Clara) e café (Cv. Catuai Amarelo IAC 62)
por 3 e 8 meses, respectivamente. Os ovos de M. izalcoensis foram extraidos de raizes
infectadas conforme descrito no item 2.3 (Capitulo 1), usando liquidificador por 40 segundos.
Plantas de café foram semeadas em bandejas e posteriormente transplantadas para vasos de
polietileno (20 cm de largura x 40 cm de profundidade, capacidade para 5 L), preenchidos com
uma mistura de solo autoclavado e composto Bioplant® (1:1). Quando atingiram 4 a 6 pares de
folhas, foram inoculados com 10.000 ovos de M. izalcoensis/planta.

Quinze genotipos de café foram testados: Catuai Amarelo IAC 62 e Catuai Vermelho
IAC 99 (controles suscetiveis), Catuai Vermelho x Amphillo 2-161 (28-2-11), Catuai Vermelho
x Amphillo 2-161 (16-5-111), Hibrido de Timor UFV 408-01 MG (6-I-111), IAPAR 59, IPR 99,
IPR100, IPR 102, IPR 103, IPR 105, IPR 106, IPR 107, IPR 108 e Apoatd IAC 2258 (C.
canephora) (Tabela 4). As plantas foram dispostas em delineamento inteiramente casualizado
com oito repetigdes para cada tratamento. Quatro experimentos foram conduzidos em casa de
vegetacdo na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen, Brasilia, DF): O

primeiro foi implantado em 27 de marcgo de 2018, o segundo em 11 de abril de 2019 (repeticéo),
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o terceiro e 0 quarto em 18 de marco de 2020 e 12 de junho de 2020, respectivamente.

A avaliacdo dos quatro experimentos foi realizada aos 240-350 dias apés a inoculacéo
(DAI). Foram determinadas as seguintes variaveis: peso fresco da raiz, indice de galhas (1G),
numero total de ovos por grama de raiz, nimero total de ovos, fator de reproducéo (FR) e reacéo
final. Antes de avaliar os ensaios, algumas plantas dos controles (cafeeiros suscetiveis)
suplementares foram sempre analisadas para determinar se o fator de reproducédo era alto o
suficiente para avaliar os bioensaios.

Para determinar o peso fresco das raizes, as raizes foram cuidadosamente lavadas para
remover o0 solo aderido e, apds a remocdo do excesso de agua, foram pesadas. Os sistemas
radiculares foram corados com Floxina B a 0,0015 % (15 mg/L) por 15-20 minutos e avaliados
guanto ao indice de galhas. O indice de galhas (IG) foi determinado com base em uma escala
de 0 a 5 proposta por Hartman & Sasser (1985), como segue: 0 = auséncia; 1 =1a2;2=3a
10; 3 =11 a30; 4 =31 a 100 e 5 = mais de 100 galhas por planta. A extracdo dos ovos foi
realizada de acordo com os métodos citados acima, utilizando NaOCI 1%. O numero total de
ovos por planta foi determinado em microscopio de luz usando lamina de Peter em contagem
tripla.

O fator de reproducdo (FR) foi calculado como FR = PF/PI, onde PF corresponde a
populacdo final de nematoides e PI refere-se a populacéo inicial de nematoides (IP = 10.000).
Genotipos para FR < 1 foram considerados resistentes (R), enquanto aqueles para FR > 1 foram
considerados suscetiveis (S). Populagfes com valores de FR estatisticamente diferentes foram
agrupadas como baixa suscetibilidade (BS), alta suscetibilidade (AS) e moderada resisténcia
(MR). Os dados foram transformados em log (x+1) antes da analise de variancia (ANOVA) e
as médias foram comparados pelo teste de Scott-Knott (P<0,05), utilizando o software SISVAR

(Ferreira, 2011).

104



Tabela 4. Descricdo dos geno6tipos de Coffea spp. usados neste estudo.

Genotipos ou codigos de

acesso

Espécies

Origem

Instituto de origem

Catuai Amarelo 1AC 62
Catuai Vermelho IAC 99
Porta-enxerto Cv. Apoata IAC 2258
MG 0294 pl.1 R1
MG 0179 pl.3 R1
MG 0179 pl.1 R1
IAPAR 59
IPR 99
IPR 100
IPR 102
IPR 103
IPR 105
IPR 106
IPR 107
IPR 108

O O 0O 0000000

Coffea arabica L.
C.
Coffea canephora L.
C.
. arabica

arabica

arabica

. arabica
. arabica
. arabica
. arabica
. arabica
. arabica
. arabica
. arabica
. arabica
C.

arabica

Caturra Amarelo IAC 476-11 x Mundo Novo IAC 374-19
Caturra Amarelo IAC 476-11 x Mundo Novo IAC 374-19
Matriz 2258 do CATIE x SelecGes de cafeeiros resistentes a nematoides
Hibrido de Timor 408-01 MG 0294 pl.1 R1 (6-6-11)
Catuai Vermelho x Amphillo 2-161 MG 0179 pI3 R1 (28-2-11)
Catuai Vermelho x Amphillo 2-161 MG 0179 pl1 R1 (16-5-111)
Villa Sarchi CIFC 971/10 x Hibrido de Timor CIFC 832/2
Villa Sarchi CIFC 971/10 x Hibrido de Timor CIFC 832/2
Catuai V. IAC 81 x (Catuai V. IAC 81 x IAC 1110-8)
Catuai V. IAC 99 x Icatu de porte baixo
Catuai V. IAC 99 x Icatu de porte baixo
Catuai V. IAC 81 x (Catuai V. IAC 81 x IAC 1110-8)
Icatu IAC 925 x Coffea arabica desconhecido de porte baixo
IAPAR 59 x Mundo Novo IAC 376-4
IAPAR 59 x (Catuai V. IAC 99 x Icatu de porte baixo

IAC
IAC
IAC

EPAMIG
EPAMIG
EPAMIG

IAPAR
IAPAR
IAPAR
IAPAR
IAPAR
IAPAR
IAPAR
IAPAR
IAPAR

Abreviaces: IAC, Instituto Agrondmico de Campinas, Campinas, SP; EPAMIG, Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG; IAPAR, Instituto
de Desenvolvimento Rural do Parand, Londrina, PR.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizagdo das populac6es de nematoides

Todas as populacbes de M. izalcoensis foram identificadas por seu fenétipo de esterase

(Est 14, Rm: 0,86, 0,96, 1,24, 1,30) (Figura 1) conforme relatado na descri¢do de Carneiro et

al. (2005). Para confirmar a identificacdo, o marcador SCAR especifico desenvolvido para M.

izalcoensis, ou seja, um Unico amplicon de 670 pb, foi obtido para todas as populacdes de M.

izalcoensis (lza 1-5) utilizadas nesse estudo (Figura 2).

Iza 1 Iza 2 Iza 3

Iza 4 Iza 5

J3 I4

Figura 1. Fendtipos de esterase de populagdes de Meloidogyne izalcoensis (Est 14). 1za 1-5 do

Brasil, El Salvador, Benim, Tanzénia e Vietna, respectivamente. Meloidogyne javanica (Est J3)

esta incluida como referéncia.
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M 1za11za2 1za31za4 1za5 - M

2000 bp
1650 bp

1000 bp
850 bp

650 bp

500 bp
400 bp

300 bp
200 bp

100 bp

Figura 2. Padrbes de amplificagdo de PCR para cinco populacdes de Meloidogyne izalcoensis
geradas com primers SCAR especifico izABO2F/R (Correa et al., 2013). M: 1kb Plus DNA
ladder (Invitrogen); Iza 1-5, M. izalcoensis do Brasil, EI Salvador, Benin, Tanzania e Vietng,

respectivamente. (-) Controle negativo.

3.2 Diversidade genética de Meloidogyne izalcoensis: Marcadores RAPD e AFLP

Para o estudo da diversidade genética das cinco populacdes de M. izalcoensis foram
utilizados um total de 30 primers RAPD e 7 de AFLP. O nimero de fragmentos amplificados
para os dois marcadores foi de 306 (RAPD: 200 fragmentos monomorficos e 64 polimorficos;
AFLP: 36 monomorficos e 6 polimorficos) e os tamanhos dos fragmentos amplificados
variaram de 200 a 4500 pb.

Em geral, houve baixa variabilidade geneética entre as populacGes de M. izalcoensis com
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22% de polimorfismo. A matriz binaria 0-1 (auséncia/presenca de fragmentos) obtida de todo
o conjunto de marcadores foi utilizada para inferir as relagdes genéticas entre os isolados. Os
resultados do dendrograma de Neighbor Joining (NJ) confirmaram uma baixa variabilidade
intraespecifica entre as populacdes de M. izalcoensis do Brasil, Africa (Benim e Tanzania) e
Vietnd (Iza 1, 1za 3, 1za 4 e 1za 5, respectivamente), com 91% bootstrap, enquanto a populagéo

de El Salvador (lza 2) exibiu pouca diferenca genética das outras populacdes (Figura 3).
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— lza 1l M. izalcoensis

— Iza3 M. izalcoensis

91

- 1za 4 M. izalcoensis

—— Iza 5 M. izalcoensis

— Iza 2 M. izalcoensis

M. enterolobii

Figura 3. Arvore concatenada Neighbor-Joining (NJ) mostrando a analise da variabilidade genética dos marcadores RAPD (DNA polimdrfico
amplificado ao acaso) e AFLP (Polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados) de 5 populacdes de Meloidogyne izalcoensis. Os
numeros a esquerda das ramifica¢fes sdo os valores bootstrap de 1.000 réplicas. Populacdes 1za 1 a 5 sdo do Brasil, El Salvador, Benim, Tanzénia

e Vietna, respectivamente. Meloidogyne enterolobii foi usado como outgroup.
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3.3 Anadlise filogenética de regiGes de DNA: ITS, D2-D3, COlI e Hsp90

