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RESUMO

SILVA, Arlam Fernandes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2023. Heranca da
resisténcia do acessorio de café amphillo a Meloidogyne paranaensis. Orientadora: Dalila
Séni Buonicontro. Coorientadora: Eveline Teixeira Caixeta Moura.

Meloidogyne paranaensis ¢ hoje umas das principais ameacas a cafeicultura brasileira, dada a
sua elevada agressividade ao cafeeiro associado a sua gradativa disseminagao para as principais
regides produtoras de café. O seu manejo ¢ dependente do uso da resisténcia genética associada
a outras estratégias de controle. Fontes de resisténcia a esse nematoide foram encontradas em
cafeeiros silvestres de Coffea arabica. Esses cafeeiros resistentes representam importante fonte
de variabilidade genética para o desenvolvimento de novas cultivares resistentes a Meloidogyne
spp.. Objetivou-se estudar a heranga da resisténcia do acesso silvestre de C. arabica, Amphillo,
ao nematoide da espécie M. paranaensis. Foram fenotipados 304 gendtipos da geracao F»
oriunda do cruzamento de MG 0179-P3-R19 e Catigud MG2-P14J, em que o genitor feminino
das progénies testadas, o acesso MG 0179-P3-R1 que carrega a caracteristica da resisténcia, era
resultante do cruzamento entre germoplasma ‘Amphillo’ e linhagens da cultivar Catuai
Vermelho. Os individuos do primeiro experimento foram inoculados com 5.000 ovos, € os do
segundo experimento foram inoculados com 10.000 ovos, ambos de M. paranaensis. Os
experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo. Aos 180 dias da inoculacdo, foi
realizada a fenotipagem para o caractere relacionado a resisténcia, com base no fator de
reproducao (FR). Um total de 234 individuos foram resistentes (FR < 1) e 70 suscetiveis (FR >
1) a M. paranaensis. Os valores de FR foram submetidos ao teste Qui-quadrado a nivel de 5%
de significancia para determinar a segregacao para 1, 2 e 3 genes, os resultados obtidos pelo
teste Qui-quadrado sugerem quatro interpretacdes. Na primeira, a resisténcia é governada por
um gene, com dominincia completa, demonstrados pela segregacdo de 3:1 (x>=0,6316;
P=42,68%). Na segunda, a resisténcia € governada por dois genes, um dominante € outro
recessivo, indicada pelo padrao de segregacdo de 13:3 (¥2=3,6491; P=5,61%). Na terceira, a
resisténcia é governada por trés genes, um gene dominante independente, um gene dominante
e outro recessivo complementar, indicado pelo padrio de segregacdo 51:13 (y*=1,3832;
P=23,96%). Na quarta interpretacdo, inferiu-se que é governada por trés genes, um gene
dominante independente e dois recessivos complementares, indicado pelo padrao de segregacao

49:15 (x2=0,0286; P=86,56%). Conclui-se, que a heranca da resisténcia do Amphillo MR 2-
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161 a M. paranaensis é controlada por pelo menos um gene com dominancia completa,

complementado por um ou mais genes de dominancia incompleta.

Palavras-chave: Nematoides das galhas radiculares. Resisténcia genética. Coffea arabica.



ABSTRACT

SILVA, Arlam Fernandes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August 2023. Heritage of
the resistance of amphillo coffee accessor to Meloidogyne paranaensis. Advisor: Dalila Séni
Buonicontro. Co-advisor: Eveline Teixeira Caixeta Moura.

Meloidogyne paranaensis is currently one of the main threats to Brazilian coffee growing, given
its high level of aggressiveness towards the coffee tree and its gradual spread to the main coffee
producing regions. Its management depends on the use of genetic resistance combined with
other control strategies. Sources of resistance to this nematode have been found in wild coffee
trees of Coffea arabica. These resistant coffee trees represent an important source of genetic
variability for the development of new cultivars resistant to Meloidogyne spp. The aim was to
study the inheritance of the resistance of the wild accessions of C. arabica, Amphillo, to the
nematode species M. paranaensis. A total of 304 genotypes were phenotyped from the F2
generation resulting from crossing MG 0179-P3-R19 and Catigua MG2-P14J, in which the
female genitor of the progenies tested, access MG 0179-P3-R1, which carries the resistance
trait, was the result of crossing the 'Amphillo' germplasm with strains of the Catuai Vermelho
cultivar. The individuals in the first experiment were inoculated with 5,000 eggs, and those in
the second experiment were inoculated with 10,000 eggs, both of M. paranaensis. The
experiments were conducted in a greenhouse. At 180 days after inoculation, phenotyping was
carried out for the resistance-related trait, based on the reproduction factor (RF). A total of 234
individuals were resistant (RF < 1) and 70 susceptible (RF > 1) to M. paranaensis. The FR
values were subjected to the chi-square test at the 5% level to determine segregation for 1, 2
and 3 genes, the results obtained by the chi-square test suggesting four interpretations. In the
first, resistance is governed by one gene, with complete dominance, demonstrated by the 3:1
segregation (¥2=0.6316; P=42.68%). In the second, resistance is governed by two genes, one
dominant and the other recessive, indicated by the 13:3 segregation pattern (%2=3.6491;
P=5.61%). In the third, resistance is governed by three genes, an independent dominant gene, a
dominant gene and a complementary recessive gene, indicated by the 51:13 segregation pattern
(x2=1.3832; P=23.96%). In the fourth interpretation, it was inferred that it is governed by three
genes, one independent dominant gene and two complementary recessive genes, indicated by

the 49:15 segregation pattern (¥2=0.0286; P=86.56%). It can be concluded that the inheritance



of resistance of Amphillo MR 2-161 to M. paranaensis is controlled by at least one gene with

complete dominance, complemented by one or more genes with incomplete dominance.

Keywords: Root-knot nematodes. Genetic resistance. Coffea arabica.
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INTRODUCAO GERAL

O café é uma das commodities de maior destaque do agronegdcio brasileiro, tendo
relevante contribui¢do para o produto interno bruto (CONSELHO DOS EXPORTADORES DE
CAFE DO BRASIL - CECAFE, 2022). A importincia da cafeicultura vai além da producio,
renda, importacao e exportacao, visto que possui uma posicao relevante no mercado de trabalho,
como geradora de mais de 8 milhdes de empregos, tanto no meio rural, mao-de-obra nas
lavouras, quanto no meio urbano, em industrias de torrefacdo e cooperativas (SANTOS;
SILVA; FURTADO, 2009). Porém, o cafeeiro € uma das plantas cultivadas que sofrem com o
parasitismo de patégenos como os nematoides das galhas radiculares.

Dezenove espécies de Meloidogyne spp. parasitas do cafeeiro ja foram relatadas no
mundo até o momento (CARNEIRO; COFCEWICZ, 2008). No Brasil, trés espécies de
nematoides das galhas sdo especialmente prejudiciais a cultura do café: M. incognita
CHITWOOD, 1949 (KOFOID; WHITE, 1919; CHITWOQOD, 1949), M. paranaensis
(CARNEIRO et al., 1996) e M. exigua Goldi, 1887 (CAMPOS; VILLAIN, 2005). O controle
desses patogenos € de fundamental importancia para evitar os danos causados pelo parasitismo
aos cafeeiros que culminam na queda da produtividade e na diminui¢@o da vida util do cafezal.
O manejo de nematoides fitoparasitas € um desafio, pois uma vez presentes em uma drea, sua
erradicacdo € praticamente impossivel. Vdrias estratégias de manejo podem ser utilizadas,
incluindo a utilizacdo de nematicidas, rotacao de culturas, destrui¢do das plantas atacadas, uso
de mudas sadias, porta-enxerto resistente e o emprego de variedades resistentes, que é
considerada a estratégia mais econdmica e eficaz (BERTRAND; ANTHONY, 2008). Esta
ultima € utilizada principalmente para o controle de nematoides endoparasitas sedentdrios,
como das espécies do género Meloidogyne, que apresentam uma interagcdo especializada com
suas plantas hospedeiras (ROBERTS, 2002). Apesar do empenho dos programas de
melhoramento para o desenvolvimento de cultivares de C. arabica resistentes a esses
fitonematoides, o avanco dos trabalhos encontra limitagcdes comuns ao melhoramento de
espécies perenes como o cafeeiro, como o longo tempo e drea demandados para a avaliagdo de
um ciclo completo da cultura, bem como para a realizacao dos cldssicos testes de resisténcia,
principalmente no que concerne a avaliagio do comportamento de diferentes fontes de
germoplasma em dreas infestadas (SALGADO; CARNEIRO; PINHO, 2011).

Os gendtipos silvestres de C. arabica e a variedade Amphillo sdo fontes de resisténcia
a M. paranaensis (ANZUETO et al., 2001; BOISSEAU et al., 2009). Amphillo é uma variedade

de café que foi introduzida no Brasil em 1953 originaria da etidpia, e registrada como IAC
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1167-19. A planta Amphillo MR 2-161, proveniente da geracido IAC 1167-19, foi selecionada
como resistente a M. incognita em condi¢cdes de campo e estufa nos anos de 1970 (FAZUOLLI,
1986). Desde entdo, plantas do gendtipo Amphillo tém sido utilizadas em programas de
melhoramento de C. arabica como fontes de resisténcia a nematoides. Em 2014, (SALGADO;
REZENDE; NUNES, 2014) identificaram como promissores os cafeeiros da populacdo de
Hibrido de Timor UFV 408-01 e genétipos F3 derivadas do cruzamento entre ‘Catuai
Vermelho’ e Amphillo MR 2-161, e potencialmente resistentes ao M. paranaensis. Esses
gendtipos sdo importantes para o programa de melhoramento genético do cafeeiro, podendo
contribuir no desenvolvimento de novas cultivares de café resistentes a nematoides. Em C.
canephora, os cruzamentos envolvendo quatro parentais femininos e oito parentais masculinos,
resultaram em niveis varidveis de resisténcia, dependendo dos parentais usados, o que aponta a
importancia do rastreamento e conhecimento sobre os gendtipos antes da realizagdo dos
cruzamentos controlados (BERTRAND; ANTHONY; LASHERMES, 2001).

O presente trabalho teve como objetivo realizar a fenotipagem da geracao F» do hibrido
C68P-9 de C. arabica, pertencente ao germoplasma Amphillo MR 2-161, para resisténcia ao

M. paranaensis, como parte inicial de um estudo de heranga da resisténcia.
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1.1.CAFEICULTURA BRASILEIRA: HISTORICO E CARACTERISTICAS GERAIS

O café € uma das principais commodities no mercado internacional e de fundamental
importincia para a balanca comercial de diversos paises da América Latina, Africa e Asia, nos
quais a cafeicultura € a principal fonte de renda de milhdes de pequenos e médios agricultores
(AVELINO et al., 2015; BIKILA; SAKIYAMA; CAIXETA, 2017; GARTNER; MCCOUCH;
MONCADA, 2013).

No Brasil, o cafeeiro foi introduzido no Pard em 1727, proveniente de Caiena, Capital
da Guiana Francesa, pelo oficial Francisco de Mello Palheta, a pedido do Governador Geral da
capitania do Maranhdo, capitdo Jodo da Maia da Gama (MARTINS, 2008). As sementes e
mudas trazidas da Guiana Francesa pertenciam a espécie Coffea arabica L. ‘Typica’, originarias
daquelas implantadas no ‘Jardin des Plantes’ de Paris (MARTINS, 2008; CARVALHO et al.,
2007). Estas foram usadas para a formagdo de pequenas plantagdes, limitadas ao Norte e
Nordeste do Brasil colonia até grande parte do século XVIII (MARTINS, 2008). Com o declinio
econdmico, no final do século XVIII, a Coroa portuguesa iniciou a¢des para incentivar o cultivo
de café no Brasil, estabelecendo-se os primeiros cafezais na provincia do Rio de Janeiro e
progressivamente expandindo para toda a regido Sudeste. J4 no final da primeira metade do
século XIX o café ocupava posicdo central na balanca comercial (MARTINS, 2008),
importancia que perdura até os dias de hoje. Ja o conilon (Coffea canephora) foi introduzido
no pafs a partir do estado do Espirito Santo, em 1912, trazido por Jerdonimo Monteiro, ex-
governador do Espirito Santo (BANDES, 1987; FERRAO et al., 2007; MERLO, 2012;
VARGAS, 2012). Esse estado hoje € referéncia brasileira € mundial no desenvolvimento da
cafeicultura do Conilon.

