Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biologicas

Departamento de Fitopatologia

Programa de P6s-Graduacdo em Fitopatologia

RESISTENCIA MULTIPLA DE Coffea canephora CONILON A Meloidogyne spp.:

MECANISMOS E GENES CANDIDATOS

EDRIANA ARAUJO DE LIMA

BRASILIA - DF

MARCO/2015



Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biologicas

Departamento de Fitopatologia

Programa de P6s-Graduacdo em Fitopatologia

RESISTENCIA MULTIPLA DE Coffea canephora CONILON A Meloidogyne spp.:

MECANISMOS E GENES CANDIDATOS

EDRIANA ARAUJO DE LIMA

BRASILIA - DF

MARCO/2015



EDRIANA ARAUJO DE LIMA

RESISTENCIA MULTIPLA DE Coffea canephora CONILON A Meloidogyne

spp.: MECANISMOS E GENES CANDIDATOS

Tese apresentada ao Programa de Pds-
graduacao em Fitopatologia, do
Departamento de  Fitopatologia da
Universidade de Brasilia, como requisito
para obtencdo do titulo de Doutor em

Fitopatologia.

Orientador: Dr. Cleber Furlanetto

Coorientadora: Dra. Regina Maria Dechechi Gomes Carneiro



Tese de Doutorado realizada junto ao Programa de Pds-graduacéo em Fitopatologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia, sob orientacdo do Professor
Dr. Cleber Furlanetto e coorientacdo da Dra. Regina M.D.G. Carneiro. Apoio
institucional da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e financeiro do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPQ).

RESISTENCIA MULTIPLA DE Coffea canephora CONILON A Meloidogyne
spp.: MECANISMOS E GENES CANDIDATOS

EDRIANA ARAUJO DE LIMA
Tese aprovada em 26/03/2015 por:

Dr. Pierre Marraccini
(Examinador externo)

Dr. Marc Giband
(Examinador externo)

Prof. Marcelo Fagioli
(Examinador)

Prof. Juvenil Enrique Cares
(Examinador)

Prof. Cleber Furlanetto
Orientador (Presidente)

BRASILIA - DISTRITO FEDERAL
BRASIL
2015



Dedico o meu Doutorado e esta Tese a0 meu

filho, meu grande amor, Leonardo.



Well those drifter’s days are past me now

I"ve got so much more to think about
Deadlines and commitments

What to leave in, what to leave out

Against the wind

I”m still runnin” against the wind

I’m older now but still runnin” against the wind

(Bob Seger)

TU mereces lo mejor de lo mejor, porque
th eres una de esas pocas personas que, en este
misero mundo, siguen siendo honestas consigo
mismas, y esa es la Unica cosa que realmente
cuenta.

(Frida Khalo)

Vi



Agradecimentos

Ninguem faz nada sozinho nesse mundo. Eu agradeco, de todo o coracdo,
primeiramente a Deus, que sempre cuidou de mim, me amparou nos momentos de angustia e
me deu dias maravilhosos.

Agradeco a minha familia: meu filho Léo, minha mée, meu pai (que é o meu anjo da
guarda), meus irmaos, sobrinhos, ao Daniel, por todo apoio, carinho e amor que VOcés me
deram durante o doutorado, sem contar durante a minha vida toda. Vocés sdo meus amores e é
por vOCés que eu me inspiro e sigo sempre em frente. Vocés sdo a minha vida.

Agradeco imensamente ao Lucas que me ajudou muito nesta tese, foi meus olhos,
guando 0s meus ja estavam cansados demais para ler e reler, foi minhas maos, quando eu
precisei colocar no computador as figuras, me ajudou com todas elas. VVocé foi o apoio
logistico. Minha tese € um pouquinho tua também.

Obrigada a Doutora Regina Carneiro por ter me ensinado, orientado, apoiado,
escutado, e por fazer parte, hoje e sempre, de minha vida académica. Sou grata ao Doutor
Cléber Furlanetto por toda ajuda dada no Departamento de Fitopatologia e pelas palavras de
apoio.

Agradeco também ao Doutor Alan Andrade pela orientacao, pelos ensinamentos, apoio
e por ter me recebido em seu laboratorio ainda que eu néo tivesse experiéncia prévia, a época,
em biologia molecular. Vocé também é coorientador deste trabalho. Sou muito abengoada
por ter trabalhado com profissionais que s6 me acrescentaram, me desafiaram e fizeram com
que eu crescesse como pessoa em todas as esferas de minha vida.

Agradeco pelos ensinamentos - ao Doutor Pierre Marraccini, que muitas vezes sentou
comigo e me explicou sobre a tese com a maior paciéncia; a Ana Cristina, que me orientou e
me ensinou sobre Microscopia; a Fernanda Carneiro, que me recebeu no laboratério e me

orientou sobre extragé@o e outros procedimentos relacionados com o maior respeito e carinho;

vii



e a Michelle Cotta, que me deu varias aulas sobre genémica, bioinformatica e discutiu artigos
comigo. Aprendi muito com voceés.

Meus agradecimentos a Vanessa Mattos por toda ajuda e por ter me aguentado nesses
quatro anos sem nunca ter reclamado. Muito obrigada também a toda equipe do Laboratdrio
de Nematologia pela grande assisténcia: Marina Carneiro, Mariana Sousa, Aldemiro
Jorge Junior, Rita, Fabio de Souza, Valdir Correa e Marcilene; e do Laboratorio de
Genética Molecular: Erica Cristina, Tatiana Santos Costa e Sinara Aquino, Karoline
Duarte por nossas discussdes sobre artigos e pelos ensinamentos e debates e ajuda na hora da
extracdo de RNA.

Obrigada a toda equipe da Embrapa-Cenargen e Departamento de Fitopatologia
pelo apoio total, especialmente a Ribamar Frazéo, nosso querido secretario. Agradeco a
Equipe do INCAPER pelo envio das mudas. Agradeco também a CAPES e ao CNPq pelo
apoio estrutural e financeiro a pesquisa.