Na analise filogenética obtida na regido intergénica ITS1-5.8S-1TS2, as populacdes de
M. izalcoensis ndo formaram clusters coesos (Figura 4A), sugerindo uma baixa resolucéo
filogenética dessas sequéncias. No entanto, para as outras trés sequéncias estudadas, todas as
populacdes de M. izalcoensis de diferentes origens se agruparam com 71%, 90% e 69% de
suporte bootstrap para as regides D2D3, COIl e Hsp90, respectivamente (Figuras 4B, 5 e 6),
indicando que esses marcadores sdo altamente conservados para as populacfes dessa espécie
utilizadas nesse estudo. Além disso, os dois Ultimos marcadores permitiram a separacdo das
populacdes de M. izalcoensis de outras importantes espécies de NGs do café, incluindo M.
exigua, M. paranaensis, M. incognita, M. arabicida e M. lopezi, mostrando que estes sdo

excelentes marcadores especificos para essas especies.
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MZ327283 M. izaleoensis Tza 2
(a) KY911106 M. paranaensis
MZ327285 M. izaleoensis 1za 5

KY911107 M. paranaensis

KYI110 M. paranaensis

L MZ327286 M. izalcoensis Tza |
—— KY911108 M paranaensis
— KY882488 M. incognita

KY882489 M. incognita
KYB82490 M.incognita
MK212184 M. exigua

MZ367177 M. iznlcoensis lza 3

KY911109 M. paranaensis

MK212184 M. exigua

HEG6T738 M. arabicida

KP995311 Prandenchus neglectus

o
K12

o [MKALISG M evigna

(b) MKZI2185 M. exigna

100

95 | MZ361699 M. izalcoensis Tza 2
MZ363741 M. izalcoensis lza |

" |Mz.ummz M. izalcoensis 1za §

MZ327284 M. izalcoensis lza4

KY9I1102 M. paranaensis

3 | KF993619 M. fopezt

KY911105 M. paranaensis

KY882477 M. incognita

KY882478 M. incognita

KF993621 M. izalcoensis

KY9I1101 M. paranaensis

KF993624 M. arabicida
KYO11104 M. parcwrensis

~ KYOU1103 M. paranaensis

AB933463 I zeae

Figura 4. Analise de Maximum Likelihood mostrando as relacGes filogenéticas de populacdes de
Meloidogyne izalcoensis com espécies relacionadas com base nas regides do DNA ribossomal. A)
Sequéncias ITS1-5.85-1TS2 rDNA; B) Sequéncias da regido do fragmento D2-D3 do 28S rDNA. Os
nameros a esquerda das ramificacOes sdo valores de bootstrap para 1.000 repeticoes. Os nimeros de acesso
para sequéncias de genes recuperadas do GenBank estdo listados ao lado dos nomes das espécies e as
sequéncias das populagdes investigadas neste estudo estdo destacadas em negrito, com a adicdo de um
codigo populacional, Iza 1-5 para populagbes do Brasil, EI Salvador, Benim, Tanzéania e Vietnd,

respectivamente.
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Figura 5. Analise de Maximum Likelihood mostrando as relacdes filogenéticas de populag¢fes de Meloidogyne izalcoensis com espécies relacionadas com base
nas sequéncias COIl-mtDNA. Os nimeros & esquerda das ramificagdes sdo valores de bootstrap para 1.000 repeti¢des. Os nimeros de acesso para sequéncias
de genes recuperadas do GenBank estdo listados ao lado dos nomes das espécies e as sequéncias das populagdes investigadas neste estudo estdo destacadas em

negrito, com a adi¢do de um cédigo populacional, 1za 1, 2, 4 e 5 para populagdes do Brasil, El Salvador, Tanzénia e Vietna, respectivamente.
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Figura 6. Analise de Maximum Likelihood mostrando as relacdes filogenéticas de populagcdes de Meloidogyne izalcoensis com espécies relacionadas com base
nas sequéncias do gene Hsp90. Os numeros a esquerda das ramificacbes sdo valores de bootstrap para 1.000 repeti¢c6es. Os nimeros de acesso para sequéncias
de genes recuperadas do GenBank estdo listados ao lado dos nomes das espécies e as sequéncias das populacfes investigadas neste estudo estdo destacadas em

negrito, com a adi¢do de um cédigo populacional, 1za 1, 2, 3 e 4, para populag¢6es do Brasil, EI Salvador, Benim e Tanzénia, respectivamente.
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3.4 Ensaios de resisténcia

Nos dois primeiros ensaios (Tabelas 5 e 6), nenhuma cultivar diferiu significativamente
do controle suscetivel (Catuai Amarelo IAC 62) quanto ao peso fresco de raiz, mas houve
diferenca entre a cv. IPR 100 e o porta-enxerto Apoatd. No terceiro e quarto ensaio (Tabelas 7
e 8), apenas a IPR 103 apresentou menor peso de raiz quando comparado com todos 0s
tratamentos.

No primeiro experimento (Tabela 5), quando analisado o numero de ovos por grama de
raiz, apenas o genotipo Catuai Vermelho x Amphillo 2-161 (16-5-111) e o porta-enxerto Apoata
IAC 2258 diferiram estatisticamente do controle. Em relacdo ao fator de reproducéo (FR), 0s
gendtipos IPR 100, Hibrido de Timor e Catuai Vermelho x Amphillo 2-161 (28-2-11) ndo
diferiram estatisticamente do controle e foram considerados altamente suscetiveis (AS) a M.
izalcoensis. Em contrapartida, o gen6tipo MG 0179 pl.1 R1 (Catuai Vermelho x Amphillo 2-
161 [16-5-111]) e o porta-enxerto Apoatd IAC 2258 diferiram estatisticamente da testemunha e
foram considerados suscetiveis (S) e moderadamente resistente (MR) com uma reducéo de FR
de 77% e 83%, respectivamente.

Na repeticdo, que foi o segundo experimento (Tabela 6), os resultados foram
semelhantes aos do primeiro ensaio, sem diferencas na reacdo entre as cultivares. Novamente,
0 porta-enxerto Apoatd foi o Unico que se mostrou moderadamente resistente. Analisando as
16 repeticdes individuais de Apoatd, ocorreu uma segregacdo genética de 43,8%, com valores
de FR variando de 9,8 a 0, mostrando plantas suscetiveis e resistentes nos mesmos tratamentos
(dados néo apresentados). De modo geral, nos dois primeiros ensaios (Tabelas 5 e 6), a cultivar
Apoatd apresentou FRs médios baixos (3,7 e 1,6) e algumas plantas tiveram FRs zero,

tornando-se uma interessante fonte de resisténcia.
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Tabela 5. Reacdo de seis genoOtipos de Coffea spp. a populacdo brasileira de

Meloidogyne izalcoensis, 300 dias ap6s inocula¢do com 10.000 ovos.

Genotipos ou c?dlgos de PFR (g)? 1G? Ovos/gAde FRS Reagao®
acesso raiz
Catuai Amarelo IAC 62** 29,6 AB” 5 7.398,7 A 219A AS
IPR 100 44,8 A 5 399%55ABC 179A AS
MG 0294 pl.1 R1 28,7 AB 5 5.888,5 AB 169 A AS
MG 0179 pl.3 R1 33,3 AB 5 45946ABC  153A AS
MG 0179 pl.1 R1 30,9 AB 5 1.650,5C 51B S
Porta-enxerto cv. Apoata 16,1 B 4 2.298,1 BC 3,7C MR
IAC 2258

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade e os dados originais foram mantidos na tabela; CV = Coeficiente de variagdo; ‘Genotipos ou codigos
de acesso sdo dados na Tabela 4; 2Pesos frescos de raizes (PFR) foram transformados usando v (PFR +0,5), CV=
21,21%; 3indice de galhas (IG): 0 = auséncia; 1=1a2;2=3a10;3=11a30; 4 =31a100, e 5=> 100 galhas por
planta (Hartman & Sasser, 1985). “Ovos/g de raizes foram transformados usando Logz1o (X + 1), CV = 43,65%; SFator
de reproduco (FR) foi transformado usando Logio (x+1), CV = 26,62%; AS = Altamente suscetivel; S = Suscetivel,
MR = Moderadamente resistente. **Controle suscetivel.

Tabela 6. Reacdo de seis gendtipos de Coffea spp. a populacéo brasileira de Meloidogyne
izalcoensis, 240 dias apds inoculagdo com 10.000 ovos.

Gendétipos ou codigos de Ovos/g de

2 3 5 36

acessol PFR (g) €] raiz? FR Reacéo
Catuai Amarelo IAC 62** 27,7 AB* 5 9.386,3 AB 26,0 A AS
IPR 100 372A 5 6.505,4 AB 24,2 A AS
MG 0294 pl.1 R1 30,3 AB 5 4.488,4 AB 136 A AS

MG 0179 pl.3R1 22,0 AB 5 3,636,4 AB 80B S
MG 0179 pl.1 R1 24,0 AB 5 6.000 AB 144 A AS
Porta-enxerto cv. Apoatd 18,1B 3 884,0 B 16C MR
IAC 2258

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
e os dados originais foram mantidos na tabela; CV = Coeficiente de variagdo; 'Gen6tipos ou codigos de acesso sdo dados
na Tabela 4; 2Pesos frescos de raizes (PFR) foram transformados usando v (PFR +0,5), CV= 23,65%; 3indice de galhas
(IG): 0 =auséncia; 1=1a2;2=3a10;3=11a30;4=31a100, e 5=> 100 galhas por planta (Hartman & Sasser,
1985). “Ovos/g de raizes foram transformados usando Logio (X + 1), CV = 36,70%; SFator de reprodugdo (FR) foi
transformado usando Logio (x+1), CV = 33,02%; 5AS = Altamente suscetivel; S = Suscetivel; MR = Moderadamente

resistente. **Controle suscetivel.
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No terceiro experimento (Tabela 7), os gendtipos IAPAR 59, IPR 99, IPR 102, IPR
105, IPR 106, IPR 107 e IPR 108 apresentaram maior nimero de ovos por grama de raiz em
relacdo ao controle, mas ndo houve diferenca estatistica entre as cultivares IPR 100, IPR 103 e
o controle. Nesse experimento, os FRs dos genotipos IAPAR 59, IPR 99, IPR 100, IPR 102,
IPR 105, IPR 106 e IPR 108 néo diferiram estatisticamente do controle e foram considerados
suscetiveis a M. izalcoensis. Os mesmos resultados para o FR dessas cultivares foram obtidos
no quarto experimento (Tabela 8), exceto para IPR 107 e IPR 108, e, novamente, ndo diferiram
estatisticamente do controle e foram consideradas suscetiveis. Em contraste, 0s genotipos IPR
107 e IPR 108 diferiram estatisticamente do controle e apresentaram maior nimero de ovos
por grama de raiz, assim como maior FR, e foram considerados altamente suscetiveis. Em
ambos 0s experimentos (Tabelas 7 e 8), o genotipo IPR 103 apresentou FR mais baixo que
todas as outras cultivares e foi considerado de baixa suscetibilidade (BS). No entanto, cabe
ressaltar que o IPR 103 possui um sistema radicular menor (1/5 do controle) e, como o FR é
calculado a partir do numero total de ovos/planta e depende do tamanho da raiz, isso poderia
explicar o menor FR.