A expansao da producdo de café ocorreu principalmente na regiao do Vale do Paraiba,
no estado de Sao Paulo, e na regido da Zona da Mata, em Minas Gerais. Essas regides
apresentavam solos férteis, relevo adequado e clima favoravel, caracteristicas essenciais para o
cultivo do café ardbica, que € a espécie predominante no Brasil. Entretanto, a partir da segunda
metade do século XX, houve uma expansao do cultivo do café para outras regides, como para
o Cerrado brasileiro. O Cerrado € uma vasta drea de planalto com caracteristicas distintas, como
solos acidos, altas temperaturas e uma estacao seca bem definida. Inicialmente, acreditava-se
que essas condi¢des ndo eram adequadas para o cultivo do cafeeiro, mas os avancgos
tecnoldgicos e as pesquisas agrondomicas mostraram o contrario (CARVALHAES, 2019).

Hoje, o Brasil € o maior produtor e exportador do grao, com uma 4rea plantada estimada

em 2,26 milhdes de hectares, sendo 1,8 milhdo de hectares para lavouras em producdo, com
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crescimento de 1,9% sobre a safra 2022, e 400,6 mil hectares de drea em formacgao, o que resulta
em um aumento de 0,8% de area total cultivada em comparacgdo a safra de 2022. Das lavouras
em producdo, estima-se que 1,5 milhdo de hectares foram dedicados ao café ardbica e 389 mil
hectares ao café conilon. Minas Gerais € o maior produtor de C. arabica e o estado do Espirito
Santo € o maior produtor de C. canephora, ambos os estados gerando 70% da producio nacional
e os outros 30%, produzidos pelos estados de SP, BA, PR e RO (CONAB, 2023). De acordo
com dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a drea plantada com café no
Brasil teve um aumento de 37%, e a produtividade média das lavouras aumentou cerca de 70%
nos dltimos 30 anos. Em 1990, a drea total era de aproximadamente 1,9 milhdo de hectares,
enquanto em 2020, esse numero subiu para cerca de 2,2 milhdes de hectares. Esse crescimento
pode ser atribuido a expansdo de novas dreas produtoras, como no Cerrado brasileiro, além do
aumento do cultivo em regides tradicionais, como Minas Gerais e Sao Paulo (CONAB, 2023).

As variedades da espécie de C. arabica mais plantadas sdo ‘Catuai’ ¢ ‘Mundo Novo’.
Elas sdo bastante apropriadas para regides de maior altitude e de clima ameno (MATIELLO et
al., 2010). Enquanto as variedades mais plantadas de C. canephora sdo: ‘Conilon’ clones 14,
1534 e 02. Esses genotipos sao favorecidos pela boa adaptacdo as dreas com predominancia de
baixas altitudes, clima com temperaturas mais quentes e umidade relativa do ar mais elevada
(GUERREIRO FILHO, 2006). As espécies C. arabica e o C. canephora sdo amplamente
cultivadas e diferem em termos de caracteristicas morfoldgicas e agrondmicas. O C. arabica é
uma espécie de cafeeiro mais delicada e exigente em termos de cultivo. Possui folhas maiores
e mais largas, além de frutos ovais, quando maduros. Apresenta um sabor mais suave e
aromatico e precos mais elevados em comparacdo ao C. canephora. Por outro lado, o C.
canephora, conhecido como café robusta, ¢ uma espécie mais rustica e resistente a doengas,
adaptada a climas mais quentes e altitudes mais baixas. Suas folhas sdo menores e mais
estreitas, e os frutos sdo mais redondos quando maduros. O café robusta tem um sabor mais
intenso e amargo e precos mais baixos (CLIFFORD, 2000; DAVIS et al., 2000).

A situacgdo atual do mercado e da demanda mundial de café € influenciada por diversos
fatores. O café continua sendo uma das bebidas mais populares em todo o mundo, com um
consumo global crescente ao longo dos anos. Uma das tendéncias observadas € o aumento do
consumo de cafés especiais e de origem unica. Isso tem impulsionado o mercado de cafés
especiais, que geralmente sdo produzidos em pequena escala e possuem um valor agregado
maior. Além dos cafés especiais, os blends também continuam sendo populares. Os principais
importadores do café brasileiro, tradicionalmente sdo os maiores consumidores como 0s

Estados Unidos, a Alemanha, o Japdo, a Franca e a Itdlia. As projecdes indicam um aumento
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no consumo mundial de café, impulsionadas pelo aumento do consumo nos paises em
desenvolvimento e do consumo dos cafés especiais (ABIC, 2020). Nesse cendrio, o Brasil,
como grande produtor de café, tem a oportunidade de expandir suas exportacdes € mesmo
ampliar o consumo interno de cafés especiais. Contudo, para garantir a sustentabilidade dessa
alta produtividade, alguns desafios precisam ser superados. Fatores como variagdes climéticas,
doengas e pragas afetam o rendimento e a rentabilidade da cultura e, consequentemente, a
disponibilidade e os precos do café. Dentre esses, os fitonematoides, em especial os nematoides

das galhas radiculares (Meloidogyne spp.) merecem destaque.

1.2. MELOIDOGINOSES DO CAFEEIRO

As espécies do género Meloidogyne Chitwood, 1949, sdo conhecidas como nematoides
causadores das galhas nas raizes e estdo entre os fitopatdgenos mais danosos aos cultivos, pois
possuem ampla distribui¢do geografica, muitas vezes interagem com outros fitopatdogenos
formando complexos de doengas, sdo de dificil controle e causam queda na producdo e na
qualidade de varias culturas economicamente importantes (MC)NACO et al., 2009; STROZE,
2013). Os danos causados por Meloidogyne spp. ao cafeeiro variam em funcdo da espécie do
parasita, suscetibilidade da cultivar, tipo de solo, clima e nivel tecnologico da lavoura
(BARBOSA et al, 2004; BOISSEAU et al, 2009; CAMPOS; SRIVAPALAN;
GNANAPRAGASAM, 1990). Em lavouras constituidas por genétipos suscetiveis, a infeccao
das plantas pode causar prejuizos que variam desde perdas moderadas, com reducdes de 10-
20% na produgdo, até danos graves as lavouras, com perdas de até 80% do sistema radicular do
cafeeiro levando a morte das plantas (BERTRAND et al., 1997, BERTRAND; ANTHONY,
2008). Os nematoides do género Meloidogyne sdo endoparasitas sedentarios obrigatorios, que
evoluiram uma complexa interacao com suas plantas hospedeiras. Estes apresentam dimorfismo
sexual estabelecido durante o desenvolvimento pos-embriondrio. Fatores ambientais tais como
variacdo de temperatura afetam a diferenciacdo sexual, a reproducdo e a sua fecundidade
(MOURA, 1996; GOMES, 2006; STROZE, 2013).

A fase de invasdo do sistema radicular € iniciada quando os juvenis de segundo estadio
(J2), pré-parasiticos, penetram nas raizes e migram intercelularmente até a regido de
diferenciacdo do cilindro vascular, onde selecionam cerca de seis células, nas quais injetam
secrecdes produzidas nas glandulas esofagianas, por meio do estilete (JONES; GOTO, 2011).
Esse processo desencadeia a formacao das células gigantes, que sdo as células especializadas

de alimentagdo desse patogenos, induzidas por eventos sucessivos de divisdo mitotica
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acitocinética e endorreduplicacdo celular, gerando células hipertrofiadas com multiplos nicleos
alargados (SMANT; HELDER; GOVERSE, 2018). Ao final, tais células assumem
caracteristicas de células de transferéncia, funcionando com dreno de nutrientes e agua, que sao
direcionados para a nutricdo desses nematoides (JONES; GOTO, 2011). Paralelo a isso, pode
ocorrer a hiperplasia das células adjacentes as células gigantes, resultando na formacao das
galhas radiculares. Como sintomas reflexo desse parasitismo, observa-se na parte aérea das
plantas clorose e desfolha, que sdo sintomas tipicos de deficiéncia nutricional, redugdo do
crescimento e depauperamento geral, podendo causar a morte da planta (DANEEL, 2017).

Espécies de Meloidogyne sdao altamente adaptaveis e pode se reproduzir de maneiras
diferentes, dependendo da espécie. As espécies desse género podem se reproduzir
assexuadamente, por meio de um processo conhecido como partenogénese mitotica ou
meiodtica, ou por anfimixia, ocorrendo a jun¢cdo dos gametas masculino e feminino, na
fertilizacdo, dando origem ao nucleo do zigoto. Contudo, entre as espécies que atacam o
cafeeiro o modo de reprodu¢do mais comum ¢ por partenogénese (CASTAGNONE-SERENO,
2006). O conhecimento sobre as formas de reproducdo do Meloidogyne ¢ fundamental para o
desenvolvimento de estratégias de manejo e controle eficazes para proteger as plantas contra
esses nematoides fitoparasitas.

Dezenove espécies de Meloidogyne ja foram relatadas infectando o cafeeiro
(CARNEIRO; COFCEWICZ, 2008; HUMPHREYS-PEREIRA et al., 2014; TRINH et al.,
2019). Nos cafezais brasileiros, M. exigua ¢ a espécie mais amplamente encontrada, seguida
por M. incognita ¢ M. paranaensis, M. coffeicola ¢ menos frequente, enquanto M. javanica e
M. hapla s3o encontradas ocasionalmente, sem relatos de danos (FERRAZ, 2008;
STEFANELO et al., 2019). As que apresentam maior relevancia econémica sao M. exigua, M.
incognita € M. paranaensis, devido aos danos significativos que causam aos hospedeiros
(Figura 1) impactando na produtividade e longevidade da cultura (SANTOS et al., 2018a,
SANTOS et al., 2018b, SANTOS et al., 2021). Essas trés espécies t€m causado perdas
econOmicas significativas na cultura do café, uma vez que podem causar danos diretos e
indiretos a produtividade. Tem-se uma estimativa de que a reducdo da produgdo mundial de
café, devido ao parasitismo dos nematoides, seja, em média, de 15%, no Brasil, estima-se um
valor médio de mais ou menos de 20% (OLIVEIRA et al., 2018). Desta forma, os agricultores
precisam adotar estratégias de manejo, que envolvam o uso de mudas livres de fitonematoides,
cultivares resistentes, manejo do solo e uso de nematicidas (quimicos ou microbiol6gicos).

Além disso, para a escolha de medidas adequadas de manejo, baseadas na resisténcia genética,
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em praticas culturais e controle biologico, ¢ fundamental a identificagdo correta das espécies
presentes nos cafezais, ja que diferentes espécies de Meloidogyne podem infectar o cafeeiro.
No anos recentes, M. paranaensis ¢ M. incognita tem se tornado as espécies de
fitonematoides mais prejudiciais ao cafeeiro devido a sua agressividade, podendo até levar a
morte das plantas. A deteccdo de M. paranaensis em Minas Gerais tem preocupado os
profissionais envolvidos na cafeicultura nessa regido, uma vez que sua presencga representa um
risco para a producdo de café (CASTRO et al., 2008). A suscetibilidade e intolerancia da
maioria das cultivares de C. arabica a esses nematoides sdo limitagdes significativas tanto para
a implantacdo de novos cafezais em dreas infestadas quanto para o manejo das plantacdes ja

contaminadas (GONCALVES; SILVAROLLA, 2001).
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Figura 1: Sintomas induzidos por. (A): Meloidogyne exigua; (B): M. incognita e (C): M. paranaensis em
cafeeiro.

