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RESUMO

OLIVEIRA, Dagoberto Saunders, D.S., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2006.
Patogenicidade de populacdes de Meloidogyne incognita, provenientes de Minas
Gerais e Sdo Paulo, ao cafeeiro. Orientadora: Rosangela D’ Arc de Lima Oliveira
Conselheiros: Leandro Grass de Freitas e Eduardo Seiti Gomide Mizubuti.

As quatro ragas de Meloidogyne incognita apesar de presentes em outras culturas
e plantas daninhas em Minas Gerais, ndo sdo detectadas em cafeeiros no Estado,
diferentemente do que ocorre em outras areas produtoras de café no Brasil, onde esta
espécie de nematdide das galhas € um dos principais fatores limitantes para cafeicultura.
Os motivos que explicam este fato ainda séo desconhecidos, pois as principais cultivares
de cafeeiro (Catuai e Mundo Novo) plantadas em Minas Gerais sG0 comprovadamente
suscetiveis atodas as racas deste nematdide. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
determinar quais sdo os fatores responsaveis pelo ndo estabel ecimento de M. incognita em
cafezais de Minas Gerais. Iniciamente, as populactes de M. incognita de Minas Gerais
foram comparadas com as popul agdes de Sao Paulo que sdo comprovadamente patogénicas
a0 cafeeiro. Pela andlise conjunta de caracteristicas morfologicas, fisiologicas,
isoenzimaticas e moleculares foi possivel confirmar que as populactes de nematdides das
gahas de ambos Estados pertencem a espécie M. incognita. Portanto, a diferenca
observada na patogenicidade ao cafeeiro entre as populages de Minas Gerais e de S&o
Paulo ndo pode ser explicada pela identificacdo imprecisa do nematéide. Ao ser
confirmada a identificagcéo das populagdes de M. incognita de Minas Gerais, realizaram-se
avaliaghes para comprovar a nao-patogenicidade dessas populagbes ao cafeeiro.
Populagbes das quatro racas de M. incognita coletadas em Minas Gerais foram inoculadas
em mudas de cafeeiro sob diferentes temperaturas, diferentes concentraces de inéculo,

mudas em diferentes estadios de desenvolvimento e em diferentes gendtipos de cafeeiro.



As quatro racas de M. incognita de Minas Gerais foram incapazes de se reproduzir nas
mudas de cafeeiro, independente da concentracéo de inéculo, da temperatura, do estadio de
desenvolvimento e do gendtipo de cafeeiro. Constatada a incapacidade destas popul agdes
em infectar o cafeeiro, tentou-se elucidar os mecanismos envolvidos nessa interacéo
incompativel. Para isso foi avaliada a penetracdo, o desenvolvimento pés-infectivo e as
alteracdes histol bgicas provocadas por uma dessas populagdes ndo-patogénicas em raizes
de cafeeiro. Os mecanismos que conferiram incompatibilidade entre a populagéo de M.
incognita de Minas Gerais e 0 cafeeiro atuaram principalmente na fase de penetracéo da
forma infectiva do nemat6ide, o que ocasionou uma baixa penetragdo e uma significativa
emigracdo dos J, das raizes do cafeeiro. Além disso, a acdo de mecanismos de resisténcia
poOs-penetracdo impediu que os J, dessas populacdes induzissem a formagdo de células
gigantes, 0 que preveniu 0 desenvolvimento do nematGide em cafeeiro. Com base nos
resultados obtidos conclui-se que as populacbes de M. incognita de Minas Gerais
pertencem a um bidtipo diferente daguele encontrado em outras &reas produtoras de café

no Brasil.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Dagoberto Saunders, D.S., Universidade Federal de Vigosa, March, 2006.
Pathogenicity of populations of Meloidogyne incognita, original from Minas
Gerais and Sao Paulo, to coffee. Adviser: Rosangela D’Arc de Lima Oliveira
Committee Members: Leandro Grass de Freitas and Eduardo Seiti Gomide Mizubuti.

The four existing races of Meloidogyne incognita, although infecting various
crops and weeds in the Minas Gerais State, have not been detected in coffee trees,
differently from what happens in other coffee producing areas of Brazil, in which the root-
knot nematode is one of the main limiting factors for the coffee cultivation. The reasons
that explain such phenomenon are still unknown, because the most common coffee
cultivars (Catuai and Mundo Novo) in Minas Gerais are susceptible to al races of these
nematode species. For this reason, the objective of this work was to study possible factors
responsible for the non-establishment of M. incognita in coffee plantations in Minas
Gerais. Initially, populations of M. incognita original from Minas Gerais were compared to
populations original from S&o Paulo, which are proved to be pathogenic to coffee. They
were al identified as M. incognita by morphological, physiological, molecular and
isozyme analysis, hence, the observed difference in the pathogenicity of the populations of
the two States was not due to previous misidentification of the species. After the identity
confirmation of the Minas Gerais nematode populations, the lack of pathogenicity of them
was evaluated by inoculating populations of the four races of M. incognita under different
temperature regimes, different inoculum densities, in plantlets of different developmental
stages and in different coffee genotypes. The four M. incognita races original from Minas
Gerais were incapable of reproducing in the coffee plantlets, independently of the
inoculum concentration, temperature, plant stage and coffee genotype. Since the Minas

Gerais populations incapacity of infection was confirmed, the mechanismsinvolved in this
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incompatible interaction were tried to be elucidated, evaluating the root penetration, the
post-infective nematode development and the root histological alterations caused by one of
the non-pathogenic population. The mechanisms that conferred incompatibility between
Minas Gerais population of M. incognita and coffee actuated primarily in the juvenile
penetration phase, causing reduction in the penetration and evasion of the juvenile from
coffee roots. Furthermore, post-penetration mechanisms prevented giant cell formation,
impeding the nematode development in the coffee tree. The results lead to the conclusion
that the Minas Gerais populations of M. incognita belong to a biotype different from those

found in other coffee producing areasin Brazil.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil € o maior produtor e exportador de café (CONAB, 2006). A cadeia
produtiva brasileira de café movimenta, anualmente, cerca de 3,4 bilhdes de délares. Além
disso, a cafeicultura representa uma das atividades agricolas que mais geram empregos,
sendo responsavel por cerca de 9 milhdes de empregos diretos e indiretos (CAIXETA,
2001).

O Estado de Minas Gerais € o principa produtor de café no Brasil, com a safra
2006/2007 estimada em 22,1 milhGes de sacas de 60 Kg, o que equivale a 50,8% da
producdo nacional (CONAB, 2006). Além da quantidade, esse Estado se destaca pela
excelente qualidade de seus cafés, que alcancam valor diferenciado no mercado,
principalmente o internacional.

Dentre os fatores que ocasionam reducdo na producdo de café, os de natureza
fitossanitaria merecem especia atencdo. Destes se destacam o0s danos causados por
fitonematéides que reduzem a produtividade e, em alguns casos, acarretam o abandono da
atividade cafeeira (CARNEIRO, 1995).

A primeira referéncia de parasitismo de nematdides em cafeeiros foi feita em 1878
por M. C. Jobert na antiga provincia do Rio de Janeiro. Em 1887, E. A. Goeldi, ao estudar
a doenca referida por Jobert, denominou o agente causal de Meloidogyne exigua Goeldi
(MOURA, 1998). Desde entdo, mais de quarenta espécies, pertencentes a 31 géneros de
fitonematdides j& foram encontradas em associacdo com raizes de cafeeiros no Brasil
(CAMPOS, 1997; MONTEIRO et a. 2001). Entre estas espécies, as do género
Mel oidogyne sdo as que causam 0S maiores prejuizos a cafeicultura no Brasil.

Das mais de 80 espécies descritas de Meloidogyne, 18 infectam o cafeeiro em todo
o mundo (CAMPOS, 1997). Destas, M .exigua, M. javanica (Treub.) Chitwood, M. hapla

Chitwood, M. incognita (Kofoid & White) Chitwood, M. paranaensis Carneiro, Carneiro,
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Abrantes, Santos & Almeida e M. coffeicola Lordello & Zamith ja foram encontradas
infectando cafeeiro no Brasl (LORDELLO e ZAMITH, 1960; LORDELLO e MELLO
FILHO, 1970; PONTE e FREIRE, 1971; LORDELLO e MONTEIRO, 1974; CARNEIRO
et al., 1996).

Meloidogyne incognita € considerada a espécie de nematdides das galhas mais
prejudicial ao cafeeiro, pois além da sua agressividade, possui algumas caracteristicas que
dificultam seu controle, como ampla gama de hospedeiras (ROBERTS, 1995), dta
persisténcia no solo na auséncia de plantas hospedeiras (REBEL et al., 1976), existéncia de
racas fisioldgicas (HARTMAN e SASSER, 1985) e o habito de infectar araiz principal do
cafeeiro (LORDELLO e MELLO FILHO, 1970). Esta ultima caracteristica dificulta a
eficiéncia do controle quimico, pois mesmo ocorrendo uma reducdo na populacdo do
nematdide no solo e nas raizes, o sistema radicular do cafeeiro ndo mais consegue se
recuperar dos danos causados por este patégeno (CURI et al. 1977, FERRAZ et al., 1983).

O primeiro relato de M. incognita em cafeeiro da espécie Coffea arabica L. foi feito
por CHITWOOD e BERGER (1960) na Guatemala, e segundo 0s mesmos autores, tratava-
se de um patégeno agressivo a cultura. No Brasil, a primeira ocorréncia deste nematéide
em cafeeiros foi observada no municipio de Pindorama, Estado de Sdo Paulo por
LORDELLO e MELLO FILHO (1970). Em Minas Gerais, esta espécie foi assinalada em
cafeeiros nos anos 80, nos municipios de S&o Tomaz de Aquino, Nova Resende e Uberaba
(CAMPOS e MELLES, 1982; GUERRA NETO e D'ANTONIO, 1984). Ap6s a
constatacao desta espécie, tais lavouras foram erradicadas.

Levantamentos de fitonematdides em cafezais dos principais Estados produtores
evidenciaram a diferenca na ocorréncia e na distribuicdo de espécies de Meloidogyne. Em
Séo Paulo, quatro espécies foram encontradas infectando cafeeiros, e destas M. incognita
foi a que apresentou maior distribuicdo, seguida por M. exigua, M. paranaensis e M.
coffeicola (KUBO et al., 2001; LORDELLO e LORDELLO, 2001). Ja no Parang, M.
paranaensis foi a espécie predominante, seguida por M. incognita (KRZYZANOWSKI et
al., 2001). Em Minas Gerais, com excecdo dos relatos em &reas restritas de M. paranaensis
(CASTRO et a., 2003) e M. coffeicola (CASTRO et a., 2004), apenas M. exigua foi
encontrada em cafezais do Estado (NAVES et a., 2001; PINHEIRO et a., 2001;
OLIVEIRA et al., 2005).

Populagdes das quatro racas fisiologicas de M. incognita, apesar de presentes em
outras culturas e plantas daninhas em Minas Gerais, ndo sdo detectadas em cafeeiros no

Estado, diferentemente do que ocorre em So Paulo e no Parang, onde este fitonematoide é
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um dos mais comprometedores para a cafeicultura. Os motivos que explicam este fato
ainda sdo desconhecidos, pois as principais cultivares de cafeeiro (Catuai e Mundo Novo)
plantadas em Minas Gerais sdo também utilizadas em S&o Paulo e no Parang, e sdo
comprovadamente suscetiveis a todas as racas deste nematdide (LORDELLO e
LORDELLO, 1987; GONCALVESet al., 1990; JAEHN, 1990).

O entendimento de possiveis fatores que estejam impedindo o estabelecimento de
M. incognita em cafezais de Minas Gerais podera fornecer importantes ferramentas para
impedir que este patégeno venha a se tornar problema a cafeicultura do Estado, bem como
estender os conhecimentos adquiridos, no desenvolvimento de estratégias de controle deste
nematéide em locais onde o mesmo é problema. Assim, o objetivo geral do presente
trabalho foi determinar quais sdo os fatores responsaveis pelo ndo estabelecimento de M.
incognita em cafezais de Minas Gerais.

Com base no exposto, o presente trabalho teve como objetivos especificos:
1) comparar populagbes de M. incognita de Minas Gerais e de S&o Paulo por meio de
caracteristicas morfol dgicas, fisioldgicas, isoenzimaticas e moleculares;
2) avaiar a patogenicidade de populagdes de M. incognita de Minas Gerais ao cafeeiro nas
seguintes condicdes: diferentes temperaturas, diferentes concentragdes de inéculo, mudas
em diferentes estédios de desenvolvimento e em diferentes genétipos de cafeeiro;
3) verificar se solos de cafezais de Minas Gerais sdo supressivos a populages de M.
incognita;
4) comparar a penetracdo e o desenvolvimento pés-infectivo de populacbes de M.
incognita de Minas Gerais e de S&o Paulo em mudas de cafeeiros;
5) comparar a histopatologia de raizes de cafeeiros inoculadas com populaces de M.
incognita de Minas Gerais e de Séo Paulo €
6) verificar se populagdes de M. incognita oriundas de cafeeiro perdem a capacidade de

infectar esta cultura, quando multiplicadas por sucessivas geragbes em tomateiro.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO DE POPULACOES DE Meloidogyne incognita DE MINAS
GERAISE DE SA0O PAULO

RESUMO

As quatro ragas de Meloidogyne incognita apesar de presentes em outras culturas e
plantas daninhas em Minas Gerais, ndo sdo detectadas em cafeeiros no Estado,
diferentemente do gue ocorre em outras areas produtoras de café no Brasil, como em Séo
Paulo, onde est4 espécie de nematdide das galhas é um dos principais fatores limitantes
para cafeicultura. Assim, 0 objetivo do presente trabalho foi verificar se a diferenca na
patogenicidade ao cafeeiro apresentada por populagdes de M. incognita de Minas Gerais e
de SGo Paulo poderia ser explicada pela identificacdo imprecisa de populacdes de
Meloidogyne spp. presentes nos dois Estados. Para isso, duas populages identificadas
como M. incognita de Minas Gerais e duas de S8 Paulo foram submetidas a
caracterizacdo morfolégica, ao teste de hospedeiros diferenciadores, a andise
isoenziméatica e a caracterizacdo pelo marcador molecular SCAR-café especifico para
populacdes de M. incognita. As configuragbes perineais das quatro populacdes avaliadas
apresentaram caracteristicas tipicas de M. incognita, ou sgja, arco dorsal alto e trapezoidal,
estrias onduladas e bifurcacbes na regido dos campos laterais. As quatro populagcdes
apresentaram os perfis 11, N1, 12 e N1 para as isoenzimas esterase, malato desidrogenase,
superdxido dismutase e glutamato-oxal oacetato transaminase, respectivamente. Apenas um
fragmento de DNA de 399 pb foi amplificado pelo primer SCAR-café nas popul acbes
testadas. Pela andlise conjunta das caracteristicas das configuracdes perineais, do teste de
hospedeiros diferenciadores, dos perfis isoenziméticos e de amplificagdo pelo primer
SCAR-café foi possivel confirmar que as populacdes de nematdides das galhas de Minas
Gerais e de Sdo Paulo estudadas pertencem a espécie M. incognita. Assim, a diferenca
observada na patogenicidade ao cafeeiro entre populagdes dos dois Estados ndo pode ser
explicada pela identificagdo imprecisa do nematdide, pelo menos pelo uso das técnicas de

diagnose mais confiaveis até 0 momento.

Palavras-chave: cafeeiro, nematoide das galhas, variabilidade intraespecifica.



1. INTRODUCAO

A identificac8o precisa das espécies de Meloidogyne Goeldi é dificil e, muitas
vezes, baseada apenas em varidveis subjetivas. Além disto, a diagnose é bastante
dificultada pelo e€levado nimero de espécies, e pela existéncia de variabilidade
intraespecifica em aguns caracteres taxondmicos (ROBERTS, 1995; TRUDGILL, 1991).

Entre os métodos empregados na diagnose de Meloidogyne spp. podem-se citar:
anadlise da configuracéo perinea de fémeas (TAYLOR e NETSCHER, 1974); morfologia
da regido labia e do estilete de juvenis de segundo estédio, de machos e de fémeas; teste
de hospedeiros diferenciadores (HARTMAN e SASSER, 1985); caracterizacdo
citogenética (TRIANTAPHYLLOU, 1985); eetroforese de isoenzimas (ESBENSHADE e
TRIANTAPHYLLOU, 1985) e caracterizacdo molecular (CURRAN et a., 1985).

A eletroforese de isoenzimas tem se destacado como a técnica mais confidvel paraa
caracterizacdo e identificacdo de Meloidogyne spp., por apresentar alta eficiéncia na
diferenciacdo das principais espécies, ainda que elas ocorram em mistura. Além disso, é
eficiente na identificagcdo de populacBes atipicas, sua execucdo € rdpida e o custo é
rel ativamente baixo.

