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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a reacéo de resisténcia das cultivares IPR 100 e Apoatd IAC 2258 em
diferentes niveis de in6culo do nematoide Meloidogyne paranaensis. O experimento foi conduzido no Instituto
Agrondmico do Parana (IAPAR) em Londrina, PR, no delineamento em blocos ao acaso e esquema fatorial 4 x 6
(quatro cultivares e seis niveis de inoculo) com 10 parcelas de uma planta. As cultivares IPR 100, Apoata |IAC 2258
(Apoatd), Catuai Vermelho IAC 99 (Catuai) e Tupi IAC 1669-33 (Tupi) foram avaliadas para a resisténcia ao
nematoide. Os niveis de indculo utilizados foram: N1 = 0 ovos; N2 = 500 ovos; N3 = 1500 ovos; N4 = 3000 ovos; N5 =
5000 ovos; N6 = 8000 ovos. Como padréo de suscetibilidade foi utilizada a cultivar Catuai. As mudas foram originadas
de sementes de polinizacdo aberta germinadas em areia. O indculo foi extraido a partir de populacdes puras e
multiplicado em plantas de tomateiro da cultivar Santa Clara e cafeeiros da cultivar Catuai. A inoculagdo foi feita no
momento em que as plantas atingiram trés pares de folhas bem desenvolvidos. O peso fresco das raizes e o nimero de
ovos foram avaliados 110 dias da inoculagdo. Com esses dados foram determinados o nimero de ovos por grama de
raizes (NO/GR), fator de reproducdo (FR) e indice de suscetibilidade hospedeira (ISH). Foram utilizadas as
porcentagens de plantas resistentes e suscetiveis, segundo o ISH, para verificar se o(s) aéo(s) de resisténcia aos
nematoides estavam em condi¢do homozigética. Os resultados demonstraram quantidades significativamente menores
de NO/GR em IPR 100 e ‘Apoatd em relagdo as cultivares Tupi e Catual. Quanto ao FR e ISH as médias demonstraram
reacdo de resisténcia em todos os niveis estudados para | PR 100 e Apoata e suscetibilidade para Tupi. IPR 100 e Apoata
apresentaram 100% das plantas imunes ou resistentes, enquanto que Tupi apresentou 4% das plantas resistentes e 12%
moderadamente resistentes e a cultivar Catuai apresentou 100% das plantas suscetiveis. Neste trabalho foi possivel
confirmar a resisténcia da ‘IPR 100" ao M. paranaensis, mesmo com niveis de inéculo mais altos como 3000, 5000 e
8000 ovos por planta.

PALAVRAS-CHAVE: Coffea, nematoide das galhas, melhoramento genético.

RESISTANCE TO NEMATODE Meloidogyne paranaensis OF COFFEE CULTIVARSIPR
100 AND APOATA IAC 2258 AT DIFFERENT INOCULUM LEVELS

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the resistance reaction of the coffee cultivars IPR 100 and Apoatd
IAC 2258 at different inoculum levels of nematode Meloidogyne paranaensis. The experiment was conducted at the
Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR) in Londrina, PR, using a randomized blocks design and factorial 4 x 6 (four
cultivars and six inoculum levels) with 10 plants per plot. The coffee cultivars IPR 100, Apoatd IAC 2258 (Apoatd),
Catuai Vermelho IAC 99 (Catuai) and Tupi IAC 1669-33 (Tupi) were evaluated for the resistance to nematode. The
inoculum levels used were: N1 = 0 eggs, N2 = 500 eggs, N3 = 1500 eggs; N4 = 3000 eggs, N5 = 5000 eggs; N6 = 8000
eggs. Such as susceptible check was used Catuai. The seedlings were originated from open-pollinated seeds germinated
in sand. The inoculum was extracted from pure populations and multiplied on tomato plants of cultivar Santa Clara and
on coffee cultivar Catuai. Inoculation was done at a time when the plants reached three pairs of leaves well developed.
The fresh weight of roots and the number of eggs were analyzed 110 days after inoculation. With these data we
determined the number of eggs per gram of root (NO/GR), the reproduction factor (RF) and host susceptibility index
(ISH). We used the percentage of resistant and susceptible plants according to the ISH, to verify that the (s) alele (s)
conferring resistance to nematodes were in homozygous condition. The results showed significantly lower amounts of
NO/GR in IPR 100 and 'Apoatd when compared with Tupi and Catuai. Using the means of FR and ISH, IPR 100 and
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Apoatd were classified such as resistant and Tupi such as susceptible. PR 100 and Apoaté presents 100% of immune or
resistant plants, whereas Tupi presented 4% of resistant plants and 12% were moderately resistants and Catuai showed
100% of susceptible plants. In this study it was possible to confirm the resistance to M. paranaensis for ‘PR 100’, even
with higher inoculum levels such as 3000, 5000 and 8000 eggs per plant.