Meloidogyne paranaensis foi relatada pela primeira vez no Brasil em 1996, infectando
plantas de C. arabica em lavouras no estado do Parana. Por mais de 20 anos antes da descrigao,
a espécie foi confundida com M. incognita, até entdo descrita como raga 4 (CARNEIRO et al.,
1996). Esse fitonematoide destaca-se pela sua agressividade causando a destruicdo do sistema
radicular, resultando em elevado grau de depauperamento das plantas (CARNEIRO et al., 2008)
(Figura 1C). Esses danos causados pelo patdogeno incluem as perdas indiretas, como a
deficiéncia no uso dos fertilizantes, potencializados por danos provocados pelo déficit hidrico
decorrentes das mudancas climaticas (SALGADO; REZENDE; NUNES, 2014). Apods cerca de
dois anos do inicio da infec¢do das raizes parasitadas por M. paranaensis, essas apresentam
descascamento e rachaduras, com alguns pontos de engrossamento em que se mostram lesdes
necrdticas, ¢ dependendo da densidade populacional em uma area, o recomendavel é a

renovacio do talhdo com cultivar resistente (CASTRO et al., 2008). E considerada a espécie de
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Meloidogyne mais limitante a cafeicultura brasileira, ja que as principais cultivares comerciais
de C. arabica sdo suscetiveis a esse patogeno (GONCALVES; SILVAROLLA, 2007). As
principais formas de disseminacao de fitonematoide, incluindo M. paranaensis, € por meio de
mudas infectadas, implementos agricolas infestados e pelo escorrimento de 4gua da chuva ou
de irrigacdo (FOGANHOLI, 2012). Desta forma, medidas como construg@o de curvas de niveis
e bacias de contencdo de 4gua, uso de culturas antagonistas nas ruas, intensificagdo da
fiscalizagdo da qualidade sanitaria das mudas de cafeeiro e limpeza de maquinas e implementos
agricolas podem prevenir a rapida disseminacdo desses patdgenos para novas Aareas
(SALGADO; PINHEIRO; OLIVEIRA, 2007).

Menos de trés décadas apos a descricdo, M. paranaensis estd disseminada em quase
todas as regioes cafeeiras do Brasil (Figura 2), com relatos nos estados do Parana (CARNEIRO
et al., 1996, 2004; KRZYZANOWSKI et al., 2001), Sao Paulo (CARNEIRO et al., 2004;
LORDELLO; LORDELLO; FAZUOLI , 2001), Espirito Santo (BARROS et al., 2011, 2014),
Goias (SILVA; OLIVEIRA; ZAMBOLIM, 2009) e Minas Gerais (CASTRO; CAMPOS;
NAVES, 2003; SALGADO et al., 2018; FERNANDES et al., 2019; TERRA et al., 2019). Neste
ultimo estado, o maior produtor nacional de C. arabica e onde a cafeicultura desempenha
importante papel econdmico e social, a espécie ja foi identificada nos municipios de Serra do
Salitre, Patrocinio (CASTRO; CAMPOS; NAVES, 2003), Piumhi, Carmo da Cachoeira
(CASTRO et al., 2008; SALGADO et al., 2018), Indiandpolis, Araguari (FERNANDES et al.,
2019), Carmo do Paranaiba, Monte Carmelo, Rio Paranaiba (TERRA et al., 2019), Campos
Altos, Estrela do Sul, Patos de Minas ¢ Sao Gotardo (LONDE et al., 2023). Esse nematoide
também foi detectado em outros paises do continente americano, como Guatemala (VILLAIN

et al., 2013), México (LOPEZ-LIMA et al., 2015) e no Havai (CARNEIRO et al., 2004).
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Figura 2: Distribuicdo de Meloidogyne paranaensis nos estados brasileiros e em municipios

de Minas Gerais.

Na regido do Cerrado mineiro, responsavel por 25% producao de café gerada no estado,
a cafeicultura utiliza o que ha de mais moderno, inovador e tecnologico, o que resulta em alta
rendimento da cultura. Recentemente, em resposta a denuncia de declinio do vigor e da
producao do café por parte dos cafeicultores dessa regido, foi realizada uma investigacao das
causas por meio de um levantamento (TERRA et al., 2019). Neste, foram coletadas 153
amostras em 105 fazendas de 11 municipios. M. paranaensis foi encontrado em 11,4% das
fazendas amostradas em sete municipios produtores de café (TERRA et al., 2019). Até onde
sabemos, este foi o primeiro relato de M. paranaensis em Araguari, Carmo do Paranaiba,
Indianopolis, Monte Carmelo e Rio Paranaiba. Anteriormente, M. paranaensis havia sido
detectado em apenas dois outros municipios da regido do Cerrado mineiro, Serra do Salitre e

Patrocinio ( CASTRO; CAMPOS; NAVES, 2003).

1.2.2. Manejo integrado de Meloidogyne spp. no cafeeiro

As medidas de controle de fitonematoides mais eficientes sdo aquelas que evitam a
entrada e a disseminagdo do nematoide na area, por meio de mudas contaminadas, solo
infestado aderido as maquinas e implementos, além da 4gua de enxurradas, provenientes de
talhdes ou areas ja infestadas (SALGADO; REZENDE, 2010). O uso de mudas livres de
nematoides ¢ fundamental para a prevencdo da disseminagao desses patdogenos, garantindo o

estabelecimento de plantas saudaveis e produtivas. Além disso, contribui para reduzir a
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necessidade de tratamentos quimicos e outras medidas de controle, diminuindo os custos de
producdo e minimizando o impacto ambiental.

A producao de mudas de cafeeiro é regulamentada no Brasil pela Instru¢do Normativa
n® 30, de 24 de agosto de 2010, emitida pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA, 2010). Essa normativa estabelece os requisitos técnicos ¢ os padroes
de classificagdo para a produgdo, a comercializagdo e o transporte de mudas de café. A instrugcao
normativa também define critérios para a obteng¢ao do "Certificado de Qualidade de Mudas de
Café" (CQM), que atesta a conformidade das mudas com os padrdes estabelecidos. Esses 6rgaos
tém a atribuicdo de verificar o cumprimento das legislagdes vigentes ¢ dos requisitos
estabelecidos pela Instrugdo Normativa n°® 30. Essa fiscaliza¢do envolve inspecdes periddicas
nas propriedades produtoras de mudas, verificagdo da documentagao e certificagdo das mudas,
além de a¢des de educacgdo e conscientizagdo dos produtores quanto a importancia da produgdo
de mudas livres de nematoides e a adogao de boas praticas agricolas. A existéncia de legislagao
especifica para a producao, comercializagdo e transporte de mudas de cafeeiro varia entre os
estados produtores. Embora a Instrugdo Normativa n® 30/2010 seja aplicavel em todo o
territorio nacional, alguns estados podem ter normas complementares para atender as
particularidades regionais (CASTRO et al., 2011; SOUZA et al., 2009). Castro et al. (2011)
destacaram que para que haja sustentabilidade na producdo dessas mudas, a preocupacdo com
a qualidade fitossanitaria deve ser priorizada pelos viveiristas e pelos 6rgaos de fiscalizagdo no
que se refere aos nematoides.

Dada a maior agressividade de M. paranaensis as cultivares suscetiveis de arabica
cultivados no Brasil, o manejo de 4reas infestadas com esse patdgeno nao ¢ tarefa facil. Dentre
as alternativas recomendadas incluem a remog¢ao das plantas sintomadticas seguida pelo uso de
medida que diminua a populagdo residual no solo (ex: uso de nematicida ou plantio de plantas
antagonistas) antes do replantio empregando uma cultivar resistente, dentre outras medidas
culturais. A implantacdo de tais medidas aumenta o custo de producdo. A introdug¢do de M.
paranaensis nos cafezais brasileiros tem desestimulado os cafeicultores, que podem vender a
terra ou abandonar a atividade e substituir os cafezais por lavouras de graos (TERRA et al.,
2019).

Para lidar com esse problema, necessariamente o cafeicultor precisa implantar o manejo
integrado de nematoides, que ¢ uma abordagem que engloba a implantagdo continua de
diferentes estratégias que visam a diminui¢do da populagdo desses patdgenos no solo e

consequentemente, dos danos a cultura. Nesse inclui o uso de mudas livres de nematoides, uso
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de cultivar resistentes, adubagao equilibrada, controle bioldgico, controle quimico, manejo de
plantas invasoras, uso de plantas antagonistas nas ruas, dentre outras estratégias.

No mercado brasileiro ha seis nematicidas quimicos registrados para uso na cultura do
cafeeiro (MAPA, 2023). Os principios ativos registrados para uso no cafeeiro sdo, Fluopiram,
Terbuf6s, Fostiazato, Abamectina, Fluensulfona e Cadusafés. O fluopiram atua na transmissao
de impulsos nervosos, bloqueando os canais de nicotina na membrana celular, o terbufos,
cadusafos e o fostiazato atuam inibindo a enzima acetilcolinesterase, que ¢ responsavel pela
quebra da acetilcolina, um neurotransmissor que transmite sinais nervosos, a abamectina atua
no sistema nervoso, como modulador alostérico dos canais de cloreto de glutamato, ja o modo
de acdo da fluensulfona ¢ desconhecido. Os produtos sdo geralmente aplicados no solo quando
a cultura ja esta implantada ou no sulco, durante o plantio da cultura. Muitos nematicidas
quimicos tém amplo espectro de acdo, sendo alguns considerados muitas vezes biocidas,
causando distarbio ambiental e fitotoxidez (Spurr, 1985).

O mercado de produtos microbioldgicos tem crescido nos tltimos anos no Brasil e tais
ferramentas podem agregar no manejo integrado de fitonematoides do cafeeiro. Na cafeicultura,
os produtos bioldgicos utilizados sdo a base de bactérias e fungos. Dentre as bactérias utilizadas,
o género de maior sucesso no controle biolodgico de nematoides € o Bacillus, com as espécies
mais utilizadas B. subtilis, B. methylotrophicus, B. licheniformis e B. amyloliquefaciens. Os
fungos mais comumente encontrados em produtos comerciais sao Purpureocillium lilacinum
(Paecilomyces lilacinus), Pochonia chlamydosporia e espécies de Trichoderma. (ARPIN et al.,
2019). Hoje ha cerca de 87 produtos microbioldgicos registrados para o controle do nematoides
das galhas, e geralmente as aplicacdes desses produtos sdo feitas via solo, quando a cultura ja
estar instalada ou via sulco durante a instalagdo da lavoura, porém a eficicia dos mesmos nao
¢ satisfatoria na maioria das vezes para a cultura do café (CARVALHO et al., 2018).

O uso de cultivares resistentes as espécies de Meloidogyne, que limitam a produgdo de
café, ¢ crucial no manejo integrado de fitonematoides, j4 que a natureza perene do cafeeiro
diminui a eficiéncia de controle das medidas baseadas nos métodos quimicos e bioldgicos
(ALBUQUERQUE et al., 2010; VILLAIN et al., 2010). H4 14 cultivares registradas que
apresentam resisténcia a alguma espécie de Meloidogyne (SANTOS et al., 2023), (Tabela 1).
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Tabela 1: Lista de cultivares de café registradas no Brasil resistentes aos nematoides das galhas
Meloidogyne spp.

Cultivares Meloidogyne spp. Fontes

M. exigua, M. incognitd, M. pereira et a1, 2011; Andreazi et al., 2013
Apoatd IAC 2258 paranaensis ’ ’ ’
Catigua MG-3 M. exigua Botelho et al., 2008; Pereira et al., 2011
Catimor CIEC 446 M. exigua Bertrand; Anthony; Lashermes, 2001
Catucaf 785/15 M. exigua Salgado; Carneiro; Pinho, 2011

M. exigua, M. incognita e M.
IAC-Herculandia paranainsis ¢ IAC, 2023
IAPAR-59 M. exigua Anthony et al., 2005
Icatu H4782-7514 M. exigua Bertrand; Anthony; Lashermes, 2001
Icatu Vermelho IAC 925 M. paranaensis Fatobene et al., 2014
IPR 100 M. paranaensis Sera et al., 2002; Andreazi et al., 2013
IPR 106 M. incognita, M. paranaensis ~ Sera et al., 2002; Sera, 2017
Kouilou clone CcK M. incognita, M. paranaensis ~ Fatobene et al., 2014

Toruan-Mathius et al., 1995; Villain et al.,

Robusta Apoata M. exigua 1996
Robusta IAC C2291 M. incognita, M. paranaensis ~ Fatobene et al., 2014
Sarchimor IAPAR 59 M. exigua Bertrand; Anthony; Lashermes, 2001
Timor 1343 M. exigua Bertrand; Anthony; Lashermes, 2001

Apesar de haver cultivares resistentes disponiveis, nota-se que ha poucas opgdes que
possuem resisténcia ao M. paranaensis, ou mesmo que tenham resisténcia multipla as espécies
de Meloidogyne (Tabela 1). H4 de se considerar a necessidade continua pela busca por novas
fontes de resisténcias a esses patdgenos, ja que relatos de campo da suplantacdo da resisténcia
presente nessas cultivares nao sdo raros, evidenciando a rapida adaptabilidade e evolucao das

populagdes de Meloidogyne spp. (SERA et al., 2017).