As primeiras técnicas moleculares aplicadas a identificacdo de fitonematdides
envolveram a andlise do polimorfismo de fragmentos obtido pela digestdo do DNA total
com enzimas de restricdo (“Restriction Fragment Length Polymorphisms — RFLP’)
(CURRAN et da., 1985). Mas foi somente com o desenvolvimento da técnica de
amplificacdo de DNA por PCR (“Polymerase Chain Reaction”) que uma melhor
discriminacéo interespecifica foi obtida, como, por exemplo, pela amplificacdo de regides
de DNA mitocondrial (POWERS e HARRIS, 1993) ou ribossdmico (PETERSEN et al.,
1997).

O método de RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) tem sido utilizado
em muitos estudos de caracterizacdo de Meloidogyne spp. (WILLIAMS et al., 1990;
WELSH e MCCLELLAND, 1990), uma vez que € uma técnica sensivel, rapida e
relativamente simples, além de ndo requerer informacdes acerca da sequiéncia nucleotidica
do DNA gendmico. Uma abordagem mais recente é a conversdo dos marcadores de RAPD
em SCAR (“Sequence Characterized Amplified Regions’), termo cunhado por PARAN e
MICHELMORE (1993) para definir marcadores RAPD cuja sequéncia interna tenha sido
determinada, permitindo compor primers mais longos, ricos em guanina e citosina e de

sequiéncia especifica.



Em nematdides das galhas, marcadores SCAR ja foram desenvolvidos para separar
as espécies M. incognita, M. javanica e M. arenaria (ZIJLSTRA, 2000). Mais
recentemente, marcadores SCAR espécie-especificos foram desenvolvidos para as trés
principais espécies de Meloidogyne parasitas de cafeeiro no Brasil: M. incognita, M.
exigua e M. paranaensis (RANDIG et a., 2002).

Até meados da década de 90, a diagnose das espécies de Meloidogyne foi feita
quase que exclusivamente pela andlise da configuracao perineal de fémeas. Entretanto, esta
caracteristica € muito subjetiva e o surgimento de popul agdes com configuracdes atipicas e
0 grande numero de espécies desse género dificulta sua utilizacdo isoladamente.

Um exemplo da subjetividade e da baixa confiabilidade deste tipo de andlise foi a
descricdo de M. paranaensis. Populacfes desta espécie foram detectadas no Parana e a
andlise da configuracdo perineal conduzia a identificagdo de M. incognita. Porém, os
sintomas apresentados pelo cafeeiro e a agressividade dessas populacdes faziam-nas
diferentes de M. incognita. Assim, por falta de técnicas de diagnose mais precisas, ela foi
denominada de M. incognita biétipo IAPAR por cerca de 22 anos. Em 1996, esse bidtipo
foi reavaliado e descrito como uma nova espécie com base principalmente no fendtipo de
esterase (CARNEIRO et a., 1996).

O primeiro registro de M. mayaguensis Rammah & Hirschmann no Brasil € um
outro exemplo da baixa confiabilidade da diagnose feita por meio da andise da
configurac&o perineal. Sintomas severos de meloidoginose em goiabeira (Psidium guajava
L.) foram primeiramente assinalados no Brasil em 1989, e a diagnose pela andlise da
configuracdo perineal apontava como agente etioldgico a espécie M. incognita (MOURA e
MOURA, 1989). No entanto, em 2001, ap6s andlise dos perfis enziméticos de esterase e
malato desidrogenase, e de estudos morfol égicos complementares, populacdes da mesma
regido e causadoras da mesma sintomatologia em goiabeira foram identificadas como M.
mayaguensis (CARNEIRO et d., 2001).

InformagBes sobre a ocorréncia e distribuicdo de nematdides das galhas em cafezais
brasileiros sdo oriundas na sua grande maioria da década de 80, e geralmente baseadas em
andlises de caracteres morfol 6gicos. Assim, as informagdes sobre ocorréncia e distribuicdo
de M. incognita em cafezais podem ser imprecisas, 0 que poderia explicar a diferenca na
patogenicidade ao cafeeiro apresentada por populacdes de M. incognita de Minas Gerais e
de S&o Paulo. Logo, o objetivo do presente trabalho foi verificar, por meio de técnicas mais
precisas, se populacdes identificadas como M. incognita em Minas Gerais e Sao Paulo

realmente pertencem a esta espécie.



2. MATERIAL E METODOS

Em um estudo preliminar, populagdes das quatro racas de M. incognita coletadas
em Minas Gerais foram inoculadas em mudas de cafeeiros ‘Catuai Vermelho IAC 44’ e
‘Mundo Novo', e ap6s 120 dias da inoculagdo nenhuma reproducdo do nematdide foi
observada (OLIVEIRA et a., 2002). Duas dessas populagbes ndo-patogénicas ao cafeeiro
foram selecionadas para representar as populacdes de Minas Gerais. Essas populagtes
foram inicialmente obtidas de tomateiro (raga 1) e quiabeiro (raca 2). Ja as popul acdes de
S80 Paulo foram provenientes de cafeeiro (racas 1 e 2). Asragas 1 e 2 foram selecionadas
por serem as mais comuns desta espécie de nematdide das galhas (HARTMAN e SASSER,
1985), e também por serem consideradas as mais prejudiciais ao cafeeiro (LORDELLO e
LORDELLO, 1987). As populacdes de M. incognita de Minas Gerais foram multiplicadas
em mudas de tomateiro (Lycopersicon esculentum Santa Cruz ‘Kada'), e as de Séo Paulo
em mudas de cafeeiro (C. arabica ‘Catuai Vermelho IAC 44'). Apb6s 120 dias de
multiplicacdo em casa de vegetacdo, cada populacdo foi submetida a caracterizacdo

morfol 6gica, fisiolbgica, isoenzimatica e molecular.

2.1. Caracterizacéo morfol6gica das populacdes de Meloidogyne incognita

De cada uma das populacdes mantidas em casa de vegetacdo, pelo menos dez
fémeas branco-leitosas foram removidas das raizes de tomateiro ou cafeeiro e
imediatamente transferidas para uma gota de solucéo de acido latico a 45%. A regido
perineal de cada fémea foi cortada, limpa e montada em |amina com glicerina, para
observacao ao microscopio de luz (TAYLOR e NETCHER, 1974).

2.2. Caracterizacao fisiologica das populacdes de Meloidogyne incognita

Cada populacdo foi submetida a diferenciacdo pelo teste de hospedeiros
diferenciadores da Universidade Estadua da Carolina do Norte (HARTMAN e SASSER,
1985). Assim, empregaram-se mudas de tomate (Lycopersicon esculentum ‘Rutgers’),
fumo (Nicotiana tabacum ‘NC 95'), algoddo (Gossypium hirsutum ‘Deltapine 61’),
pimentdo (Capsicum annuum ‘Early California Wonder’), melancia (Citrullus vulgaris
‘Charleston Gray’) e amendoim (Arachis hypogaea ‘Florunner’). As sementes dessas
espécies foram semeadas, separadamente, em bandejas contendo substrato tratado com

brometo de metila (100 cm*m?). As mudas foram transplantadas no estadio de dois a trés
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pares de folhas definitivas para vasos de argila (2 L), contendo uma mistura de solo e arela
na propor¢ao 2:1, tratada com brometo de metila.

Apbs uma semana do transplantio, procedeu-se a inoculagdo com 5.000 ovos de
cada populacdo de M. incognita. Para cada planta diferenciadora foram utilizadas seis
repeticbes. As médias das temperaturas maxima e minima durante a realizacdo do
experimento foran de 28,6 e 19,6°C, respectivamente. A avaliacdo das plantas
diferenciadoras foi realizada 60 dias apds a inoculagdo, quantificando-se o nimero de
galhas por sistema radicular. Com base no nimero de galhas foram atribuidas notas de 0 a
5, segundo a escala de TAYLOR e SASSER (1978). As plantas que obtiveram nota igual
ou inferior a 2 (nimero de galhas £ 10) foram consideradas resistentes, e as plantas com

nota maior que 2 (nimero de galhas > 10) foram consideradas suscetivels.

2.3. Caracterizacao isoenzimatica das populacfes de Meloidogyne incognita

As andlises foram conduzidas no Laboratério de Nematologia da Universidade
Federal de Vicosa. Fémeas, branco-leitosas, de cada amostra, foram retiradas
individualmente do interior das raizes de tomateiro ou cafeeiro com o auxilio de estiletes,
sob microscopio estereoscopio, e transferidas para microtubos contendo 10 ni de solucéo-
tampdo para extracdo de proteinas (20% de sacarose, 2% de Triton 100X, 0,01% de azul de
bromofenol e 78% de &gua destilada). Empregou-se a técnica de DAVIS (1964) que
consiste no método descontinuo de eletroforese vertical em géis de poliacrilamida.

Os géis de empilhamento e de corrida foram preparados nas concentracdes 4 e 8%,
respectivamente. A primeira e a Ultima cavidade de cada gel sempre continha a amostra
padréo, M. javanica oriunda de populacdes puras e fendtipo isoenzimatico conhecido. A
eletroforese foi conduzida a 4°C, sob voltagem constante de 80 V na corrida de
empilhamento (15 minutos) e a200 V para a etapa de separacao (30-45 minutos).

Ao final da corrida, os géis foram retirados das placas e mergulhados em solugdes
preparadas imediatamente antes do seu uso, visando a revelacdo dos perfis de esterase,
malato desidrogenase, superéxido dismutase e glutamato-oxaloacetato transaminase
(ALFENAS et al., 1991). Em seguida, os géis foram lavados em agua destilada e colocados
em solucéo fixativa (45% de metanol, 9% de acido acético e 45% de agua destilada). Para
a secagem dos géis foi utilizado o método do bastidor descrito por ALFENAS e BRUNE
(1998). Os perfis isoenzimaticos das diferentes populacdes foram interpretados segundo
ESBENSHADE e TRIANTAPHYLLOU (1985).
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2.4. Caracterizacdo molecular das populagdes de Meloidogyne incognita

As andlises foram conduzidas no Laboratério de Gendmica da Universidade
Federal de Vicosa. O DNA gendmico de cada populacdo de M. incognita foi submetido a
reacdo de PCR com um par de primer SCAR-café especifico para populagBes de M.
incognita de cafeeiro (RANDIG et al., 2002).

2.4.1. Extracao de DNA

O DNA gendmico foi extraido de aliquotas de 200 a 300 ni. de ovos de cada uma
das quatro populacdes de M. incognita. Os ovos foram transferidos para microtubos de 1,5
mL e macerados em nitrogénio liguido. Ao macerado foram adicionados 100 ni de
solucéo NIB (NaCl 100 mM; Tris 30 mM, pH 8,0; EDTA 10 mM; b-Mercaptoethanol 0,7
nL/mL; Triton 5,6 nL./mL) para posterior centrifugacéo a 10.000 xg por 2 minutos.

Ao pellet foram adicionados 15 nL. de tampéo de extracéo (TrissHCI 10 mM, pH
9,0; KCI 50 mM; MgCl 1,5 mM; 0,1% Triton 100X; BSA 0,2 mg/mL; Proteinase K 120
mg/mL) e apés homogeneizagao, a suspensdo foi incubada por 2 h a 55°C. Em seguida, 0
volume foi completado para 100 nl. com TE 1X (Tris 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM, pH
8,0). O DNA obtido foi purificado com um volume de fenol seguido de um volume de
fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e precipitado com dois volumes de etanol

70%, seco e ressuspendido em 10 ni. de agua bi-destilada esterilizada.

2.4.2. Amplificagdo SCAR-PCR

Foi utilizado o par de primer SCAR-café (inc-K14-F e inc-K14-R) especifico para
populagbes de M. incognita de cafeeiro (RANDIG et al., 2002). As reacbes foram
realizadas em volume final de 25 nL contendo: 5 ng de DNA; 0,5 U da Tag DNA
Polimerase; 1 X tampéo de reagdo Tag DNA polimerase; 20 mM de cada trifosfato de
desoxinucleotideo e 40 pM do primer SCAR-café.

Para as amplificacOes foi utilizado um termociclador programado nas seguintes
condicBes: desnaturaczo inicial do DNA por 5 min a94°C; 25 ciclosde 30 sa94°C, 45 sa
64°C, e 1 min a 70°C, e um periodo fina de extensdo de 8 min a 70°C. Os fragmentos
amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,4% e visualizados sob

luz ultravioleta apds coloracdo com brometo de etidio.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Pela andlise das configuracdes perineais das quatro populacdes do nematdide das
galhas, observou-se que as caracteristicas eram tipicas de M. incognita, ou sgja, arco dorsal
alto e trapezoidal, estrias onduladas e bifurcagdes na regido dos campos laterais.

As populagdes daraga 1 de Minas Gerais e de S&0 Paulo foram capazes de infectar
plantas de tomate, piment&o e melancia, ja as da raca 2 infectaram além dessas, as plantas
de fumo (Tabela 1). Assim, as quatro populagdes estudadas foram identificadas como M.
incognita de acordo com o teste de hospedeiros diferenciadores proposto por HARTMAN
e SASSER (1985).

Tabela 1. Reagdo das plantas no teste de hospedeiros diferenciadores quando inoculadas

com as popul agdes de Meloidogyne incognita de Minas Gerais e de Sao Paulo

Plantas diferenciador as

Populacao
Tomate  Algodéao Fumo Pimentdo Melancia Amendoim
Minas Gerais
Racal + - - + + -
Raca 2 + - + + + -
S0 Paulo
Racal + - - + + -
Raca 2 + - + + + -

+, - = reacdo de suscetibilidade e resisténcia, respectivamente, segundo escala proposta por
TAYLOR e SASSER (1978).

As populagdes de M. incognita de Minas Gerais e de S&o Paulo apresentaram 0s
mesmos perfis para as quatro isoenzimas analisadas (Figura 1). O fenétipo de esterase
encontrado foi o 11 (Figura 1A), que se caracteriza pela presenca de uma banda de igual
mobilidade em relacdo aguela primeira banda de M. javanica, utilizada como padréo de
comparagdo. Ja para as isoenzimas malato desidrogenase (MDH), superéxido dismutase
(SOD) e glutamato-oxaloacetato transaminase (GOT), as populagdes apresentaram 0s
fendtipos N1, 12 e N1, respectivamente (Figura1B, C e D).
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Figura 1. Fendtipos isoenzimaticos de populagdes de Meloidogyne incognita de Minas
Gerais e de Sdo Paulo. A: fendtipo |11 de esterase; B: fendtipo N1 de malato
desidrogenase; C: fendtipo 12 de superdxido dismutase e D: fendtipo N1 de
glutamato-oxal oacetato transminase. Mj: fenétipo de M. javanica utilizado como
padréo de comparacdo; MG: populacdo da raca 1 de Minas Gerais e SP:
populacdo daraca 1 de S&o Paulo.

O fendtipo de esterase 11 é o mais comum em M. incognita (ESBENSHADE e
TRIANTAPHYLLOU, 1985). Além desse fendtipo, outros dois sdo conhecidos nessa
espécie de nematdides das gahas, o 12 que se diferencia do |1 pela presenca de uma
segunda banda com mobilidade relativa de 1,12 (SANTOS e TRIANTAPHYLLOU, 1992;
CARNEIRO et al., 2000), e o S1 que possui uma banda de menor mobilidade em relacéo a
primeira banda de M. javanica (ESBENSHADE e TRIANTAPHYLLOU, 1985;
OLIVEIRA et a., 2005). Esses trés fendtipos de esterase ja foram detectados em
populagBes de M. incognita no Brasil, e aparentemente ndo existe nenhuma relacdo destes
com a capacidade do nematdide parasitar o cafeeiro ou qualquer outra planta hospedeira.

Apesar das isoenzimas MDH, SOD e GOT apresentarem um menor grau de
polimorfismo e especificidade para as espécies de Mel oidogyne, quando comparadas com a
esterase, estas possuem extrema importancia na identificagdo de algumas espécies deste
género. Um exemplo € a isoenzima MDH que é utilizada para separar as espécies M.
exigua e M. naasi, cujos fenétipos de esterase sdo idénticos.
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A andlise isoenzimatica ndo permitiu detectar diferencas entre as populagbes de M.
incognita de Minas Gerais e de S&o Paulo, entretanto, a caracterizacdo por estas enzimas
permitiu confirmar a diagnose destas populagfes, uma vez que as quatro populagcdes
estudadas apresentaram os fenétipos tipicos de M. incognita para cada isoenzima
(ESBENHADE e TRIANTAPHYLLOU, 1985; CARNEIRO et al., 2000).

Nenhuma diferenca foi observada nos perfis amplificados pelo primer SCAR-café,
independente da origem ou da raga das populagdes de M. incognita. Apenas um fragmento
de DNA de 399 pb foi amplificado nas populacdes testadas (Figura 2). O produto

amplificado foi semelhante ao encontrado por RANDIG et a. (2002) em populagbes de M.
incognita de cafeeiro.