O indice de galhas foi 0 mesmo (IG = 5) para todos os genotipos nos quatro
experimentos, exceto para 0 porta-enxerto Apoatd IAC 2258, que apresentou IG = 4 no
experimento 1 (Tabela 5) e IG = 3 no experimento 2 (Tabela 6). Todas as cultivares e genotipos
de café avaliados apresentaram sintomas caracteristicos do parasitismo de M. izalcoensis:
presenca de pequenas galhas arredondadas, geralmente em maior nimero nas raizes mais
jovens, necrose na ponta da raiz e massas de ovos externas. No entanto, embora Apoata IAC
2258 tenha apresentado sintomas tipicos ocasionados por M. izalcoensis em algumas plantas
avaliadas, em outras plantas esses sintomas ndo foram observados (dados nédo apresentados).

Em resumo, a maioria dos gendtipos avaliados nos quatro experimentos (Catuai

Amarelo 62, Catuai Vermelho IAC 99, Hibrido de Timor HT UFV 408-01 MG 0294 pl.1 R1
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(6-1-111), Catuai Vermelho x Amphillo 2-161 MG 0179 pl3 R1 (28-2-11), Catuai Vermelho x
Amphillo 2-161 MG 0179 pl1 R1 (16-5-111), IAPAR 59, IPR 99, IPR 100, IPR 102, IPR 105,
IPR 106, IPR 107 e IPR 108) mostraram suscetibilidade a M. izalcoensis. Apenas o porta-
enxerto Apoatd IAC 2258 pode ser considerado moderadamente resistente, com segregacao de

algumas plantas para essa caracteristica (dados nao apresentados).

Tabela 7. Reacdo de dez geno6tipos de Coffea spp. a populagéo brasileira de Meloidogyne

izalcoensis, 350 dias ap0s a inoculagdo com 10.000 ovos.

Genotipos? PFR (g)? IG® Ovos/g de raiz* FR® Reacéo®
Catuai vermelho IAC 99** 106,3 A 5 43179C 459B S
IAPAR 59 55,8 B 5 8.655,9 AB 48,3 B S
IPR 99 95,5 AB 5 7.308,9 AB 68,9 AB S
IPR 100 74,6 AB 5 5.750,7 C 429B S
IPR 102 89,5 AB 5 8.301,7 AB 74,3 AB S
IPR 103 219C 5 5.3425C 11,7C BS
IPR 105 66,3 B 5 10.346,9 A 68,6 AB S
IPR 106 68,3 B 5 4.011,7 AB 27,4B S
IPR 107 1190 A 5 10.798,3 A 1285 A AS
IPR 108 87,5 AB 5 7.874,3 AB 69,5 AB S

*Meédias seguidas na coluna pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade e os dados originais foram mantidos na tabela; CV = Coeficiente de variacdo; :Gendtipos ou codigos de
acesso sao dados na Tabela 4; 2Pesos frescos de raizes (PFR) foram transformados usando v (PFR +0,5), CV=22,40%;
3[ndice de galhas (IG): 0 = auséncia; 1 =1a2;2=3a10;3=11a30;4=31a100, e 5=> 100 galhas por planta
(Hartman & Sasser, 1985). “Ovos/g de raizes foram transformados usando Logio (X + 1), CV = 14,91%; SFator de
reproducéo (FR) foi transformado usando Logio (x+1), CV = 16,23%; S = Suscetivel; BS = Baixa Suscetibilidade;

AS = Altamente Suscetivel. **Controle suscetivel.
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Tabela 8. Reacdo de dez genotipos de Coffea spp. a populacéo brasileira de Meloidogyne

izalcoensis, 340 dias ap0s a inoculagdo com 10.000 ovos.

Genotipos? PFR (g) 2 IG® Ovos/g de raiz* FR® Reacao®

Catuai vermelho IAC 99** 70,3 AB 5 5.391,2 BC 379B S
IAPAR 59 59,1 B 5 9.864,6 AB 58,3 B S
IPR 99 719 AB 5 8.497,9 AB 61,1 AB S
IPR 100 96,6 AB 5 9.120,1 AB 88,1 AB S
IPR 102 453 B 5 10.662,3 AB 48,3B S
IPR 103 30,3C 5 25413C 7,7C BS
IPR 105 44,7 B 5 7.807,6 AB 299B S
IPR 106 52,8 B 5 6.609,8 BC 349B S
IPR 107 95,3 AB 5 153725 A 146,5 A AS
IPR 108 1140 A 5 12.166,7 A 138,7A AS

*Meédias seguidas na coluna pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade e os dados originais foram mantidos na tabela; CV = Coeficiente de variagdo; *Genétipos ou codigos
de acesso sdo dados na Tabela 4; 2Pesos frescos de raizes (PFR) foram transformados usando (PFR +0,5), CV=
25,14%; 3indice de galhas (1G): 0 = auséncia; 1 =1a2;2=3a10;3=11a30;4 =31a 100, e 5=> 100 galhas por
planta (Hartman & Sasser, 1985). “Ovos/g de raizes foram transformados usando Logio (X + 1), CV = 18,1%); SFator
de reprodugdo (FR) foi transformado usando Logio (x+1), CV = 15,3%; 8S = Suscetivel; BS = Baixa Suscetibilidade;
AS = Altamente Suscetivel. **Controle suscetivel.
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4. DISCUSSAO

A variabilidade intraespecifica e a estrutura genética ndo sdo bem caracterizadas para
populacdes de M. izalcoensis, mas essa informacéo é crucial para evitar erros de identificacdo
e otimizar estratégias de controle eficazes. Estudos genéticos em conjunto com métodos
taxonémicos tradicionais e integrados com abordagens enzimaticas e moleculares provaram
ser Uteis na resolucdo de problemas de identificacdo de nematoides (Santos et al., 2012, 2018,
2020). Este é o primeiro estudo de caracterizacdo genética e filogenética de diferentes
populacdes de M. izalcoensis, uma espécie parasita de café recentemente detectada no Brasil
(Stefanelo et al., 2019).

O desenvolvimento de técnicas moleculares abriu novas perspectivas para a
identificacdo de espécies de Meloidogyne e para estudos sobre variabilidade intraespecifica e
relacBes filogenéticas usando regides distintas do DNA ribossomal (rDNA), o gene
mitocondrial citocromo c oxidase Il (COII) e o gene codificador de proteinas nuclear (Hsp90)
para NGs (Randig et al., 2002; Carneiro et al., 2004; Santos et al., 2012, 2018, 2020). Os
marcadores SCAR foram desenvolvidos para os NGs frequentemente associados ao café no
Brasil e nas Américas (Randig et al., 2002; Correa et al., 2013), ou seja, M. exigua, M.
paranaensis e M. incognita (Randig et al., 2002) e para as novas espécies M. izalcoensis e M.
arabicida (Correa et al., 2013). No presente estudo, essa abordagem foi validada pela analise
de cinco populagdes de M. izalcoensis de diferentes localizagdes geograficas no mundo e
exibindo o mesmo fendtipo de esterase (Est 14). O uso de fen6tipos de isoenzimas de esterase
é restrito & caracterizacdo de fémeas de NGs (Carneiro & Cofcewicz, 2008) e 0os métodos
baseados em PCR sdo mais adequados para diagndéstico de rotina, especialmente em raizes de
café infectadas com Meloidogyne spp., em que as fémeas coletadas de campos sao
frequentemente mal-preservadas, dificultando a identificacdo usando as isoenzimas de
esterase. A PCR é rapida, pode ser usada em um grande nimero de amostras e pode ser aplicada
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a ovos e J2 de amostras de solo de campo e raizes. Também nao requer multiplicacao na planta
hospedeira até que os nematoides atinjam o estadio de fémea adulta antes da identificacao.

Marcadores moleculares neutros, como RAPD e AFLP, tém sido usados para analisar
a diversidade genetica de espécies de Meloidogyne do café (Randig et al., 2002; Carneiro et
al., 2004; Muniz et al., 2008; Santos et al., 2012, 2018). Neste estudo, usando esses
marcadores, foi encontrada baixa variabilidade genética entre as cinco populacdes de M.
izalcoensis de diferentes localizacGes geograficas no mundo. Essa baixa variabilidade genética
também foi observada para outras espécies de Meloidogyne relacionadas ao café, ou seja, M.
incognita (Santos et al., 2012) e M. paranaensis (Santos et al., 2018). No entanto, o oposto foi
observado entre as populacfes de M. exigua, entre as quais foi observado um alto grau de
variabilidade genética (Muniz et al., 2008). Este resultado esta relacionado ao seu modo de
reproducdo: partenogénese mitética para M. incognita, M. paranaensis e M. izalcoensis, e
partenogénese meidtica para M. exigua.

Sequéncias dos genes ITS1-5.8S-1TS2, D2-D3 (28S) rRNA, mitocondrial COIl e
HSP90 tém sido usadas para inferir relacdes filogenéticas em espécies de NGs e podem
permitir que processos evolutivos sejam resolvidos em diferentes niveis de divergéncia
(Humphreys-Pereira et al., 2014; Janssen et al., 2017; Santos et al., 2020). No entanto, no
presente estudo, poucas sequéncias polimorficas foram encontradas para populacdes de M.
izalcoensis.