KEY WORDS: Coffea, root-knot nematode, breeding.
INTRODUCAO

O Brasil é responsavel por cerca de 1/3 da producgdo e exportacdo de todo o café produzido no mundo. Isso lhe confere
0 status de maior produtor e exportador mundial. Com o aumento do consumo pela bebida ocorrida principal mente nas
Ultimas décadas e os problemas fitossanitarios, a producdo foi se tornando insuficiente para suprir a demanda. Para
aumentar a oferta foi necess&rio 0 desenvolvimento de novas tecnologias visando o aumento da produtividade e
controle de pragas e doencas. A ferrugem ainda é considerada a principal doenca do cafeeiro, porém muitas das novas
cultivares conseguem aliar alta produtividade e resisténcia a esse patégeno, além disso, existem fungicidas altamente
eficientes disponiveis no mercado. Neste cenario os fitonematoides aparecem, atuamente, como uma das mais
importantes causas da diminuicdo da produtividade (CAMPOS & VILLAIN, 2005) por serem de dificil controle,
existirem poucas cultivares resistentes e uma vez instalados na &rea, a sua erradicagéo é praticamente impossivel. Os
principais nematoides que parasitam cafeeiros no Brasil, sdo das espécies Meloidogne incognita e Meloidogyne
paranaensis, por apresentarem um comportamento muito agressivo, inviabilizando as éreas de plantio e M. exigua, cuja
importancia esta mais relacionada a distribuicéo geogréfica (GONCALVES & SILVAROLLA, 2007). O nematoide M.
paranaensis foi descrito pela primeira vez no Estado do Parana, desde entdo vem se espalhando rapidamente por
regides agricultaveis do Parana e de Sdo Paulo (CARNEIRO & ALMEIDA, 2000) (GONCALVES & SILVAROLLA,
2001; CARNEIRO et al., 2005) (OLIVEIRA; GONCALVES & MONTEIRO, 2001). Também existem relatos da sua
ocorréncia em Goiés (SILVA; OLIVEIRA & ZAMBOLIN, 2009), Espirito Santo (BARROS et d., 2011) e Minas
Gerais (CASTRO; NAVES & CAMPOS, 2003; CASTRO & CAMPOS, 2004; CASTRO et al. 2008). A medida de
controle que tem se mostrado mais eficiente é o uso de cultivares resistentes. Porém, em Coffea arabica, a espécie mais
importante comercialmente, s80 escassas as fontes de resisténcia, principalmente para M. paranaensis e M. incognita. O
porta-enxerto Apoatd IAC 2258 da espécie C. canephora tem sido recomendado para &reas com ocorréncia de
nematoides das espécies M. exigua (SALGADO; RESENDE & CAMPOS, 2005), M. incognita e M. paranaensis
(SERA et d., 2006). Recentemente foi lancada no mercado, a cultivar pé franco IPR 100 de C. arabica, resistente ao M.
paranaensis e M. incognita racas 1 e 2. Pouco se sabe, no entanto, sobre o a reacéo de resisténcia das cultivares de café
IPR 100 e Apoatd IAC 2258 em diferentes niveis de indculo, principalmente nos nivels mais altos de infestacéo.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a reacéo de resisténcia das cultivares IPR 100 e Apoatd IAC 2258 em
diferentes niveis de indculo de M. paranaensis.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em telado na sede do Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) em Londring, PR. O
delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso em esquemafatorial 4 x 6 (quatro cultivares e seis niveis de
inoculo), com 10 repeticdes de uma planta. As cultivares de café avaliadas foram IPR 100, Tupi IAC 1669-33 (Tupi),