1.3. MELHORAMENTO GENETICO DO CAFEEIRO VISANDO RESISTENCIA
AO Meloidogyne spp.

No Brasil, as principais cultivares de café mais plantadas sdo: ‘Catuai Vermelho’,
‘Catuai Amarelo’, ‘Mundo Novo’, ‘Bourbon’, ‘Catimor’ e ‘Icatu’ (MAPA, 2023). E a maioria
sdo suscetiveis as vdrias espécies de Meloidogyne, principalmente M. exigua, M. incognita e
M. paranaensis (GONCALVES et al., 2004). A alta susceptibilidade e intolerancia dessas
cultivares a esses nematoides constitui um fator limitante a cafeicultura (SALGADO;
CARNEIRO; PINHO, 2011). Por isso, a busca nos bancos de germoplasmas por fontes de

resisténcia a esses patdgenos tornou-se uma prioridade para os programas de melhoramento do
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cafeeiro no Brasil (FERRAZ, 2008; LIMA et al., 2015; SALGADO; REZENDE; NUNES,
2014; SERA et al., 2007).

As fontes de resisténcia a Meloidogyne spp., dentro do germoplasma do cafeeiro, estdo
presentes em C. canephora (GONCALVES et al., 1996; RIBEIRO et al., 2005), C. congensis
(SERA et al., 2005, 2007) e C. dewevrei (KANAYAMA et al., 2009; SERA et al., 2005, 2006).
Além dessas, o germoplasma de Amphillo vem sendo explorado e possui grande potencial para
resisténcia a M. paranaensis e a seca, uma vez que apresenta um sistema radicular bem robusto.
Genodtipos de Amphillo j& foram relatados apresentando resisténcia a raca 2 de M. exigua
(GONCALVES et al., 1996) e progénies F3 derivadas do cruzamento entre Catuai Vermelho e
Amphillo MR 2-161 apresentaram resisténcia a M. paranaensis em experimento de campo
(SALGADO; REZENDE; NUNES, 2014).

Alguns cruzamentos entre C. arabica e C. canephora originaram plantas resistentes a
M. incognita e M. paranaensis, porém essas foram segregantes para essa caracteristica. A
segregacdo de caracteristicas nas progénies resultantes do cruzamento com C. canephora,
quando se trata da resisténcia ao nematoide M. paranaensis, ¢ resultado da complexidade
genética da resisténcia, influéncia dos parentais envolvidos no cruzamento e dos mecanismos
de defesa complexos associados a resisténcia. Esses fatores contribuem para a ampla variagao
genética e fenotipica nas progénies, resultando em uma segregacdo mais pronunciada das
caracteristicas desejadas (GONCALVES; FERRAZ, 1987, GONCALVES et al., 1996;
GONCALVES; LIMA; FAZUOQOLI, 1998).

O porta-enxerto Apoatd IAC-2258 de C. canephora que vem sendo utilizado como
porta-enxerto para o C. arabica é resistente a M. exigua, M. incognita e M. paranaensis
(FAZUOLI et al., 1987) podendo ser feito o plantio em dreas infestadas (FAZUOLI et al.,
1987). Entretanto, as populagdes de C. canephora apresentam frequéncia varidvel de plantas
resistentes a diferentes espécies e racas de Meloidogyne spp. Existem fontes de resisténcia a M.
paranaensis nas duas espécies de cafeeiros cultivadas, C. arabica e C. canephora. Em C.
arabica, um estudo de cruzamentos entre trés cultivares e oito plantas de cafeeiro selvagens
identificou trés plantas selvagens que produziram familias hibridas F1 resistentes (ANZUETO
et al., 2001). Em C. canephora, um estudo de cruzamentos entre quatro parentais fémeas e oito
parentais machos identificou niveis varidveis de resisténcia, dependendo dos parentais usados.
Esses estudos destacam o mérito de rastrear os recursos genéticos antes de realizar cruzamentos
controlados para identificar fontes de resisténcia a M. paranaensis ( BERTRAND; ANTHONY;
LASHERMES P, 2001).
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A resisténcia de plantas a doengas pode ser pré ou pos-infeccional, sendo que a segunda
¢ mais frequente. No caso da resisténcia pos-infeccional, apesar da penetracdo dos nematoides
nas raizes, ocorre uma redugdo no seu desenvolvimento e reprodugdo (ROBERTS, 2002;
SALGADO; CARNEIRO; PINHO, 2011). Em nivel molecular, poucos genes de resisténcia (R)
aos nematoides das galhas foram clonados. Estes poucos genes foram identificados em
tomateiro, batateira, beterraba e soja (FULLER et al., 2008). Em C. arabica, a resisténcia
genética a M. exigua ¢ governada pelo gene Mex-1, o qual foi introgredido a partir da espécie
C. canephora (NOIR et al., 2003). Esse gene ja foi mapeado, porém, ainda ndo foi clonado.
Estudos demostraram que o gene apresenta dominancia incompleta, permitindo em gendtipos
heterozigotos a penetracio do nematoide, porém, inibindo a sua reprodugdo. Genotipos
portadores desse gene apresentam reagdo de hipersensibilidade (HR) em resposta a tentativa de
infecdo pelo nematoide (ALPIZAR; ETIENNE; BERTRAND, 2007; NOIR et al., 2003).

Embora haja relatos de fontes de resisténcia ao M. paranaensis, essas sao restritas e a
natureza da resisténcia ¢ pouco entendida. Os programas de melhoramento vém buscando o
desenvolvimento de cultivares resistentes a M. paranaensis associadas a caracteristica de alta
produtividade, qualidade de bebida e adaptagdo as condi¢cdes edafoclimaticas nas regides
produtoras no Brasil. Para acelerar esse processo de busca por novas fontes de resisténcia e
introgressao dessas nas cultivares elite, o uso de marcadores moleculares no melhoramento
genético, de uso incipiente no melhoramento do cafeeiro, se faz necessario. Essa ferramenta
permite a identificagdo de genes responsaveis por caracteristicas desejaveis, que podem ser
transmitidas de forma mais precisa para as geragdes seguintes. Também podem ser usadas para
identificar e selecionar individuos com caracteristicas desejaveis, como resisténcia a doengas.
Com isso, individuos portadores de caracteristicas indesejadas serdo eliminados nas fases
iniciais do melhoramento, evitando o desperdicio de recursos com a sua manutencido e
permitindo que o programa de melhoramento foque em individuos com maior potencial

(CAIXETA, 2015).

1.3.1. O germoplasma de Amphillo e seu potencial como fonte de resisténcia a

Meloidogyne spp.

A variedade de café Amphillo ¢ composta por plantas provenientes de sementes
coletadas em Amphillo, na Etiopia, e primeiramente estudadas no Centro Agronémico Tropical
de Investigacdo e Ensino (CATIE), na Costa Rica. Em 1953, o Instituto Agronémico (IAC)
recebeu 40 mudas de Amphillo dos Estados Unidos. A melhor planta dessa progénie foi
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denominada como IAC 1167-19 e foi incorporada ao banco de germoplasma ativo do IAC.
Sementes provenientes dessa planta e as mudas subsequentes foram avaliadas no inicio da
década de 1970 no Instituto Bioldgico (IB) e no IAC, onde se constatou resisténcia a uma raga
ndo identificada de nematoide M. incognita. Em 1974, o IAC também testou progénies dessa
mesma planta em uma area infestada com M. incognita em Adamantina, mas apesar da certa
resisténcia apresentada em campo, a produgdo foi baixa e o material foi eliminado (FAZUOLI,
1986).

Sementes coletadas dessa mesma planta foram enviadas ao Engenheiro Agronomo
Eugénio Kroll Rebel, do antigo Instituto Brasileiro de Café¢ (IBC) em Maringa-PR, por volta do
inicio de 1975. Em testes conduzidos em casa de vegetacdo, com infeccdo artificial, e em
condi¢des de campo, em colaboracdo com o IBC e o IAC, foi verificada a resisténcia desses
gendtipos a M. incognita (FAZUOLI, 1986). Algumas plantas foram selecionadas como
resistentes a esse nematoide, mas existia a possibilidade de que fosse M. paranaensis, ja que
naquela época essa espécie ainda era confundida com M. incognita. Posteriormente, foram
realizados diversos cruzamentos e as sementes desses cruzamentos foram enviadas ao IAC,
EPAMIG, IAPAR, Universidade de Londrina, Maringa e outros locais. O IAC continuou a
avaliar esse material genético para produgdo e outras caracteristicas agrondmicas, realizando
cruzamentos, mas o trabalho ndo progrediu e varias selecdes permanecem no campo
(FAZUOLL, 1986).

Em 2017, foi realizado um estudo em que testaram 18 gendtipos de C. Arabica,
pertecentes ao banco de germoplasma da EPAMIG de Patrocinio-MG. Dentre esses genotipos,
seis acessos do grupo Amphillo, sendo cinco provenientes do cruzamento entre ‘Catuai
Vermelho’ x Amphillo MR 2-161 e um resultado do cruzamento de Catuai Vermelho x
Amphillo MR 2-474, mostraram-se resistentes a M. incognita raca 1. Quatro desses acessos
resultantes do cruzamento de ‘Catuai Vermelho’ x Amphillo MR 2-161 e um acesso
proveniente do cruzamento de ‘Catuai Vermelho’ x Amphillo MR 2-474 também

demonstraram resisténcia a M. paranaensis (PERES et al., 2017).
1.3.2. Estudo de heranca genética
A compreensao da heranga genética de diversas caracteristicas agrondmicas nas plantas

cultivadas ¢ de grande importancia para o melhoramento vegetal. Um dos principais métodos

utilizados para a investigacdo da arquitetura dos caracteres sdo os mapeamentos de QTL
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(Quantitative Trait Loci), que sdo baseados na segregacdo entre marcadores e caracteres de
interesse em populacdes oriundas de parentais contrastantes (ALQUDAH et al., 2020).

O estudo do controle genético de caracteristicas requer que os genitores sejam
endogamicos, ou seja, que nao estejam segregando e apresentem reagdes contrastantes para o
trago de interesse. E importante obter as geragdes F1, F2 e realizar retrocruzamentos (RCr e
RCs). Em seguida, toda a populagdo obtida, incluindo os genitores, deve ser avaliada para o
trago de interesse, a fim de verificar a segregacdo fenotipica. Para caracteristicas com
distribui¢do discreta, as hipdteses de segregacdo sdo avaliadas por meio do teste de Qui-
quadrado, que verifica se as diferengas entre as frequéncias observadas e esperadas sao
significativas em um determinado nivel de probabilidade (RAMALHO et al., 2012). Para
estudar as caracteristicas com distribui¢do discreta, um ponto crucial é o teste da hipotese
genética, que permite concluir, com uma margem de erro, sobre o padrdo predominante de
segregacdo: se ¢ governado por um, dois ou mais genes, bem como o tipo de interagao
predominante (LIU et al., 1997).

O teste Qui-quadrado tem se mostrado uma abordagem pratica e eficiente para esse
proposito, uma vez que leva em conta os desvios entre os valores previstos e observados, além
do niimero de observagdes. No entanto, o tamanho da amostra pode afetar os resultados desse
teste, sendo recomendado que o tamanho minimo seja de 100 individuos. Caso haja um numero
reduzido de informacdes, pode ser impossivel discriminar as hipoteses genéticas (SCHUSTER;
CRUZ, 2004). A falta de consideracdo adequada para uma hipotese genética pode levar a
problemas de interpretacdo. Conclusdes equivocadas sobre a natureza da heranga da
caracteristica podem ocorrer devido ao tamanho insuficiente da amostra, sendo comum
encontrar na literatura populagdes com amostras que nao dao suporte a veracidade do tipo de
segregacdo (SALGADO, 2012). Em situacdes em que hd muitos genes envolvidos na
resisténcia € ndo ha um padrao de segregacdo mendeliana, o teste Qui-quadrado ndo ¢
apropriado para estudar a heranga. Nessas circunstancias, ¢ possivel realizar o estudo por meio
dos componentes de média e varidncia. Os componentes de médias permitem desenvolver um
modelo e estimar os parametros a e d, que representam o afastamento de cada homozigoto e
heterozigoto da média (m), respectivamente (CRUZ; REGAZZI, 1997).