O rDNA é relativamente conservado com alta similaridade entre as trés espécies
tropicais mais comuns de NGs, M. incognita, M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949 e M.
javanica (Treub 1885) Chitwood, 1949, e, portanto, ndo € util como regido para identificacdo
dessas espécies (Janssen et al., 2017). As diversas copias do rDNA fornecem um amplo alvo
para amplificacdo por PCR e permite que a variacdo intraespecifica seja detectada em

populacdes de Meloidogyne spp. (Zijlstra et al., 1995; Adam et al., 2007). No entanto, nas
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analises da regido intergénica ITS1-5.8S-1TS2 do rDNA, as populacdes de M. izalcoensis ndo
formaram clusters coesos, demonstrando uma limitacdo filogenética desses marcadores. Em
contraste, as analises obtidas das regides D2-D3 do rDNA 28S agruparam as populacdes de M.
izalcoensis. No entanto, a sequéncia do isolado KF 993621 de M. izalcoensis estudada por
Alvarez-Ortega et al. (2019) ndo se agrupou com as demais sequéncias, apresentando certa
discrepancia ainda a ser explicada.

Uma regido do gene HSP90 também foi usada anteriormente para distinguir diferentes
especies de Meloidogyne (Blouin, 2002; Tigano et al., 2005; Skantar et al., 2008), mas no
presente estudo foi verificada uma baixa diversidade nas sequéncias de HSP90 entre as
populacdes de M. izalcoensis.

Do ponto de vista da identificacdo, 0 genoma mitocondrial fornece uma rica fonte de
marcadores genéticos para identificacdo (Hu & Gasser, 2006). Essa regido tem uma taxa de
evolucdo mais rapida do que os genes nucleares correspondentes (Blok & Powers, 2009). De
fato, a regido codificadora mitocondrial ja € considerada uma regido de codigo de barras
(barcoding) com melhor potencial para distinguir alguns grupos de Meloidogyne spp., porque
regides intergénicas demonstraram conter repeticGes de AT que parecem nao se correlacionar
com eventos de especiacdo (Pagan et al., 2015). Essa regido tem sido usada para distinguir
Meloidogyne spp. (Powers & Harris, 1993; Blok et al., 2002; Brito et al., 2004). No presente
estudo, as sequéncias COIl de M. izalcoensis mostraram-se Uteis tanto para identificacdo de
espeécies quanto para estudos filogenéticos, como observado para algumas outras espécies de
NGs em café, por exemplo, M. paranaensis (Santos et al., 2020). Na realidade, em nosso
estudo, este marcador permitiu a separacdo de populacbes de M. izalcoensis de outras
importantes especies de Meloidogyne do café, incluindo M. exigua, M. paranaensis, M.
incognita, M. arabicida e M. lopezi.

Investigando a resisténcia do café a M. izalcoensis, esse estudo confirmou resultados
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anteriores e forneceu novas informacgdes. Resultados semelhantes aos aqui obtidos para o
Hibrido de Timor UFV 408-01 foram relatados por Carneiro et al. (2008), que testaram a
progénie H419-5-4-5 obtida do cruzamento artificial da cultivar Catuai Amarelo IAC 30 x
Timor UV 445-46, que foram suscetiveis a M. izalcoensis, mas resistentes a M. exigua.
Hernandez e colaboradores (2004) ndo observaram resisténcia a M. izalcoensis em cultivares
de C. arabica da Etiopia, mas a resisténcia a M. paranaensis foi observada por Boisseau et al.
(2009). Também verificou-se que genotipos cuja fonte de resisténcia € Amphillo (C. arabica
da Etiopia) foram suscetiveis a M. izalcoensis. Portanto, embora a resisténcia de Amphillo
tenha controlado M. paranaensis € M. incognita em casa de vegetacdo e em condicdes de
campo (Carneiro & Santos, 2022), ela ndo é eficiente no controle de M. izalcoensis.

Alguns dos geno6tipos ou cruzamentos com o Hibrido de Timor como fonte de
resisténcia, como o IAPAR 59, que foram avaliados neste estudo ja foram testados com outras
espécies de Meloidogyne em condi¢bes de casa de vegetacdo e mostraram-se resistentes a M.
exigua e suscetiveis a M. incognita e M. paranaensis (Carneiro & Santos, 2022). No entanto,
nesse estudo, os cinco genotipos com essa fonte de resisténcia foram suscetiveis a M.
izalcoensis.

Outros estudos mostraram que 0 porta-enxerto Apoatd IAC 2258 é resistente a M.
paranaensis, M. exigua e M. incognita, conforme relatado por Carneiro & Santos (2022).
Desde 1987, a adocdo dessa cultivar de porta-enxertos multirresistentes tém sido recomendada
para 0 manejo de nematoides em areas de cultivo de café infestadas; isso € particularmente
eficaz em condic¢des de campo porque mais de uma espécie de Meloidogyne pode ocorrer
simultaneamente (Carneiro & Santos, 2022). Nesse estudo, foi observada apenas a resisténcia
moderada da cultivar Apoatd IAC 2258 a M. izalcoensis, com segregacdo confirmada. O
mesmo foi observado para diferentes populacGes de M. paranaensis em casa de vegetacdo

(12% de segregacdo; Santos et al., 2018). Embora o uso de cultivares ou porta-enxertos
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resistentes seja um método de controle ambientalmente correto e eficiente, ele apresenta
limitacGes, como segregacdo para suscetibilidade a nematoides (10% a 15%), e quebra na
regido da enxertia resultando na necessidade de replantio (cerca de 10% a 15%) (Goncalves et
al., 2021). No entanto, a cultivar Apoatd pode ser considerada uma fonte promissora de
resisténcia a M. izalcoensis, por C. canephora ser uma espécie aldgama com algumas plantas
mostrando FR igual a zero.

Todas as cultivares desenvolvidas pelo IDR-Parana avaliadas neste estudo sao
consideradas suscetiveis a M. izalcoensis, embora, em outros estudos, algumas dessas
cultivares tenham apresentado resisténcia a outras espécies de Meloidogyne; assim,
representam uma importante ferramenta, pois possibilitam a reducdo da densidade
populacional de nematoides de maneira economicamente aceitavel (Carneiro & Santos, 2022).
A cultivar arabica IPR 100, portadora de genes de C. liberica Hiern € resistente as populacfes
de M. exigua (Rezende et al., 2017), M. paranaensis (Santos et al., 2018) e M. incognita
(Carneiro & Santos, 2022). A cultivar IAPAR 59 é resistente a diferentes populacbes de M.
exigua, mas esta cultivar é suscetivel a M. paranaensis, M. incognita (Carneiro & Santos, 2022)
e, no presente estudo, a M. izalcoensis. Ha evidéncias de que a resisténcia de IAPAR 59 a M.
exigua se origina do Hibrido de Timor, que carrega resisténcia a esse nematoide e que se
mostrou controlado por um gene principal com dominancia incompleta (Alpizar et al., 2007).
Embora a cultivar IPR 106 ndo tenha apresentado resisténcia a M. izalcoensis, ja foi
demonstrada resisténcia a M. paranaensis e M. incognita (Sera et al., 2020). Acredita-se que
as cultivares IPR 98, IPR 99 e IPR 107 tenham herdado o gene Mex-1 do Hibrido de Timor
CIFC 832/2, conforme demonstrado para IAPAR 59, enquanto as cultivares IPR 102 e IPR 103
teriam herdado a resisténcia de C. canephora do Icatu.

Sera e colaboradores (2020) avaliaram o desempenho de cultivares de café arabica em

area infestada pelos nematoides M. paranaensis e M. incognita e confirmaram que as cultivares
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IPR 100 e IPR 106 apresentaram o melhor desempenho, com alto vigor vegetativo e
produtividade. Em contrapartida, as cultivares IPR 103, IAPAR 59 e Catuai Vermelho IAC 81
apresentaram reducdo na produtividade e baixo desenvolvimento vegetativo das plantas com
até 45% de plantas mortas sete anos apés o plantio.

Nos estudos de diversidade genética do NGs de café, M. izalcoensis separou
filogeneticamente de todas as outras espécies (M. exigua, M. paranaensis, M. incognita, M.
arenaria, M. enterolobii e M. lopezi); portanto, espera-se que as fontes de resisténcia genética
a essa espécie também sejam diferentes. O presente estudo demonstrou que as fontes de
resisténcia de cafeeiros a M. izalcoensis ndo sdo as mesmas relatadas anteriormente para M.
paranaensis, M. incognita e M. exigua. Apesar de algumas fontes de resisténcia disponiveis,
como o Hibrido de Timor, Amphillo, Icatd IAC 925 e IPR 100 (C. liberica) tenham mostrado
suscetibilidade a M. izalcoensis, cultivares como Apoatd IAC 2258, cuja fonte de resisténcia
se origina de C. canephora puro, sdo promissoras para o estudo da resisténcia a M. izalcoensis.
Outros genotipos de C. canephora também devem ser investigados, como a cultivar Goytaca'
(= Clone 14), recentemente registrada pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica
e Extensdo Rural (INCAPER), e as cultivares policlonais do IAC, compostas pelos clones
CcK1, CcR2, CcR8 e CcR10, que segundo Goncalves et al. (2021), sdo resistentes a M. exigua,
M. paranaensis e M. incognita. Campos de sementes para producao comercial de clones IAC

serdo estabelecidos apos registro e protecdo dos clones.
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5. CONCLUSOES

Uma baixa variabilidade intraespecifica foi detectada entre as populacdes de M.
izalcoensis de diferentes paises e M. izalcoensis se separou filogeneticamente de todas as outras
espeécies de nematoides-das-galhas do café. Nos ensaios de resisténcia, o porta-enxerto Apoata
IAC 2258 foi a Unica cultivar que apresentou resisténcia moderada, confirmando que cultivares

de C. canephora séo promissoras para o estudo da resisténcia a M. izalcoensis.
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CAPITULO 3

HOSPEDABILIDADE DE PLANTAS DE COBERTURA PARA O
MANEJO DE Meloidogyne izalcoensis EM CAFEZAIS INFESTADOS COM

O NEMATOIDE-DAS-GALHAS
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Hospedabilidade de plantas de cobertura para o manejo de Meloidogyne izalcoensis em
cafezais infestados com o nematoide-das-galhas.