Apoata |AC 2258 (Apoatd) e Catuai Vermelho IAC 99 (Catuai). As mudas foram originadas de sementes de polinizagdo
aberta germinadas em areia que, a0 atingirem o estadio cotiledonar, foram transplantadas para copos plasticos com
capacidade de 700 mL, contendo como substrato uma mistura de solo e areia na proporcdo 1:1, previamente
esterilizado. A adubag&o foi realizada conforme recomendagéo para o cultivo de mudas de café e a corregdo do pH
conforme resultado da andlise quimica do solo. O indculo foi extraido a partir de populagdes puras e multiplicado em
plantas de tomateiro da cultivar Santa Clara e cafeeiros da cultivar Catuai, em condi¢es de telado. Os ovos foram
extraidos segundo o método descrito por Hussey & Barker (1973), modificado por Boneti & Ferraz (1981) e calibrados
na suspens3o para 1000 ovos.mL ™ através de contagem em camara de Peters, sob microscdpio 6ptico. A inoculacdo foi
feita no momento em que as plantas atingiram trés pares de folhas bem desenvolvidos. Os ovos foram colocados em trés
orificios de aproximadamente 1 cm de profundidade feitos ao redor de cada planta. As avaliagGes foram efetuadas 110
dias apds ainoculagdo. As raizes das plantas foram lavadas cuidadosamente em agua corrente e pesadas. Em seguidafoi
feita a extragdo dos ovos do sistema radicular, de acordo com a metodologia de Boneti & Ferraz (1981). ApGs a
extracdo, foi feita a quantificagdo do nimero de ovos em camara de contagem de Peters. Com os dados de peso do
sistema radicular e nimero de ovos foi determinado o nimero de ovos por grama de raizes (NO/GR). Os seis niveis de
inéculo de M. paranaensis avaliados foram: N1 = 0 ovos; N2 = 500 ovos; N3 = 1500 ovos; N4 = 3000 ovos; N5 = 5000
ovos e N6 = 8000 ovos. Como padrdo de suscetibilidade foi utilizada a cultivar Catuai. Para classificar os niveis de
resisténcia das cultivares foram utilizados o fator de reproducdo (FR) e o indice de suscetibilidade hospedeira (I1SH). O
FR foi estimado pela diferenca entre populacéo final e inicial de nematoides, onde as plantas foram classificadas em
Resistentes (R) para FR menor que 1,00 e suscetiveis (S) para FR maior ou igual a 1,00 (SASSER et al., 1984). O ISH
foi estimado com base no NO/GR das cultivares dividido pelo NO/GR do padréo suscetivel expresso em porcentagem
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(FASSULIOTIS, 1985) onde: imune = 0 %; resistente = 0,1 a 10,0 %; moderadamente resistente = 10,1 a 25,0 %;
suscetivel = mais que 25,0 %. Foram utilizadas as porcentagens de plantas imunes, resistentes, moderadamente
resistentes e suscetiveis, com base no ISH, para verificar se o(s) a€o(s) de resisténcia aos nematoides estdo em
condicdo homozigética ou heterozigética. Para calcular essas porcentagens foi considerada a média de NO/GR do
padrdo suscetivel Catuai em seus respectivos nivels de indculo. As cultivares que apresentarem cerca de 100 % das
plantas resistentes foram consideradas como homozigotas para a resisténcia. Os dados de NO/GR foram submetidos ao
teste de normalidade e homogeneidade das variancias e transformados para log(x) +1, em seguida foi efetuada a andlise
de variancia, regressdo e teste de médias Scott-Knott a 5% de probabilidade.