Em contraste, os componentes de varidncia apresentam algumas vantagens quando
comparados as médias. Uma das principais implicacdes é que, nas estimativas de médias, o
resultado ¢ uma soma algébrica de cada loci individualmente, o que pode levar a interpretagdes
errobneas quando os genes dominantes atuam em sentidos opostos em diferentes loci

(minimizando ou anulando o efeito). A utilizacdo da variancia elimina essa possibilidade, pois
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os efeitos de cada locus sdo elevados ao quadrado, impedindo que sejam anulados

(RAMALHO; SANTOS; ZIMMERMANN, 1993).
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RESUMO

Meloidogyne paranaensis ¢ hoje umas das principais ameacas a cafeicultura brasileira, dada a
sua elevada agressividade ao cafeeiro associado a sua gradativa disseminagao para as principais
regides produtoras de café. O seu manejo ¢ dependente do uso da resisténcia genética associada
a outras estratégias de controle. Fontes de resisténcia a esse nematoide foram encontradas em
cafeeiros silvestres de Coffea arabica. Esses cafeeiros resistentes representam importante fonte
de variabilidade genética para o desenvolvimento de novas cultivares resistentes a Meloidogyne
spp.. Objetivou-se estudar a heranga da resisténcia do acesso silvestre de C. arabica, Amphillo,
ao nematoide da espécie M. paranaensis. Foram fenotipados 304 individuos da geragdo F»
oriunda do cruzamento entre MG 0179-P3-R19Q e Catiguda MG2-P14d, em que o genitor
feminino das progénies testadas, o acesso MG 0179-P3-R1, portador da resisténcia ao
nematoide, ¢ resultante do cruzamento entre germoplasma ‘Amphillo’ e linhagens da cultivar
Catuai Vermelho. Os cafeeiros do primeiro experimento foram inoculados com 5.000 ovos, €
os do segundo experimento foram inoculados com 10.000 ovos, ambos de M. paranaensis. Os
experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo. Aos 180 dias da inoculacdo, foi
realizada a fenotipagem para o caractere relacionado a resisténcia, com base no fator de
reproducao (FR). Um total de 234 individuos foram resistentes (FR < 1) e 70 suscetiveis (FR >
1) a M. paranaensis. Os valores de FR foram submetidos ao teste Qui-quadrado a nivel de 5%
para determinar a segregagao para 1, 2 e 3 genes, os resultados obtidos pelo teste Qui-quadrado
sugerem quatro interpretacdes. Na primeira, a resisténcia é governada por um gene, com
dominéncia completa, demonstrados pela segrega¢do de 3:1 (y2=0,6316; P=42,68%). Na
segunda, a resisténcia é governada por dois genes, um dominante e outro recessivo, indicada
pelo padrio de segregacdo de 13:3 (¥2=3,6491; P=5,61%). Na terceira, a resisténcia ¢
governada por trés genes, um gene dominante independente, um gene dominante e outro
recessivo complementar, indicado pelo padrdo de segregacdo 51:13 (x*=1,3832; P=23,96%).
Na quarta interpretacdo, inferiu-se que € governada por trés genes, um gene dominante
independente e dois recessivos complementares, indicado pelo padrdo de segregacdo 49:15
(%x2=0,0286; P=86,56%). Conclui-se, que a heran¢a da resisténcia do Amphillo MR 2-161 a M.
paranaensis é controlada por pelo menos um gene com dominancia completa, complementado

por um ou mais genes de dominancia incompleta.

Palavras-chaves: Coffea arabica. Resisténcia genética. Nematoide das galhas radiculares.
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ABSTRACT

Meloidogyne paranaensis is currently one of the main threats to Brazilian coffee growing, given
its high level of aggressiveness towards the coffee tree and its gradual spread to the main coffee
producing regions. Its management depends on the use of genetic resistance combined with
other control strategies. Sources of resistance to this nematode have been found in wild coffee
trees of Coffea arabica. These resistant coffee trees represent an important source of genetic
variability for the development of new cultivars resistant to Meloidogyne spp. The aim was to
study the inheritance of the resistance of the wild accessions of C. arabica, Amphillo, to the
nematode species M. paranaensis. A total of 304 genotypes were phenotyped from the F2
generation resulting from crossing MG 0179-P3-R19 and Catigud MG2-P14J, in which the
female genitor of the progenies tested, access MG 0179-P3-R1, which carries the resistance
trait, was the result of crossing the 'Amphillo' germplasm with strains of the Catuai Vermelho
cultivar. The individuals in the first experiment were inoculated with 5,000 eggs, and those in
the second experiment were inoculated with 10,000 eggs, both of M. paranaensis. The
experiments were conducted in a greenhouse. At 180 days after inoculation, phenotyping was
carried out for the resistance-related trait, based on the reproduction factor (RF). A total of 234
individuals were resistant (RF < 1) and 70 susceptible (RF > 1) to M. paranaensis. The FR
values were subjected to the chi-square test at the 5% level to determine segregation for 1, 2
and 3 genes, the results obtained by the chi-square test suggesting four interpretations. In the
first, resistance is governed by one gene, with complete dominance, demonstrated by the 3:1
segregation (x2=0.6316; P=42.68%). In the second, resistance is governed by two genes, one
dominant and the other recessive, indicated by the 13:3 segregation pattern (y2=3.6491;
P=5.61%). In the third, resistance is governed by three genes, an independent dominant gene, a
dominant gene and a complementary recessive gene, indicated by the 51:13 segregation pattern
(x2=1.3832; P=23.96%)). In the fourth interpretation, it was inferred that it is governed by three
genes, one independent dominant gene and two complementary recessive genes, indicated by
the 49:15 segregation pattern (¥2=0.0286; P=86.56%). It can be concluded that the inheritance
of resistance of Amphillo MR 2-161 to M. paranaensis is controlled by at least one gene with

complete dominance, complemented by one or more genes with incomplete dominance.

Keywords: Coffea arabica. Genetic resistance. Root-knot nematode.
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2.1. INTRODUCAO

Os cafezais estdo sujeitos a estresses bidticos e abiodticos que afetam, significativamente,
a sua produgdo. Dentre os fatores bidticos, destacam-se os nematoides das galhas radiculares,
Meloidogyne spp., que sdo responsaveis por danificar, drasticamente, o sistema radicular e,
consequentemente, o desenvolvimento vegetativo e a produtividade, causando danos
econdmico (CASTRO et al., 2008). Além das perdas causadas na producao, a infestagdo pelos
nematoides pode agravar as consequéncias de estresses abiodticos, como o déficit hidrico, sobre
o desenvolvimento e producao do cafeeiro. Neste contexto, a obtengao de cultivares resistentes
ou tolerantes a Meloidogyne spp. € um dos principais objetivos nos programas de melhoramento
genético do cafeeiro (SALGADO; REZENDE; NUNES, 2014). Os nematoides das galhas
representam a principal ameaca a cafeicultura mundial (BERTRAND; ANTHONY, 2008). No
Brasil, M. exigua, M. incognita e M. paranaensis sdo as espécies mais danosas ao cafeeiro. Os
danos de M. exigua sdo observados na produgdo da cultura, sobretudo em lavouras de alto nivel
tecnoldgico (BARBOSA et al., 2004). O ataque de M. incognita e M. paranaensis, depauperam
severamente o cafeeiro, podendo limitar economicamente a manutencao das lavouras infestadas
ou a implantacdo de novos cafezais em solos por eles contaminados (GONCALVES;
SILVAROLLA, 2001). O M. paranaensis apresenta o mais elevado risco a produg¢ado brasileira
de café, devido sua agressividade e rapida disseminacdo, ja estando presente em varias areas
produtoras, como no estado de Minas Gerais, maior produtor de café ardbica no Brasil.

Considerando que as cultivares de café ardbica mais plantadas sdo suscetiveis a M.
paranaensis e que a entrada desse fitonematoide na lavoura culmina com o depauperamento e
reducdo da produtividade do cafezal, a disseminagdo desse patdgeno e dificuldade no manejo
representam um desestimulo aos cafeicultores, que por vezes ou vendem suas terras ou
abandonam a cafeicultura pela produgdo de graos (TERRA et al., 2019). A resisténcia genética
tem sido considerada a forma mais eficiente de controle de pragas e doencas por tratar-se de
uma tecnologia econdmica, ndo poluente e que, geralmente, ndo demanda mudangas nas
praticas culturais (LUC; REVERSAT, 1985). No que diz respeito a resisténcia aos nematoides
parasitos do cafeeiro, estratégias tém sido adotadas para a selecao de cultivares resistentes
(BERTRAND; ANTHONY, 2008). Fontes de resisténcia a M. paranaensis foram encontradas
em diferentes espécies cafeeiras, bem como em acessos silvestres de C. arabica oriundos da

Etiopia. Para o melhoramento de cafeeiros arabica, o uso desses acessos silvestres resistentes
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representa importante fonte de variabilidade para o desenvolvimento de novas cultivares. A
transferéncia dos genes de resisténcia desses cafeeiros para cultivares melhoradas ¢ facilitada
pela hibridacdo com cultivares de mesma espécie, assim como, a recuperacao mais rapida dos
caracteres agrondmicos do parental recorrente, contribuindo para abreviagao do tempo e dos
recursos investidos no melhoramento convencional da espécie (SILVAROLLA et al., 1998,
ANZUETO et al., 2001; BOISSEAU et al., 2009; FATOBENE, 2014).

A cultivar de café ardbica ‘Catuai’ tem sido bastante utilizada em programas de
melhoramento por apresentar caracteristicas agrondmicas desejaveis, como alta produtividade.
Apesar de sua produtividade e adaptacdo em diferentes regides brasileiras, essa cultivar ¢
suscetivel a diferentes pragas e doengas, incluindo a M. paranaensis. O cafeeiro Amphillo ¢ um
genotipo selvagem que tem sua origem na Etiopia e que foi introduzido no Brasil por apresentar
resisténcia a esse nematoide. Visando o melhoramento genético, foi realizado cruzamentos
entre cafeeiros Catuai e Amphillo e suas progé€nies estdo sendo mantidas em Banco de
Germoplasma de diferentes instituicdes de pesquisa. Peres et al. (2017) relataram que o
cruzamento de “Catuai vermelho” x “Amphillo MR 2-161" resultou em plantas com bons
rendimentos e resisténcia a M. paranaensis e M. incognita. Sendo esse o Unico material genético
proveniente do cruzamento de duas cultivares de C. arabica que apresentou resisténcia a ambas
as espécies de nematoides. Dessa forma, o uso de cultivares resistentes ¢ a melhor opgao de
manejo aos produtores, pois possuem uma série de caracteristicas desejaveis em relagao a outros
métodos de controle de nematoides em plantas. Seu uso requer pouca tecnologia, ndo deixam
residuos toxicos e possuem elevado custo-beneficio (WILLIANSON; KUMAR, 2006).
Entretanto, o uso de cultivares resistentes ndo elimina a necessidade do emprego de outras
medidas de controle dentro de um manejo integrado de fitonematoides, a fim de diminuir as
populacdes desses patdégenos no solo e consequentemente de seus danos a cultura
(GONCALVES; SILVAROLLA, 2007).