\Y
2
-
o
-

4
w W 399 pb

Figura 2. Perfis de amplificagdo do DNA de ovos de quatro populactes de Meloidogyne
incognita utilizando o par de primer SCAR-café (inc-K14-R e inc-K14-F),
especifico para essa espécie. M: marcador de peso molecular; pb: pares de bases;
0: controle negativo; 1 e 2: populacOes das racas 1 e 2 de Minas Gerais,

respectivamente; 3 e 4: populagdes das racas 1 e 2 de S&o Paul o, respectivamente.

RANDIG et a. (2004) avaliaram o potencia de uso de marcadores SCAR na
diagnose de populactes de Meloidogyne spp. parasitas do cafeeiro no Brasil, América
Central e Havai. Os primers SCAR-café em condicdo multiplex-PCR permitiram a
identificacdo segura das trés espécies parasitas de cafeeiro no Brasil a partir da
amplificacdo de um fragmento de tamanho especifico para cada espécie: 562 pb para M.

exigua, 399 pb para M. incognita e 208 pb para M. paranaensis. Os mesmos fragmentos
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também foram amplificados de maneira especifica quando o DNA de duas ou trés espécies
foi misturado em diferentes proporgoes.

Segundo ZIJLSTRA et a. (2000), o uso de marcadores SCAR gera uma resposta
do tipo positiva ou negativa, ou sgja, 0 peso molecular do fragmento amplificado por um
determinado primer-SCAR ¢é especifico para cada espécie de Meloidogyne, 0 que permitiu
confirmar a diagnose das popul agdes de M. incognita estudadas no presente trabal ho.

Pela andlise conjunta das caracteristicas das configuracdes perineais, do teste de
hospedeiros diferenciadores, dos perfis isoenziméticos e de amplificagdo pelo primer
SCAR-café foi possivel confirmar que as populacdes de nematdides das galhas de Minas
Gerais e de Sdo Paulo estudadas pertencem a espécie M. incognita. Assim, a diferenca
observada na patogenicidade ao cafeeiro entre populagdes dos dois Estados ndo pode ser
explicada pela identificagdo imprecisa do nematdide, pelo menos pelo uso das técnicas de

diagnose mais confiaveis até 0 momento.
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CAPITULO 2

PATOGENICIDADE DE POPULACOES DE Meloidogyne incognita AO
CAFEEIRO

RESUMO

No Brasil, Meloidogyne incognita é considerada a espécie de fitonematéide mais
agressiva ao cafeeiro. Entretanto, estudos preliminares demonstraram que popul agdes deste
nematodide, coletadas em Minas Gerais, foram incapazes de infectar os cafeeiros ‘ Catuai’ e
‘Mundo NovO' que sdo comprovadamente suscetivels a espécie de nematdide das
galhas. Considerando que os vérios fatores bidticos e abidticos que podem influenciar
diferentemente o desenvolvimento dos fitonematéides, o objetivo do presente trabalho foi
verificar o efeito da temperatura, da concentracéo de inéculo, da idade e do gendtipo do
hospedeiro sobre a patogenicidade de populacdes de M. incognita de Minas Gerais ao
cafeeiro. Populagbes das quatro ragcas de M. incognita oriundas de Minas Gerais foram
inoculadas em mudas de cafeeiro nas temperaturas de 18, 22, 26 e 30°C; nos estadios
“orelhade onca’, dois, sais, dez e quinze pares de folhas definitivas, nas concentractes de
in6culo de 2.500, 5.000, 10.000, 20.000, 40.000 e 100.000 ovos por muda e em 25
gendtipos de cafeeiros. A avaliacdo dos diferentes experimentos foi realizada 120 dias apds
a inoculagdo, medindo-se o fator de reproducdo no nematdide. As quatro racas de M.
incognita de Minas Gerais foram incapazes de se reproduzir nas mudas de cafeeiro,
independente da concentracdo de indcul o, da temperatura, do estadio de desenvolvimento e
do gendtipo de cafeeiro utilizado. Assim, a diferenca observada nas informagdes a respeito
da ocorréncia e dos danos causados por M. incognita ao cafeeiro em Minas Gerais e em
S0 Paulo, deve-se a incapacidade das populacdes desse nematdide presentes em Minas
Gerais em parasitar cafeeiros, ou sgja, uma variacdo intrinseca do nematéide e ndo a

fatores ambientais ou da planta hospedeira.

Palavras-chave: Coffea arabica, nemat6ides das galhas, variabilidade intraespecifica.
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1. INTRODUCAO

As quatro ragas de Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood apesar de
presentes em outras culturas e plantas daninhas em Minas Gerais, ndo séo detectadas em
cafeeiros no Estado, diferentemente do que ocorre em outras areas produtoras de café no
Brasil, onde esta espécie de nematoide das galhas € um dos principais fatores limitantes
para cafeicultura (KRZYZANOWSKY et al., 2001; LORDELLO e LORDELLO, 2001).
Os motivos que explicam este fato ainda séo desconhecidos, pois as principais cultivares
de cafeeiro (Catuai e Mundo Novo) plantadas em Minas Gerais s80 comprovadamente
suscetiveis a todas as ragas deste nemat6ide (LORDELLO e LORDELLO, 1987).

Na presenca de hospedeiros suscetiveis, o fator mais importante para o
estabel ecimento de espécies de nematdides das galhas € a temperaturado solo (TAYLOR e
SASSER, 1978). Para a maioria dos fitonematdides, a faixa de temperatura 6tima varia de
15 a 30°C, podendo 0s mesmos se tornarem inativos ou exibir atividade reduzida entre 5 a
10°C e 30 a 40°C. Abaixo ou acima desses limites, as temperaturas podem ser letais,
dependendo do tempo de exposicdo (VAN GUNDY, 1985).

A temperatura pode influenciar a distribui¢do geogréfica (CANTO-SAENZ, 1985),
embriogénese (VRAIN e BARKER, 1978), eclosdo (BARKER et al, 1969), mobilidade e
penetracdo (JATALA e RUSSELL, 1972), desenvolvimento pés-infectivo (DAVIDE e
TRAINTAPHYLLOU, 1967), reproducdo (NARDACCI e BARKER, 1979) e a
sobrevivéncia (BERGESON, 1959) dos nematdides.

Dentre as espécies de nematdides das galhas, M. incognita € a que apresenta maior
distribuicdo geogréfica, causando prejuizos em &reas localizadas entre as latitudes 40°N e
33°S, nas mais variadas condicdes ambientais (TAYLOR et a., 1982). JAEHN (1991)
estudou a duracdo do ciclo de vidadasragas 1, 2 e 4 de M. incognita em raizes de cafeeiro
‘Mundo Novo', em camaras de crescimento a 20, 24, 28 e 30°C. O autor observou que a
duracdo do ciclo de vida das diferentes racas foi menor na temperatura de 30°C.

Além de influenciar 0 nematGide, a temperatura também afeta 0 crescimento do
hospedeiro, produzindo modificagdes morfoldgicas e fisiologicas. Alteragdes na expressao
da resisténcia genética da planta podem ocorrer com a variagdo da temperatura do solo. Em
temperaturas muito elevadas, cultivares de tomate (HOLTZMANN, 1965), batata
(JATALA e RUSSEL, 1972) e feijdo (FASSULIOTIS, 1985), resistentes aos nematoides

das galhas, tornaram-se suscetiveis.

20



O fato das plantas se tornarem hospedeiros eficientes em atas temperaturas é
provavelmente devido a trés fatores. alta temperatura € uma condicdo 6tima para atividade
do nematGide; o estresse causado por altas temperaturas torna as plantas mais vulneraveis
ao atague do nematdide e compostos quimicos responsaveis pela defesa da planta podem
nado ser produzidos ou serem neutralizados a alta temperatura (CANTO-SAENZ, 1985).

Além da temperatura, a patogenicidade dos nematéides das galhas pode ser
influenciada pelo estadio de desenvolvimento da planta, pela concentracdo do in6culo
inicia e pelo gendtipo do hospedeiro.

Na maioria dos patossistemas, o0s estadios iniciais de desenvolvimento da planta so
0s mais vulneradveis ap atague de espécies de nematdides das galhas (EAPEN, 1992
KHAN e HUSAIN, 1991). Entretanto, a espécie M. coffeicola Lordello & Zamith
praticamente ndo infecta mudas de cafeeiro, e seu parasitismo so foi observado em plantas
adultas (LORDELLO e ZAMITH, 1960).

Alta concentracdo de inéculo inicial de nematdides influencia negativamente a
tolerancia de plantas hospedeiras (BARILLAS et al., 1993; NIBLACK et a., 1986). Ja no
caso de plantas ndo-hospedeiras dos nematdides das galhas, a alta densidade popul acional
do nematdide na &rea aumenta a probabilidade de selecdo de individuos patogénicos,
provenientes de mecanismos geradores de variabilidade como a mutagdo
(TRIANTAPHYLLOU, 1987).

Considerando a influencia de véios fatores bidticos e abidticos no
desenvolvimento dos fitonematdides, o objetivo do presente trabalho foi verificar o efeito
da temperatura, da concentracdo de indculo, da idade e do gendtipo do hospedeiro sobre a

patogeni cidade de popul agdes de M. incognita de Minas Gerais a cafeeiro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Influéncia da temperatura na patogenicidade de populacdes de M. incognita de

Minas Gerais ao cafeairo

O experimento foi conduzido em camaras de crescimento do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federa de Vicosa. Foram utilizadas mudas de cafeeiro
‘Catuai Vermelho IAC 44 e de tomateiro Santa Cruz ‘Kada® com dois pares de folhas
definitivas e uma populagdo das racas 1, 2, 3 e 4 de M. incognita de Minas Gerais. Foram

empregadas as seguintes temperaturas; 18, 22, 26 e 30°C.
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Sementes do cafeeiro foram semeadas em bandegjas contendo areia previamente
tratada com brometo de metila (100 cm*m?). Quando as plantulas atingiram o estadio de
“palito de fosforo” foram transplantadas para vasos de argila de 2 L de capacidade,
contendo uma mistura de solo e areia (2:1), igualmente tratada.

Quando as mudas apresentaram 0 segundo par de folhas definitivas foi readlizada a
inoculacdo com 10.000 ovos por muda. O indculo foi colocado em dois orificios feitos ao
lado de cada muda. Para a verificacdo da viabilidade do inéculo, também foi feita a
inoculagéo de mudas de tomateiro, mas apenas com 5.000 ovos por muda.

O experimento foi montado no delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (4 temperaturas x 4 ragas de M. incognita), com oito repeticbes. A avaliacéo foi
realizada aos 90 dias da inoculacdo nas mudas de tomateiro e aos 120 dias nas mudas de
cafeeiro. O sistema radicular de cada muda foi analisado para se verificar a presenca de
sintomas do ataque de M. incognita, e em seguida foi determinado o nimero de ovos por
sistema radicular. Essa varidvel foi usada para a determinacéo do fator de reproducéo do
nematoide (FR = populacdo final / populacéo inicial) (OOSTENBRINK, 1966).

2.2. Influéncia da concentracédo de inéculo na patogenicidade de populaces de M.

incognita de Minas Gerais a cafeeiro

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa Foram utilizadas mudas de cafeeiro
‘Catuai Vermelho IAC 44’ e de tomateiro Santa Cruz ‘Kada com dois pares de folhas
definitivas e uma populacdo de cada raca de M. incognita de Minas Gerais. De cada uma
das quatro racas foram utilizadas as seguintes concentracfes de inéculo: 2.500, 5.000,
10.000, 20.000, 40.000 e 100.000 ovos por muda.

O experimento foi montado no delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (6 concentracbes de indculo x 4 racas de M. incognita), com oito repeticdes. As
médias das temperaturas maxima e minima durante a realizacdo do experimento foram de
29,6 e 17,6°C, respectivamente. Para a verificacdo da viabilidade do inéculo, também foi
feita ainoculacéo de mudas de tomateiro. O preparo das mudas, ainoculagéo e a avaliacéo
foram realizadas como descrito no item 2.1.
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2.3. Influéncia do estadio de desenvolvimento de mudas de cafeeir o na patogenicidade

de populacbes de M. incognita de Minas Ger ais

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vicosa. Foi utilizada uma populacdo de cada
raca de M. incognita de Minas Gerais, mudas de tomateiro Santa Cruz ‘Kada com dois
pares de folhas definitivas e mudas de cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ nos seguintes
estadios de desenvolvimento: folhas cotiledonares (“orelha de onca’), dois, seis, dez e
guinze pares de folhas definitivas.

O experimento foi montado no delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (5 estadios de desenvolvimento x 4 ragas de M. incognita), com oito repeticdes. As
médias das temperaturas maxima e minima durante a realizacdo do experimento foram de
27,6 e 19,6 °C, respectivamente. Para a verificacdo da viabilidade do inéculo, também foi
feita ainoculacéo de mudas de tomateiro. O preparo das mudas, a inoculacéo e a avaliaco
foram realizadas como descrito no item 2.1.

2.4. Influéncia do gendtipo de cafeeiro na patogenicidade de populacdes de M.
incognita de Minas Gerais e de Sd0 Paulo

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federa de Vigosa. Foram utilizadas mudas de tomateiro
Santa Cruz ‘Kada com dois pares de folhas definitivas, uma populacéo de cadaraca de M.
incognita de Minas Gerais e duas populacdes de M. incognita (ragas 1 e 2) de S&o Paulo
provenientes de cafeeiro. Os gendtipos de cafeeiro empregados foram: Hibridos de Timor
(UFV 1262, UFV 1266, UFV 1292, UFV 1680, UFV 1682, UFV 1804, UFV 1824, UFV
1825, UFV 1848, UFV 1959 e UFV 2389), Catuai x Hibrido de Timor (H493, H498 e
H518), Catimor (UFV 922, UFV 6869, UFV 7577 e UFV 7595), Sarchimor (UFV 963 e
UFV 981), Cavimor (UFV 1076), Icatu (Icatu 39), C. canephora (Robusta T3580 e Apoata
IAC 2258) e C. arabica (Catuai Vermelho |AC 44).

O experimento foi montado no delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (25 gendtipos de cafeeiro x 6 populaces de M. incognita), com seis repetices. As
médias das temperaturas maxima e minima durante a realizacdo do experimento foram de
33,3 e 19,8°C, respectivamente. Para a verificagdo da viabilidade do inéculo, também foi
feita ainoculacéo de mudas de tomateiro. O preparo das mudas, ainoculagéo e a avaliacéo

foram realizadas como descrito no item 2.1.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

A viabilidade do in6culo nos diferentes experimentos foi confirmada pela elevada
reproducdo das populacbes de M. incognita em tomateiro (Tabelas 1 e 2). As quatro racas
de M. incognita de Minas Gerais foram incapazes de se reproduzir nas mudas de cafeeiro
(FR=0), independente da concentracdo de indculo, da temperatura, do estadio de
desenvolvimento e do gendtipo de cafeeiro. Além disso, nenhum sintoma do atague de M.
incognita foi observado nas mudas de cafeeiro, quando inoculadas com essas popul acoes

de Minas Gerais.

Tabela 1. Fator de reproducdo (FR) em mudas de tomateiro Santa Cruz ‘Kada
(testemunha), 90 dias ap6s a inoculacdo com as racas de Meloidogyne incognita
de Minas Gerais, em diferentes temperaturas

_ _ Temperatura (°C)
M. incognita
18 22 26 30
Raca 1 27,2 25,6 164,9 69,1
Raca 2 54,1 60,5 122,9 62,9
Raca 3 37,2 79,2 107,3 89,4
Raca 4 22,0 62,1 94,5 86,1

"Médias de seis repeticdes. FR=populacao final / populago inicial do nematéide.

Tabela 2. Fator de reproducdo (FR) em mudas de tomateiro Santa Cruz ‘Kada
(testemunha), 90 dias apds a inoculagdo com as racas de Mel oidogyne incognita
de Minas Gerais, nos experimentos com diferentes concentracdes de inéculo,

estadios de desenvolvimento e gendtipos

M. incognita
Experimento Raca 1 Raca 2 Raca 3 Raca 4
Concentragdes de inéculo 89,4 86,9 74,3 34,5
Estadios de desenvolvimento 37,1 58,9 38,2 109,5
Gendtipos 41,6 30,4 65,2 61,4

"Médias de seis repeticdes. FR=populacéo final/populacio inicial do nematdide.
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No experimento com diferentes genétipos de cafeeiro em que foram utilizadas as
populagbes de M. incognita de Sdo Paulo, 22 gendtipos foram considerados suscetiveis
(FR>1) e trés imunes (FR=0) (Tabela 3). As cultivares de C. canephora Robusta T3580 e
Apoatd IAC 2258, e a progénie UFV 1680 (Hibrido de Timor) aém de ndo terem
permitido areproducdo do nematdide, também ndo apresentaram sintomas do ataque dessa
espécie de nematdide das galhas.