RESULTADOSE DISCUSSAO
Menor nimero de ovos por grama de raiz (NO/GR) de M. paranaensis foram encontradas nas cultivares IPR 100 e
Apoatd. A maior média de NO/GR (15257,7) foi verificada no padrdo suscetivel Catuai inoculado com 8000

ovos/planta, enquanto que a menor média ocorreu em IPR 100 (15,1) inoculada com 500 ovos/planta (Tabela 1).

Tabela 1. Médias de n° de ovos de Meloidogyne paranaensis por grama de raiz de cafeciros em diferentes niveis de
inoculo.

Niveisdeindculo por planta®

Cultivar 0 500 1500 3000 5000 8000
IPR 100 00 A 51 A 26,1 A 476 A 466 A 869 A
Catuai 00 A 10412 B 42976 B 83451 B 9766,8 B 152577 B
Tupi 00 A 3560,6 C 20449 B 38015 B 44368 B 53943 B
Apoata 00 A 282 A 360 A 1485 A 1479 A 2445 A
CV(%) = 30,29

@ Médias seguidas pela mesma letra na coluna, néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Dados transformados para
log(x)+1.

Altas taxas de multiplicacdo de nematoides foram encontradas nas cultivares Tupi e Catuai, diferentemente de IPR 100
e Apoatd, que apresentaram diminuicdo na populacéo de M. paranaensis em relacdo aos niveis iniciais de inoculagéo,
na grande maioria das plantas (Tabela 2). Em relaco ao fator de reproducéo (FR) a cultivar IPR 100 apresentou 100%
de plantas resistentes nos niveis N3 (1500), N4 (3000), N5 (5000) e N6 (8000) e 70% de plantas resistentes em N2
(500). A cultivar Apoata apresentou 100% de plantas resistentes apenas nos niveis N3 e N6, com 80% de plantas
resistentes em N2 e N4 e 90% em N5. Levando-se em consideracdo a média dos tratamentos, tanto IPR 100 quanto
Apoatd, tiveram comportamento de resisténcia em todos os niveis estudados. Jas as cultivares Catuai e Tupi tiveram
comportamento suscetivel em todos os nivels de inoculaggo. A cultivar Catuai apresentou 100% de plantas suscetiveis,
enguanto que Tupi apresentou 10% de plantas resistentes em N4 e 0 restante suscetivels.

Tabela 2. Reagéo e porcentagem de plantas resistentes (%R) baseada no fator de reproducéo (FR), em cultivares de
café arabica submetidas a diferentes niveis de indculo (N) de M. paranaensis.

Cultivaresde café

N PR 100 Catuai Tupi Apoatd
FR Reacdo %R FR Reacdo %R FR Reacdo %R FR Reacdo %R
0 - - - - - - - -
500 0,51 R 70 15,83 S 0 79,93 S 0 0,64 R 80
1500 0,28 R 100 16,55 S 0 23,71 S 0 0,24 R 100
3000 0,23 R 100 15,01 S 0 16,01 S 10 0,49 R 80
5000 0,15 R 100 10,28 S 0 10,17 S 0 0,26 R 90
8000 0,15 R 100 9,95 S 0 8,70 S 0 0,30 R 100
Total 94 0 2 90

R =resistente; S = suscetivel.

Pequena taxa de segregacdo para suscetibilidade ja era esperada em Apoatd, pois a mesma é uma espécie adgama
(FAZUOLI et al., 1978; LIMA; GONCALVES & TRISTAO, 1987, GONCALVES et a., 1996). Utilizando o FR para
classificar os niveis de resisténcia foi observada 6% de plantas suscetiveis em N2 para IPR 100. Isto pode ter ocorrido
devido a taxa de fecundacdo cruzada natural que ocorre em C. arabica, uma vez que as sementes foram obtidas de
polinizacdo aberta.