Diante do exposto, objetivou-se estudar a heranga da resisténcia do acesso silvestre de

C. arabica, Amphillo, quanto a resisténcia a M. paranaensis como parte inicial desse estudo.

2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Obtencao das mudas de cafeeiro
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Para obtencdo da populacdo segregante para o estudo da heranca da resisténcia do
cafeeiro a M. paranaensis, foram realizados cruzamentos entre o acesso do Banco de
germoplasma da Epamig, MG 0179-P3-R1 (‘Catuai Vermelho’ x Amphillo MR 2-161) com a
cultivar Catiguda MG2-P14. A planta Fi, codificada como C68P-9, foi autofecundada e as
sementes que correspondem a geragdo F» foram coletadas para o estudo. Sementes da progénie
F> e das cultivares IPR-100 (padrdao de resisténcia) e Catuai Vermelho IAC 44 (padrdo de
suscetibilidade) foram plantadas em bandejas plasticas contendo areia lavada e esterilizada em
autoclave por 2 h a 120 °C. As bandejas foram mantidas em camara de crescimento a 28 °C até
a germinagdo. No estadio fenoldgico de orelha de onga, uma plantula foi transplantada para
cada vaso plastico de 2 L contendo uma mistura de solo e areia na propor¢do de 2:1. Essa
mistura foi previamente tratada por solarizagdo com o auxilio de um coletar solar (GHINI,
2004). Para a adubacdo utilizou-se de 4 quilos do adubo supersimples (P2Os) contento em sua
formula 20% de fosforo, 20% de calcio e 12% de enxofre, e 1 quilo de cloreto de potassio
(KCl), ambos na medida para cada metro ctibico de solo de acordo com os resultados da analise
(Tabela 1). Os vasos com as mudas de cafeeiro foram mantidos em casa de vegetagdo até o

momento da montagem do experimento.

Tabela 1: Andlise quimica e fisica do solo utilizado nos experimentos.

Analise Fisica do Solo

Analise Granulométrica Classificacao textural  Tipo de solo
Areia grossa Areia fina Silte  Argila
kg/kg kg/kg kg/kg kg/kg Franco-Argilo-Arenosa 1
0,617 0,088 0,014 0,281
Analise Quimica de Solo
pH H;O pH KCl P K Na Ca?* Mg?
0,55 0,55 mg/dm?> mg/dm? mg/dm? mg/dm?> mg/dm?3
42,6 287 12,33 3,09 0,3

2.2.2 Obtencao e multiplicacao do indculo de M. paranaensis

A populagdo de M. paranaensis usada nas inoculagdes faz parte da colecdo de
fitonematoides mantida pelo Laboratorio de Nematologia — UFV. Essa foi coletada em 2021 em
uma area experimental da Epamig-Sul localizada no municipio de Piumhi-MG (20° 25’ 28,7~

S,46°1°10,5” O, 812 1370 m de altitude). A populagao de campo, ap6s confirmagao da pureza



45

e identidade taxondmica, foi inoculada em mudas de cafeeiro arabica Catuai IAC 44
previamente transplantadas para vasos de plésticos de 5 L, contendo a mesma mistura de solo
e areia descrita no item 2.2.1 e tem sido mantida em casa de vegetagdo, desde entdo. Para a
multiplicagdo de M. paranaensis usado no experimento de fenotipagem, ovos foram extraidos
das raizes de cafeeiro infectadas, empregando-se a técnica de Hussey e Barker (1973),
modificada por Bonetti e Ferraz (1981). Para isso, as raizes foram lavadas, cortadas e trituradas
em um liquidificador por cerca de 20 seg em uma solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5 % de
cloro ativo. Logo em seguida, a suspensdo foi vertida em uma peneira de 200 mesh (abertura
de 0,075 mm) sobreposta a uma de 500 mesh (0,025 mm). A suspensdo obtida foi colocada em
tubos de centrifuga, com adi¢do de 1,9 g de caolim e centrifugada a uma rotagdo de 1.750 rpm
por 5 min. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e acrescido aos tubos uma solugdo
aquosa de sacarose (454 g L-! de agucar cristal) para ressuspender o pélete formado no fundo
dos tubos. Em seguida, foi realizada uma segunda centrifugacao na mesma rotagao, por 1 min
e o sobrenadante foi recuperado em uma peneira de 500 mesh, onde os ovos dos nematoides
ficaram retidos. A quantificacdo e calibracdo do inoculo foram feitas com auxilio da cdmara de
Peters, sob microscopio de luz. Apos, mudas de tomateiro ‘Santa Clara’ com 3-4 pares de folhas
definitivas, em vasos de 2 L, foram inoculadas com 5.000 ovos/planta. Esses foram mantidos
em casa de vegetagdo por 60 dias. Apos a inoculagdo, as raizes infectadas foram processadas

conforme descrito acima para obtengdo dos ovos de M. paranaensis.

2.2.3 Montagem de experimento de fenotipagem

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo na Universidade Federal de
Vigosa (UFV), no municipio de Vigosa-MG (tendo por coordenadas geograficas o paralelo de
20°45°14", latitude S, e o meridiano de 42°52°54"", longitude O, 649 m de altitude acima do
nivel do mar). Dois experimentos foram montados, sendo o primeiro em maio de 2021 e o
segundo em dezembro de 2021, sob temperaturas médias de 18,1 °C £4,5 ¢ 21,4 °C +, ¢ 3,5,
respectivamente.

Um total de 304 cafeeiros da geracao F» foram fenotipados para resisténcia a M.
paranaensis. Também foram utilizadas 20 mudas da cultivar Catuai Vermelho IAC 44, e 20
mudas da cultivar IPR-100, que consistiram no padrdo de suscetibilidade e resisténcia,
respectivamente. As mudas de cafeeiro foram inoculadas 30 dias apds o transplantio. No

experimento 1 foram inoculados 5.000 ovos como populacdo inicial, € no experimento 2 foram
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inoculados 10.000 ovos, também como populagdo inicial, ambos da mesma populacdo de M.
paranaensis (populagdo inicial - Pi), aplicada em dois orificios abertos no solo a uma
profundidade de cerca de 2 cm. Optou-se por aumentar a Pi no segundo experimento, pois no
primeiro experimento observou-se uma multiplicacdo relativamente baixa na testemunha

suscetivel. As temperaturas minimas e maximas foram registradas diariamente.

2.2.4 Coleta e analise de dados

As avaliagdes de ambos os experimentos foram realizadas aos 180 dias apos a
inoculagdo. As variaveis mensuradas foram, massa fresca das raizes (g) € o nimero de ovos por
sistema radicular (Pf= populagdo final). Os valores de Pf foram usados para o calculo do fator
de reproducdo (FR), obtido como segue: FR = Pf / Pi, onde Pf = niimero final de ovos por
sistema radicular e Pi = numero de ovos inoculados por planta. O fen6tipo da rea¢do de cada
individuo foi determinado em fung¢ao do fator de reprodugdo, onde consideram-se resistentes
as plantas com FR < 1,00 e suscetiveis com FR > 1,00 (OOSTENBRINK, 1966). Esses dados
foram utilizados para se inferir a provavel natureza da resisténcia a M. paranaensis presente na
fonte de resisténcia Amphillo, por meio do teste estatistico de Qui-quadrado a 5% de
significancia usando o programa R Studio (RStudio Team. (2023). RStudio: Integrated

Development for R. RStudio, PBC, Boston, MA. Disponivel em: <https://www.rstudio.com/>).

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A resisténcia do cafeeiro Amphillo foi caracterizada no presente trabalho por meio da
fenotipagem de uma populagdo segregante em F». A maioria dos genotipos derivados do
cafeeiro Amphillo (n=234), avaliadas no presente estudo, apresentaram resisténcia ao M.
paranaensis (Tabelas 1; 2). Em menor frequéncia (n=70), alguns destes genétipos foram
suscetiveis. Os valores do fator de reproducdo (FR) dos genoétipos testados tiveram uma
amplitude entre 0 e 21,7. No cafeeiro Catuai Vermelho IAC 44, utilizado como controle de
suscetibilidade, foi verificado o parasitismo por M. paranaensis no sistema radicular como o
esperado para uma cultivar suscetivel, assim como foi observada a resisténcia nos cafeeiros da
cultivar IPR-100 utilizados como controle positivo, sabidamente resistente ao nematoide.

A planta Amphillo MR 2-161, derivada do acesso IAC 1167-19, foi selecionada como
resistente a M. incognita em condi¢des de campo e casa de vegetacdo na década de 1970

(FAZUOLLI, 1986). Desde entao, os programas brasileiros de melhoramento de C. arabica vem
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buscando a obtengdo de plantas originadas de cruzamentos com Amphillo como fontes de
resisténcia a nematoides. A resisténcia a M. paranaensis, presente no acesso MG 0179-P3-R1,
j& havia sido previamente comprovada (GONZALES et al., 2022; PASQUALOTO et al., 2015;
PERES et al., 2013). Em um trabalho realizado na Epamig Sul, em Lavras, todas as plantas
(n=40) de MG 0179-P3-R1 foram resistentes a M. paranaensis (GONZALES et al., 2022), isso
corroborou os relatos de Pasqualoto et al. (2015), e Peres et al. (2013), que também testaram
progénies de MG 0179-P3-R1, comprovando a resisténcia a esse nematoide.

A fenotipagem de cafeeiros desempenha um papel crucial no estudo do patossistema C.
arabica x M. paranaensis. Ela envolve a observacao e a descrigdo das caracteristicas visiveis
das plantas e relacionadas a reproducdo dos nematoides. Além disso, permite a selecdo de
genotipos de C. arabica resistentes ao M. paranaensis, contribuindo para o desenvolvimento

de estratégias eficazes de manejo.

Tabela 1: Fendtipo da progénie da geracdo F» do hibrido Fi C68P-9 [(‘Catuai Vermelho’ x
Amphillo MR 2-161) x ‘Catigud MG2’ - P14] para resisténcia a Meloidogyne paranaensis. Os
padrdes de suscetibilidade e resisténcia usados foram as cultivares de Coffea arabica ‘1AC-44
e IPR-100, respectivamente.

GENOTIPO PFR OVOS JUV PF FRO FENO

1 8,2 1.856 192 2.048 0,18 R
2 57,6 4.704 0 4.704 0,47 R
3 61,83 3.536 0 3.536 0,35 R
4 17,79 13.936 728 14.664 1,39 S
5 35,26 1.564 340 1.904 0,15 R
6 16,79 1.764 84 1.848 0,17 R
7 21,94 7.776 48 7.824 0,77 R
8 35,3 12.100 400 12.500 1,21 S
9 10 7.952 336 8.288 0,79 R
10 36,96 5.076 324 5.400 0,5 R
11 66,95 3.496 304 3.800 0,34 R
12 80,95 3.016 208 3.224 0,3 R
13 79,88 3.840 128 3.968 0,38 R
14 57,9 15.312 1.276 16.588 1,53 S
15 83 4.872 116 4.988 0,48 R
16 44,65 6.372 108 6.480 0,63 R
17 45,66 1.216 64 1.280 0,12 R
18 29,19 4.176 0 4.176 0,41 R
19 30,29 8.468 348 8.816 0,84 R
20 37,43 4.968 216 5.184 0,49 R
21 62,11 22.736 812 23.548 2,27 S
22 48,41 13.520 5.200 18.720 13,5 S

R

23 75,2 2.788 204 2.992 0,27
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33
34
35
36
37
38
39
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

36,06
87,68
53,7
53,91
39
65,03
40,2
30
45,72
17,06
8,02
47,25
27
89,85
16,73
48,52
55,88
48,12
44,69
31,49
29,31
26,01
58,31
43,64
50,38
51,12
32
63,5
79,89
95,34
55,35
62,77
29,84
28,54
41,53
30,57
31,38
84,64
62,67
76,23
45,06
44,88
31,73
36,83
86,14
45,19
79,81
40,01

8.700
11.520
9.576
3.968
10.744
2.640
3.600
8.680
4.860
544
972
14.148
2.800
1.120
3.132
3.848
8.856
59.000
5.824
23.296
1.700
5.220
3.432
2.120
14.456
4.512
2.900
3.648
3.360
3.840
4.968
9.792
1.836
546
9.164
3.024
3.024
756
16.016
10.624
15.000
3.888
7.872
6.832
336
4.200
1.944
96.000

232
1.024
432
0
1.836
0
500
1.240
432
68
108
1.080
0
224
0
145
432
1.000
1.664
2.288
68
116
104
336
104
0
0
96
224
672
540
768
216