RESUMO

O nematoide-das-galhas Meloidogyne izalcoensis foi inicialmente descrito parasitando
cafeeiros e causando danos na regido vulcanica lzalco, Sonsonate, EI Salvador. No Brasil, esta
espécie foi detectada em raizes de café no municipio de Indiandpolis, estado de Minas Gerais
(MG). O cultivo intercalar de plantas de cobertura é uma pratica tradicional nos cafezais
brasileiros, e a utilizagdo de plantas ndo hospedeiras ou antagbnicas aos nematoides ¢ uma
estratégia promissora para 0 manejo de areas infestadas. Devido a escassez de informacdes
sobre a hospedabilidade de M. izalcoensis, o objetivo deste estudo foi avaliar 24 plantas de
cobertura e selecionar as ndo hospedeiras ou ma hospedeiras. Dois ensaios foram realizados em
diferentes periodos e todas as plantas foram inoculadas com 10.000 ovos de uma populagéo
obtida de cafeeiro em Indianopolis-MG. Apds 90 dias, foram determinados o0s seguintes
parametros: peso fresco de raiz, fator de reproducédo (FR) e reacdo final. Plantas com FR < 1,0
foram classificadas como ndo hospedeiras (NH), aqueles com FR > 1,0 foram consideradas
hospedeiras e utilizando analises estatisticas foram classificadas como: boa hospedeira (BH),
hospedeira intermediaria (HI) e ma hospedeira (MH). A maioria das espécies botanicas
avaliadas foram classificadas como NH ou MH para M. izalcoensis, incluindo o algodao, arroz,
feijao, aveia branca, aveia preta, azevém, milho, trés espécies de gramineas, duas cultivares de
milheto, duas cultivares de trigo, Crotalaria breviflora, C. ochroleuca, C. spectabilis, feijao de
porco, mucuna cinza e duas espécies de capim-arroz. Apenas 0 tomate e o feijdo foram
classificados como BH, e C. juncea e soja foram classificados como HI. As plantas identificadas
como ndo hospedeiras ou méa hospedeiras podem ser recomendadas para cultivo intercalar ou
para rotacao de culturas em cafezais brasileiros em regides infestadas por M. izalcoensis.

Palavras-chave: Coffea spp., culturas intercalares, manejo de nematoides, relacdo parasita-
hospedeiro, rotacao de culturas.
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Host status of cover crops for the management of Meloidogyne izalcoensis in coffee
orchards infested with root-knot nematodes.

ABSTRACT

The root-knot nematode Meloidogyne izalcoensis was initially described parasitising coffee
trees and causing damage in the 1zalco volcano region, Sonsonate, EI Salvador. In Brazil, it was
detected in coffee roots in the municipality of Indiandpolis, Minas Gerais state (MG).
Intercropping cover crops is a traditional practice in Brazilian coffee orchards, and the use of
plants that are non-hosts or antagonistic to the nematodes is a promising strategy for coffee in
infested areas. Due to the scarce information on the host status of M. izalcoensis, the aim of this
study was to evaluate 24 plants of different species of cover crops and select the non-hosts or
poor hosts. Two assays were conducted at different times, and all plants were inoculated with
10,000 eggs. After 90 days, the following parameters were determined: fresh root weight,
reproduction factor (RF) and final reaction. Plants with RF < 1.0 were classified as non-hosts
(NH), those with RF > 1.0 were considered as hosts and using statistical analyses they were
classified as: good host (GH), intermediate host (IH) and poor host (PH). Most of the botanical
species tested were classified as NH or PH to M. izalcoensis: cotton, rice, bean, white oat, black
oat, ryegrass, corn, three species of grass, two cultivars of millet, two wheat cultivars,
Crotalaria breviflora, C. ochroleuca, C. spectabilis, jack bean, gray mucuna and two species
of rice grass. Only tomato and bean were classified as GH, and C. juncea and soybean were
classified as IH. The plants identified as non-hosts or poor hosts may be recommended for
intercropping or for crop rotation in Brazilian coffee orchards in regions infested by M.
izalcoensis.

Palavras-chave: Coffea, intercropping, nematode management, host-parasite relationship,
crop rotation.

133



1. INTRODUCAO

Os nematoides-das-galhas (NGs), Meloidogyne spp., estdo entre os nematoides parasitas
de plantas mais economicamente importantes que infectam o café (Coffea spp.) em varios paises
nas Américas, incluindo Brasil, El Salvador, Guatemala, Costa Rica e Havai, na Africa e em
outros continentes. Até o momento, 18 espécies de Meloidogyne foram relatadas parasitando
cafeeiros (Carneiro & Santos, 2022). No Brasil, entre as principais espécies deste género que
causam danos a cultura do café, M. exigua Goldi, 1887 é a mais frequentemente encontrada
(endémica), seguida por M. incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949 e M.
paranaensis Carneiro et al., 1996 (Carneiro & Santos, 2022). No entanto, Meloidogyne
izalcoensis Carneiro et al., 2005 foi detectada recentemente parasitando café arabica no
municipio de Indiandpolis, estado de Minas Gerais (Stefanelo et al., 2019), considerada uma
importante regido produtora de café no Brasil. Embora M. izalcoensis ja tivesse sido detectada
em meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia L.) no municipio de Araguari (MG)
(Carneiro, 2014), esse nematoide néo foi identificado a nivel de espécie naquele momento.

Meloidogyne izalcoensis foi descrita pela primeira vez parasitando cafeeiro na regido
vulcanica lzalco, Sonsonate, EI Salvador (Carneiro et al., 2005). Posteriormente, também foi
encontrada em raizes de café em Kabete (Quénia) e Mufindi (Tanzéania), estabelecendo o
primeiro relato dessa espécie nesses paises no café e no continente africano (Jorge Junior et al.,
2016). A mesma espécie também foi detectada em outras culturas, como repolho (Brassica
oleracea L. var. capitata) em Cotonou (Benin), e em tomate (Solanum lycopersicum L.) e
pimentdo (Capsicum annuum L.) em Tindini e Kianga (Tanzania), respectivamente (Jorge
Junior et al., 2016). Este nematoide difere significativamente de outras espécies parasitas de
NGs que ocorrem em plantas de café no Brasil e nas Américas (Carneiro et al., 2005; Correa et
al., 2013; Humphreys-Pereira et al., 2014). A identificacdo desta espécie é possivel usando
taxonomia integrativa, devido a similaridade do padrdo perineal com o de M. incognita e M.
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paranaensis (Carneiro et al., 2005). Os fenoétipos de esterase (Est) e marcadores moleculares
de quatro espécies de NGs de cafezais brasileiros sdo diferentes e descritos por Carneiro et al.
(2024). O fenotipo Est 14 € Gnico e pode ser usado para diferenciar M. izalcoensis de outras
especies de NGs de café (Carneiro & Cofcewicz, 2008; Carneiro et al., 2024). Existem também
marcadores SCAR para identificar M. izalcoensis e diferencia-la de outras espécies de NGs de
café (Correa et al., 2013). Além disso, o nematoide causa sintomas completamente diferentes
daqueles causados por M. paranaensis, M. incognita, M. arabicida Lopez & Salazar, 1989
(raizes com espessamento e rachaduras) e M. exigua (galhas de tamanhos diferentes com massas
de ovos internas) (Almeida et al., 2023 a, b). Os sintomas induzidos por M. izalcoensis sdo
tipicos com pequenas galhas, necrose nos tecidos nas extremidades das raizes, e grandes
quantidades de massas de ovos externas (Stefanelo et al., 2019), semelhantes aos causados por
M. lopezi.

Embora existam algumas informac6es, a gama de hospedeiros de M. izalcoensis ainda é
desconhecida, ao contrario de outras espécies de NGs que foram extensivamente estudadas. Em
relacdo aos hospedeiros diferenciadores, Carneiro et al. (2005) observaram gue a populacao de
Coffea arabica, lzalco, El Salvador, reproduziu-se em tomateiro ‘Rutgers’, tabaco (Nicotiana
tabacum L.) “NC95’, pimentdo (C. annuum) ‘California Wonder’ e melancia (Citrullus lanatus
(Thunb.) Matsum. & Nakai) ‘Charleston Gray’. No entanto, nenhuma reprodugao foi observada
em algodao (Gossypium hirsutum L.) ‘Deltapine 61’ ¢ amendoim (Arachis hypogaea L.)
‘Florunner’. Recentemente, estudos de resisténcia conduzidos por Almeida et al. (2023a) em
cafeeiros demonstraram que a maioria dos genotipos testados com resisténcia a outras espécies
de Meloidogyne (Amphillo x Catuai, Hibrido de Timor, IAPAR 59, IPR 99, IPR 100, IPR 102,
IPR 103, IPR 105, IPR 106, IPR 107 e IPR 108) foram suscetiveis a M. izalcoensis, exceto o
porta-enxerto ‘Apoatd IAC 2258°, que se mostrou moderadamente resistente, com segregacao

genética para esse carater de 43,8%.

135



O cultivo intercalar de plantas de cobertura em plantacdes de café Arabica e Canephora
é uma prética tradicional em muitos paises, devido aos beneficios que as culturas de cobertura
apresentam em relacdo ao manejo de plantas daninhas, conservacdo do solo e reducdo de
produtos quimicos usados na cafeicultura (Opoku-Ameyaw et al., 2003; Santos et al., 2016).
No Brasil, plantas fixadoras de nitrogénio, como as mucunas e crotalarias, sdo usadas como
plantas de cobertura para café porque melhoram a fertilidade do solo ao fornecer nitrogénio
organico (Carvalho et al., 2009; Partelli et al., 2011; Mesquita et al., 2016). A rotacdo de
culturas com plantas antagonistas ou ndo hospedeiras é uma pratica que visa reduzir a populagédo
de nematoides parasitas de plantas. E recomendada quando o cafezal estiver infestado com
Meloidogyne spp., durante o processo de renovacao dos cafeeiros com novas cultivares de café
(Lima et al., 2009; Villain et al., 2018; Salgado et al., 2021).