Utilizando o indice de suscetibilidade hospedeira (ISH), as cultivares IPR 100 e Apoata foram resistentes em todos os
niveis estudados, enquanto que Tupi se igualou a testemunha Catuai, sendo suscetivel em todos os niveis. As cultivares
IPR 100 e Apoaté ndo apresentaram plantas suscetiveis em nenhum dos niveis estudados, enquanto que Tupi apresentou
84% das plantas suscetiveis. IPR 100 teve 22% das plantas classificadas como imunes e 78% classificadas como
resistentes. Apoatd apresentou 32% de plantas imunes e 68% de resistentes, o que indica que ambas estéo em
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homozigose pararesisténcia a M. paranaensis. Ja a cultivar Tupi apresentou 4% de plantas resistentes e 12% de plantas
moderadamente resistentes, um indicativo de que possa existir variabilidade genética para selecionar plantas com
resisténcia a M. paranaensis (Tabela 3 e Tabela 4). Em outro estudo, utilizando o ISH, foi observado em ‘Tupi IAC
1669-33' um nivel de resisténcia ao M. paranaensis similar a ‘IPR 100" nos niveis de inéculo 500 e 1000 ovos por
planta. Entretanto, foi utilizada uma selecéio efetuada pelo IAPAR, dentro de ‘Tupi’, numa area de café infestada por
nematoides (SERA et al., 2009). Portanto, é possivel que exista variabilidade genética para a selegdo de plantas
resistentes a0 M. paranaensis dentro do ‘Tupi’, porém novos testes deverdo ser efetuados para confirmar essa
resisténecia.

Tabela 3. Reacdo de cafeeiros ao nematoide Meloidogyne paranaensis, em relacdo a médias dos tratamentos, baseado
no indice de suscetibilidade hospedeira (I1SH) em diferentes niveis de inoculo (N).

Cultivaresde Café

N |PR 100 Catuai® Tupi Apoatd
ISH Reacéo ISH Reacdo ISH Reacéo ISH Reacdo

0 - - - - - - - -
500 15 R 100,0 S 306,3 S 2,6 R
1500 05 R 100,0 S 60,4 S 0,8 R
3000 0,6 R 100,0 S 47,8 S 2,0 R
5000 05 R 100,0 S 46,5 S 1,0 R
8000 0,6 R 100,0 S 38,3 S 2,0 R

@ Cultivar utilizada como padréo para calculo de ISH.
R =resistente; S = suscetivel.

Tabela 4. Frequéncia (%) de plantas de café imunes (1), resistentes (R), moderadamente resistentes (MR) e suscetiveis
(S) ao nematoide Meloidogyne paranaensis em diferentes niveis de inoculo (N), baseado no indice de suscetibilidade
hospedeira (I1SH).

Cultivaresde Café

N |PR 100? Tupi® Apoatad®
| R MR S | R MR S | R MR S
0 - - - - - - - - - - - -
500 40 60 0 0 0 o0 0 100 20 80 0 0
1500 40 60 0 0 0 10 20 70 50 50 0 0
3000 10 90 0 0 0 10 10 80 10 90 0 0
5000 10 90 0 0 0 o0 10 90 40 60 0 0
8000 10 90 0 0 0 o0 20 80 40 60 0 0
Total 22 78 0 0 0 4 12 84 32 68 0 0

@ Cultivar Catuai foi utilizada como padro para calculo de ISH.