N&o houve diferenca significativa na reproducédo das distintas ragcas de M. incognita
de Minas Gerais mantidas as temperaturas de 18, 22, 26 e 30°C. Embora a cultivar ‘ Catuai
Vermeho IAC 44’ sga suscetivel a M. incognita, ndo se observou interacdo compativel
das racas de Minas Gerais com essa planta. Alteracfes na expresséo da resisténcia genética
de plantas podem ocorrer com a variagdo da temperatura do solo (HOLTZMANN, 1965;
JATALA e RUSSEL, 1972; FASSULIOTIS, 1985). Entretanto, o fator temperatura ndo
influenciou a reacdo das mudas de ‘Catuai Vermelho IAC 44’ as populacbes de M.
incognita de Minas Gerais, mesmo na temperatura de 30°C, que é a ideal para o
desenvolvimento desse nematdide em cafeeiro (JAEHN, 1991). No caso de cafeeiros, a
temperatura parece ndo ter influéncia na expressdo da resisténcia a Meloidogyne spp., pois
plantas matrizes de C. canephora selecionadas em areas naturalmente infestadas por estes
nematdides e em regides de temperaturas elevadas, vém apresentado resisténcia por um
periodo superior a 15 anos (GONCALVES e SILVAROLLA, 2001).
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Tabela 3. Fator de reproducdo (FR) em mudas de diferentes gendtipos de cafeeiro, 120 dias
apos ainoculacdo com popul agdes de Mel oidogyne incognita de Sdo Paulo

Gendtipo de cafeeiro

Raca 1 Reacao Raca 2 Reacao
C. arabica
Catuai Vermelho IAC 44 9,4 S 13,5 S
Hibridode Timor (HT)
UFV 1262 1,7 S 11 S
UFV 1266 6,7 S 3,6 S
UFV 1292 53 S 2,5 S
UFV 1680 0,0 I 0,0 I
UFV 1682 3,2 S 16 S
UFV 1804 11 S 2,3 S
UFV 1824 45 S 2,6 S
UFV 1825 2,2 S 4.2 S
UFV 1848 8,3 S 54 S
UFV 1959 9,1 S 6,4 S
UFV 2389 2,9 S 3,9 S
Sar chimor
UFV 963 52 S 7,2 S
UFV 981 2,9 S 12 S
Cavimor
UFV 1076 2,4 S 35 S
Catimor
UFV 922 4,7 S 2,6 S
UFV 6869 2,8 S 2,4 S
UFV 7577 7,8 S 53 S
UFV 7595 15 S 2,3 S
| catu
Icatu 39 2,8 S 4,7 S
Catuai x HT
H493 14 S 2,6 S
H498 17 S 4,1 S
H518 1,3 S 2,4 S
C. canephora
Robusta T3580 0,0 I 0,0 I
Apoatd |AC 2258 0,0 I 0,0 I

"Médias de seis repeticdes. FR=populacdo final / populacdo inicial do nematdide. Sel = reacdo de
suscetibilidade e imunidade, respectivamente.
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Diferente do que foi observado em M. coffeicola, cujo parasitismo esta restrito a
mudas mais velhas e plantas adultas de cafeeiro (LORDELLO e ZAMITH, 1960), o
estédio de desenvolvimento do cafeeiro ndo teve influéncia na patogenicidade das
populacBes de M. incognita de Minas Gerais, e todos os estadios de crescimento da planta
mostraram-se ndo hospedeiros dessas populagdes. Mesmo nas mudas mais novas, estadio
“orelha de onca’, em que a congtituicdo dos tecidos favorece o parasitismo de nematéides
(EAPEN, 1992; KHAN e HUSAIN, 1991), as populacdes de M. incognita foram incapazes
de estabelecer umarelacéo parasitica.

A dta densidade populacional de nematdides, em éreas cultivadas com plantas
resistentes, aumenta a probabilidade de selecdo de individuos patogénicos ao longo do
tempo. Esses individuos sdo oriundos de mecanismos geradores de variabilidade genética,
gue no caso de nematdides das galhas, a mutacdo € o principal (TRIANTAPHYLLOU,
1987; CASWELL e ROBERTS, 1987). Mesmo com uma alta concentracdo de inoculo,
100.000 ovos por muda, nenhum individuo patogénico ao cafeeiro da cultivar Catuai
Vermelho IAC 44 foi observado dentro das populages de M. incognita de Minas Gerais, 0
que evidencia a auséncia ou bhaixa fregiiéncia de individuos patogénicos ao cafeeiro nessas
populagbes. Caso houvesse algum ou poucos espécimes patogénicos nessas popul agdes, o
periodo de quatro meses seria suficiente para que esses atingissem a fase reprodutiva, pois
o ciclo de vida dessa espécie de nematGide em cafeeiro € de aproximadamente 30 dias
(JAEHN, 1991).

Variabilidade intraespecifica na capacidade reprodutiva de populacdes de
Meloidogyne spp. tem sido observada em gendtipos de Coffea spp. (GONCALVES e
PEREIRA, 1998; RIBEIRO et al., 2005; SILVA et al., 2005). Entretanto, independente da
raca de M. incognita de Minas Gerais, todos as cultivares ou progénies mostraram-se nao-
hospedeiras (FR = 0) das populagdes encontradas nesse Estado, demonstrando que essas
populacdes de Minas Gerais sao incapazes de parasitar diferentes gendtipos de cafeeiro, e
ndo sb as cultivares Catuai e Mundo Novo como observado por OLIVEIRA et a. (2002).

A progénie UFV 1680 € um descendente do Hibrido de Timor (cruzamento natural
entre C. arabica e C. canephora). Esta se comportou como imune as populagdes de M.
incognita de Minas Gerais, como as demais progénies agui estudadas, mas o fato relevante
a considerar € a sua reacdo imune também as ragas 1 e 2 de M. incognita provenientes de
Sdo Paulo. Fontes de resisténcia a M. incognita ja foram relatadas em cultivares de C.
canephora (GONCALVES e FERRAZ, 1987; GONCALVES et a., 1996). Entretanto,

esse € 0 primeiro relato de imunidade a M. incognita em cafeeiros derivados do Hibrido de
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Timor. Cafeeiros derivados desse hibrido tém apresentado resisténcia a Hemileia vastatrix
(SILVA et a., 2000) e a M. exigua (GONCALVES e PEREIRA, 1998). Além disso,
progénies de hibridos de ‘Catuai’ e ‘Mundo Novo' com Hibrido de Timor também podem
apresentar produtividade semelhante a de cultivares comerciais de C. arabica (A. A.
PEREIRA, comunicacdo pessoal). Assim, a constatacdo de imunidade a M. incognita na
progénie UFV 1680 abre grandes perspectivas para os programas de melhoramento do
cafeeiro que visam resisténcia conjunta aos principais patégenos dessa cultura.

A diferenca observada nas informacbes a respeito da ocorréncia e dos danos
causados por M. incognita ao cafeeiro em Minas Gerais e em Sdo Paulo, deve-se a
incapacidade das populacGes desse nematGide presentes em Minas Gerais em parasitar
cafeeiros, ou sgja, existe uma variagdo intrinseca do nemat6ide e ndo uma influéncia de
fatores ambientais ou da planta hospedeira.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA SUPRESSIVIDADE DE SOLO DE CAFEZAL DE MINAS
GERAIS A Méeloidogyne incognita

RESUMO

As quatro ragas de M. incognita apesar de presentes em outras culturas e plantas
daninhas em Minas Gerais, ndo sdo detectadas em cafeeiros no Estado, diferentemente do
gue ocorre em outras &reas produtoras de café no Brasil, onde esta espécie de nematbide
das galhas € um dos principais fatores limitantes para cafeicultura. Os motivos que
explicam este fato ainda séo desconhecidos, pois as principais cultivares de cafeeiro
plantadas em Minas Gerais sd80 comprovadamente suscetiveis a todas as racas deste
nematéide. Assim, o objetivo do presente trabalho foi verificar se solos de cafezais de
Minas Gerais sd0 supressivos a populacdes de M. incognita. Para isso, a reproducéo em
cafeeiro de quatro populactes desse nematdide foi comparada em solos provenientes de
cafezais de Minas Gerais e de S&o Paulo, submetidos ou ndo a tratamento térmico
(100°C/2h). As populacdes de M. incognita de Minas Gerais foram n&o-patogénicas ao
cafeeiro, independente da origem do solo ou do tratamento térmico. A procedéncia e o
tratamento do solo também ndo afetaram a capacidade reprodutiva das popul agbes de Sdo
Paulo, e estas apresentaram fatores de reproducéo superiores a 5,6. Além disso, essas
populagdes causaram danos severos as mudas de cafeeiro ‘Catuai IAC 44'. Assim, a
incapacidade das populacdes de M. incognita de Minas Gerais em infectar o cafeeiro ndo
pode ser relacionada a caracteristicas fisicas, quimicas ou microbiolégicas do solo que
pudessem exercer um efeito supressivo a este nematoide.

Palavras-chave: solos supressivos, nematéide das gal has, cafeeiro.
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1. INTRODUCAO

A menor incidéncia de fitopatégenos habitantes do solo num dado campo, em
comparacdo com éareas proximas, é um fato fregientemente observado. Entretanto, este
fendbmeno tem recebido pouca atencdo por parte dos fitopatologistas que, de modo geral,
dedicam maior atencdo ao estudo de é&reas onde estdo ocorrendo danos econdmicos as
culturas. Nestes solos, denominados supressvos (BAKER e COOK, 1974), o
desenvolvimento de doencas € suprimido mesmo se o patégeno for introduzido na presenca
do hospedeiro suscetivel.

Quando solos supressivos sdo identificados, deve-se estudar os fatores que
determinam esta caracteristica para utilizar tais informacfes na inducéo de supressividade
de solos probleméticos (RODRIGUEZ-KABANA e CALVET, 1994). A inducdo pode ser
realizada por meio da incorporagéo de antagonistas ou estimulo da sua populacdo, tratos
culturais ou outras medidas de mangjo. Segundo LINDERMAN et al. (1983), nos solos
supressivos 0 patdgeno ndo se estabelece; se estabelece, mas ndo provoca doenca, ou se
estabelece e causa doenca por um determinado periodo, porém sofre um declinio com o
tempo.

Vé&ios solos supressivos a nematGides foram identificados (WEIBELZAHL-
FULTON et a., 1996; WESTPHALL e BECKER, 2001; PYROWOLAKIS et al., 2002).
Estes solos sdo caracterizados pela reducdo ou pela incapacidade de aumento da populacéo
de fitonematGides, mesmo na presenca de hospedeiro suscetivel e de condicdes ambientais
favoraveis.

A maior parte dos solos supressivos a fitonematoides tem como fator determinante
a presenca de microrganismos antagonistas. Um exemplo particularmente bem
documentado de solo supressivo a fitonematoides foi 0 declinio natural de populacdes de
Heterodera avenae Woll. na Inglaterra (KERRY et al., 1980). Nestes solos, os autores
observaram um intenso parasitismo de fémeas de H. avenae pelo fungo Nematophthora
gynophila Kerry & Crump. Em adicdo, Pochonia chlamydosporia (= Verticillium
chlamydosporium) também foi encontrado parasitando ovos deste nematdide. A
combinacdo da atividade parasitica dos dois fungos foi considerado o fator da supresséo
natural de H. avenae nestes solos.

A bactéria parasita de nematoides formadora de enddsporo, Pasteuria penetrans
(Thorne) Sayre & Starr € amplamente distribuida em solos em todo o planeta, e contribui

para o controle natural de nematdides, principalmente de Meloidogyne spp. (BROWN et
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al., 1985). Em 1994, na Flérida, foi identificado um solo supressivo a Meloidogyne spp.
(CHEN et al., 1994). Este solo foi cultivado continuamente com fumo (Nicotiana tabacum
L.) por mais sete anos, e nenhuma prética de manejo de fitonematdides foi aplicada na area
durante este tempo. Severos danos ocasionados por M. incognita raca 1 e M. javanica
foram relatados nesta area nos primeiros anos de cultivo. Entretanto, ao longo dos anos foi
observada uma reducéo dos danos causados por estes nematéides, ao ponto de se observar
pouca diferenca na producdo do fumo suscetivel ‘Coker 371 Gold e do resistente
‘Northrup King 326'. Apés andise detalhada da microbiota do solo, enddsporos de P.
penetrans foram encontrados em fémeas e aderidos aos juvenis de segundo estadio de
ambas as espécies de nematdide col etadas nestes campos.

As quatro ragas de M. incognita apesar de presentes em outras culturas e plantas
daninhas em Minas Gerais, ndo sdo detectadas em cafeeiros no Estado, diferentemente do
gue ocorre em outras areas produtoras de café no Brasil, onde esta espécie de nematbide
das galhas é um dos principais fatores limitantes para cafeicultura (KRZYZANOWSKY et
al., 2001; LORDELLO e LORDELLO, 2001). Os motivos que explicam este fato ainda
s80 desconhecidos, pois as principais cultivares de cafeeiro (Catuai e Mundo Novo)
plantadas em Minas Gerais sG0 comprovadamente suscetiveis a todas as racas deste
nematdide (LORDELLO e LORDELLO, 1987). Logo, o objetivo do presente trabalho foi

verificar se um solo de cafezal de Minas Gerais € supressivo a populagcdes de M. incognita.

2. MATERIAL E METODOS

Os solos empregados no experimento foram coletados em cafezal do municipio de
Vigosa, Minas Gerais, sem Meloidogyne spp.; em cafezal de Duartina, Sdo Paulo, onde M.
incognita tem causado danos; e em seringal de Duartina, sem Meloidogyne spp. Parte dos
solos do cafezal de Minas Gerais e 0 de S0 Paulo foi submetida a tratamento térmico
(100°C/2h). Os solos foram submetidos & andlise quimica, fisica, nematol6gica e
microbiol6gica, antes da realizacdo do experimento de avaliagdo da capacidade supressiva

do solo de cafezal de Minas Gerais a M. incognita.
2.1. Andlises quimica efisica

As andlises quimica e fisica dos solos foram realizadas pelo Laboratorio de andlise
de solos, Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigosa
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2.2 Analise nematoldgica

A andise nematologica foi redlizada no Laboratério de Nematologia da
Universidade Federal de Vicosa. Utilizou-se o0 método da flutuacdo centrifuga em solugédo
de sacarose (JENKINS, 1964). Assim, retirou-se uma aliquota de 100 cm?® de cada amostra
de solo, homogeneizou-se bem em um recipiente com agua, de tal forma que os torrdes
fossem desagregados para a liberacdo dos nematdides para a suspensdo. A suspensao foi
deixada em repouso por 20 segundos e em seguida esta foi vertida em uma peneira de
malha de 20 mesh (0,84 mm) para retirada de impurezas de maior tamanho. O liquido
resultante foi vertido em uma peneira de 400 mesh (0,037 mm), e com o auxilio de uma
piseta a suspensdo retida na peneira foi colocado em tubos de centrifugas com capacidade
de 50 mL. A suspensdo de cada amostra foi centrifugada por quatro minutos a uma
velocidade de 1750 rpm. Transcorrido o tempo, retiraram-se os tubos e eliminou-se o
sobrenadante. Adicionou-se a solugdo de sacarose (454 g de agUcar dissolvido em 1 L de
dgua) e centrifugou-se novamente na mesma rotacdo, mas apenas por 1 minuto. Em
seguida, 0 sobrenadante foi vertido em uma peneira de 400 mesh, e com o auxilio de uma
piseta recol heram-se 0s nemat6ides em um béquer.

Para facilitar a identificacgo e contagem dos nematdides, os mesmos foram mortos
em &gua aguecida a 55°C por cinco minutos. A contagem e identificacdo dos géneros de
nematodides presentes nos solos foram realizadas em microscépio de luz e, ou microscépio
estereoscopio.

Para comprovacdo da auséncia de Meloidogyne spp., mudas de tomateiro Santa
Cruz ‘Kada foram transplantadas para vasos contendo parte dos diferentes solos, e apds 60

dias verificou-se a presenca de galhas em suas raizes.
2.3. Analise microbioldgica

A andlise das populagbes microbianas dos solos foi realizada no Laboratério de
Nematologia da Universidade Federal de Vicosa, pelo método da contagem de células
vidvels em placas contendo meios seletivos. Foram quantificadas colbnias de fungos,
bactérias e actinomicetos. Aliquotas de 1 g de cada solo foram adicionadas em tubos de
ensaio contendo 9 mL de solugdo salina esterilizada (NaCl a 0,85% p/v), e em seguida
homogeneizadas em agitador tipo vortex. Em seguida foram realizadas diluicdes em série
até 10°,



Empregaram-se as diluicdes 103, 10*, 10° e 10°® para bactérias, 102, 103, 10* e
10° para fungos, e 10?, 10?, 10° e 10 para actinomicetos. Aliquotas de 0,1 mL de cada
diluicdo foram transferidas, assepticamente, para placas contendo 25 mL de meios de
cultura seletivos. Os meios seletivos utilizados foram é&gar nutriente, &gar caseina e Martin
para bactérias, actinomicetos e fungos, respectivamente. As placas foram mantidas a 25°C,
em fotoperiodo de 12 h. O crescimento das col6nias foi acompanhado por uma semana. As
diluicdes fora do limite de 30 a 300 colbnias/placa foram descartadas. O experimento foi
montado no delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial (5 solos x 3
microrganismos), com trés repeticoes.