116
432

1.344
5.120
1.000
432
312
560
48

108
5.000

8.932
12.544
10.008

3.968
12.580

2.640
4.100

9.920

5.292

612

1.080
15.228

2.800

1.344

3.132

3.993

9.288
60.000

7.488
25.584

1.768

5.336

3.536

2.456
14.560
4.512
2.900

3.744

3.584
4.512
5.508
10.560
2.052

546

9.280

3.456

3.024

756
17.360
15.744
16.000

4.320

8.184
7.392

384

4.200

2.052
101.000

0,87
1,15
0,95
0,39
1,07
0,26
0,36
0,86
0,48
0,05
0,09
1,41
0,28
0,11
0,31
0,38
0,88
5,9
0,58
2,32
0,17
0,52
0,34
0,21
1,44
0,45
0,29
0,36
0,33
0,38
0,49
0,97
0,18
0,05
0,91
0,3
0,3
0,07
1,6
10,6
1,5
0,38
0,78
0,68
0,03
0,42
0,19
9,6
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73
74
75
76
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82
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86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119

25,57
62,22
68,11
28,87
67,02
19,65
55,45
49,26
59,15
35,74
42,87
63,62
37,4

36,52
52,95
63,49
54,37
38,25
22,75
81,94
77,08
48,63
37,17
29,48
33,61
56,76
49,7

56,1

27,15
12,17
40,48
26,45
16,02
42,67
81,38
40,25
60,42
51,23
52,33
46,63
47,23
52,68
41,08
54,66
19,83
14,26
34,65
7,97

13.560
4.828
3.016
1.624
3.808
2.024

11.500
7.952
1.768

12.636
4.368
4.988

12.896

15.872
1.456
2.668

12.400
3.136
7.840
3.640
9.744
3.952

12.320

22.920
1.156

11.752

10.700
3.828

80
368
864

3.016
6.432
2.160
1.000
8.360

4.012
6.480
1.296
3.600

20.996
8.536

12.524

15.300

784
2.800
728
4.292

660
68
464
232
560

2.000
672
208

1.344
520
116
104

1.736
480

1.276

1.000
224
896
208
784

2.464
720
136
416
600
116

0
0
0
104
96
108
100
6.840
0
600
108
200
116
880
1.488
1.700
0
400
208
348

14.220
4.896
3.480
1.856
4.368
2.024

13.500
8.624
1.976

13.980
4.888
5.104

13.000

17.608
1.936
3.944

13.400
3.360
8.736
3.848

10.528
3.952

14.784

23.640
1.292
12.168
11.300
3.944

80
368
864

3.120
6.528
2.268
1.100

15.200
4.012
7.080
1.404
3.800

21.112
9.416

14.012
17.000

784
3.200
936
4.640

1,35
0,48
0,3
0,16
0,38
0,2
1,15
0,79
0,17
1,26
0,43
0,49
1,28
1,58
0,14
0,26
1,24
0,31
0,78
0,36
0,97
0,39
1,23
2,29
0,11
1,17
1,07
0,38

0,03
0,08
0,3
0,64
0,21
0,1
0,83
0,4
0,64
0,12
0,36
2,09
0,85
1,25
1,53
0,07
0,28
0,07
0,42
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126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
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137
138
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146
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149
150
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166
167

34,57
7,47
40,12
70,9
31,08
44,35
18,14
43,17
25,19
68,49
22
37,74
78,56
47,39
56,16
33,75
56,52
72,95
62,07
37,58
52,16
19,46
61,62
36,33
77,9
54,14
71,97
34,67
65,34
26,9
55,28
53,67
10,38
33,64
44,79
29,01
62,41
93,9
43,46
54,72
21,22
62,83
38,54
56,9
16,83
49,4
54
67,27

8.364
580
11.712
45.360
2.288
15.080
4.160
1.428
22.048
14.280
78.880
1.768
5.504
22.736
3.404
23.608
27.280
6.032
20.336
21.280
1.872
2.128
8.528
62.400
17.152
26.300
3.968
6.720
1.500
9.744
22.272
3.120
2.520
864
98.400
5.520
8.468
27.528
2.240
1.536
3.160
75.480
2.232
1.276
3.672
5.336
3.936
2.100

204
464
1.024
3.240
104
2.392
624
0
1.560
2.240
12.760
0
256
1.740
0
104
2.640
464
1.488
1.120
0
112
520
1.160
324
1.600
248
224
0
1.680
1.276
312
0
0
12.800
120
1.392
2.960
224

7.480
72
116
324
116
96
416

8.568
1.044
12.736
48.600
2.392
17.472
4.784
1.428
23.608
16.520
91.640
1.768
5.760
24.476
3.404
23.712
29.920
6.496
21.824
22.400
1.872
2.240
9.048
63.560
17.476
27.900
4.216
6.944
1.500
11.424
23.548
3.432
2.520
864
111.200
5.640
9.860
30.488
2.464
1.536
3.160
82.960
2.304
1.392
3.996
5.452
4.032
2.516

0,83
0,05
1,17
4,53
0,22

1,5
0,41
0,14
2,2
1,42
7,88
0,17
0,55
2,27
0,34
2,36
2,72
0,6
2,03
2,12
0,18
0,21
0,85
6,24
1,71
2,63
0,39
0,67
0,15
0,97
2,22
0,31
0,25
0,08
9,84
0,55
0,84
2,75
0,22
0,15
0,31
7,54
0,22
0,12
0,36
0,53
0,39
0,21
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168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201%*
202%*
203*
204*
205%*
206%*
207*
208*
209*
210%*
211%*
212%*
213%*
214%*
215%

50,73
11,55
30,49
37,71
29,95
40,22
45,15
11,69
23,64
22,35
23,18
46,96
44,19
10,93
59,48
46,57
48,1

65,66
31,63
36,14
24,33
33,64
60,43
63,38
32,08
35,56
38,01
54,32
71,59
24,77
24,19
32,44
44,5

37,08
22,58
30,13
32,3

29,16
24,3

31,37
9,06

22,61
50,6

24,08
24,85
13,23
18,41
30,26

832
7.560
6.528

420

10.752
33.600
1.000
8.160
2.128
1.428

800
2.244

756

14.040
1.560
1.856
4.824
1.188
4.160
1.632

98.280

31.240
4.292

12.640
1.200

600
7.912
2.660

98.400
28.000
2.112
2.240
1.120
220
0
204
350
60
30
300
108
10.032
200
32
6.084
44
40
78

18
96

5.760
2.520
100
680
224
68

68

840
0
0

1.344

324

208

816

7.566
992
348

80

100
0

368

348

3.600

1.120

132

336
0
0

43
51
0
0
0
30
0
3.168
25
64

819
0

40
117

832
7.578
6.624

420

16.512
36.120
1.100
8.840
2.352
1.496

800
2.312

756

14.880
1.560
1.856
6.168
1.512
4.368
2.448

105.846

32.232
4.640

12.720
1.300

600
8.280
3.008

102.000

29.120
2.244
2.576
1.120

220

43
255
350

60

30

330

108

13.200

225

96
6.903
44
80
195

0,08
0,75
0,65
0,04
10,7
3,36
0,1
0,81
0,21
0,14
0,08
0,22
0,07
1,4
0,15
0,18
0,48
0,11
0,41
0,16
9,82
3,12
0,42
1,26
0,12
0,06
0,79
0,26
9,84
2,8
0,21
0,22
0,11
0,04
0,01
0,05
0,07
0,01
0,01
0,06
0,02
2,64
0,05
0,02
1,38
0,01
0,02
0,04
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216%*
217*
218*
219*
220%*
221%*
222%
223%*
224%
225%
226%*
227*
228%*
229%*
230*
231%*
232%
233%*
234%*
235%*
236*
237
238*
239*
240*
241*
242%
243%*
244%
245%
246%*
247*
248*
249%*
250*
251%
252%
253%*
254%
255%
256*
257
258%*
259*
260*
261*
262%
263*

18,23
30,28
21,18
19,39
12,68
36,43
32,77
31,57
19,59
27,73
36,62
23,07
19,97
24,97
32,14
20,98
32,25
33,01
35,88
46,52
16,78
33,09
20,04
29,55
23,79
26,73
29,13
23,42
58,78
59,41
18,98
27,14
22,98
15,24
8,26
24,04
11,57
8,7
25,77
20,65
38,6
22,4
21,3
27,14
25,42
22,779
18,9
29,3

24.200
120
40

100.920
100
80
156

4.730
490
156
256

50
60
304
44
81
585
188
860

5.460
608

15.504
715
120

4.446
315

2.346
735

0

72
161
195
280

11.880

1.612
240
810
150
518
440
192

88
90
810
31
120
80
70

3.280
0
0

7.540

50
0
117
989
315
0
32
350
0
40
88
0
90
264
645
1.833
32
3.094
880
0
608
140
510
0
336
430
121
0
105
936
260
630
90
120
370
80
552
44
60
270
31
40
200
35

27.480
120
40

108.460
150
80
273

5.719
805
156
288
400
60
344
132
81
675
452
1.505
7.293
640
18.598
1.595
120
5.054
455
2.856
735
336
502
282
195
385
12.816
1.872
920
900
270
888
520
744
132
150
1.080
62
160
280
105

5.5
0,02
0,01
21,7
0,03
0,02
0,05
1,14
0,16
0,03
0,06
0,08
0,01
0,07
0,03
0,02
0,13
0,09

0,3
1,45
0,12
3,71
0,31
0,02
1,01
0,09
0,57
0,15
0,07
0,01
0,06
0,04
0,08
2,56
0,37
0,18
0,18
0,05

0,1
0,09
0,04
0,02
0,02
0,16
0,01
0,02
0,02
0,01
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264%* 24,19 23 92 115 0 R
265%* 11,82 0 99 99 0 R
266%* 25,58 585 135 720 0,12 R
267* 18,9 172 40 212 0,03 R
268%* 22,71 18.447 1.131 19.578 3,69 S
269* 22,91 170 340 510 0,03 R
270% 11,42 33 0 33 0,01 R
271%* 20,79 11.730 1.054 12.784 2,35 S
272% 19,49 8.816 798 9.614 1,76 S
273%* 9,34 90 0 90 0,02 R
274% 24,14 160 0 160 0,03 R
275% 38,97 0 44 44 0 R
276%* 26,72 455 315 770 0,09 R
277* 17,19 110 110 220 0,02 R
278* 35,27 108 216 324 0,02 R
279%* 39,38 60 90 150 0,01 R
280* 33,68 120 480 600 0,02 R
281* 22,83 0 88 88 0 R
282%* 38,66 396 315 711 0,08 R
283%* 55,86 204 161 365 0,04 R
284%* 32,86 69 115 184 0,01 R
285% 23,44 165 33 198 0,03 R
286* 13,91 4.978 1.254 6.232 1,25 S
287 69,37 61 121 182 0,01 R
288* 34,7 352 64 416 0,07 R
289* 48,96 220 605 825 0,04 R
290* 21,95 14.842 2.255 17.097 2,97 S
29% 36,34 612 364 976 0,12 R
292% 16,95 3.003 741 3.744 0,6 R
293* 54,95 105 35 140 0,02 R
294 21,97 0 70 70 0 R
295% 40,72 195 315 510 0,04 R
296* 1085 620 465 1.085 0,12 R
297* 60,43 47.120 1.960  49.080 9.42 S
298* 29,93 266 44 310 0,05 R
299* 33,4 800 160 960 0,16 R
300* 29,96 28 0 28 0,01 R
301* 69,04 56.640 12720  69.360 11,33 S
302* 69,19 1.476 828 2.304 0,3 R
303* 28,37 418 38 456 0,08 R
304* 35,12 72 36 108 0,01 R
Cp PFR OvVOS JUV PF FR
IPR100* - 611 94 705 0,12
IPR100* - 60 90 150 0,01
IPR100* - 533 0 533 0,11
IPR100* - 465 620 1.274 0,09
IPR100* - 105 280 385 0,02
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IPR100* - 27 27 54 0,01
IPR100* - 585 0 585 0,12
IPR100* - 0 0 0 0,00
IPR100 62,8 1.350 0 1.350 0,14
IPR100 62,63 2.304 102 2.406 0,23
IPR100 75,02 17.820 388 18.208 1,78
IPR100 56,7 2.592 648 3.240 0,26
IPR100 26,35 16.524 563 17.087 1,65
IPR100 53,54 15.080 432 15.512 1,51
IPR100 67,89 6.696 648 7.344 0,67
IPR100 29,96 16.092 2.916 19.008 1,61
IPR100 33,94 2.080 208 2.288 0,21
MED 52,09 1.350 244 1.350 0,14 R
TAC44* - 3.784 3.569 7.353 0,76
TAC44* - 5.056 768 5.824 1,01
TAC44* - 44.080 6.840 50.920 8,82
TAC44* - 12.013 3.321 15.334 2,40
TAC44* - 2.730 420 3.150 0,55
TAC44* - 26.460 2.026 28.486 5,29
TAC44* - 60.907 12.480  73.387 12,18
TAC44* - 33.060 8.820  41.880 6,61
TAC44* - 93.160 2.380 95.540 18,63
TIAC44 5,77 5.160 240 5.400 0,52
TIAC44 34,31 84.240 3.340 87.580 8,42
IAC44 13,2 3.584 896 4.480 0,36
TIAC44 19,39 45.360 3.240  48.600 4,54
TIAC44 5,7 30.240 2.358 32.598 3,02
IAC44 35,37 61.560 4.320 65.880 6,16
IAC44 9,33 6.480 1.320 7.800 0,65
[IAC44 18,04 34.884 3.320 38.204 3,49
IAC44 33,47 41.440 1.366 42.806 4,14
TAC44 25,02 40.920 2.480  43.400 4,09
MED 19,96  33.060 2.480  38.204 4,09 S