As culturas mais comumente usadas para cultivo intercalar em cafezais no Brasil sdo arroz
(Oryza sativa L.), milho (Zea mays L.), feijdo (Phaseolus vulgaris L.), amendoim, mandioca
(Manihot esculenta Crantz), inhame (Dioscorea cayanensis Lam.), girassol (Helianthus annuus
L.) e soja (Glycine max (L.) Merr.) (Mesquita et al., 2016).

Considerando a escassez de informacdes sobre os hospedeiros de M. izalcoensis e a
necessidade de aumentar o conhecimento relacionado a gama de hospedeiras desse nematoide,
0 objetivo deste estudo foi investigar a capacidade de 24 plantas de diferentes espécies e
cultivares em hospedar M. izalcoensis, incluindo plantas de cobertura de cultivo intercalar e

especies botanicas conhecidas como antagonistas/armadilhas dos NGs e outros nematoides.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 ldentificacdo, indculo e multiplicacao de Meloidogyne izalcoensis em cafeeiros

A identificacdo do nematoide foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Carneiro & Almeida (2001) usando o fendtipo da enzima esterase (Est 14) (Carneiro et al.,
2024). O inoculo de M. izalcoensis foi obtido de raizes de café coletadas em Indianopolis,
estado de Minas Gerais, e foi multiplicado em plantas de café e tomate. O café ‘Catuai Amarelo
IAC 62 foi semeado em bandejas com substrato Bioplant® e mantido a 15-30°C em condi¢fes
de casa de vegetacdo. Quando as mudas de café atingiram 10 cm, elas foram transplantadas
individualmente para vasos de polipropileno de 5 L preenchidos com solo esterilizado
(autoclavado a 120°C por 2 h) + substrato Bioplant® (1:1). Os ovos de M. izalcoensis foram
extraidos de raizes de café infectadas conforme descrito no item 2.3 (Capitulo 1), usando um
liquidificador por 40 segundos. Plantas de café com 6-8 pares de folhas foram inoculadas com
10.000 ovos e mantidas em casa de vegetacao por 8-14 meses, para fornecer o inéculo inicial

para 0s ensaios.

2.2 Reproducdo de Meloidogyne izalcoensis em diferentes espécies botanicas

A hospedabilidade de varias espécies botanicas a M. izalcoensis foi avaliada por meio
de dois ensaios in vivo, cada um repetido duas vezes e conduzido em casa de vegetacdo na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Embrapa Cenargen, Brasilia, Brasil). O
primeiro ensaio (repetido duas vezes) foi realizado de janeiro a julho (verdo/outono) 2021, e 0
segundo ensaio (repetido duas vezes) de junho a novembro (outono/primavera) de 2022 com
temperaturas em ambos os ensaios variando de 25 a 30°C. Vinte e quatro plantas de diferentes
espécies boténicas e cultivares foram testadas: algoddo, arroz, aveia branca (Avena sativa L.),
aveia preta (A. strigosa Schreb), azevém (Lolium multiflorum L.), duas espécies de capim-arroz

(Echinocloa colonum (L.) Link e E. crus-galli (L.) P. Beauv), capim-braquiéria (Brachiaria
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decumbens Stapf), capim-colonido (Panicum maximum Jacq), capim-pé-de-galinha (Eleusine

indica L.), quatro espécies de crotalaria (Crotalaria breviflora DC.,

C. juncea L., C.

ochroleuca G. Don., e C. spectabilis (DC.) Roth.), feijao carioca (P. vulgaris L.), feijdo-de-

porco (Canavalia ensiformis (L.) DC.), duas cultivares de milheto (Pennisetum glaucun L.),

milho (Zea mays L), soja (Glycine max (L.) Mer., mucuna-cinza (= mucuna-preta, mucuna and,

feijdo veludo, Mucuna pruriens (L.) DC.), duas cultivares de trigo (Triticum aestivum L.) e

tomate ‘Santa Clara’ (Solanum lycopersicum L.), usada como controle (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies botanicas avaliadas neste estudo.

Espécies botanicas/cultivares

Nomes cientificos

© 00O N o O b~ W N -

NN RN NN B B R R R R R R
2 WO NP O © 0 N o 0 A W N B O

Algodao cv. FM966
Arroz cv. IRGA424

Aveia branca cv. URS Estampa

Aveia preta cv. Embrapa 29 (Garoa)

Azevém cv. BRS Ponteio
Capim arroz cv. Crus-pavonis
Capim arroz cv. Crus-galli
Capim braquiéria cv. Basilisk
Capim colonido cv. Coloniéo
Capim pé-de-galinha cv. Indian
Crotalaria cv. Pohliana
Crotalaria cv. IAC KR1
Crotaléria cv. desconhecida
Crotaléria cv. Embrapa

Feijéo de porco cv. desconhecida
Feijéo carioca cv. NAT 05 Stilo
Milheto cv. ADR 500

Milheto cv. ADR 905

Milho cv. AL Bandeirantes
Mucuna cinza cv. Brasil

Soja cv. Poténcia RR

Tomate cv. Santa Clara (Controle)

Trigo cv. Sonik

Trigo cv. Toruk

Gossypium hirsutum L.
Oryza sativa L.

Avena sativa L.

A. strigosa Schreb

Lolium multiflorum L.
Echinocloa colonum (L.) Link
E. crus-galli (L.) P. Beauv
Brachiaria decumbens Stapf
Panicum maximum Jacq
Eleusine indica L.
Crotalaria breviflora DC.

C. juncea L.

C. ochroleuca G. Don

C. spectabilis DC. Roth
Canavalia ensiformis (L.) DC.
Phaseolus vulgaris L.
Pennisetum glaucun L.

P. glaucun L.

Zea mays L.

Mucuna pruriens (L.) DC.
Glycine max (L.) Mer.
Solanum lycopersicum L.
Triticum aestivum L.

T. aestivum L.
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2.2.1 Primeiro ensaio: hospedabilidade de diferentes espécies botéanicas a Meloidogyne
izalcoensis

No primeiro e segundo experimentos, a reproducdo de M. izalcoensis foi avaliada em 18
plantas de diferentes espécies e cultivares: algoddo, arroz, aveia branca, aveia preta, azevém,
duas espécies de capim-arroz, capim-braquiaria, capim-colonido, capim-pé-de-galinha, feijdo
carioca, duas cultivares de milheto, milho, soja, duas cultivares de trigo e uma cultivar de
tomate (Tabela 1). O tomate ‘Santa Clara’ (Gabriel et al., 2022) foi o controle suscetivel.
Sementes de diferentes espécies botanicas e cultivares foram semeadas em vasos de
polipropileno de 5 L preenchidos com solo esterilizado (autoclavado a 120°C por 2 h) +
substrato Bioplant® (1:1), e mantidos a 15-30°C em casa de vegetacdo. Todas as plantas (oito
repeticdes por tratamento) foram inoculadas com 10.000 ovos de M. izalcoensis por planta e
mantidas em casa de vegetacdo por 90 dias, em delineamento inteiramente casualizado, a
temperatura média de 25-30°C, com irrigacdo e fertilizacdo conforme necessario. A avaliacédo
foi realizada conforme descrito no item 2.7 (Capitulo 2) e foram determinadas as seguintes
variaveis: peso fresco da raiz, nimero de ovos por grama de raiz, fator de reproducdo (FR)
(Oostentenbrink, 1966) e reacdo final. O indice de galhas e massas de ovos ndo foi avaliado,
uma vez que massas de ovos em gramineas geralmente sdo produzidas dentro do tecido
radicular. Plantas com FR < 1,0 foram classificadas como ndo hospedeiras (NH), aguelas com
FR > 1,0 foram classificadas como hospedeiras, e os critérios de boa hospedeira (BH),
hospedeira intermediaria (HI) ou ma hospedeira (MH) foram determinados usando analise

estatistica.
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2.2.2 Segundo ensaio: hospedabilildade de diferentes plantas antagonistas a Meloidogyne
izalcoensis

No terceiro e quarto experimentos, a reproducdo de M. izalcoensis foi avaliada em seis
plantas antagonistas, selecionadas de acordo com a literatura (Ferraz & Freitas, 2004): quatro
espeécies de crotalaria, feijao-de-porco e mucuna-cinza (Tabela 1). O tomateiro ‘Santa Clara’
foi o controle. As sementes das espécies botanicas foram semeadas em vasos de polipropileno
de 5 L preenchidos com solo esterilizado (autoclavado a 120°C por 2 h) + substrato Bioplant®
(1:1) e mantidos a 25-30°C em condicBes de estufa. Todas as plantas (oito repeticGes por
tratamento) foram inoculadas com 10.000 ovos de M. izalcoensis por planta. As plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo por 90 dias ap6s a inoculacdo do nematoide e ao fim do ensaio,

as raizes foram avaliadas conforme descrito no item 2.7 (Capitulo 2).