Finalmente, agradeco aos meus amigos, Anna Cristina, José Cardoso e Ligia

Olviedo, pela forca e por me aturar. VVocés sao irmaos.

viii



SUMARIO

RESUMO ...ttt s bttt e s b st et st et e e neabe et enenne s 1
F N S I ¥ S RSP 3
INEFOAUGED. ...t bbbttt b bbbt bt 5
Capitulo 1 — ReVvisdo bibliografiCa...........cccveiiiiiiice e 10
1.1. O género Coffea e C. CANEPNOTa .......ecovieieiiece e 10
i O o 1= o T d oV =1 (o] T {00 Y/ - OSSR 16
1.3. Resisténcia genética como método de controle de Meloidogyne spp. em cafeeiro........... 24
1.4. Conceito de resisténcia e aspectos relacionados a interacdo planta-nematoide................. 28
1.5. Interacdo planta-patdégeno incompativel: aSpectos geraisS .........cccvvevveveieeieereeseeseeinenes 32

Capitulo 2 — Resisténcia genética de gendtipos de cafeeiro C. canephora Conilon a

IMEIOTAOGYNE SPP. ettt ettt bbbttt bbbttt e et bbbttt e e 42
2.1, INEFOTUGED. ....cceeeeeeete et bbbttt bbbttt 42
2.2. ODJELIVOS ...ttt a et et e e te e reereanes 43
2.3. Material € MELOUOS. .......cueiuiiiieiieieierie ettt sttt es 44
2.3.1. Clones de C. canephora usados nos ensaios de selecéo para a resisténcia a Meloidogyne
] 0] PP PR TR 44
2.3.2. Populacdes de MeloidOgyne SPP. ..cveieeiuieieiieie et 44
p o T [0 To U F- Vo Lo ISR 45
2.3.4. Avaliacdo da resisténcia aos nematoides em condigdes controladas..............cccceeevenee. 46
2.3.5. Ensaio para avaliar presencga de Meloidogyne N0 SOI0..........cceoverenineninineciee 47
P o (=T T 17 To (0L USSR 48
2.5, DISCUSSAD......eeveeutetete st st st et aste et e sbe st s b et e bt e st e s e b e be st e e be e bt e be e st ese e st et e besbesbesbeebeeneeneeneenes 55
G T 0] 0] 01T 1SS 61
2.7, PEISPECTIVA ..ecveiuteeeite ittt bbbttt bbbt bbbt bt e bbb bbbt 61
Capitulo 3 — Histopatologia comparada de Coffea canephora, clones 14 (resistente) e 22
(suscetivel) infectados com MeloidOgYNe SPP. ...c.eecveieeiieiii e 62
TN I 101 oo [ ot o F USSP U PSPPSR 62
K © ][] (A0 L USSP O TP PR PSRRI 64
3.3. Material € MELOUOS .....c.veveieeitieieeiieiee ettt ettt e sbesbe s eneeneenens 64
B4 RESUITAAOS ... ettt ettt b et b et e be b 65
BRI I 1ol 117 o USRI 70
3.6, CONCIUSDES ...ttt bbb bbbt b e bbbt 75



Capitulo 4 — Identificacdo de genes candidatos associados a resisténcia do clone 14 de C.

canephora a Meloidogyne Paran@eNSIS. ........c.ciiiiiirieieierie e 76
I 11 £ L1 o7 T ST 76
@ o] =] (1Y 1RSSR 78
4.3. MALErial € IMELOUOS. .......eiveeeitieieetieieie ettt sttt re s e e et et e stesbeeneeneeneeneens 78
4.3.1. Material vegetal e espécie de Meloidogyne. ..........ccoeeieiiininiieinee e, 78
4.3.2. Extracao de RNA de raizes de Cafeeir0.........cocovveieiieie i 79
4.3.3. Tratamento dos RNAs com DNAse para sequenciamento € gPCR ..........ccccvcvevverieennenn, 80
4.3.4. PCR quantitativa em tempo real (QPCR) .....ocvoiiiiiieee e, 82
4.3.5. BIOINTOIMALICA......cviiiieeciecie ettt n e ne e e 84
o TS U] o [0 LSOO PR PSRRI 85
4.4.1. Estudo da expressdo genica POr RNASE( . ......c.civeieieeieiire i esie e se et eee e sreene e nne s 85
4.4.2. Validagdo da expressao dos genes candidatos pre-identificados por meio de qPCR... 102
T I 1ol 17 o USSR 105
T O] Tod 11 ST U PR PSR RR 112
REFERENCIAS ..ottt e ettt s sttt s st sn st se sttt s aansnsas 113
Apéndice I. Gréaficos da Expressdo dos genes (FI e Q) por CromosSOmo. ..........cccceevevenene 148



Lista de Figuras
Figura 0.1. Evolucdo da producéo brasileira de café beneficiado (CONAB, 2015). Legenda:
o I 2001 (o TN 1= o T TSRS 6
Figura 1.1. Classificagdo taxondmica de Coffea canephora (Ferréo et al., 2010).................. 11
Figura 1.2. Origem geografica dos principais grupos genéticos de Coffea canephora. O grupo

formado por cafeeiros selvagens de Angola (indeterminado) ainda estad em estudo (modificado

de Montagnon et al., 2012). ......cciiieiieie e raere e 13
Figura 1.3. Posic¢do taxondmica do Género Meloidogyne Goeldi 1887, de acordo com Siddiqi
22000 USRS 17

Figura 1.4. Ciclo de vida de Meloidogyne spp. (Fonte: Agrios, 1997 com modificacdes)..... 18
Figura 1.5. SCAR-PCR Individual (A) e multiplex (B) para identificacdo das espécies de
Meloidogyne que infectam o cafeeiro (Correa et al., 2013).......cccvviviiieriiieiiee e 24
Figura 1.6. Estrutura do dominio NBS-LRR de diferentes proteinas R entre eles a codificada
pelo gene Mi de tomateiro (McHale et al., 2006). .........c.cceeieiieiicie e 34
Figura 1.7. Eventos bioquimicos que ocorrem dentro e ao redor da célula infectada por
fitonematoides (modificado de Medeiros et al., 2003). ........cooovriririiiiieie e 41
Figura 3.1. SecGes de raizes do clone 22 de Coffea canephora Conilon (controle suscetivel)
infectadas com Meloidogyne paranaensis. (a) coloracdo com fucsina acida: nematoides do
segundo estadio juvenil (J2) localizados no cortex da raiz dois dias ap0s a inoculacdo (DAI).
b-f: coloracdo com azul de toluidina; (b) localizag&o intercelular de um J2 no cilindro central;
(c) J2/J3 ao lado de células gigantes no cilindro central; (d, e, f) J4 ou fémeas ao lado de
células gigantes que exibem citoplasma denso, vacuolos e paredes celulares bem demarcadas.
N = nematoide, gc = células gigantes, co = cortex, vc = cilindro vascular...............ccccoceee. 66
Figura 3.2. Sec@es de raizes do clone 14 (resistente) de Coffea canephora Conilon infectadas
com Meloidogyne paranaensis. a, ¢, d, e, g: coloracdo com azul de toluidina; b, f, h:
fluorescéncia com incitacdo UV. (a, b) J2 localizado no cértex da raiz e rodeado por células
degradadas coradas em azul claro (a) e que apresentam uma fluorescéncia acinzentada sob
iluminacdo UV (b); (c, d, e, f, g, h): nematoides no cilindro vascular; células gigantes podem
ser observadas 8 DAI associadas com a presenca de nematoides (c) . A fluorescéncia azul-
cinzenta é vista em células proximas do nematoide e em paredes dos vasos (f, h); As células
(d, e, g, h) do parénquima ao lado dos nematoides e células gigantes exibem um material
manchado-escuro que sugere alteracdo grave do citoplasma; (e, g) células gigantes mostram