O numero de unidades formadoras de colénias (UFC) por grama de solo seco foi
determinado pela seguinte relacéo: UFC = NC x FD / VAL x MS. Onde NC = ndmero de
col6nias contadas na placa, FD = fator de dilui¢&o (inverso da diluicdo da qual foi retirada
a amostra plagueada), VAL = volume da aliquota plagueada e MS = massa de solo seco.
Os numeros de coldnias por grama de solo seco foram transformados em log (x+1) e as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

2.4. Avaliacdo da capacidade supressiva do solo de cafezal de Minas Gerais a
Meloidogyne incognita

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federa de Vicosa. Foram utilizadas mudas de cafeeiro
‘Catuai Vermelho IAC 44 e de tomateiro Santa Cruz ‘Kada® com dois pares de folhas
definitivas. Duas populagdes de M. incognita de Minas Gerais e duas de Sao Paulo foram
selecionadas para a realizagdo dos estudos. As populacdes de Minas Gerais foram obtidas
de tomateiro (raca 1) e quiabeiro (raca 2). Ja as populagdes de Sdo Paulo foram
provenientes de cafeeiro (ragas 1 e 2).

Sementes do cafeeiro foram semeadas em bandegjas contendo areia previamente
tratada com brometo de metila (100 cm*m?). Quando as plantulas atingiram o estadio de
“palito de fosforo” foram transplantadas para vasos de argila de 2 L de capacidade,
contendo os seguintes solos. (1) solo de cafezal de Minas Gerais, (2) solo de cafezal de
Minas Gerais com tratamento térmico, (3) solo de cafezal de Sao Paulo, (4) solo de cafezal

de Sdo Paulo com tratamento térmico e (5) solo de seringal de S&o Paulo.
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Quando as mudas de cafeeiro apresentaram o0 segundo par de folhas definitivas,
elas foram inoculadas com 10.000 ovos de cada uma das populagbes de M. incognita. O
experimento foi montado no delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial
(5 solos x 4 populagbes de M. incognita), com oito repeticdes. Para verificagdo da
viabilidade do inéculo, mudas de tomateiro foram inoculadas com 5.000 ovos. Mudas de
cafeeiro ndo inoculadas foram mantidas nos diferentes solos para efeito de comparagcdo. As
médias das temperaturas maxima e minima durante a realizacdo do experimento foram de
30,6 e 19,2°C, respectivamente.

A avaliacdo foi realizada aos 90 dias apds a inoculacdo nas mudas de tomateiro, e
aos 120 nas mudas de cafeeiro. Nas mudas de cafeeiro foram avaliadas as seguintes
varidveis. massa da matéria seca da parte aérea (M SPA), massa da matéria fresca de raizes
(MFR) e o nimero de ovos por sistema radicular. Os dados de nimero de ovos foram

transformados em+/x , e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Os solos coletados no Estado de Sao Paulo apresentaram textura franco-arenosa,
enquanto o solo de Minas Gerais foi classificado como muito argiloso. Outra diferenca
marcante observada foi quanto a quantidade de matéria orgéanica, cujo teor foi quase cinco
vezes maior no solo de Minas Gerais (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise fisica e teor de matéria organica (MO) dos solos provenientes de cafezal

de Minas Gerais e de cafezal e seringal de S&o Paulo

Areiagrossa Areiafina Silte  Argila MO
Amostra de solo Classetextural
dag/Kg dag/Kg
Cafezal deMG 25 7 7 61 Muito Argilosa 5,83
Cafezal de SP 51 28 4 17 Franco-Arenosa 1,00
Seringal de SP 52 31 3 14 Franco-Arenosa 1,76

O solo proveniente de seringal de Sdo Paulo foi 0 que apresentou maior nimero de
espécimes, tanto de fitonematdides, quanto de nematdides de vida livre (Tabela 2). Os

solos de cafezais apresentaram 0 mesmo numero de nematéides de vida livre, mas
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diferiram qualitativamente, pois no de Minas Gerais foram encontrados cinco géneros de
fitonematGides, enquanto no de Sdo Paulo, apenas dois. A ocorréncia de Meloidogyne spp.
nesses solos foi descartada pela ndo constatacdo de juvenis de segundo estadio nas
suspensdes obtidas pela extragcdo do solo e também pela auséncia de sintomas nas mudas

de tomateiro utilizadas no teste biol égico.

Tabela 2. NUmero e tipos de nematdides presentes em 100 cm® de solos coletados em

Minas Gerais e em Sao Paulo

, .. L ocal de coleta do solo
Tipo de nematdide

Cafezal/M G Cafezal/SP Seringal/SP
Helicotylenchus 06 01 08
Rotylenchulus 04 00 09
Tylenchus 03 07 06
Xiphinema 01 00 01
Pratylenchus 02 00 00
VidaLivre 26 26 75
Tota 42 34 99

Nos solos de cafezais de Minas Gerais e de Sao Paulo, submetidos ao tratamento
térmico, ndo foi observado crescimento de colénias fungicas, bacterianas e de
actinomicetos. O numero de col6nias bacterianas no solo de Minas Gerais ndo submetido
ao tratamento térmico foi superior (P £ 0,05) ao encontrado nos solos de S&o Paulo (Tabela
3). Entretanto, no solo de cafezal de Sdo Paulo, ndo submetido a tratamento térmico, foi
verificado um maior (P £ 0,05 numero de colénias de actinomicetos. Quanto ao

crescimento de fungos, os solos ndo apresentaram diferenca significativa (P > 0,05).
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Tabela 3. Numero de unidades formadoras de colénias (UFC) por grama de solos coletados
em Minas Gerais e Sdo Paulo

UFC/g de solo seco’

Microrganismo ~ Cafezal Cafezal Cafezal Cafezal Seringal
MG MG (TT)* SP SP (TT)* SP
Bactérias 1,34x 10"a Oc 1,46 x 10°b Oc 3,13x 10°b
Fungos 452 x10%a Ob 7,69x 10*a Ob 4,66 x 10*a
Actinomicetos 6,87 x 10°b Oc 1,08x 10*a Oc 4,69 x 10°b

*TT = solos submetidos a tratamento térmico (100°C/2h). 'Média de trés repeticBes. Médias
seguidas da mesmalletra, nalinha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

N&o houve interacdo significativa (P > 0,05) entre solo e populacdo de M.
incognita para as varidveis massa da matéria seca da parte aérea (MSPA) e massa da
matéria fresca de raizes (MFR). O fator solo ndo interferiu (P > 0,05) na producéo de
MSPA e MFR nos diferentes tratamentos.

As populagbes de M. incognita de Sdo Paulo, independente do solo utilizado,
reduziram significativamente (P £ 0,05) a producéo de MSPA (Figura1l) e de MFR (Figura
2), quando comparadas com as populacbes de Minas Gerais e com a testemunha néo
inoculada.

As quatro populagdes de M. incognita conseguiram se reproduzir nas mudas de
tomateiro, o que confirma a viabilidade do in6culo (Figura 3). A interacdo dos fatores
populacdo e solo ndo foi significativa (P > 0,05) para a variavel nimero de ovos por
sistema radicular. Além disso, o fator solo ndo interferiu (P > 0,05) na reproducéo das
populagbes de M. incognita. As populacbes de Minas Gerais ndo conseguiram se
reproduzir nas mudas de cafeeiro nos solos avaliados, e nenhum sintoma do ataque de M.
incognita foi observado nas mudas de cafeeiro (Figura 5B) quando inoculadas com estas

populacdes, independente da raca utilizada.
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TO T1 T2 T3 T4

Figura 1. Médias de massa da matéria seca da parte aérea (MSPA) de mudas de cafeeiro
‘Catuai Vermelho IAC 44’ em cinco diferentes solos, 120 dias ap0s a inoculacdo
com populacdes de Meloidogyne incognita. TO: testemunha sem inoculagdo; T1 e
T2: M. incognita ragas 1 e 2 de Minas Gerais, respectivamente; T3 e T4: M.
incognita racas 1 e 2 de S8 Paulo, respectivamente. Colunas seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre s pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. CV = 13,69%.

35
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15 -
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TO T1 T2 T3 T4
Figura 2. Médias de massa da matéria fresca de raizes (MFR) de mudas de cafeeiro ‘ Catuai
Vermelho IAC 44’ em cinco diferentes solos, 120 dias apds a inoculagdo com
populacdes de Meloidogyne incognita. TO: testemunha sem inoculagdo; T1 e T2:
M. incognita racas 1 e 2 de Minas Gerais, respectivamente; T3 e T4: M. incognita
racas 1 e 2 de S&o Paulo, respectivamente. Colunas seguidas pela mesma letra,

ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV =
22,19%.
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Figura 3. Média do nimero de ovos por sistema radicular de mudas de tomateiro Santa
Cruz ‘Kada (testemunha), 90 dias ap6s a inoculagdo com populacdes de
Meloidogyne incognita de Minas Gerais e de Sao Paulo. P1 e P2: populagdes das
racas 1 e 2 de Minas Gerais, respectivamente; P3 e P4: populacdes dasracas 1 e 2
de S&o Paulo, respectivamente. CV = 82,34%.

Ja as populagbes de M. incognita de Sdo Paulo apresentaram alta capacidade
reprodutiva (Figura 4), e extrema agressividade as raizes de cafeeiro nos diferentes solos.
As raizes atacadas por estas populacdes mostraram reduzida producdo de raizes laterais,

engrossamentos semel hantes a gal has, rachaduras e descorticamento (Figura 5C).
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Figura 4. Média do nimero de ovos por sistema radicular de mudas de cafeeiro ‘ Catuai
Vermelho IAC 44, 120 dias ap6s a inoculagdo com populacdes de Mel oidogyne
incognita de S&o Paulo. S1 e S2: solos provenientes de cafezal de MG, sem e com
tratamento térmico, respectivamente; S3 e $4: solos de cafezal de SP, sem e com

tratamento térmico, respectivamente; S5: solo de seringal de SP. C.V. = 71,59%.

Nenhuma atividade biol6gica supressiva a M. incognita foi observada nos solos
de Minas Gerais, pois as popul acbes de S&o Paulo apresentaram reproducdo semelhante em
solos submetidos, ou ndo, ao tratamento térmico. A natureza bioldgica da supressividade
de um determinado solo a fitopatdgenos pode ser avaliada pela comparacdo da incidéncia
ou severidade de determinada doenca em plantas cultivadas em porgdes deste solo,
submetidas ou ndo a tratamento térmico (WESTPHAL, 2005).

Os fatores fisicos e quimicos do solo do cafezal de Minas Gerais também néo
influenciaram a reproducédo das populagdes de M. incognita em mudas de cafeeiro. Em
solos arenosos e com menor de teor de matéria organica, como nos coletados em S&o
Paulo, geralmente se tem observado os maiores prejuizos deste nematéide em cafeeiro
(GONCALVES et d., 1995). Entretanto, como observado no presente trabalho, estas
caracteristicas ndo foram limitantes para que as populagdes de M. incognita de Séo Paulo
ocasionassem severos danos as mudas de cafeeiro.

A incapacidade das populagdes de M. incognita de Minas Gerais em infectar o
cafeeiro ndo pode ser relacionada a caracteristicas fisicas, quimicas ou microbiol 6gicas do

solo gque pudessem ter um efeito supressivo a este nematoide.
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Figura 5. Raizes de mudas de cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’, 120 dias apés
inoculagdo com populacbes de Meloidogyne incognita. A: testemunha néo
inoculada; B: raiz inoculada com a populacdo daraga 1 de Minas Gerais e C: raiz
inoculada com a populacgéo daraga 1 de S&o Paulo.
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CAPITULO 4

PENETRACAO E DESENVOLVIMENTO POSINFECTIVO DE Meloidogyne
incognita EM CAFEEIRO

RESUMO

No Brasil, Meloidogyne incognita € considerada a espécie de fitonemat6ide mais agressiva
ao cafeeiro. Entretanto, populacdes desse nematdide presentes em Minas Gerais sao
incapazes de infectar cafeeiros. Com o objetivo de elucidar os mecanismos envolvidos
nesta interacdo incompativel, comparou-se a penetracdo e o desenvolvimento pos-infectivo
de uma populacéo de M. incognita de Minas Gerais com uma populacdo patogénica ao
cafeeiro, proveniente de Sdo Paulo. Mudas de cafeeiro C. arabica ‘Catuai Vermelho IAC
44’ (suscetivel) e de C. canephora ‘Apoata IAC 2258’ (resistente) com um par de folhas
definitivas foram inoculadas com 10.000 juvenis de segundo estadio (J) de cada
populacdo de M. incognita. Ap6s 48h da inoculacdo, as mudas foram removidas do
substrato e suas raizes lavadas para eliminar J, que ainda ndo tinham penetrado, para
padronizar a idade de infeccdo em dois dias. Trés mudas de cada tratamento foram
colhidas a cada dois dias, do primeiro ao décimo dia, e a cada cinco dias, do décimo ao
quadragésimo dia apds a inoculagdo para serem submetidas a coloragdo com fucsina écida.
A penetracéo de J, da populagcdo de M. incognita de S&o Paulo foi maior do que a
apresentada pela populacdo de Minas Gerais, tanto em cafeeiro suscetivel, quanto no
resistente. Além disso, ocorreu maior penetracdo de J, das duas populacdes no cafeeiro
suscetivel. Nas avaliacBes posteriores, somente foi observado desenvolvimento poés-
infectivo nos individuos pertencentes a populacdo de M. incognita de Sdo Paulo em
cafeeiro ‘Catuai’. Os mecanismos que conferiram incompatibilidade entre populactes de
M. incognita de Minas Gerais e 0 cafeeiro atuaram principalmente na fase de penetracéo da
forma infectiva, mas também foi acompanhada pela acdo de fatores de resisténcia pés-
penetracdo que ocasionaram uma significativa emigragdo do J, e impediram o

estabel ecimento do nematdide.

Palavras-chave: patogénese, nematdide das galhas, mecanismos de resisténcia, Coffea spp.



1. INTRODUCAO

No Brasil, Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood é considerada a
espécie de fitonematGide mais agressiva ao cafeeiro (Coffea arabica L.). Entretanto,
estudos demonstraram que populacfes desse nematdide, coletadas em Minas Gerais, foram
incapazes de infectar cafeeiros ‘ Catuai’ e ‘Mundo Novo' (OLIVEIRA et d., 2002) que séo
comprovadamente suscetiveis a essa espécie de nematdides das galhas (LORDELLO e
LORDELLO, 1987).

A resisténcia de plantas pode ser expressa durante a penetracéo, desenvolvimento
ou na reproducdo do nematéide (ANWAR et al., 1994). A penetracdo de juvenis de
segundo estadio (J,) de Meloidogyne spp., em plantas resistentes ou suscetiveis, pode
acontecer de forma equivalente (SCHNEIDER, 1991; MOURA et al., 1993; WINDHAN e
WILLIAMS, 1994), ser maior na planta suscetivel (LAWRENCE e CLARK, 1986) ou até
mesmo maior nas plantas resistentes (HERMAN et al., 1991). Os mecanismos que limitam
a penetracdo dos nematdides das galhas incluem fatores morfol 6gicos pré-existentes, ou a
producdo de exsudados radiculares que n&o atraem ou repelem os J (JATALA e
RUSSELL, 1972).

Ja o desenvolvimento pés-penetracdo (fase pos-infectiva) de Meloidogyne spp. €
afetado pela ativacdo de processos fisiolégicos da planta que previnem ou atrasam o
desenvolvimento dos J,, ou limitam a reproducéo das fémeas (ANWAR et al., 1994).
Estudos tém demonstrado diversos mecanismos de resisténcia pos-infeccdo em plantas
parasitadas pelos nematdides das galhas, entre eles, a reacdo de hipersensibilidade
(DROPKIN, 1969; PAULSON e WEBSTER, 1972), acimulo de compostos fendlicos
(SINGH e CHOUDHURY, 1973), formacéo de fitoalexinas (VEECH, 1982) e a atividade
da enzima fenilalanina aménia liase (GIEBEL, 1982).

A reacdo de hipersensibilidade é considerada o mecanismo de resisténcia pos-
penetracdo mais comum em interacbes incompativeis envolvendo Meloidogyne spp.
(ANWAR e MCKENRY, 2000). As céulas do cilindro central, préximas ao local de
penetracdo do estilete do nematdide, exibem um processo de morte celular programada, o
que impede o estabelecimento ou o desenvolvimento do nematéide. Em cafeeiro, este
mecanismo de resisténcia ja foi observado em raizes das cultivares resistentes lapar 59
(ANTHONY et a., 2005) e Catimor (RODRIGUES et al., 2000) ap6s inoculacdo com

populacdes de M. exigua.
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Com o objetivo de elucidar os mecanismos envolvidos na interacdo incompativel
entre as populagdes de M. incognita de Minas Gerais e 0 cafeeiro, avaliou-se a penetracéo

e 0 desenvolvimento pés-infectivo destas popul agdes de nematdide em cafeeiro.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em camara de crescimento com temperatura regulada
para 26°C. Foram utilizadas mudas de cafeeiros C. arabica ‘Catuai Vermelho IAC 44’
(suscetivel) e C. canephora ‘Apoatda IAC 2258 (resistente) com dois pares de folhas
definitivas, duas populacbes de M. incognita, uma proveniente de quiabeiro de Minas
Gerais e aoutrade cafeeiro de Sdo Paulo, ambas daraca 2.