Resisténcia a0 M. paranaensis em Coffea arabica é considerada restrita, apesar de ter sido encontrada em algumas
cultivares e linhagens, como em ‘Icatu Vermelho IAC 3888 (GONCALVES & SILVAROLLA, 2007), progénies de
“Icatu” (MATA et al., 2002; SERA et al., 2004; MATIELLO et al., 2010), acessos (T 16733 e T 16739) de C. arabica
da Etiopia (ANTHONY et al., 2003) e progéniesde IPR 106 (ITO et al., 2008). A resisténciaao M. paranaensisem IPR
100, encontrada nesse estudo, ja havia sido relatada anteriormente por outros autores (SERA et al., 2007, 2009; ITO et
a., 2008; KANAYAMA et a., 2009). Em outro estudo, utilizando o ISH, foi observada moderada resisténcia para a
cultivar IPR 100 nos niveis de in6culo 500 e 1000 ovos por planta e suscetibilidade nos niveis 1500 e 2000 ovos por
planta (SERA et al., 2009). Nesses dois ultimos niveis PR 100 apresentou nimero de ovos por grama de raizes inferior
atestemunha suscetivel, porém mesmo assim foi classificada como suscetivel. Entretanto os resultados obtidos por Sera
et al. (2009) foram em recipientes com volume aproximado de 120 ml utilizando substrato Plantmax. Em nosso estudo
foram usados recipientes com capacidade de 700 ml e substrato com mistura de terra e areia na proporcéo 1:1. Villain et
al. (2010) sugere 0 uso de substrato inerte (areia) como mais indicado para testes com M. paranaensis, umavez que ha
concentracdo das raizes de café na metade superior do recipiente, 0 que aumenta o sucesso da inoculagdo e a
confiabilidade do experimento. O volume do substrato utilizado em diferentes estudos pode ser muito varidvel como
100 ml (VILLAIN et a., 2010) até 2500 ml (ROESE et al., 2007) da mesma forma o nivel de inoculo (entre ovos e J2)
com intervalos, por exemplo, variando de 200 (ALPIZAR et al., 2007) até 15000 ovos por planta (MORERA & LOPEZ
1998). Em experimento conduzido em laboratdrio na Franga, com o intuito de avaliar a resisténcia ao M. paranaensis
em acessos selvagens de C. arabica da Etidpia, foram usados vasos com 300 cm® e mistura 4:1 (v/v) de solo
esterelizado mais areia fina como substrato, para nivel de inoculo de 750 ovos e J2 (BOISSEAU et al., 2009). Anthony
et al. (2003), inoculou 1000 juvenis (J2) também em acessos selvagens da Etidpia. Carneiro et al. (2008) utilizou 6000
ovos de Meloidogyne spp. por planta em dois gendtipos de C. arabica, onde ambos foram suscetiveis a M. paranaensis.
Muniz et al. (2009) testaram a resisténcia de 7 genétipos de cafeeiros ardbicos para Meloidogyne spp. com 10000
ovog/planta, em todos eles foi constatada suscetibilidade a M. paranaensis. Roese et al. (2007) utilizaram 5000



VIl Simp6sio de Pesquisa dos Cafés do Brasil
25 a 28 de novembro de 2013, Salvador - BA

ovos/planta em vasos com 2,5 litros de substrato para caracterizagcdo de resisténcia a M. paranaensis em plantas de C.
arabica. Espaco de tempo adequado entre semeadura, inoculacdo e avaliacdo dos experimentos sdo fatores importantes
e devem ser estabel ecidos conforme o tipo de substrato e volume do recipiente, para que ndo ocorram divergéncias entre
o0 desenvolvimento das plantas e dos nematoides e se possa expressar de forma mais real as reagdes de resisténcia dos
gendtipos estudados. No caso de trabalhos realizados em ambiente controlado a falta de metodologia de andlise padrao,
limita a comparacdo dos dados entre os experimentos (VILLAIN et al., 2010).

Nos estudo anteriores efetuados para testar a resisténcia aos nematoides (SERA et a., 2007, 2009; ITO et al., 2008;
KANAYAMA et a., 2009) ainda ndo tinha sido avaliada a reag8o da cultivar IPR 100 em niveis de inéculos mais atos
como 3000, 5000 e 8000 ovos por planta. Portanto, neste trabalho foi possivel confirmar aresisténciada‘IPR 100" ao
M. paranaensis, mesmo com esses niveis de indculo mais altos.

CONCLUSOES
Ascultivares IPR 100 e Apoatd | AC 2258 apresentaram resisténcia ao M. paranaensis em diferentes niveis de inéculo.
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