citoplasma retraido e as vezes numerosos vacuolos. N = nematoide, RH = reacdo de

Xi



hipersensibilidade indicando morte celular (cd), co = cortex, gc = células gigantes, vc =
cilindro vascular, va = vacuolo. SecgGes visualizados sob luz UV (b, f, h) e, ap6s coloracéo
(o0 00 0T [ = Tod o = Y T oo 1o RS SS 67
Figura 4.1. A-B) Gel virtual criado pelo Bioanalyzer ap6s analise da qualidade das amostras
de RNA extraidas enviadas para sequenciamento e usadas nos ensaios de qPCR. C) As
amostras que n&do foram lidas pelo programa Bioanalyzer. ............ccccooeveiiiiiiiiiiiiieee, 81
Figura 4.2. Ferramentas da plataforma “Coffee Genome HUB” (www.coffee-genome.org)
utilizadas para analises dos dados obtidos in silico a partir de RNA de raizes inoculadas e nao
inoculadas com M. paranaensis. A) Genome Browser; B) Blast; e C) Andlise da Expressdo
D (7 =T8T - | SRR US PRSP 85
Figura 4.3. Dispersdo dos genes de resisténcia (verde) nos clones 14 e 22 de C. canephora,
em condic¢des ndo inoculada (controle) e inoculado com M. paranaensis...............ccccecveenenn. 87
Figura 4.4. Expresséo global dos genes de C. canephora nos clones 14 e 22, nas condi¢des
controle e inoculado com M. paranaensis em diferentes dias ap6s a inocula¢do (DAI). Tanto
no diagrama quanto no grafico é possivel observar o declinio na expressdo global de genes
aos 8 DAI (clone 14 inoculado) e 20 DAI (clone 22 inoculado). ........cccccvveveiiieiiececiie e, 88
Figura 4.5. Genes de resisténcia que mais se destacaram antes (QC) e apds a infeccdo por M.
paranaensis, quanto ao Q (A) e o FI (B) em diferentes tempos. A escala de tempo em dias
apos a inoculacdo (DAI) e representada abaixo de cada grafico. Os genes que estdo acima da
barra do gréfico tiveram sua expressdo aumentada em relacdo ao tempo zero (QC) e o0 que se
encontra abaixo da barra a expressdo diminuiu. O nimero entre parénteses que acompanha
cada gene representa 0 Valor da EXPreSSA0. .........ccviirierierieiere st 99
Figura 4.6. Proteinas putativas relacionadas aos genes que mais se destacaram quanto ao Q
(A) e o FI (B), em diferentes tempos, apés a infeccdo por M. paranaensis. O numero entre
parénteses que acompanha cada proteina putativa representa o valor da expressdo do gene que
o010 | 1 - VUSSR 101
Figura 4.7. Primers testados (nome em negrito e italico acima de cada grafico) em ensaios de
gPCR de cDNA de raizes dos clones 14 e 22 infectadas e ndo infectadas por M. paranaensis.
O eixo x corresponde as amostras testadas e 0 eixo Yy, ao valor de eXpressao.............c..c.e..... 103
Figura 4.8. Expressdo dos genes candidatos a resisténcia em diferentes orgdos de C.
canephora. Dados obtidos por meio do Coffee Genome Hub (coffee-genome.org) onde se

encontram os resultados do sequenciamento total de Coffea canephora (Denoeud et al.,

Xii



Lista de Tabelas
Tabela 1.1. Exemplos citados no presente trabalho de acessos/cultivares de C. arabica
identificadas pela resisténcia a Meloidogyne spp. Todos os cafeeiros apresentados s&o
resultados do melhoramento por meio de cruzamento com C. canephora ou C. liberica. ...... 29
Tabela 2.1. Reacdo de gendtipos de café, oito meses apos inoculacdo com Meloidogyne
paranaensis sob condigBes CONLIOladas. .........c.coveiveiiieiecie s 49
Tabela 2.2. Reacdo de gendtipos de café, oito meses apos inoculagdo com Meloidogyne
incognita ragas 1 e 3 Sob condiGOES CONLrOIAAAS. ........oveveiveriiiiiiisieee e 50
Tabela 2.3. Reacdo de genoétipos de café, oito meses apoOs inoculacdo com populacoes
virulentas e avirulentas de Meloidogyne exigua sob condic¢des controladas. .............cccccueene.. 51
Tabela 2.4. Reacdo de gendtipos de café, oito meses apos inoculacdo com Meloidogyne
paranaensis Sob coNdiGOES CONLIOIAUAS. ........ccveirieiiierieiee s 52
Tabela 2.5. Reacdo de gendtipos de café, oito meses apds inoculacdo com Meloidogyne
incognita racas 1 e 3 sob condigBes controladas. ............coveveiiciiiiiciiese e 53
Tabela 2.6. Reacdo de gendtipos de café, oito meses ap6s inoculacdo com populacGes
virulentas e avirulentas de Meloidogyne exigua sob condigdes controladas. ..............c.ceven... 54
Tabela 2.7. Reacdo de gendtipos de café, oito meses apds inoculacdo com Meloidogyne
incognita raca 3 e M. paranaensis sob condi¢es controladas. ............ccccevevvevviiieiicieciennn, 54
Tabela 2.8. Reacdo de genotipos de cafeeiro, oito meses apds inoculacdo com Meloidogyne
arabicida sob condigdes CONroladas. ...........cocoiiiiiiriiiee e 56
Tabela 2.9. Reacdo de genotipos de café, oito meses ap6s inoculagdo com M. incognita em
(o] Lo [ofo =T olo] 0] 1] F:To F- TSRS 56

Tabela 4.1. Primers testados no ensaio de PCR em Tempo Real (Vieira, 2012; Lepelley et al.,

Tabela 4.2. Bibliotecas geradas e numero total de reads produzidos por meio do
sequenciamento por Illumina (HiSec 2000) de raizes dos clones 14 e 22 de Coffea canephora
inoculadas (I) e ndo inoculadas (C) com Meloidogyne paranaensis. Ndo foi obtido o nimero
de reads referente ao nematoide presente nas raizes infectadas. ..........ccccccevcvererierivereseennnn, 86
Tabela 4.3. QC = 14C/22C — genes que expressaram mais no ‘Clone 14’ controle em relagédo
YOI O [0 s T 1o ) 15 (o) (=T PRSPPI 89
Tabela 4.4. QC = 14C/22C — genes que expressaram mais no ‘Clone 14’ controle em relacéo

ao ‘Clone 22’ controle (somente genes de resisténcia a patOgenos). .......cvvvveerverrreerieesieennens 90