Sementes dos cafeeiros foram semeadas em bandejas contendo arela previamente
tratada com brometo de metila (100 cm*m?). Quando as plantulas atingiram o estadio de
“palito de fésforo”, as mesmas foram transplantadas para tubetes de 100 mL de capacidade
contendo areia esterilizada.

Quando as mudas apresentaram o0 segundo par de folhas definitivas foi readlizada a
inoculacdo com 10.000 J, de cada uma das populacdes de M. incognita. Apds 48 h da
inoculacdo, as mudas foram removidas dos tubetes e suas raizes lavadas para eliminar J,
gue ainda ndo tinham penetrado, afim de padronizar a idade de infeccdo em dois dias. Em
seguida, cada muda foi transplantada para copos plasticos com 500 mL de capacidade,
preenchidos com um mistura de solo e arela (2:1) previamente esterilizada. Para
verificagdo da viabilidade do in6culo, mudas de tomateiro Santa Cruz ‘Kada foram
inoculadas com 2.000 J, de cada populagéo de M. incognita.

O experimento foi montado no delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (2 populagdes de M. incognita x 2 espécies de cafeeiro x 11 épocas de avaliacdo),
com 3 repeticles. Trés mudas de cada tratamento foram colhidas de dois em dois dias até o
décimo dia. A partir do décimo dia, a cada cinco dias até o quadragésimo dia ap0ls a
inocul agéo.

A localizacdo in situ dos diferentes estadios de desenvolvimento do nematéide nas
raizes de cafeeiro foi redizada pela coloracdo com fucsina acida (BYRD et al., 1983).
Assim, as raizes das mudas foram retiradas cuidadosamente dos copos plésticos, lavadas e
cortadas em segdes de aproximadamente 1 a 2 cm. Em seguida, essas amostras foram
mergulhadas em solucdo de hipoclorito de sbdio a 0,5% durante 6 minutos. Apds esse

periodo, as raizes foram lavadas em égua corrente por 30 a 45 segundos para retirar o
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excesso de hipoclorito de sodio e colocadas em agua por 15 minutos. As raizes foram
transferidas para um recipiente contendo 30 mL de &gua e 1 mL de solugdo corante (75 mL
de &gua destilada, 25 mL de acido acético glacial e 350 mg de fucsina &cida) e aguecidas,
marcando-se 30 segundos apoés fervura. Depois de esfriar até a temperatura ambiente, as
raizes foram lavadas em &gua corrente para remover o excesso de corante e colocadas em
20 a 30 mL de glicerol acidificado com algumas gotas de &cido cloridrico (HCI 5N), e
novamente foram colocadas paraferver.

Avdiou-se a0 microscopio estereoscopico, 0 nimero e o estadio de
desenvolvimento dos nematoides no interior das raizes. As médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

As populagbes de M. incognita de Minas Gerais e de S80 Paulo apresentaram
fatores de reproducéo de 12,4 e 16,5 em raizes de tomateiro, respectivamente, o que
comprovou a viabilidade do indculo. A penetracéo dos J, da populagdo de M. incognita de
S&0 Paulo, patogénica ao cafeeiro, foi maior (P < 0,05 do que a apresentada pela
populacdo de Minas Gerais, tanto em cafeeiro suscetivel, quanto no resistente. Além disso,
ocorreu maior penetracdo (P < 0,05) dos J, das duas populacdes no cafeeiro suscetivel
(Tabelal).

A partir do quarto dia da inoculagdo ocorreu uma significativa reducéo (P < 0,05)
no numero de nematdides nas raizes do cafeeiro resistente ‘ Apoatd IAC 2258’ em relacéo a
primeira avaliacdo, independente da populacdo de M. incognita. O mesmo foi observado
na cultivar suscetivel ‘Catuai Vermelho IAC 44’ quando inoculado com a populacédo de
Minas Gerais (P < 0,05). Ja a partir do oitavo dia da inoculacdo, nenhum individuo de M.
incognita de Minas Gerais foi detectado nas raizes de cafeeiro ‘Apoatd IAC 2258', e 0
mesmo foi observado em raizes de ‘Catuai Vermelho IAC 44’ a partir do décimo dia
(Tabelal).

O completo desenvolvimento poés-infectivo foi observado apenas nos individuos
pertencentes a populacdo de M. incognita de S&o Paulo, quando inoculados em cafeeiro
‘Catuai Vermelho IAC 44'. Apenas J, vermiformes foram encontrados até o sexto dia da
inoculacdo. A partir do oitavo dia, 68% dos J, estavam alargados, um indicativo que estes

conseguiram estabelecer sitios de alimentagdo. Aos 15 dias, aproximadamente 54% dos
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individuos ja estavam no estadio J; ou J;. A presenca de fémeas no inicio da postura de

ovos foi observada no vigésimo quinto dia dainoculacéo (Tabela 1).

Tabela 1. Nimero médio de nematGides em diferentes estadios de desenvolvimento das
populacdes de Meloidogyne incognita de S& Paulo (SP) e de Minas Gerais (MG) em
cafeeiros ‘ Catuai Vermelho IAC 44’ e Apoatd |AC 2258’ até 40 dias apds a inoculacéo

Diasapdsa Estadio do Tratamento’
inoculagéo nematoéide SP-Catuai SP-Apoatd MG -Catuai MG - Apoata
5 J2 430 Aa 220 Ab 45 Ac 16 Ad
J3/34 0 0 0 0
Fémea 0 0 0 0
J2 365 Aa 115Bb 23Bc 4 Bd
4 J3/34 0 0 0 0
Fémea 0 0 0 0
J2 472 Aa 86 Bb 27 Bc 4 Bd
6 J3/34 0 0 0 0
Fémea 0 0 0 0
J2 384 Aa 31Cb 11Bb 0Cc
8 J3/34 0 0 0 0
Fémea 0 0 0 0
J2 448 Aa 6 Db 0Cc 0Cc
10 J3/34 0 0 0 0
Fémea 0 0 0 0
J2 251 0 0 0
15 J3/34 134 0 0 0
Fémea 0 0 0 0
J2 83 0 0 0
20 J3/34 246 0 0 0
Fémea 0 0 0 0
J2 23 0 0 0
25 J3/34 295 0 0 0
Fémea 48 0 0 0
J2 34 0 0 0
30 J3/34 102 0 0 0
Fémea 145 0 0 0
J2 25 0 0 0
35 J3/J4 54 0 0 0
Fémea 154 0 0 0
J2 31 0 0 0
40 J3/34 26 0 0 0
Fémea 162 0 0 0

Meédia de trés repeticdes. Médias seguidas da mesma letra mindscula, na linha, e mailscula, na
coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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A penetracéo dos J, da populacdo de Minas Gerais foi em média 89,5 e 92,7%
menor do que a apresentada pela populacéo de M. incognita de S&o Paulo, em cafeeiros
‘Catuai Vermelho IAC 44 e ‘Apoatd IAC 2258, respectivamente. Assim, a
incompatibilidade apresentada por M. incognita de Minas Gerais e cafeeiros pode, em
parte, ser explicada pela existéncia de mecanismos de resisténcia que reduzem a
penetracdo da forma infectiva do nematéide, como a existéncia de barreiras morfol bgicas
ou a producéo de exsudados radiculares que ndo atraem ou repelem os J, dessa populagéo
(NIBALCK et al., 1986; POTENZA et al., 1996).

A atracdo dos J, pela planta hospedeira ocorre em resposta aos sinais emitidos pelas
raizes, na forma de compostos organicos como exsudados, secrecfes e mucilagens que sao
perceptiveis aos 6rgdos sensoriais dos J, como os anfideos e as papilas labiais
(COOMANS, 1979; PROT, 1980). Além disso, fatores de natureza fisica nas raizes, como
gradiente de temperatura, pH, umidade, presenca de gases como o oxigénio e o CO, e
fatores de natureza biolégica, como a colonizacdo por microrganismos, afetam a atracéo
dos fitonematéides em diregdo ao sistema radicular (BIRD, 1959; OOSTENDORP e
SIKORA, 1990; GOURD et al., 1993).

Reducdo na penetragdo de J, de nematdides das galhas, como um mecanismo de
resisténcia, ja foi observado em cafeeiro. ANTHONY et a. (2005) ao estudarem a
penetracdo e o desenvolvimento de populagdes de M. exigua em cafeeiros suscetivel
(‘Caturra’) e resistente (‘lapar 59') verificaram uma reducéo de 28% na penetracéo dos J,
nas raizes do cafeeiro resistente quatro dias apos a inoculacdo. ARAYA e CASWELL-
CHEN (1995) verificaram que cafeeiros ‘Caturra’ e ‘Catuai’ foram ndo-hospedeiros de
populagbes de M. javanica da Cdlifornia, e o fator determinante para 0 néo
estabelecimento desse nematdide foi a baixa penetracdo dos J,. Apenas 2% dos juvenis
inoculados conseguiram penetrar nas raizes desses cafeeiros.

A emigracdo da forma infectiva de M. incognita, em resposta aos mecanismos de
resisténcia da planta hospedeira, ja foi verificada em raizes de algodoeiro (MCCLURE et
a., 1974), de dfafa (REYNOLDS et a., 1970) e de soja resistentes (HERMAN et a.,
1991). Este fendmeno poderia explicar a reducdo no nimero de nematGides encontrados
nas raizes de cafeeiro ao longo das avaliacoes.

Os mecanismos que conferiram incompatibilidade entre populacbes de M.
incognita de Minas Gerais e 0 cafeeiro atuaram principamente na fase de penetracéo da
forma infectiva, mas também foi acompanhada pela acdo de fatores de resisténcia pés-
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penetracdo que ocasionaram uma significativa emigracdo do J, e impediram o

estabel ecimento do nematdide.
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CAPITULOS5

HISTOPATOLOGIA DE RAIZES DE CAFEEIROSINOCULADAS COM
POPULACOES DE Meloidogyne incognita

RESUMO

Meloidogyne incognita é considerada a espécie de fitonematoide mais agressiva
ao cafeeiro no Brasil. Estudos preliminares demonstraram que popul acbes deste nematbide
oriundas de Minas Gerais foram incapazes de infectar cafeeiros das cultivares ‘Catuai’ e
‘Mundo Novo'. Com o objetivo de elucidar os mecanismos envolvidos nesta interagdo
incompativel, comparou-se a histopatologia de raizes de cafeeiros inoculadas com uma
populacdo patogénica e outra ndo-patogénica ao cafeeiro. Mudas de cafeeiro ‘Catual’
(suscetivel) e ‘Apoatd (resistente) foram inoculadas com 10.000 juvenis de segundo
estadio de cada populacéo de M. incognita. Trés mudas de cada tratamento foram colhidas
a cada dois dias, do primeiro a0 décimo dia, e a cada cinco dias, do décimo ao
quadragésimo dia apds a inoculacdo para serem submetidas a coloragcdo com fucsina &cida
e posterior preparo de cortes histopatoldgicos. A inducdo de células gigantes e o
desenvolvimento do nematdide somente foram observados em cafeeiro ‘ Catuai’ inoculado
com a populagéo patogénica. Nao foi observado nenhum indicio de formac&o de células de
alimentacdo em ‘Apoatd e nem em ‘Catuai’ inoculado com a populacdo ndo-patogénica.
Essa informacdo confirma a incapacidade das populagdes de M. incognita de Minas Gerais

em infectar cafeeiros suscetiveis.

Palavras-chave: nematoide das galhas, células gigantes, mecanismos de resisténcia
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1. INTRODUCAO

Em uma interacdo compativel, espécies de nematéides das galhas induzem a
rediferenciacéo das células das raizes da planta hospedeira, as quais formar&o os sitios de
aimentacdo, que sd80 essenciais para 0 Seu desenvolvimento e reproducdo
(WILLIAMSON, 1999). Os juvenis de segundo estadio (J), que sdo a forma infectiva
desses nematdides, penetram na raiz do hospedeiro e migram intercelularmente em direcéo
ao cilindro vascular, onde é formado o sitio de alimentac&o, que consiste de varias células
gigantes originé&rias da rediferenciacéo de células parenquimaticas do cilindro vascular
(WYSSetal., 1992).

A formagdo de células gigantes é o resultado da ativacdo de genes da planta e da
reativacdo do ciclo celular, induzida por secregdes do nematéide (WILLIAMSON e
HUSSEY, 1996). Essas células sofrem sucessivas divisdes nucleares sem ocorréncia de
citocinese, tornando-se multinucleadas. O citoplasma dessas células torna-se denso, com
grande nimero de mitocdndrias, e as paredes celulares tornam-se invaginadas, aumentando
a superficie de absorcdo de fotoassimilados, minerais e outros metabdlitos. Tanto a
inducdo, quanto a manutencdo das células gigantes, depende do continuo estimulo do
nematdide, sem o qual essas células atrofiam-se e degeneram-se (REDDIGARI et al.,
1985). Ao redor dos sitios de alimentagdo ocorre a divisdo de células corticais, dando
origem as tipicas galhas induzidas por Meloidogyne spp. (WILLIAMSON e GLEASON,
2003).

Ja, na maioria das interacGes incompativeis, as células do cilindro central proximas
ao local de penetracdo do estilete do nematGide exibem um processo de morte celular
programada conhecido como reacdo de hipersensibilidade (“Hypersensitive Response’ ,
HR). Esta reacdo ocorre a partir de oito a 12 horas ap0s a inoculacéo das raizes com Jy,
impedindo o estabelecimento de sitios de alimentacdo, e, conseqlientemente o
desenvolvimento do nemat6ide (DROPKIN, 1969).

Além da reacdo de hipersensibilidade, estudos tém mostrado que a resisténcia em
plantas parasitadas por nematoides das galhas pode ocorrer por diversos mecanismos como
a producéo de fitoaexinas (VEECH, 1982); acimulo de compostos fendlicos (SINGH e
CHOUDHURY, 1973); atividade da enzima fenilalanina amonialiase (GIEBEL, 1982);
acumulo de peroxidases (MOLINARI, 1991), polifenoloxidases (MAZZAFERA €t al.,
1989), superdxido dismutase (GHEY SEN e FENOLL, 2002), inibidores de proteinases
(GHEY SEN e FENOLL, 2002) e quitinases (QIU et a., 1997).



Desde 1960, técnicas histopatoldgicas sdo empregadas nos estudos da interacéo
Meloidogyne ssp. e planta hospedeira, permitindo elucidar vérios mecanismos envolvidos
tanto nas reagdes suscetiveis quanto nas de resisténcia (DROPKIN e NELSON, 1960).
Entretanto, estas técnicas tém algumas limitagdes, principamente no que se refere a
selecdo da parte do tecido vegetal a ser examinado, sobretudo em casos em que 0 processo
infeccioso € assintomético, demandando o emprego de grande nimero de amostras, de
material e de tempo para o sucesso da analise.

O nematdide das gahas, M. incognita, € um patdgeno que causa grande perda a
cultura do cafeeiro no Brasil. Entretanto, populagdes desse nematdide presentes em Minas
Gerais sdo incapazes de infectar cafeeiros (OLIVEIRA et a., 2002), e 0s mecanismos
envolvidos nesta interacdo incompativel ainda sdo desconhecidos. Assim, 0 presente
trabalho teve como objetivo avaliar a histopatologia de raizes de cafeeiro inoculadas com

populacdes de M. incognita de Minas Gerais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Avaliacdo da eficiéncia da localizacdo in situ de nematdides, previamente ao

emprego das técnicas de histopatologia

Como as populacdes de M. incognita de Minas Gerais ndo causam sintomas no
cafeeiro, avaliou-se a €ficiéncia da localizagdo in situ de nematdides, previamente ao
emprego de técnicas de histopatologia. Para isso, mudas de tomateiro Santa Cruz ‘Kada' e
cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ com dois pares de folhas definitivas foram inoculadas
com 10.000 J, de uma populacdo de M. incognita raca 2 de Sdo Paulo. Apés 15 dias da
inoculacdo, amostras das raizes de parte das mudas foram submetidas a coloracdo com
fucsina écida para localizacdo in situ do nematéide (BYRD et al., 1983). Raizes ndo
submetidas ao referido tratamento foram utilizadas como testemunhas. Amostras destas
raizes foram incluidas em parafina ou em resina para a obtencéo de cortes histol 6gicos.