2.3 Analise estatistica

Ambos os experimentos, cada um repetido duas vezes, foram estabelecidos em um
delineamento inteiramente casualizado com 18 e sete tratamentos com oito repeti¢cfes. Nos
quatro ensaios, os parametros foram transformados usando log (x + 1) para ANOVA porém, 0s
valores numeéricos descritos nas tabelas sdo originais, sem a transformacdo. As médias foram
comparadas pelo teste Scott Knott (P < 0,05), usando o software SISVAR (Ferreira, 2011). O
peso fresco da raiz foi considerado apenas para observar o crescimento da raiz de diferentes
plantas (sem andlise estatistica) e para calcular o nimero de ovos (g raiz)*. Os diferentes niveis

de hospedabilidade foram determinados de acordo com a analise estatistica (Tabelas 2-5).
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3. RESULTADOS

Em todos os experimentos, verificou-se que a maioria das espécies botanicas avaliadas
foram classificadas como ndo hospedeiras (NH, FR < 1,0) ou mas hospedeiras (MH, FR > 1,0
e <2,0) a M. izalcoensis: algod&o, arroz, aveia branca, aveia preta, azevém, milho, trés espécies
de capins, duas cultivares de milheto, duas cultivares de trigo, C. breviflora, C. ochroleuca, C.
spectabilis, feijdo-de-porco, mucuna cinza e duas espécies de capim-arroz (Tabelas 1-5). Os
resultados dos ensaios de repeticdo em diferentes estacdes foram semelhantes aos dos quatro
ensaios, considerando que as temperaturas médias diarias em Brasilia ndo variam muito.
Apenas o tomateiro ‘Santa Clara’ (controle, FR = 16,5 - 34,6) e o feijdo carioca (FR = 12,3 -
15,3) (Tabelas 1-5) foram revelados como boas hospedeiras (BH). A soja ‘Poténcia RR’ (FR =
3,4 - 43) e C. juncea ‘IAC KR1’ (FR = 2,4 - 4,2) (Figura 1) foram classificadas como

hospedeiras intermediarias (HI) em ambos os experimentos (Tabelas 2-5).

Figura 1. Raizes de Crotalaria juncea parasitadas por Meloidogyne izalcoensis. A) Visdo geral
da raiz; B) Raiz mostrando galhas, fémeas brancas e massas de ovos rosadas coradas com
Floxina B.
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Tabela 2. Reacdo de hospedabilidade de diferentes espécies botéanicas a populagao
brasileira de Meloidogyne izalcoensis, 90 dias ap6s a inoculagdo com 10.000 ovos de

janeiro a abril de 2021.

Espécies botanicas/cultivres Peso fresco Ovos Fator de Reacdo®
raiz (g) (g de raiz)* Reprodugdo?

Feijdo carioca cv. NAT 05 Stilo 38,50 4.657,99 ¢! 12,31e BH
Tomate cv. Santa Clara 33,13 1,879,99 e 16,96 e BH
Algodé&o cv. FM966 7,50 12,02 b 0,0la NH
Arroz cv. IRGA424 45,88 23,72 b 0,27 a NH
Aveia branca cv. URS Estampa 22,63 O0a O0a NH
Aveia preta cv. Embrapa 29 (Garoa) 12,63 O0a O0a NH
Azevém cv. BRS Ponteio 60,88 10,54 a 0,09 a NH
Capim arroz cv. Crus-galli 16,38 422,11d 1,18¢ MH
Capim arroz cv. Crus-pavonis 14,63 387,02 d 1,16 ¢ MH
Capim braquiéria cv. Basilisk 86,13 Oa Oa NH
Capim colonido cv. Colonido 5,75 12354 ¢ 0,09 a NH
Capim pé-de-galinha cv. Indian 51,00 91,52 ¢ 0,45b NH
Milheto cv. ADR 500 26,38 Oa Oa NH
Milheto cv. ADR 905 67,63 Oa Oa NH
Milho cv. AL Bandeirantes 143,08 O0a O0a NH
Soja cv. Poténcia RR 15,50 3.178,44 ¢ 3,36d HI
Trigo cv. Sonik 8,13 198,65 d 0,32a NH
Trigo cv. Toruk 13,63 303,48d 0,52 b NH
CV (%) 21,29 30,36 44,69 -

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferiram pelo teste de Scott-Knott a 5% e os dados originais
foram mantidos na tabela. CV = coeficiente de variagdo. 2 FR: Fator de reproducdo. A hospedabilidade foi
designada da seguinte forma: FR > 5,0, Boa hospedeira, 1,0 < FR < 2,0, Ma hospedeira, 2,0 < FR <5,0 Hospedeira
intermediaria. 3 Reacdo: BH = Boa hospedeira; NH = N&o hospedeira; MH = M4 hospedeira, HI = Hospedeira

intermediaria.
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Tabela 3. Reacdo de hospedabilidade de diferentes espécies botanicas a populagéo

brasileira de Meloidogyne izalcoensis, 90 dias ap6s inoculagcdo com 10.000 ovos de

abril a julho de 2021.

Espécies botanicas Peso fresco Ovos Fator de Reacdo?®
raiz (g) (g de raiz)! Reprodugdo?

Feijdo carioca cv. NAT 05 Stilo 44,63 3.944,78 ¢! 15,28 d BH
Tomate cv. Santa Clara 32,00 2.401,07 e 16,47 d BH
Algod&o cv. FM966 9,75 15,53 b 0,01a NH
Arroz cv. IRGA424 41,13 69,45 c 0,53 b NH
Aveia branca cv. URS Estampa 24,63 Oa Oa NH
Aveia preta cv. Embrapa 29 (Garoa) 11,75 Oa O0a NH
Azevém cv. BRS Ponteio 60,88 7,25b 0,08 a NH
Capim arroz cv. Crus-galli 18,00 266,68 d 0,85b NH
Capim arroz cv. Crus-pavonis 13,13 483,99 d 1,14 b MH
Capim braquidria cv. Basilisk 72,50 Oa Oa NH
Capim colonido cv. Colonido 3,25 319,44 d 0,18a NH
Capim pé-de-galinha cv. Indian 57,63 81,36 C 0,47b NH
Milheto cv. ADR 500 29,00 Oa Oa NH
Milheto cv. ADR 905 58,63 Oa Oa NH
Milho cv. AL Bandeirantes 132,50 Oa Oa NH
Soja cv. Poténcia RR 28,75 1.059,30 ¢ 4,34c HI
Trigo cv. Sonik 11,38 75,62 c¢c 0,18a NH
Trigo cv. Toruk 9,38 241,35d 0,42b NH
CV (%) 15,53 25,77 45,65 -

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferiram pelo teste de Scott-Knott a 5% e os dados originais
foram mantidos na tabela. CV = coeficiente de variagdo. 2 FR: Fator de reproducdo. A hospedabilidade foi
designada da seguinte forma: FR > 5,0, Boa hospedeira, 1,0 < FR < 2,0, Ma hospedeira, 2,0 < FR < 5,0 Hospedeira
intermediaria. 3 Reacdo: BH = Boa hospedeira; NH = N&o hospedeira; MH = Ma hospedeira, HI = Hospedeira

intermediaria.
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Tabela 4. Reagdo de hospedabilidade de diferentes espécies botanicas antagonistas
a populacgdo brasileira de Meloidogyne izalcoensis, 90 dias ap6s inoculacdo com
10.000 ovos de junho a setembro de 2022.

Espécies botanicas Peso fresco Ovos Fator de Reacéo®

raiz (g) (g de raiz)* Reprodugdo?

Crotalaria juncea cv. IAC KR1 27,70 1.370,88 d* 4,24 b HI
C. breviflora 7,10 Oa Oa NH
C. ochroleuca 34,70 50,12 b 0,17 a NH
C. spectabilis 24,00 O0a O0a NH
Feijdo de porco 27,02 O0a O0a NH
Mucuna cinza (= feijao veludo) 49,40 199,90 ¢ 0,95 a NH
Tomate cv. Santa Clara 142,62 4.841,07 e 34,55 ¢ BH
CV (%) 15,06 15,97 39,72 -

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferiram pelo teste de Scott-Knott a 5% e 0s dados originais
foram mantidos na tabela. CV = coeficiente de variagdo. 2 FR: Fator de reproducdo. A hospedabilidade foi
designada da seguinte forma: FR > 5,0, Boa hospedeira, 1,0 < FR < 2,0, M4 hospedeira, 2,0 < FR < 5,0
Hospedeira intermediaria. 3 Reacdo: HI = Hospedeira intermediaria; NH = N&o hospedeira; BH = Boa

hospedeira.

Tabela 5. Reacdo de hospedabilidade de diferentes espécies botanicas antagonistas
a populacédo brasileira de Meloidogyne izalcoensis, 90 dias ap6s inoculacdo com

10.000 ovos de setembro a novembro de 2022.

Espécies botanicas Peso fresco Ovos Fator de Reacéo®
raiz (g) (g deraiz)! Reprodugio?

Crotalaria juncea cv. IAC KR1 21,50 1.566,63d* 2,36 b HI
C. breviflora 10,40 O0a Oa NH
C. ochroleuca 26,00 50,04 b 0,10 a NH
C. spectabilis 27,60 Oa Oa NH
Feijdo de porco 27,10 O0a O0a NH
Mucuna cinza (= feijao veludo) 35,80 191,03 ¢ 0,82 a NH
Tomate cv. Santa Clara 143,04 4.783,43 ¢ 34,22 ¢ BH
CV (%) 25,66 23,35 36,45 -

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferiram pelo teste de Scott-Knott a 5% e os dados originais
foram mantidos na tabela. CV = coeficiente de variacdo 2 FR: Fator de reproducdo. A hospedabilidade foi
designada da seguinte forma: FR > 5,0, Boa hospedeira, 1,0 < FR < 2,0, Ma hospedeira, 2,0 < FR < 5,0
Hospedeira intermediaria. * Reagdo: HI = Hospedeira intermediaria; NH = N&o hospedeira; BH = Boa
hospedeira.
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4. DISCUSSAO

Métodos de controle cultural, como rotagdo de culturas com espécies ndo hospedeiras, tém
sido eficazes como estratégia de manejo de nematoides (Halbrendt & Lamondia, 2004). Essas
praticas podem manter as populacdes de nematoides abaixo do limiar de danos econémicos. A
maioria dos estudos foi realizada com plantas antagonistas com foco no uso de Crotalaria spp.
(crotalarias) e Mucuna spp. (mucunas), entre outras. O uso de plantas antagonistas para o controle
de nematoides € uma alternativa muito atraente. Algumas dessas plantas contribuem como adubo
verde e também controlam os nematoides. Plantas como Crotalaria spp. permitem que o nematoide
penetre, bloqueando sua migracdo e sua reproducdo dentro das raizes, reduzindo a densidade
populacional. A fixacdo de nitrogénio da atmosfera no solo, melhorando a fertilidade do solo, é
outro beneficio das plantas antagonistas da familia Fabaceae. Algumas plantas de cobertura, quando
incorporadas, adicionam uma quantidade consideravel de matéria organica ao solo e
consequentemente aumentam a atividade de fungos antagonistas (Ferraz & Freitas, 2004). Algumas
gramineas ndo hospedeiras também demonstraram resultados satisfatorios no controle de
Meloidogyne spp. Elas também podem ser usadas entre as linhas de café, fornecendo outra fonte de
renda para o agricultor e reduzindo a populacdo de nematoides (Halbrendt & Lamondia, 2004).