Xiii



Tabela 4.5. FI = 141/14C — genes que mais expressaram no ‘Clone 14’ inoculado com
Meloidogyne paranaensis em relagao ao ‘Clone 14’ controle. ........coccvevvreeivenesienieenesiinnnnns 92
Tabela 4.6. FI = 141/14C— genes que mais expressaram no ‘Clone 14’ inoculado com
Meloidogyne paranaensis em relagdo ao ‘Clone 14’ controle (somente genes de resisténcia a
O (00 <] 0T RSOSSN 93
Tabela 4.7. Relagdo Q = FI14/FI22 — genes que mais expressaram no ‘Clone 14°, em
compParagao a0 “CLONE 227, . iiiuiiiiiiieiiie ettt 94
Tabela 4.8. Relacdo Q = FI14/FI22 — genes que mais expressaram no ‘Clone 14°, em
comparagdo ao ‘Clone 22’ (somente genes de resisténcia a patOgenos). ......cocvvrvervrvereennenn. 96
Tabela 4.9. Genes candidatos a resisténcia a M. paranaensis que se destacaram quanto ao Q e
FI do clone 14 e a expressdao basal dos mesmos nas raizes de C. canephora e Coffea

encontrada em coffe-genome.org. Todos esses genes ndo tiveram alto valor de QC. ........... 104

Xiv



RESUMO

O cafeeiro é uma das culturas mais importantes para o Brasil, sendo fonte de divisas
para 0s paises tropicais produtores. Das mais de 90 espécies do género Coffea, C. arabica e C.
canephora sdo as especies cultivadas comercialmente. Os grdos de C. arabica sdo mais
consumidos e apreciados no mundo, mas C. canephora possui uma parte importante do
mercado no que se refere a producdo de café soltvel e blends com C. arabica, além de ser
fonte de resisténcia a patdgenos como os nematoides das galhas. Espécies do género
Meloidogyne constituem um dos mais importantes fitopatdégenos por sua polifagia, causando
danos e perdas consideraveis em culturas importantes, como o cafeeiro. Cultivares de C.
canephora tém sido usadas como porta enxertos para C. arabica e, programas de
melhoramento vem produzindo plantas que podem ser promissoras no controle desse
patdgeno. No entanto, até o presente momento, esses genotipos foram resistentes a uma ou
duas espécies de Meloidogyne. Os objetivos desse trabalho foram: buscar fontes de resisténcia
as populacdes de Meloidogyne em clones de C. canephora desenvolvidos pelo Instituto
Capixaba de Pesquisa e Extensdo Rural (INCAPER); observar os possiveis mecanismos de
resisténcia envolvidos e também quais genes poderiam ser candidatos a resisténcia. No
primeiro instante, clones de C. canephora populacdo Conilon foram avaliados quanto a
resisténcia a seis populacbes de Meloidogyne. Nesse primeiro ensaio, descobriu-se que o
clone 14, ja previamente avaliado como tolerante a seca, foi resistente a todas as populacdes
testadas do patdgeno. Por meio de histopatologia, observou-se no clone 14 inoculado com M.
paranaensis e M. incognita, atraves da histopatologia, morte celular e reacdo de
hipersensibilidade tanto no periodo inicial de infeccdo do patdgeno, quanto nos dias finais da
observacao, nas células ao redor dos poucos nematoides que conseguiram iniciar o sitio de
alimentacdo. N&o houve desenvolvimento do nematoide nem producéo de ovos observados

através da microscopia e a penetracdo dos juvenis também foi sensivelmente menor no clone



14 resistente quando comparado aos cafeeiros suscetiveis. Ndo houve diferenca na reacao de
resisténcia da planta entre as duas espécies/populacdes de nematoides das galhas usadas no
estudo da histopatologia. Raizes do clone 14 e do padrdo de suscetibilidade clone 22, foram
inoculadas com M. paranaensis e retiradas nos mesmos moldes do ensaio de histopatologia,
para a extracdo de RNA e producdo de cDNA para serem utilizados no sequenciamento e
gPCR, respectivamente. Foi observada diferenca na expressao de genes de resisténcia, genes
relacionados a producéo de lignina, cisteina protease e inibidor de cisteina protease e no hits,
dentre outros, entre os clones resistente e suscetivel. No caso da cisteina protease e lignina-
forming, a expressao foi 3.000 e 6.000 vezes maior no clone resistente que no clone suscetivel
a M. paranaensis nos dias finais do ciclo do nematoide, coincidindo com o periodo de intensa
morte celular e reacdo de hipersensibilidade na raiz do clone 14. Os resultados demonstraram
que o clone 14 pode ser importante fonte de genes relacionados com a resisténcia a
Meloidogyne spp. e que esses genes devem ser estudados mais profundamente no futuro a fim
de obter maior conhecimento sobre 0os mecanismos moleculares envolvidos no processo de
resisténcia aos nematoides das galhas e o0s possiveis pontos de interseccdo entre os estresses
bidticos e abidticos.

Palavras-chave: cafeeiro, Conilon, genes candidatos, histopatologia, Meloidogyne, gPCR,

resisténcia, reacdo de hipersensibilidade.



ABSTRACT

Coffee is one of the most important crops in Brazil and worldwide, a source of income
for tropical countries that produce it. Among more than 90 species of the genus Coffea, C.
arabica and C. canephora are the only commercially cultivated ones. Coffea arabica grains
are more appreciated and consumed worldwide, but C. canephora has an important share of
the market regarding soluble coffee and C. arabica blends production. It is also a source of
resistance to coffee pathogens, such as root-knot nematodes. Meloidogyne species are some of
the most important phytopathogens, due to their polyphagic habits, and cause considerable
damage and loss in several major crops alongside coffee. Coffea canephora cultivars have
been used as rootstocks for C. arabica and breeding programs have produced promising
plants to control these pathogens. However, to date, these genotypes were resistant to only
one or two species of Meloidogyne. The goals of the present study were to search for sources
of resistance to Meloidogyne populations in C. canephora clones developed by the “Instituto
Capixaba de Pesquisa e Extensdo Rural” (INCAPER) and observe possible resistance
mechanisms involved in and which genes could be candidates to resistance. Initially, clones
of C. canephora, Conilon population, were evaluated for resistance and susceptibility to six
Meloidogyne populations. In this first experiment, it was found that clone 14, previously
reported as drought tolerant, was resistant to all six tested pathogen populations.
Histopathology studies in roots of clone 14 plants, inoculated with M. incognita and M.
paranaensis, evidenced cell death and hypersensibility reactions, both during initial and final
days of infection, in cells around the few nematodes that induced feeding sites. Microscopy
showed no nematode development or production of eggs, and penetration of juveniles was
also significantly lower in the resistant clone 14 when compared to susceptible trees. There
was no significant difference in the plant resistance reaction observed between the two

Meloidogyne species used in histopathology studies. Roots of clone 14 and of the pattern of



susceptibility, clone 22, were inoculated with M. paranaensis and collected, as in the
histopathology assay, for RNA extraction (sequencing) and production of cDNA (gPCR).
Differences were observed between both clones in the expression of genes related to
resistance and lignin production, cysteine proteases, cysteine protease inhibitors and no hits,
among others. Gene overexpression went 3.000 and 6.000 times higher for cysteine proteases
and lignin formation, respectively, in resistant clones when compared to the susceptible ones
when inoculated with M. paranaensis, in the final days of the nematode life cycle. It was
coincident with intense cell death and hypersensibility reaction periods observed in roots of
clone 14 plants. Results show that clone 14 may be an important source of genes related to
resistance to Meloidogyne spp. and those should be further studied to understand more
accurately the molecular mechanisms involved in resistance to root-knot nematodes and
possible points of intersection between biotic and abiotic stresses.