Para inclusdo em parafina, segbes das raizes foram fixadas em formalina neutra
tamponada, por 24 h, mantidas em frascos submetidos a véacuo. Depois de fixadas, as
amostras foram desidratadas em série etilica-butilica (JOHANSEN, 1940). O corante
eritrosina foi adicionado na primeira transferéncia para alcool etilico absoluto com o
objetivo de se visualizar o material apds a inclusdo em parafina. Na ultima transferéncia

para dcool butilico terciario puro foi adicionado igual volume de parafina fundida. Apds
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12 horas, este volume foi substituido por parafina pura e deixado em estufa a 68°C. Em
seguida, as amostras foram emblocadas em formas apropriadas, com uma mistura de
parafina (92%) e cera de abelha fundida (8%). Foram obtidos cortes transversais das raizes
com 10 mm de espessura em micrétomo rotatorio manual. Os cortes foram corados com
uma solucdo de fucsina bésica 1% em solucdo alcodlica (50%) por 30 minutos, e em
seguida, em azul de astra em &cido tartarico 2% por 15 minutos (Kraus & Ardium, 1997).
As laminas foram montadas com solucéo de glicerina (50%) e observadas em microscopio
deluz.

Para inclusdo em resing, as secdes de raizes foram fixadas em glutaraldeido 2,5%
preparado em tampéao cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2, por 12 horas . Apds esse periodo,
as amostras foram lavadas no mesmo tampédo para retirar 0 excesso do fixativo. Em
seguida, realizou-se a desidratacdo em série alcodlica etilica (30, 50, 70, 80, 95 e 100%).
Em seguida, realizou-se a infiltragdo das amostras em resina Spurr:etanol. Apds a
infiltracdo, as raizes foram dispostas em moldes pléasticos planos contendo resina pura e
levadas para polimerizacdo em estufa (65°C/12 horas). Foram obtidos cortes transversais
das raizes, com espessura variando de 0,5 a 1,5 mm, em ultramicrétomo. Os cortes
semifinos foram corados com azul de toluidina 0,05% em tampéo acetato, pH 4,7 para

observacdo ao microscépio de luz.
2.2. Histopatologia de raizes de cafeeir os inoculadas com Meloidogyne incognita

O experimento foi conduzido em cémara de crescimento com temperatura regulada
para 26°C. Foram utilizadas mudas de cafeeiros Coffea arabica ‘ Catuai Vermelho IAC 44’
(suscetivel) e C. canephora ‘Apoatd IAC 2258 (resistente) com dois pares de folhas
definitivas, duas populagcbes de M. incognita, uma proveniente de quiabeiro de Minas
Gerais e aoutrade cafeeiro de Sdo Paulo, ambas pertencentes araca 2.

Sementes dos cafeeiros foram semeadas em bandejas contendo arela previamente
tratada com brometo de metila (100 cm*m?). Quando as plantulas atingiram o estadio de
“palito de fésforo”, as mesmas foram transplantadas para tubetes de 100 mL de capacidade
contendo areia esterilizada.

Quando as mudas apresentaram 0 segundo par de folhas definitivas foi redlizada a
inoculacdo com 10.000 J, de cada uma das populacbes de M. incognita. Apds 48 h da
inoculacdo, as mudas foram removidas dos tubetes e suas raizes lavadas com égua
destilada para eliminar J, que ainda n&o tinham penetrado, a fim de padronizar a idade de
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infeccdo em dois dias. Em seguida, cada muda foi transplantada para copos plasticos com
500 mL de capacidade, com uma mistura de solo e areia (2:1) previamente esterilizada.
Para a verificacdo da viabilidade do in6culo, mudas de tomateiro Santa Cruz ‘Kada foram
inoculadas com 2.000 J, de cada populagéo de M. incognita.

O experimento foi montado no delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (2 populagdes de M. incognita x 2 espécies de cafeeiro x 11 épocas de avaliacdo),
com 3 repetices. Trés mudas de cafeeiro de cada tratamento foram colhidas a cada dois
dias, do primeiro ao décimo dia, e a cada cinco dias, do décimo ao quadragésimo dia apds
a inoculacdo. As raizes dessas mudas foram submetidas a coloragdo com fucsina écida
(BYRD et a., 1983) para localizacgo in situ do nematdide, previamente ao preparo das
amostras para inclusdo em resina e obtencdo do laminario histolégico, conforme descrito
no item 2.1.

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

2.1. Avaliacdo da eficiéncia da localizacdo in situ de nematdides, previamente ao

processamento para obtencéo do laminario

Independente da técnica de histopatologia empregada, nenhuma diferenca foi
observada entre os tratamentos submetidos a coloracdo prévia com fucsina acida e as
testemunhas ndo tratadas. Tanto em tomateiro, quanto em cafeeiro, as células de
aimentacdo induzidas por M. incognita apresentaram caracteristicas tipicas de uma
interacdo compativel (Figuras 1 e 2), e tais caracteristicas ndo sofreram alteracGes devido
ao tratamento prévio com afucsina acida.

Comparando-se os cortes obtidos de amostras incluidas em parafina (Figura 1) com
aqueles em resina (Figura 2) pode-se notar os mesmos detalhes estruturais, visiveis na
resolucao do microscopio de luz.

A coloracdo com fucsina bésica e azul de astra realizada nos cortes inclusos em
parafina gerou um bom contraste da parede celular com o conteldo citoplasmatico das
células gigantes. A fucsina basica tem afinidade por paredes celulares lignificadas e
suberificadas, material nuclear e proteinas. Esse corante corou de réseo o citoplasma e 0s
varios nucleos nas células gigantes, e também o nematdide. Ja o corante azul de astra, cuja
afinidade é por parede celular celuldsica, evidenciou o aumento da espessura das paredes

das células gigantes (Figura 1).
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Nos cortes semifinos de material incluso em resina, a coloracdo com azul de
toluidina também permitiu contrastar a parede celular do contelido citoplasmético das
células gigantes (Figura 2). Entretanto, a maior vantagem da utilizacdo desse corante € sua
afinidade por compostos fendlicos. Estes compostos estdo envolvidos em respostas de
defesa de plantas resistentes a nematéides (MAZZAFERA et a., 1989; ANTHONY et a.,
2005). Assim, sua utilizacdo é recomendada para estudos que visam e€lucidar os
mecanismos envolvidos em interagdes incompativeis entre nematoide e planta hospedeira.
Além disso, a integridade apresentada pelos cortes semifinos apds a coloracdo prévia com
fucsina é&cida indica uma possibilidade de aplicacdo dessa adaptacdo em estudos
ultraestruturais.

O tratamento prévio com fucsina acida ndo interferiu na qualidade dos cortes
histopatolgicos e seu emprego facilitou a localizacdo dos sitios de infeccdo de M.
incognita em raizes de tomateiro e de cafeeiro. Com isso, houve reducdo no tempo e na
quantidade de material utilizado no preparo dos cortes. Além de auxiliar nalocalizacdo dos
sitios de infeccdo de Meloidogyne spp. em raizes assintométicas, esta coloragdo prévia
também pode ser indicada para a histopatologia de raizes parasitadas por nemat6ides

migradores que sdo de dificil localizacdo em cortes histol bgicos.
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Figura 1. Cortes transversais de raizes de tomateiro e de cafeeiro parasitadas por
Meloidogyne incognita apds inclusdo em parafina. A e B: células gigantes (CG)
em raizes de tomateiro Santa Cruz ‘Kada com e sem tratamento prévio com
fucsina &cida, respectivamente; C e D: células gigantes em raizes de cafeeiro
‘Catuai Vermelho IAC 44’ com e sem tratamento prévio com fucsina &cida,

respectivamente. X = Xilema, F = Floema. Barra= 100 nm.
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Figura 2. Cortes transversais de raizes de tomateiro e cafeeiro parasitadas por Meloidogyne
incognita apos inclusdo em resina. A e B: células gigantes (CG) em raizes de
tomateiro Santa Cruz ‘Kada com e sem tratamento prévio com fucsina acida,
respectivamente; C e D: células gigantes em raizes de cafeeiro ‘ Catuai Vermelho
IAC 44’ com e sem tratamento prévio com fucsina &cida, respectivamente. Barra
=100 nm.
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2.2. Histopatologia de raizes de cafeeir os inoculadas com Meloidogyne incognita

As populagdes de M. incognita de Minas Gerais e de S80 Paulo apresentaram
fatores de reproducéo de 18,6 e 21,3 em raizes de tomateiro, respectivamente, o que
comprovou a viabilidade do in6culo utilizado. As coletas foram realizadas nas 11 épocas
determinadas para os diferentes tratamentos, mas a partir da segunda coleta, quatro dias
apoOs a inoculacdo, poucos nematdides foram observados nos tratamentos em que foi
inoculada a populacdo de M. incognita de Minas Gerais, e naqueles com cafeeiro ‘ Apoata
IAC 2258', independente da populacdo do nematdide utilizada. Ja no sexto dia apés a
inoculagdo, mesmo com a coloracdo com fucsina acida ndo foi possivel detectar
nematdides nestes tratamentos, 0 que limitou a andlise histopatoldgica para estes
tratamentos até o quarto dia apds a inocul agdo.

Aos dois dias da inoculagdo, os J, das duas populacdes de M. incognita
encontravam-se no coértex (Figura 3A), tanto na cultivar Catuai, quanto na Apoatd. As
células proximas aos nematdides ndo apresentaram ruptura da parede celular ou tecido
necrético, um indicativo que os J, migraram por entre as células. No quarto dia, 0os J, da
populacdo de S&o Paulo ja tinham alcancado o cilindro vascular das raizes do cafeeiro
‘Catuai Vermelho IAC 44’ (Figura 3B), enquanto que nos outros tratamentos, os J,
permaneceram no cortex. A partir do sexto dia, apenas as raizes do cafeeiro ‘Catual’
inoculadas com a populacéo de S&o Paulo foram preparadas para analise histopatol dgica,
pois nos demais tratamentos ndo foram visualizados nematGides, mesmo com o emprego
da coloracdo com fucsina acida. A partir desse dia, os primeiros indicios da inducdo de
células de alimentacdo foram observados nas raizes do cafeeiro ‘ Catuai’ inoculadas com a
populacdo de M. incognita de S&o Paulo. Assim, algumas células do parénguima do floema
proximas ao nematoide apresentaram aumento na densidade do conteldo citoplasmético e
a presenca de 2 a 4 nucleos (Figura 3C). Ja a partir do oitavo dia, as células gigantes
apresentaram caracteristicas tipicas para uma interacdo compativel, ou sgja, células
multinucleadas, com parede espessa e invaginada, citoplasma denso com poucas inclusoes
(Figura 3D). Nessa avaliagéo foi observada a presenca de alguns J, alargados (salsichas),
um indicativo do inicio do processo parasitico. O nimero de células gigantes em cada sitio
de alimentacdo variou de quatro a oito, 0 que propiciou o rapido desenvolvimento do
nematodide. No décimo quinto dia foram observados os primeiros J; € J; € nenhum adulto
foi observado até o vigésimo dia. No vigésimo quinto dia da inoculagdo foi possivel

visualizar fémeas do nematoide no inicio da postura (Figura 3E). Do oitavo até o trigésimo
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quinto dia, nenhuma diferenca perceptivel em microscopia de luz foi observada nas células
gigantes. Contudo, aos 40 dias apds a inoculacdo, algumas células gigantes apresentaram
dissolucdo de sua parede (Figura 3F), indicando o inicio do processo de degeneracéo dos
sitios de alimentacdo que foi acompanhado pelo final do ciclo de vida do nematoide.

Nos cortes histopatolégicos realizados aos 2 e 4 dias da inoculacdo ndo foi
observado nenhum indicio de formac&o de células gigantes em raizes de ‘Apoatd e nem
em ‘Catuai’ inoculadas com a populacdo de M. incognita de Minas Gerais (Figura 3A). O
mesmo foi observado nas raizes de ‘Apoat& inoculadas com a populacdo de Sao Paulo.
Sem a formacdo de células gigantes, os J, destas populagbes ndo conseguiram se
estabel ecer, e conseqlientemente emigraram das raizes, o que explica o baixo nimero de
individuos nas raizes, ja a partir do quarto dia da inoculagdo. A emigracdo da forma
infectiva de M. incognita, em resposta aos mecanismos de resisténcia da planta hospedeira,
jafoi verificada em raizes de algodoeiro (MCCLURE €t a., 1974), de afafa (REYNOLDS
et a., 1970) e de sojaresistentes (HERMAN et a., 1991).

Nas interagdes incompativeis entre cafeeiro e Meloidogyne spp., 0 principal
mecanismo de resisténcia pos-penetracdo € 0 desencadeamento da reacdo de
hipersensibilidade. Segundo RODRIGUES et a. (2000) a resisténcia genética do cafeeiro
‘Catimor’ (C. arabica ‘Caturra x Hibrido do Timor) a M. exigua e M. megadora foi
explicada pela ocorréncia de necrose celular ao redor dos sitios de aimentagdo, o que
impediu a nutricdo do nematdide nessas células. Com isso, ocorreu uma paralisagdo no
desenvolvimento dos nematdides ainda no segundo estadio de desenvolvimento. Este
mesmo mecanismo de resisténcia também foi observado por ANTHONY et al. (2005) em
raizes de cafeeiro ‘lapar 59', portador do gene de resisténcia Mex-1, ap0s inoculacdo com
M. exigua.

Entretanto, nenhum indicio de reacdo de hipersensibilidade foi observado nas raizes
de cafeeiros inoculadas com a populacdo de M. incognita de Minas Gerais. Possivelmente
outro mecanismo de resisténcia da planta foi o responsavel pelo ndo estabelecimento e
desenvolvimento dos J, deste nematGide. Além da reacdo de hipersensibilidade, a
resisténcia de plantas aos nematdides das galhas também ja foi associada a producdo de
fitoalexinas (VEECH, 1982), acimulo de compostos fendlicos (SINGH e CHOUDHURY,,
1973), atividade da enzima fenilalanina amonialiase (GIEBEL, 1982), acumulo de
peroxidases (MOLINARI, 1991), polifenoloxidases (MAZZAFERA et a., 1989),
superoxido dismutase (GHEYSEN e FENOLL, 2002), inibidores de proteinases
(GHEY SEN e FENOLL, 2002) e quitinases (PUNJA e ZHANG, 1993).
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ANZUETO et a. (2001) estudaram os mecanismos de resisténcia de acessos de C.
arabica da Etiopia a M. incognita, e constataram que a resisténcia a esse nematéide
também ndo estava associada a reacdo de hipersensibilidade, mas sim ao menor e anormal
desenvolvimento das células de alimentacdo que impediram o desenvolvimento do
nematdide. No presente estudo, ndo foi observada qualquer formacdo de células de
alimentacdo, indicando assim que outro mecanismo impediu o estabel ecimento dos juvenis
no tecido do hospedeiro.

A inducdo de células gigantes e o completo desenvolvimento do nematGide
somente foram verificados em mudas do cafeeiro ‘Catuai’ inoculadas com a populacéo de
M. incognita de Sdo Paulo. A inducéo de células gigantes por essa populacdo no cilindro
vascular provocou visivel compressdo dos elementos de vaso do xilema, resultando em
completa desorganizagéo do cilindro vascular (Figura 3B-G). A obliteracdo do cilindro
vascular exerce importante interferéncia nos fluxos de agua, de nutrientes e de
fotoassimilados, 0 que explica o grande prejuizo causado por essa espécie de nematdide ao
cafeeiro.

As populagdes de M. incognita de Minas Gerais e de S&0 Paulo n&o diferiram
quanto a capacidade de causar alteracfes histopatol 6gicas em raizes do cafeeiro resistente
‘Apoatd’, ou sgja, as duas populacbes foram incapazes de induzir a formacéo de células de
alimentacdo. Entretanto, os mecanismos que impediram o estabelecimento dessas
popul agdes nesse cafeeiro parecem ser distintos, pois a penetracéo dos J, da populacéo de
S8o0 Paulo foi em média 92,7% maior do que a apresentada pelos J, da populacéo de M.
incognita de Minas Gerais.