Devido a escassez de estudos sobre M. izalcoensis, ha informaces limitadas disponiveis
sobre a hospedabilidade das plantas em relagdo ao controle desse nematoide usando rotacdo de
culturas intercalares em cafezais. O conhecimento atual é baseado principalmente em pesquisas
relacionadas a outras espécies dos NGs do café, levando em consideracdo a mistura frequente de
espécies que ocorrem em cafezais brasileiros (Carneiro & Santos, 2022).

Conforme demonstrado neste estudo, a maioria das plantas avaliadas exibe comportamento
de ndo hospedeira, ma hospedeira ou hospedeira intermediaria em relagdo a M. izalcoensis, com
excec¢do do tomate, feijdo comum, soja e C. juncea, que se comportaram como boas hospedeiras.

Entre outros nematoides que parasitam café, uma gama restrita de hospedeiros também foi

145



observada para M. exigua (CABI, 2021). Almeida & Campos (1991b) avaliaram a capacidade
reprodutiva de M. exigua em 14 espécies de plantas ap6s 60 dias de inoculacéo e confirmaram que
a maioria das plantas foram classificadas como néo hospedeiras, entre elas soja, pimenta, mucuna-
preta (= mucuna-cinza), melancia, feijdo, cebolinha (Allium fistulosum L.), C. spectabilis, milho,
cacau (Theobroma cacao L.), arroz, sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) e capim colonido. A
erradicacdo de M. exigua em um cafezal ap6s 23 meses foi comprovadamente eficaz usando arroz,
feijdo, milho, capim colonido, mucuna-cinza, C. spectabilis, soja e sorgo (Almeida & Campos,
1991a). De Moraes et al. (1977) também estudaram rotacGes com soja e milho, em cafezais
infestados por M. exigua e concluiram que essas plantas ndo sao hospedeiras, e entao sugerindo que
o cultivo de café poderia ser retomado apds rotacdo de 1 ano com essas culturas. Considerando
areas infestadas com as duas espécies (M. exigua e M. izalcoensis), milho, arroz, capim coloniao,
C. spectabilis e mucuna cinza podem ser usadas como plantas de cobertura adequadas a uma
estratégia para controlar essas duas espécies NGs, com melhora na conservacdo do solo,
aumentando a fertilidade do solo ao fornecer matéria organica como fonte de nitrogénio (Paulo et
al., 2001; Bergo et al., 2006; Patelli et al., 2011).

A rotacdo de culturas para erradicar M. incognita é considerada mais dificil em algumas
areas (Salgado et al., 2021). Diferentemente de M. izalcoensis, essa espécie causa destrui¢do do
sistema radicular e é considerada mais prejudicial devido a sua agressividade, grande nimero de
hospedeiros e alta persisténcia no solo (Campos & Villain, 2005; Salgado et al., 2021; Almeida et
al., 2023b). Carneiro & Carneiro (1982) confirmaram que plantas como amendoim ‘Tatu’, mamona
(Ricinus comunis L.) ‘Guarani’, aveia preta, mucuna-and (mucuna) e C. spectabilis apresentaram
resisténcia a M. incognita, indicando que podem ser cultivadas em rotacéo de culturas em areas
infestadas. Outras plantas, como nabo forrageiro (Raphanus sativus L.), capim-pangola ‘Pangola’
(Digitaria decumbens Stent), capim pangola ‘Guiné’, feijao-de-porco e azevém podem ser

cultivadas em areas infestadas com M. incognita (Ferraz & Freitas, 2004). Em areas infestadas com
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M. izalcoensis, amendoim, aveia preta, C. spectabilis, mucuna e azevém também podem ser usadas.
Mais espécies como capim bachiaria e capim colonido (Brito & Ferraz, 1987) também podem ser
incluidas para as espécies de NGs incognita e M. izalcoensis.

Pesquisas tém demonstrado que M. paranaensis possui uma gama de hospedeiros mais
restrita em comparacdo com M. incognita e causa destruicao do sistema radicular. Sua deteccéo é
mais frequente em cafezais do que M. incognita, que ocorre em uma ampla gama de hospedeiros
(Carneiro & Santos, 2022). Roese & Oliveira (2004) avaliaram a capacidade reprodutiva de M.
paranaensis em 28 espécies de plantas daninhas e observaram que a maioria se comportou como
resistente ou imune, enquanto algumas plantas se comportaram como suscetiveis, incluindo capim-
arroz e capim pé-de-galinha. A resisténcia a M. paranaensis foi detectada em algumas cultivares de
milheto, sorgo e milho; todas as cultivares de milho testadas, com excegao de ‘AG 7575, foram
resistentes a M. paranaensis (Carneiro et al., 2007). O plantio sucessivo de C. spectabilis/aveia
branca/amendoim, mucuna preta/aveia branca/amendoim, mucuna preta/aveia branca e amendoim
reduziu a populacdo de M. paranaensis a niveis muito baixos (Silva & Carneiro, 1995).

Levando em consideracdo nossos resultados, C. spectabilis, aveia branca, amendoim, B.
decumbens, capim colonido, azevém, milheto, milho e aveia preta também podem ser usadas para
controlar mistura de populac6es de M. izalcoensis e M. paranaensis (Moritz et al., 2003; Carneiro
etal., 2006a, b; Ménaco et al., 2008). Considerando as quatro espécies de NGs do café mencionadas
acima, amendoim, C. spectabilis, aveia preta e branca, azevém e capim braquiaria podem ser usadas
em cultivos intercalares e como plantas de cobertura em cafezais de C. arabica e C. canephora,
com o beneficio de planta de cobertura no controle de Meloidogyne spp. € no manejo de plantas
daninhas, conservacdo do solo e reducdo do uso de produtos quimicos na cafeicultura (Opoku-
Amyaw et al., 2003; Santos et al., 2016).

A realizacdo de testes de hospedabilidade com vérias espécies botanicas € crucial para

controlar os NGs de maneira eficaz em areas infestadas. No entanto, nas Ultimas duas décadas,
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houve énfase limitada no uso de plantas de cobertura, com mais atencdo dada ao desenvolvimento
de novas moléculas fitoquimicas. Apesar dos esforcos globais, o progresso no desenvolvimento de
nematicidas a base de extratos botanicos, incluindo no Brasil, tem sido lento (Willian Terra,
informacéo pessoal). Os desafios incluem a padronizacdo de formulacGes para utilizar constituintes
ativos naturais sem prejudicar os microrganismos nao alvos do solo e a variacao na qualidade dos
produtos devido a métodos inconsistentes de obtencdo, extracao e formulacdo. A comercializacdo
de novos nematicidas a base de extratos vegetais tem sido prejudicada pela rapida degradacéo e
dispersdo de compostos ativos dificultando o uso por agricultores devido a resultados cientificos
inconsistentes (Mwamula et al., 2022).

Até 0 momento, M. izalcoensis parece ter se disseminado pouco no Brasil (Almeida et al.,
2023b), mas os resultados deste estudo permitem recomendar plantas conhecidas como culturas de
cobertura efetivas, assim como plantas ndo hospedeiras ou antagdnicas para rotacdo ou cultivo nas
entrelinhas em cafezais com a presenca desse nematoide ou outro NGs em café. Mais estudos com
culturas de cobertura devem ser realizados no futuro, nas condicdes atuais de manejo em cafezais,
utilizando principalmente novas cultivares agora disponiveis com resisténcia total ou parcial a

Meloidogyne spp.
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5. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostraram que M. izalcoensis tem uma gama restrita
de hospedeiros (cafeeiro, tomateiro, feijdo, soja e Crotalaria juncea) e permitem a
recomendacdo de plantas identificadas como ndo hospedeiras ou ma hospedeiras (algoddo,
arroz, aveia branca, aveia preta, azevém, milho, trés espécies de capins, duas cultivares de
milheto, duas cultivares de trigo, C. breviflora, C. ochroleuca, C. spectabilis, feijao-de-porco,
mucuna cinza e duas espécies de capim-arroz) para uso em manejos culturais, em cafezais

infestados por M. izalcoensis.
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CONCLUSOES GERAIS

1. Os marcadores moleculares SCAR sdo mais eficientes e praticos do que os marcadores
enzimaticos na distingdo dos nematoides do cafeeiro, M. exigua, M. incognita, M. paranaensis
e M. izalcoensis devido a baixa concentracéo de esterase em M. exigua.

2. A ocorréncia de M. izalcoensis no Brasil é considerada restrita a regido de Indiandpolis-MG,
onde essa espécie foi inicialmente detectada, embora levantamentos mais abrangentes ndo
tenham sido ainda realizados.

3. Uma baixa variabilidade intraespecifica foi detectada entre as popula¢Ges de M. izalcoensis
de diferentes paises e essa espécie se separou filogeneticamente de todos os outros
nematoides-das-galhas do cafeeiro.

4. Dentre as 15 cultivares com resisténcia a Meloidogyne spp. testadas, o porta-enxerto
Apoatd IAC 2258 foi a Gnica que apresentou resisténcia moderada a M. izalcoensis.

5. Nos testes de hospedabilidade de diferentes plantas a M. izalcoensis comportaram-se como
ndo hospedeiras ou ma hospedeiras: algodao, arroz, aveia branca, aveia preta, azevém,
milho, trés espécies de capins, duas cultivares de milheto, duas cultivares de trigo, C.
breviflora, C. ochroleuca, C. spectabilis, feijao-de-porco, mucuna cinza e duas espécies de
capim-arroz. Essas plantas podem ser usadas em rotacdo de culturas ou cultivo nas

entrelinhas em cafezais infestados por M. izalcoensis.
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