Keywords: coffee, Conilon, candidates genes, hipersensibility reaction, histopathology,

gPCR, Meloidogyne, resistance.



Introducéo

O café € uma das culturas mais importantes no Brasil, gerando empregos diretos e
indiretos para milhares de pessoas e divisas para 0s paises produtores (Fassio & Silva, 2010).
No Brasil, sua importancia ndo se restringe somente a ser uma das bases de nossa economia,
mas também a grande importancia historica, politica e cultural que ela tem, mesmo com o0s
altos e baixos que acompanharam a sua producdo desde que aqui foi introduzida no século
XVIII para, posteriormente, se expandir para areas mais apropriadas para 0 Seu
desenvolvimento, como o Rio de Janeiro, seguido do Vale do Paraiba, em Sdo Paulo e Minas
Gerais (IBC, 1986; Rufino, 2006; Chalfoun & Reis, 2010).

Atualmente o Brasil € 0 maior produtor mundial de café, sendo responsavel por cerca de
30% do mercado internacional, totalizando 50.826.000 sacas produzidas (Chalfoun & Reis,
2010; 1CO, 2013). No Brasil sdo cultivadas as espécies de cafeeiro mais exploradas
economicamente no mundo: Coffea arabica L, correspondente a 75,1% da produc¢édo nacional,
é cultivada nos Estados de Minas Gerais, (maior produtor nacional), Sdo Paulo, Parana,
Bahia, Espirito Santo, Goias e Rio de Janeiro; e C. canephora Pierre ex Froehner, produzida
nos Estados do Espirito Santo, Ronddnia, Bahia, Mato Grosso e Para (24,9% da producéo).

Em janeiro de 2014, estimou-se entre 11,46 e 12,62 milhGes de sacas a producao de C.
canephora Conilon no Brasil, 0 que representa um crescimento entre 5,46% e 16,15% em
relacdo ao ano anterior (CONAB, 2014). Estima-se que tenha havido, no entanto, uma
reducdo entre 8,8 e 6,3% no numero de sacas em 2015, devido a estiagem que ocorreu na
safra anterior e atual no estado do Espirito Santo (CONAB, 2015). No volume total de café
produzido no Brasil, esta reducdo representa estabilizacdo da producao nos ultimos dois anos
(Figura 0.1).

As especies de cafeeiro C. arabica e C. canephora diferem entre si sob muitos aspectos.

Coffea arabica € originaria da regido montanhosa de clima ameno da Etidpia, atraves do
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Figura 0.1. Evolugdo da producéo brasileira de café beneficiado (CONAB, 2015). Legenda: (*) Ponto médio.

cruzamento natural e recente de duas espécies de rubidceas desse género, C. eugenioides S.
Moore (2n) e C. canephora (2n) (Lashermes et al., 1999, 2008). Esse cruzamento originou
uma espécie tetraploide (4n) que se reproduz através de autofecundagdo. Com isto, o cafeeiro
Arébica possui variabilidade genética restrita, com mudas produzidas por meio de sementes e
que também apresentam certa homogeneidade, 0 que permite a manutencdo das caracteristicas
genéticas desejaveis economicamente, mas que tornam essa espécie suscetivel a pragas e
doencas (Ferrdo et al., 2010).

O cafeeiro da espécie C. canephora, também inicialmente conhecido como café
Robusta, € diploide e de fecundacio cruzada. E considerado um café menos apreciado que o
café Arabica, por apresentar caracteristicas como alto teor de cafeina (1,5-2,8% por peso seco
do grdo), que o torna mais duro ao paladar, além de alto teor de solidos soltveis (Leroy et al.,
2006). Assim sendo, essa espécie, possui maior variabilidade genética que o cafeeiro Arabica,
sendo que suas mudas sdo variedades clonais de varios individuos selecionados pela
superioridade em determinadas caracteristicas agrondmicas, tais como resisténcia a patégenos
como Hemileia vastatrix Berk & Broome, causador da ferrugem do cafeeiro, Colletotrichum

kahawae Waller & Bridge, causador da Coffee Berry Disease e nematoides do género



Meloidogyne Goeldi, 1887 (Lashermes et al., 2008). Dessa maneira, o café C. canephora
possui uma fatia do mercado por ser usado na producéo de café soltvel e nos blends com café
arabica, para adicionar mais corpo ao chamado café expresso, e pode ser também fonte
importante para de resisténcia a pragas e doencas (Chalfoun & Reis, 2010).

Dentre os fatores bioticos limitantes ao crescimento e producdo do cafeeiro, destacam-
se principalmente os fitonematoides, cuja importancia econémica é determinada pela sua
patogenicidade, pela extensdo dos danos e prejuizos ao cafeeiro, pelas perdas econdémicas ao
agronegocio do café, além da facilidade de disseminacdo e adaptacdo do patogeno a diversas
regides (Salgado & Rezende, 2010). Dentre os nematoides fitoparasitas que afetam o cafeeiro
no Brasil, os formadores de galhas, Meloidogyne spp., constituem o grupo mais importante
devido a ampla distribuicdo geografica, a polifagia (capacidade do organismo de parasitar e se
multiplicar em um grande numero de plantas de diferentes familias botéanicas), a diferenca
bioldgica ligada ao parasitismo entre populacGes de uma mesma espécie, a capacidade de
danificar o sistema radicular do cafeeiro e a alta persisténcia no solo (Krzyzanowski et al.,
2001; Campos & Villain, 2005).

Os nematoides das galhas tem sido fator limitante na implementacéo de novas lavouras
de cafeeiros e manejo das ja existentes (Carneiro et al., 1996; Campos & Villain, 2005). Esses
nematoides dificultam a realizacdo de programas de resisténcia varietal, que tem sido as
medidas de controle mais eficientes em nossas condi¢cdes ambientais. O parasitismo por
Meloidogyne spp. pode reduzir ou mesmo acabar com a rentabilidade de varias culturas, como
café, goiaba, arroz e videira, e em casos extremos causar a morte das plantas (Campos &
Villain, 2005).