Os mecanismos que conferiram incompatibilidade entre a populagéo de M.
incognita de Minas Gerais e 0 cafeeiro atuaram principamente na fase de penetracéo da
forma infectiva do nematdide, 0 que ocasionou uma baixa penetracdo e uma significativa
emigracdo dos J, das raizes da planta. Além disso, a acdo de mecanismos de resisténcia
pos-penetracdo impediram que os J, dessa populacdo induzissem a formacdo de células

gigantes, o que preveniu o desenvolvimento do nemat6ide em cafeeiro.
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Figura 4. Cortes transversais de raizes de cafeeiro ‘Catuai Vermelho IAC 44’ parasitadas
por populacbes de Meloidogyne incognita obtidos de amostras incluidas em
resina. A: juvenil de segundo estédio (seta) da populacdo de Minas Gerais no
cortex, dois dias ap6s a inoculacdo (DAI); B: primordios de células gigantes
induzidas por J, (seta) da populacdo de Sdo Paulo 6 DAI; (C), (D), (E) e (F):
células gigantes induzidas pela populacdo de Sdo Paulo aos 8, 15, 20 e 40 DAL,
respectivamente; (G): detalhe dos varios nlcleos (seta) em uma célula gigante
induzida pela populacdo de S&o Paulo; (H) fémea da populacdo de Sao Paulo,
apos 25 dias da inoculagdo, no inicio da postura de ovos (seta). CO = Cortex, X
= Xilema, F = Floema. Barras: A, C, D, E,FeH =100 nm; B e G = 30 mm.
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CAPITULO®6

PERDA DE PATOGENICIDADE DE Meloidogyne incognita AO CAFEEIRO

RESUMO

No Brasil, Meloidogyne incognita é considerada a espécie de fitonematéide mais
agressiva ao cafeeiro. Entretanto, populacdes desse nematbide presentes em Minas Gerais
s80 incapazes de infectar cafeeiros suscetiveis. Uma das possiveis explicacdes para esse
fato é que essas populacdes de M. incognita de Minas Gerais tenham perdido a
patogenicidade a0 cafeeiro na auséncia dessa planta hospedeira. Diante do exposto, 0
presente trabalho teve como objetivo verificar se populagdes de M. incognita oriundas de
cafeeiro perdem a patogenicidade a esta cultura quando multiplicadas em outra planta
hospedeira. Assim, duas populagdes de M. incognita (racas 1 e 2) patogénicas ao cafeeiro
foram multiplicadas sucessivamente em tomateiro Santa Cruz ‘Kada'. A cada trés meses,
por um periodo de 30 meses, essas populagdes foram comparadas com populacdes
mantidas em cafeeiro quanto a capacidade de reproducéo em mudas de ‘ Catuai Vermelho
IAC 44'. Apéds 450 dias em tomateiro, aproximadamente 15 geragdes do nematdide, a
populacdo de M. incognita da raca 1 apresentou uma reducéo significativa na capacidade
reprodutiva em cafeeiro ‘Catuai’. Ja para a populacdo da raca 2, foram necessarios
aproximadamente 540 dias para ocorrer uma reducdo significativa na reproducdo em
cafeeiro. A capacidade reprodutiva das populagbes de M. incognita em cafeeiro foi
reduzida em aproximadamente 95% apos 30 meses de multiplicacdo em tomateiro.
Individuos patogénicos ao cafeeiro continuaram presentes, mesmo que em baixa
proporcdo, até a Ultima avaliacdo. Provavelmente apds mais geracdes em tomateiro ou em
outra planta hospedeira estas populacdes perderiam totalmente a capacidade de parasitar o
cafeeiro, o que poderia explicar a inabilidade das populacdes de M. incognita de Minas

Gerais em infectar cafegiro.

Palavras-chave: adaptabilidade, Coffea arabica, nematéide das gal has, selecéo.
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1. INTRODUCAO

A reproducéo de Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood ocorre por
partenogénese mitdtica obrigatdria, o que teoricamente deveria manter forte estabilidade
genética. Mesmo assim, variabilidade genética € observada dentro dessa espécie, que é
refletida  na habilidade de reproducdo em  espécies vegetais distintas
(TRIANTAPHYLLOU, 1987).

Estudos com populacbes de M. incognita sempre revelaram informacgoes
contraditorias com plantas mostrando-se ora suscetivels, ora resistentes. Para esclarecer
essas e outras dividas referentes a essa espécie e outras do género Meloidogyne, foi criado
o “International Meloidogyne Project” na década de 70. Varias populacdes de M.
incognita foram col etadas em diferentes paises, e determinou-se uma gama de hospedeiros
diferenciadores para essa espécie. Assim, populaces de M. incognita foram agrupadas em
quatro ragas fisiolégicas de acordo com a capacidade de reproducdo em fumo (Nicotiana
tabacum L. ‘NC 95') e algodado (Gossypium hirsutum L. ‘Deltapine 16') (HARTMANN e
SASSER, 1985). Contudo, estas racas ndo revelaram toda a variacdo fisiol6gica dessa
espécie.

Estudos sobre variabilidade em M. incognita foram intensificados apds a
constatacdo da capacidade de populacdes desse nematdide suplantarem a resisténcia
conferida pelo gene dominante Mi em tomateiro (ROBERTS, 1995).

De acordo com a resposta de tomateiros resistentes, as populagdes de M. incognita
podem ser divididas em trés grupos: (i) populacdes avirulentas que sdo incapazes de se
reproduzir em tomateiros com gene Mi, mesmo quando submetidas a uma presséo de
selecdo por esse gene (CASTAGNONE-SERENO et al., 1994), (ii) populagdes avirulentas
gue ao serem submetidas a pressdo pelo gene Mi, tornam-se virulentas (SEMBLAT et al.,
2000) e (iii) populacbes designadas “naturalmente virulentas’, que sdo capazes de se
reproduzir em tomateiro com o gene Mi, em proporc¢des equivalentes ao conseguido em
cultivares suscetiveis (ROBERTS, 1995). Essas populacdes sdo encontradas em campos
gue aparentemente nunca se cultivou material portador do gene Mi, pelo menos em épocas
recentes, embora ao longo do processo evolutivo tal convivio ndo possa ser descartado.
Vale sdientar que nenhuma relacdo € observada entre esses trés grupos com as racas
propostas no “International Meloidogyne Project”. TRIANTAPHYLLOU (1987) sugeriu
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gue mutacdes em individuos de M. incognita estejam envolvidas na mudanca de fendtipo
de aviruléncia para o de viruléncia atomateiro com gene Mi.

Populagdes de M. incognita ndo-patogénicas ao cafeeiro foram relatadas em Minas
Gerais. OLIVEIRA et al. (2002) avaliaram a penetracdo e reproducdo das quatro racas de
M. incognita provenientes de outras culturas que ndo o cafeeiro, nas cultivares ‘Catuai’ e
‘Mundo Novo'. Apesar de ter ocorrido penetracéo de juvenis de segundo estadio nas raizes
dos cafeeiros, nenhuma reproducéo foi observada. Uma das explicacdes dada pel os autores
€ que essas populacdes de M. incognita podem ter perdido a patogenicidade ao cafeeiro por
terem sido coletadas em outras culturas que ndo o cafeeiro, e por terem sido multiplicadas
por sucessivas geragoes em tomateiro.

Diante do exposto, o0 presente trabalho teve como objetivo verificar se populaces
de M. incognita oriundas de cafeeiro podem perder a patogenicidade a esta cultura, quando

multiplicadas por sucessivas geracdes em tomateiro.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federa de Vigosa. Foram utilizadas mudas de tomateiro
Santa Cruz ‘Kada', mudas de cafeeiro ‘ Catuai Vermelho IAC 44’ e duas populagdes de M.
incognita (racas 1 e 2) provenientes de cafeeiros de Sao Paulo.

Parte do in6culo de cada populacdo de M. incognita foi multiplicado em mudas de
cafeeiro, doravante chamadas de “populagdes de cafeeiro” e a outra parte em mudas de
tomateiro, denominadas de “populacdes de tomateiro”. A cada 90 dias, por um periodo de
30 meses, a capacidade reprodutiva das “populacbes de tomateiro” em cafeeiro foi
comparada com a das “ popul ages de cafeeiro”.

Para isso, sementes do cafeeiro foram semeadas em bandeas contendo areia
previamente tratada com brometo de metila (100 cm®m?®). Quando as plantulas atingiram o
estédio de “palito de fésforo” foram transplantadas para vasos de argila de 2 L de
capacidade, contendo uma mistura de solo e arela (2:1), iguamente tratada.

Quando as mudas apresentaram o0 segundo par de folhas definitivas foi readlizada a
inoculacdo com 10.000 ovos por muda. O indeulo foi colocado em dois orificios feitos ao
lado de cada muda. O experimento foi montado no delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial (4 populagdes de M. incognita x 10 épocas de avaliacdo), com 10
repeticbes. Apds 120 dias da inoculagdo foi avaliada a reproducdo das populactes pelo

69



nimero de ovos por sistema radicular. Esses dados foram transformados em Jx, e as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

A capacidade reprodutiva das populacdes de M. incognita em mudas de cafeeiro
diminuiu significativamente apds sucessivas geracbes em tomateiro (Tabela 1). Interacdo
significativa (P < 0,05) foi observada entre populacdo de M. incognita e época de
avaiacdo. Até a quarta avaliacdo (12 meses), nenhuma diferenca foi observada entre as
“populacbes de tomateiro” e as “popul acbes de cafeeiro”, quanto a capacidade de producdo
de ovos em mudas de cafeeiro ‘ Catual Vermelho IAC 44’ (Tabela ).

A partir dos 450 dias de multiplicacdo em tomateiro foi observada uma reducédo
significativa (P < 0,05) na producdo de ovos pela “populagéo de tomateiro” daraca 1 em
cafeeiro. A reducdo foi de aproximadamente 81%, quando comparada com a reproducéo da
populacdo da mesma ragca mantida em cafeeiro. A partir dos 630 dias, a reproducdo desta
populacdo da raca 1 multiplicada em tomateiro manteve-se constante ao longo das
avaliacOes, mas com reducdo média de 95% em relacdo aquela da mesma raca mantida em
cafeeiro. Na “populacéo de tomateiro”, raca 2, somente foi observada reducéo na producéo
de ovos em cafeeiro a partir dos 540 dias. E a partir desta avaliagdo, ndo houve mais
diferenca (P > 0,05) entre as racas da “populacéo de tomateiro” (Tabela 1). Nenhuma
diferenca significativa (P > 0,05) foi observada na reproducdo das “populacgbes de
cafeeiro” ao longo das avaliacdes, independente da raca fisioldgica, o que evidencia a
adaptabilidade dessas popul agdes de M. incognita ao cafeeiro.

Perda de patogenicidade ou viruléncia ja foram verificadas em populacdes de M.
incognita a diferentes hospedeiros. ROBERTS et al. (1995) multiplicaram populagdes de
M. incognita virulentas a feijdo caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] com o gene de
resisténcia Rk por 20 geracbes em tomateiro. ApOs esse periodo verificaram uma
diminuicdo de 82% na capacidade reprodutiva dessas populagdes em caupi portador do
gene RK.

Populagbes de M. incognita raca 2 e M. paranaensis oriundas de cafeeiro foram
multiplicadas durante dois anos em tomateiro. Apds esse periodo, essas popul agbes foram
inoculadas em mudas de cafeeiro e foi observada uma reducéo significativa na reproducéo
dessas espécies de nematdides das galhas nesse hospedeiro (CARNEIRO e JORGE, 2001).
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Segundo os autores, essas populacBes de nematdides sdo polimérficas nos locus de
viruléncia, de maneira que reinoculacdes sucessivas em tomateiro selecionaram, ao longo
do tempo, individuos patogénicos a essa planta, restando poucos individuos patogénicos ao
cafeeiro. Para M. incognita, a pressdo de selecdo exercida pelo tomateiro foi mais
acentuada do que para M. paranaensis. Como observado no presente estudo e no
desenvolvido por CARNEIRO e JORGE (2001), individuos da espécie M. incognita,
inicialmente patogénicos ao cafeeiro, reduziram sua capacidade reprodutiva nesta planta
ap0s sucessivas geragdes em tomateiro, isto €, na auséncia de pressao de selecdo exercida
pelo cafeeiro. Isto sugere que a manutencao da patogenicidade a cafeeiro tenha um custo
na adaptabilidade, com consequiente eliminacdo de individuos patogénicos ao cafeeiro
quando estas popul agdes sdo multiplicadas em tomateiro.

A adaptabilidade de um determinado organismo € determinada pelo nimero de
descendentes gerados, e a probabilidade desses descendentes sobreviverem até a idade
reprodutiva (CASWELL e ROBERTS, 1987). Selecdo para viruléncia em populacbes de
M. incognita pode acarretar prejuizos na adaptabilidade desse nematéide a tomateiro
suscetivel (sem gene Mi) e a outras espécies vegetais. CASTAGNON-SERENO et al.
(1992) verificaram que populagdes de M. incognita virulentas ao tomateiro com gene Mi,
selecionadas em condicfes controladas, tiveram sua capacidade de reproducdo diminuida
em pimentdo (Capsicum annuum) e tomateiro sem o gene Mi. Os mesmos autores
especularam que ta mudanca poderia ser o resultado de uma possivel perda de
cromossomo(s), fato conhecido em patdégenos que tiveram sua gama de hospedeiros
diminuida.

No presente estudo foram necess&rias aproximadamente 15-18 geracBes em
tomateiro para que populagdes de M. incognita reduzissem significativamente a
patogenicidade ao cafeeiro. Individuos patogénicos ao cafeeiro continuaram presentes,
mesmo gue em baixa proporcao, até a Ultima avaliacdo. Provavelmente apds mais geracoes
em tomateiro ou em outra planta hospedeira estas populacdes perderiam totalmente a
capacidade de parasitar o cafeeiro, o que poderia explicar a inabilidade das populagbes de
M. incognita de Minas Gerais em infectar o cafeeiro.

Esses resultados também sdo de extrema importancia para os programas de
melhoramento que visam a selecdo de cafeeiros resistentes a Meloidogyne spp. ja que na
maioria dos casos, a avaliacdo dos gendtipos de cafeeiro é feita com indculo proveniente
de tomateiro, o que poderia comprometer a eficiéncia de possivels materiais resistentes

quando lancados em condicdo de campo. Assim, o ideal seria a utilizacdo de in6culo
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proveniente do proprio cafeeiro, ou entdo a partir de populacbes mantidas por poucas
geracOes em tomateiro. Além disso, torna-se necessario o emprego de cafeeiros suscetiveis
como testemunhas durante a selecdo dos materiais resistentes para comprovar a viabilidade

do inéculo.
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Tabela 1. Vaores médios do nimero de ovos de Meloidogyne incognita multiplicadas sucessivamente em cafeeiro ou tomateiro, presentes no

sistema radicular de cafeeiro ‘ Catuai Vermelho IAC 44’

Populacdo de Meloidogyne

Tempo de multiplicacéo (dias)

incognita 90 180 270 360 450 540 630 720 810 900
Multiplicada em cafeeiro
racal 114400 Aa 81.680 Aa 66.620Aa 83.400Aa 126.400Aa 78.120Aa 103.180Aa 97.260Aa 81.360Aa 105.940Aa
raca 2 91.200 Aa 108960 Aa 51.680Aa 58.480Aa 114.400Aa 94900Aa 87.200Aa 105.300Aa 74.890Aa 76.250Aa
Multiplicada em tomateiro
racal 82530 Aa 72.600Aa 74.320Aa 53450Aa 23450Ab 16.380Bb 3920Cb 5540Cb 2720Cb  7.120Cb
raca?2 137500 Aa 98530 Aa 65.430Aa 71.620Aa 61.740Aa 24.460Bb 4.207 Cb 3.800Cb 6.900 Cb 8.960 Cb

"Média de dez repetices. Médias seguidas da mesma letra maitscula, na linha, e mindscula, na coluna, n&o diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de

5% de probabilidade. CV = 80,83%.
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CONCLUSOES GERAIS

1) A andlise conjunta das configuracdes perineais, do teste de hospedeiros
diferenciadores, dos perfis isoenzimaticos e de amplificagdo pelo primer SCAR-café
confirmou que as popul acdes de nematdides das galhas de Minas Gerais e de Sdo Paulo
estudadas pertencem a espécie M. incognita. Assim, a diferenca observada na
patogenicidade a cafeeiro entre as populagdes dos dois Estados ndo pode ser explicada
pelaidentificacdo imprecisa do nematéide;

2) As quatro ragas de M. incognita de Minas Gerais foram incapazes de infectar
cafeeiros, independente da temperatura, da concentracdo de inéculo, do estadio de
desenvolvimento e do gendtipo de cafeeiro utilizado, confirmando a natureza ndo
patogénica dessas popul aces a essa planta;

3) Nenhuma atividade supressiva a M. incognita foi observada nos solos de cafezais de
Minas Gerais,

4) Os mecanismos que conferiram incompatibilidade entre as populacdes de M.
incognita de Minas Gerais e 0 cafeeiro atuaram principalmente na fase de penetragdo da
forma infectiva do nematGide, 0 que ocasionou uma baixa penetracdo e uma
significativa emigracdo dos juvenis de segundo estadio das raizes do cafeeiro. Além
disso, a acdo de mecanismos de resisténcia pos-penetracéo impediu que os J, dessas
populagbes induzissem a formacdo de células gigantes, o que preveniu o
desenvolvimento do nemat6ide em cafeeiro;

5) Populacbes de M. incognita patogénicas ao cafeeiro tiveram sua capacidade
reprodutiva diminuida significativamente a esse hospedeiro apo6s 15 a 18 geraces em
tomateiro;

6) PopulacBes de M. incognita de Minas Gerais pertencem a um bidtipo diferente

daquel e encontrado em outras areas produtoras de café no Brasil.
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