PFR = Peso fresco da raiz, JUV = Juvenil, PF = Populacdo final, FRO = Fator de reprodu¢do apenas com ovos, R
= Resistente e S = Suscetivel. Gendtipos que estdo acompanhados com *, foram avaliados no primeiro

experimento, e gendétipos testados no segundo experimento, ndo possuem o asterisco (*).

Notou-se ainda, que mesmo nos genotipos resistentes, M. paranaensis foi capaz de se

reproduzir em baixas taxas nas raizes (Tabela 1), evidenciando que as respostas de defesa nao

sao fortes o suficiente para inibir completamente a reprodugdo do nematoide. Em um trabalho

realizado por Alves et al. (2019), os resultados sugerem que a resisténcia de 'Amphillo' ao M.

paranaensis se deve a uma combinagao de respostas resisténcia precoces e tardias. As respostas

precoces podem impedir que os nematoides penetrem nas raizes, enquanto as respostas tardias

podem impedir que os nematoides se desenvolvam e se reproduzam. No trabalho de Alves et
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al. (2019) pdde-se verificar que os mecanismos pré-infeccao foram responsaveis pela reducao
de penetracao de J2 no genotipo resistente quando comparado ao genoétipo suscetivel. Por outro
lado, o mecanismo pés-infecgao atuou nas fases iniciais do parasitismo, matando alguns J2 apds
a penetracao impedindo que muitos nematoides cheguem ao estadio reprodutivo.

Resisténcia intermediaria foi relatada no patossistema C. arabica x M. exigua, no qual
a resisténcia do hospedeiro ¢ governada pelo gene Mex-/, um gene R oriundo de C. canephora
(NOIR et al., 2003). Estudos histologicos realizado por Anthony et al. (2005), demonstraram
que mesmo em genotipos resistentes podem ocorrer eventuais penetragdes do patdogeno nos
tecidos radiculares. Apos a penetracdo, ¢ desencadeada uma resposta de hipersensibilidade
(HR) nas células circundantes ao patégeno, inibindo o estabelecimento de sitio de alimentagao
e a formacdo de células gigantes. Eventuais escapes a estas respostas de defesa do hospedeiro
permitem que o sitio de alimentacdo seja estabelecido, com formacdo de células gigantes e
reproducdo, a qual ocorre em menor intensidade em relacao a genotipos suscetiveis. Estudos
posteriores confirmaram que este gene apresenta dominancia incompleta, sendo possivel a
penetragdo de juvenis nos tecidos de gendtipos heterozigotos, com subsequente inibigdo do
desenvolvimento de galhas e redugdo da reproducdo do patdégeno em relacdo a gendtipos
suscetiveis (ALPIZAR; ETIENNE; BERTRAND, 2007). Desta forma, a presencga de genes de
efeito maior com domindncia incompleta ndo pode ser descartada para o patossistema M.
paranaensis x C. arabica.

A natureza da resisténcia do cafeeiro Amphillo foi inferida a partir da andlise da
segregacao fenotipica. Foi analisado um total de 304 plantas da geracdo F», sendo o valor
observadas 234 plantas resistentes (77%), e 70 plantas suscetivel (23%) (Tabela 2). Para o
estudo de heranga, foi testado o envolvimento de um, dois ou trés genes na resisténcia do
cafeeiro a M. paranaensis. Para isso, analisaram-se as seguintes proporc¢des fenotipicas: para
um gene (3:1, 1:3), dois genes (15:1, 13:3, 7:9, 9:7, 3:13, 1:15) e trés genes (63:1, 61:3, 55:9,
37:27,27:37,9:55,3:61, 1:63,57:7,51:13,49:15,43:21, 25:39 ¢ 19:45), procurando-se detectar
aquela que melhor explicasse as frequéncias de classes fenotipicas observadas. Aplicou-se o
teste de Qui-quadrado, que mostra se houve ou ndo diferenca estatistica entre os valores
observados e esperados, onde cada valor foi comparado com o valor de Qui-quadrado tabelado.
Valores menores que o tabelado, ndo se rejeita Ho, e valores maiores que o tabelado, rejeita-se
Ho. O teste de Qui-quadrado tem se mostrado bastante pratico e eficiente para o teste de
hipoteses de padrdes de segregacdo, uma vez que considera os desvios ocorridos entre valores

previstos e observados e o nimero de observagdes avaliado (SCHUSTER; CRUZ, 2004).
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As frequéncias observadas e esperadas para as reagdes de resisténcia e suscetibilidade a
M. paranaensis na populacao F» estdo descritas na Tabela 2. Os resultados obtidos irdo fornecer
hipdteses que serdo muito importantes para a continuagdo dos estudos, ¢ assim observar de
forma mais detalhada o comportamento padrdo da caracteristica da resisténcia das progénies

derivadas do germoplasma Amphillo ao M. paranaensis.

Tabela 2. Teste de Qui-quadrado (%) para nimero de plantas resistentes e plantas suscetiveis a

M. paranaensis, segundo a varidvel Fator de Reprodugdo calculada para uma progénie oriunda
do hibrido F; C68P-9 [(‘Catuai Vermelho’ x Amphillo MR 2-161) x ‘Catigud MG2’ - P14].

- Observado Esperado
Proporcoes testadas X2 P (%)
R S R S
3 1 228 76 0,6316 ™ 42,68
3 76 228 437,967 0,00
15 1 285 19 146,02 0,00
13 3 247 57 3,6491™ 5,61
7 9 133 171 136,35 0,00
9 7 171 133 53,053 0,00
3 13 57 247 676,477 0,00
15 19 285  2595,1 0,00
63 1 299 5 910,56 ™ 0,00
61 3 234 70 289 15 228,84 0,00
55 9 261 43 20,212 0,00
37 27 175 129 45763 0,00
27 37 129 175 150,83 ™ 0,00
9 55 43 261 995,6 0,00
3 61 15 289 355,54 0,00
63 5 299 112,40 0,00
57 7 270 34 45,607 0,00
51 13 242 62 1,3832™ 23,96
49 15 232 72 0,0286 ™ 86,56
43 21 204 100 13,206 ™ 0,00
25 39 118 186 183,55 0,00
19 45 90 214 325647 0,00

ns = Aceita-se a hipdtese Ho; ** = Rejeita-se a hipotese Hy, respectivamente.
R = Resistente, S = Sucestivel, FR = Fator de reprodugéo, P = Probabilidade em %, Razdo = Segregac¢do
esperada.

Levando em consideracao a hipotese de ANZUETO et al. (2001) na qual a resisténcia
de cafeeiros Amphillo a M. paranaensis pode ser atribuida a expressao de um gene maior com
dominancia completa (3R:1S em F>) ou dois genes dominantes complementares (9R:7S em F»),
e que os genotipos de Amphillo utilizados nesses estudo sdo heterozigotos para a resisténcia,

foi realizado um teste de y2, com 1 GL (a = 0.05 %), confrontando as proporgdes observadas ¢
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esperadas, com base na hipotese do nimero de genes envolvidos no controle do carater
resisténcia. Considerou-se vinte e duas classes fenotipicas, a frequéncia de plantas resistentes e
suscetiveis observadas na andlise do FR da progénie F» oriunda do hibrido F; C68P-9 foi
comparada com as frequéncias teoricas esperadas, levando-se em conta as hipoteses de que a
resisténcia do cafeeiro a M. paranaensis ¢ consequéncia da expressdo de um, dois e trés genes.

Os resultados obtidos pelo teste Qui-quadrado sugerem quatro interpretacdes. Na
primeira, a resisténcia € governada por um gene, com domindncia completa, demonstrados pela
segregacdo de 3:1 (¥>=0,6316; P=42,68%). Na segunda, a resisténcia é governada por dois
genes, um dominante e outro recessivo, indicado pelo padrdo de segregacdo de 13:3
(x2=3,6491; P=5,61%). Na terceira, a resisténcia é governada por trés genes, um gene
dominante independente, um gene dominante e outro recessivo complementar, indicado pelo
padrio de segregagcdo 51:13 (x>=1,3832; P=23,96%). Na quarta interpretacdo, temos a
resisténcia governada por trés genes, um gene dominante independente e dois recessivos
complementares, indicado pelo padrao de segregacdo 49:15 (x2=0,0286; P=86,56%). Ja as
demais propor¢des fenotipicas ndo foram significativas. Inicialmente a caracteristica da
resisténcia foi hipotetizada como sendo herdada de forma mendeliana, com uma segregagao
fenotipica 3:1. No entanto, o teste Qui-quadrado ndo conseguiu rejeitar a hipotese nula de
homogeneidade para essa proporcao, o que significa que os valores observados ndo diferiram
significativamente dos valores esperados junto com mais trés proporgdes testadas. Portanto, a
andlise estatistica que incluiu as populacdes F», demonstrou que hd pelos menos um gene
dominante presente no hibrido C68P-9 atuando nas caracteristicas da resisténcia. As progénies
F> do hibrido identificadas como resistentes no presente estudo sdo de grande importancia,
apesar de apresentarem plantas segregantes (suscetiveis). Essas progénies avaliadas forneceram
informacodes importantes, como o grande potencial para a obtengdo de novas cultivares de café
arabica derivadas de Amphillo resistentes a M. paranaensis.

Para a determinacdo de quantos genes estdo envolvidos na resisténcia do cafeeiro
Amphilo, é necessario realizar um estudo de mapeamento genético, esse estudo consiste em
identificar os genes que estdo associados a resisténcia e maped-los no genoma do cafeeiro. O
estudo de mapeamento genético pode ser realizado por meio de diversas técnicas, como por
Mapeamento QTL (Quantitative Trait Loci). O estudo de mapeamento genético do cafeeiro
Amphilo ¢ um passo importante para o desenvolvimento de cultivares de cafeeiro resistentes.
Esse conhecimento podera ser explorado nos programas de melhoramento genético do cafeeiro,
para gerar cultivares mais produtivos e resilientes as condi¢coes adversas. Além disso, podera

contribuir para o entendimento dos mecanismos de resisténcia. Isso ird facilitar os programas
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de melhoramento do cafeeiro no desenvolvimento de novas cultivares, com a identificacio
desses genes através do desenvolvimento de marcadores moleculares, assim evitando as
avaliagdes destrutivas podendo fazer o avanco de geracdo dos gendtipos que apresentar

resisténcia ao passar os marcadores.

2.4. CONCLUSAO

Conclui-se que a heranga da resisténcia do Amphillo MR 2-161 a M. paranaensis é
controlado por pelo menos um gene com dominancia completa, podendo estar envolvidos dois

outros genes complementares.
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