Em 1877, C. Jobert visitou o Brasil a fim de identificar a causa do declinio dos cafezais
do Rio de Janeiro. Ele encontrou numerosos engrossamentos nas raizes, massas de ovos e

juvenis de nematoides apos a eclosdo. Anos depois, em 1887, o zoologo Emilio Goeldi



desenvolveu um minucioso estudo sobre as pesquisas iniciadas por Jobert, afirmando que a
causa do problema era um nematoide microscépico que parasitava raizes, ao qual chamou
Meloidogyne exigua Goeldi, 1892, criando assim o género Meloidogyne Goeldi, 1892, tido
hoje como o0 mais danoso de todos os nematoides fitoparasitas (Ferraz & Monteiro, 1995).

No Brasil, ha poucos dados atualizados sobre perdas e danos provocados por
Meloidogyne spp. aos cafeeiros. Otoboni & Santos (2008) relataram perdas de cerca de 24%
da producdo de café beneficiado cultivado em areas infestadas com M. incognita, quando
comparadas com areas sem a presenca desse nematoide. Barbosa et al. (2004a) relataram
perdas por M. exigua de até 45%. Meloidogyne exigua foi encontrada em 70% das lavouras de
sete municipios do Estado do Rio de Janeiro em um levantamento feito por Barbosa et al.
(2004b) com 190 lavouras de café, 180 de C. arabica e 10 de C. canephora. Nesse mesmo
levantamento, observou-se a presenca de M. incognita em apenas uma lavoura de C.
canephora. Lordello et al. (2001) avaliaram os cafezais em 37 municipios do Estado de Sao
Paulo e concluiram que 83,8% das amostras estavam infectadas com Meloidogyne spp., com
30,6% infectados com M. incognita, 24,2% por M. exigua, 4,8% por M. paranaensis, 1,6%
infectados com M. javanica e 32,2% infectados com Meloidogyne sp. No Estado da Bahia,
relatou-se maior presenca de M. exigua nos cafezais (Souza et al., 2000), assim como no Sul
de Minas Gerais (Castro et al., 2008) e em cafeeiros do Estado de Goias (Silva et al.,
2009).Neste ultimo estado foram identificadas também plantas infectadas com M.
paranaensis, algo ndo relatado anteriormente para estes estados, 0 que demonstra 0 aumento
de areas infectadas por essa espécie de nematoide.

A maior parte das informacbes sobre a importancia econdmica dos nematoides das
galhas na cultura do café é proveniente do Brasil, onde ha mais de 100 anos esses parasitas
tém sido relatados em areas produtoras, causando a migracdo da cafeicultura para outras

regibes devido aos danos causados ou substituindo o cafeeiro por outras culturas néo



hospedeiras. Em muitas circunstancias, os nematoides tém sido importante motivo para
convencer o produtor a parar com o cultivo do cafeeiro. O impacto econémico de se mudar
para uma nova cultura apés a infestacdo/infeccdo por nematoides é consideravel, em termos
financeiros e socioecondmicos (Campos & Villain, 2005). Assim, as perdas causadas pelos
nematoides das galhas podem ser sumarizadas como segue: 1) decréscimo na producéo; II)
destruicdo de mudas em viveiros; I11) desemprego em areas tradicionais de cultivo de café;
IV) inviabilizacdo do cultivo em éareas infestadas; e V) perdas econdmicas (Campos &
Villain, 2005).

No que se refere ao controle de Meloidogyne, trata-se de um processo de dificil
realizacdo e requer cuidadosa analise de cada situacdo, além de uma correta identificacdo dos
patdgenos antes da definicdo das medidas a ser recomendadas (Juliatti & Silva, 2001;
Krzyzanowski et al., 2001). Assim, a busca por gendtipos resistentes a varias espécies ou
populacdes do patdgeno, os estudos dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos nesse
processo e a busca de genes candidatos implicados diretamente ou indiretamente na
reducao/contencdo do parasita sdo importantes para os programas de melhoramento genético

do cafeeiro visando o controle de Meloidogyne spp.



Capitulo 1 — Reviséo bibliografica
1.1. O género Coffea e C. canephora

As espécies do género Coffea sdo nativas da Africa e Madagascar e pertencem a
familia Rubiaceae, compreendendo mais de 120 espécies (Hendre et al., 2008; De Kochko et
al., 2010). Em termos gerais, sdo plantas dicotiledoneas, de folhas persistentes, flores
hermafroditas, caule lenhoso e porte que vai do arbustivo para o arboreo (Livramento, 2010).
Das espécies do género Coffea, somente duas sdo utilizadas mundialmente para fins
comerciais: C. arabica, a mais comercializada, pelas suas propriedades como sabor, aroma e
teor de cafeina, que torna os seus graos mais agradaveis ao paladar (Lashermes et al., 2008;
Leroy et al., 2011; Cubry et al., 2013a), e C. canephora, que é cultivado em altitudes mais
baixas e em clima quente. O cafeeiro C. canephora é utilizado em blends com C. arabica,
para dar corpo ao café expresso, na industria de café sollvel e também nos programas de
melhoramento do cafeeiro, devido a sua resisténcia a pragas e doencas (Bertrand et al., 2003;
Lashermes et al., 2008).

As cultivares modernas de C. arabica sdo derivadas de duas populagdes, Typica e
Bourbon, que por sua vez séo derivadas de poucas plantas. A origem restrita, associada a
autofecundacdo, restringe a variabilidade dessa espécie, que é atacada por numerosas pragas e
doencas. Em contraste, outras espécies de Coffea, como C. canephora, C. liberica e C.
racemosa apresentam resisténcia a patdgenos importantes na cultura do cafeeiro (Bertrand &
Anthony, 2008; Lashermes et al., 2008). Estas espécies podem contribuir como recursos
genéticos para o melhoramento de C. arabica tornando-o resistente a pragas e doengas,
aliando qualidade comercial a caracteristicas agrondmicas interessantes para quem cultiva
essa espécie.

Coffea canephora, também conhecido como café Robusta, tem sua origem no Congo

(Montagnon, 2000) e é atualmente cultivado na Africa Central e Ocidental, no sudeste da Asia
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(Vietnd) e em algumas regibes da América, como o Brasil. O nome Robusta dado a essa
espécie advém do fato de que se trata de uma espécie rustica e resistente a doencas (Ferrao et
al., 2010), e ndo deve ser confundido com “Robusta”, que € uma das populacdes de C.
canephora, juntamente com Conilon (Berthaud, 1986). Possui ampla distribuicdo geogréafica e
se adapta bem em regides de baixa altitude e temperaturas mais elevadas quando comparada a
C. arabica. Trata-se de uma espécie diploide (2n = 22) que se multiplica por fecundacao
cruzada (Carvalho et al., 1991) em contraste com C. arabica (4n = 44), que é uma espécie
tetraploide e autégama.

Do ponto de vista morfoldgico, C. canephora se apresenta como um arbusto multicaule
com folhas maiores que as de Arabica, bem onduladas e de cor verde-clara. Suas flores sdo
autoincompativeis, ou seja, sdo incapazes de formar sementes quando polinizadas por seu
proprio pdlen (Schifino-Wittmann & Dall’Agnol, 2002), e devido a essa caracteristica,
permitem apenas a fecundacdo cruzada. Seus frutos sdo pouco esféricos e menores quando
comparados aos de C. arabica, com pericarpo e exocarpo mais finos, perisperma de coloragéo
amarelada, bem aderido ao grdo, e sementes de tamanho varidvel. O conteudo de cafeina é
superior a 2%, além de possuir alto teor de solidos soluveis, caracteristicas de grande interesse
para a indastria de café solivel (Ferrdo et al., 2010). A classificacdo taxonémica de C.

canephora se encontra na Figura 1.1.

CLASSE — Dicotyledonea
ORDEM — Rubiales
FAMILIA — Rubiaceae
GENERO — Coffea
SECAO — Eucoffea

SUBSECAO — Erithrocoffea

ESPECIE — Coffea canephora Pierre ex Froehner

Figura 1.1. Classificacdo taxondmica de Coffea canephora (Ferrao et al., 2010).
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A espécie C. canephora possui, basicamente, dois grupos de materiais genéticos
distintos, classificados como Congolense e Guineano, que foram postulados com base em
marcadores enzimaticos e nas regifes geogréaficas de origem dos mesmos (Berthaud, 1986;
Montagnon et al., 1992; Leroy et al., 1993; Cubry et al., 2008) (Figura 1.2). O primeiro grupo
inclui gendtipos provenientes da costa atlantica, sul e sudeste da Africa Central, bacia do Rio
Congo e Camardes. O grupo Guineano € originario da Guiné e Costa do Marfim. Com base
em isoenzimas, dividiu-se o grupo Congolense em dois subgrupos: SG1, tolerante a seca,
cujas populacdes se originaram na regido nordeste de Camardes e sudeste do Congo; e SG2,
sensivel a seca, que retne as populac@es oriundas do nordeste do Congo, Republica Centro-
Africana e Camardes (Montagnon et al., 1992).

Utilizando marcadores isoenzimaticos e RFLP, o grupo Guineano foi classificado como
1 (isoenzima) e D (RFLP), o grupo SG1 como 3 (isoenzima) e A (RFLP) e o grupo SG2 como
2 (isoenzima), porém subdividindo em B, C e E, de acordo com marcadores RFLP (Dussert et
al., 1999). Montagnon (2000) dividiu o grupo Congolés em quatro subgrupos, classificando-
0s como SG1, SG2, grupo B e grupo C. O cafeeiro denominado Kouillou, de onde se origina
a populacdo Conilon mais cultivada no Brasil, pertence ao grupo SG1 (Alekcevetch et al.,
2013).

Cubry et al. (2008) encontraram forte relacdo entre os grupos B e SG2 e acessos
provenientes de Uganda. Musoli et al. (2009) analisaram populacfes selvagens e cultivadas
de Uganda, no centro-leste da Africa, onde C. canephora nfo havia sido bem estudado. As
populacbes selvagens se mostraram diferentes das cultivadas e também dos cinco grupos
conhecidos (Guineano, SG1, SG2, B e C), enquanto as populacfes cultivadas e provenientes
de areas abandonadas foram proximas geneticamente do grupo SG2 de Congolense. Os
gendtipos cultivados apresentaram poucas diferencas, enquanto os selvagens exibiram

padrdes contrastantes. Marcadores microssatélites detectaram diferencas consistentes com a
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P> Origem do pool Guineano

P> Origem do pool Congolés
(©) Grupo genético
/> Zona de reflgio durante

a Ultima glaciagao

Figura 1.2. Origem geografica dos principais grupos genéticos de Coffea canephora. O grupo formado por

cafeeiros selvagens de Angola (indeterminado) ainda estd em estudo (modificado de Montagnon et al., 2012).

discriminacdo do subgrupo C de Congolense dos demais subgrupos deste grupo, bem como a
subdivisdo do grupo Guineano em dois subgrupos, incluindo um novo subgrupo descrito, GP
(Cubry et al., 2013b).

De forma resumida, pode-se afirmar que C. canephora possui grande diversidade
genética, com diferencas entre e dentro das populacdes e entre as variedades quanto a
caracteristicas agronémicas, morfoldgicas (Dussert et al., 1999) e também em nivel
bioquimico (Ky et al., 2001). Tal variabilidade é importante para selecdo de caracteristicas

agrondmicas desejaveis ao melhoramento, ndo somente de cafeeiros dessa espécie como
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também de C. arabica.

A introducdo de C. canephora ocorreu no Brasil por volta de 1920, no Estado do
Espirito Santo, municipio de Cachoeiro do Itapemirim (Carvalho et al., 1946). Segundo
Ferrdo et al. (2010) o primeiro relato de introducdo em territério brasileiro de C. canephora
foi feito pelo governador do Espirito Santo, em documento onde o mesmo relatou a aquisi¢cdo
de mudas e sementes Conilon e posterior distribuicdo entre os anos de 1909 e 1912. Desde
entdo, o cultivo dessa espécie de cafeeiro tem se expandido no Brasil, principalmente nas
regibes consideradas marginais ao cultivo do cafeeiro tradicional (Fonseca et al., 2000)
devido as condicdes ambientais ndo propicias ao cultivo de C. arabica, tal como nas regides
de baixa altitude e temperaturas médias altas.

No Brasil, um dos fatores limitantes a producdo de café é a deficiéncia hidrica. Dessa
maneira, um aspecto importante sobre o cultivo do café Conilon é a tolerancia a seca
encontrada naturalmente em alguns clones, como os 10 clones EMCAPA 8141 cv. Robustédo
Capixapa (Ferrédo et al., 2000; Lima et al., 2002). No estado do Espirito Santo, o cultivo do
café Conilon tem se expandido para areas onde o déficit hidrico é o principal fator limitante a
producdo, principalmente em solos arenosos. Alguns desses clones sdo por isso denominados
de dupla aptiddo, devido as suas caracteristicas fisioldégicas e comportamentais; diante do
estresse hidrico, produzem satisfatoriamente tanto em condi¢cdes de seca quanto quando
irrigados (Ronchi & DaMatta, 2010).

O interesse em C. canephora no controle de doencas do cafeeiro surgiu com 0s
primeiros estudos visando controlar a ferrugem na Asia, que foi um estimulo no cultivo e
utilizacdo de C. canephora em programas de melhoramento, devido a sua resisténcia a
doencgas (Berthaud, 1986). De fato, devido a suscetibilidade do cafeeiro Arabica a Hemileia
vastatrix, C. canephora foi uma das alternativas encontradas pelos agricultores na Asia para

minimizar as perdas devidas as infec¢des de ferrugem.
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Um marco importante na introgressdao de resisténcia a ferrugem foi a descoberta do
Hibrido do Timor (HT) (2n = 44), planta de C. arabica resultado do cruzamento natural entre
as espécies C. arabica e C. canephora. Inicialmente, o interesse em estudar o Hibrido do
Timor e seus derivados ocorreu devido a resisténcia a ferrugem apresentada pelos mesmos
(Bettencourt & Carvalho, 1968). No que se refere a ferrugem, o HT e seus derivados podem
ser resistentes a todas as racas fisiologicas do patdgeno e transmitir essa resisténcia aos seus
descendentes (Rodrigues Jr. et al., 2004). Estudos posteriores demonstraram que o HT e seus
derivados foram resistentes também a nematoides do género Meloidogyne e que a resisténcia
ao nematoide das galhas € proveniente de C. canephora (Silvarolla et al., 1998; Ribeiro et al.,
2005). Assim, o HT serviu como base para o desenvolvimento de novas cultivares de C.
arabica como Catimor (Caturra x HT) e Sachimor (Vila Sarchi x HT) (Bertrand et al., 1999),
importantes para o controle de M. exigua e ferrugem, além de apresentarem bom porte,
produtividade e qualidade da bebida.

Leroy et al. (2005) construiram a primeira biblioteca BAC de C. canephora com o
objetivo de desenvolver recursos a fim de estudar a estrutura e evolucdo do genoma dessa
espécie de cafeeiro, uma ferramenta importante para identificar caracteristicas de interesse
econbémico. O projeto Genoma do Café Brasileiro, iniciado em 2002, visa desenvolver
ferramentas Gteis para o descobrimento de genes e analise funcional genética das espécies de
cafeeiros. O objetivo foi desenvolver uma base de dados ESTs (bibliotecas) obtidas do
sequenciamento de material genético de tecidos de C. arabica, C. canephora e C. racemosa,
sendo que a montagem das ESTs gerou 130.792, 12.381 e 10.566 contigs, respectivamente,
para as especies analisadas (Vieira et al., 2006; Mondego et al., 2011).

Das bibliotecas de cDNA geradas nesse projeto, uma delas é a biblioteca de raizes
infectadas com nematoides. Apesar de ndo constar quais espéecies de nematoides foram

usadas, as informacdes geradas foram importantes para o estudo dos genes que possam atuar
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na resposta, na resisténcia e na interacdo planta-patdgeno como um todo, incluindo também
0S genotipos suscetiveis aos nematoides (Vieira et al., 2006).

Denoeud et al. (2014) sequenciaram o genoma completo de C. canephora, permitindo
aprofundar o entendimento da evolucdo dessa espécie de cafeeiro, sua relacdo filogenética
com outras espécies do género Coffea, uma maior abordagem dos genes relacionados a
resisténcia a doencas e diversas informacdes relacionadas a estrutura do genoma de C.
canephora. O sequenciamento completo pode permitir o entendimento global do genoma do

cafeeiro, ndo somente no que se refere a parte funcional.

1.2. O género Meloidogyne

Fitopatdgenos podem se dividir entre aqueles que matam o hospedeiro e se alimentam
dos compostos liberados (organismos necrotroficos) e os que requerem um hospedeiro vivo
para completar seu ciclo de vida (organismos biotroficos). Fitonematoides podem adotar uma
intima e sofisticada relacdo com seu hospedeiro, modificando a fisiologia da planta a seu
favor, em um exemplo de parasitismo biotrofico (Caillaud et al., 2008). Devido a sua relagédo
estreita com o hospedeiro nematoides do género Meloidogyne desenvolveram sitios de
alimentacdo composto por células hipertrofiadas, as células gigantes (Huang & Maggenti,
1969). A formacdo das células gigantes é resultado da interacdo entre as substancias
produzidas pelo patdgenos e as células da planta hospedeira. A posi¢éo taxondmica do género
Meloidogyne se encontra na Figura 1.3.

As espécies de fitonematoides mais temidas pelos cafeicultores brasileiros estdo no
género Meloidogyne, pois, além de provocarem diversos danos a planta hospedeira, possuem
uma alta gama de hospedeiros, afetando diversas plantas de interesse agricola (Krzyzanowski
et al., 2001). Os nematoides do género Meloidogyne, também denominados nematoides das

Galhas, podem ser caracterizados como organismos fitoparasitas biotréficos com uma ampla
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REINO — Animalia
FILO — Nematoda
CLASSE — Chromadoria
SUBCLASSE — Chromadoria
ORDEM — Rhabditida
SUBORDEM — Tilenchina
INFRAORDEM — Tylenchomorpha
FAMILIA — Meloidogynidae
SUBFAMILIA — Meloidogyninae
GENERO — Meloidogyne

Espécie tipo: Meloidogyne exigua Goeldi, 1887.

Figura 1.3. Posi¢do taxondmica do Género Meloidogyne Goeldi 1887, de acordo com Siddigi (2000).

gama de hospedeiros ao redor do mundo. Seus danos sdo responsaveis por acentuadas perdas,
particularmente em paises tropicais.

O ciclo de vida dos nematoides desse género (Figura 1.4) se inicia com o
desenvolvimento embrionario dentro do ovo, levando a formacdo do juvenil de primeiro
estadio (J1). Ainda dentro do ovo, o juvenil passa pela primeira ecdise, tornando-se J2. Apds
a eclosao, 0 J2, que ¢ o estagio infectivo, migra por meio do filme d’agua no solo & procura da
raiz da planta hospedeira, onde penetra proximo a sua extremidade (inicio do parasitismo).
Uma vez no interior da raiz, o J2 migra pelo cortex até o cilindro central, onde estabelece o
sitio de alimentacdo, tornando-se sedentario. Nesse local, passa por mais duas ecdises que 0
levam a se transformar em dois sucessivos estagios juvenis, o juvenil de terceiro estadio (J3) e
0 juvenil de quarto estadio (J4), até atingir o estadio adulto. Em condic¢Ges favoraveis ao
desenvolvimento do nematoide, o J4 passa pela quarta ecdise, se tornando fémea que, em
geral, se reproduz por partenogénese (Castagnone-Sereno, 2006). Em ambiente desfavoravel,

como por exemplo, raizes com excesso de fémeas, 0 nematoide se converte em macho, que
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ndo permanece no sistema radicular, é de vida livre e ndo se alimenta, permanecendo no solo
até morrer. As fémeas sedentarias, piriformes produzem centenas de ovos (+ 500) e
permanecem internamente nas raizes da planta hospedeira (Lordello, 1986).

O J2 se caracteriza por possuir regido labial com anelacdo grossa, um distinto disco
labial, estilete delicado e cauda com regido hialina conspicua, dentre outros caracteres. E a
fase infectiva do nematoide, movendo-se entre 40-100 cm de solo na vertical quando a textura
do solo ¢ a ideal (Hunt & Handoo, 2009; Eisenback & Hunt, 2009). Quanto aos estadios J3 e
J4, ambos sdo sedentarios, de formato salsichdide, sendo que o J3 possui cauda distinta e 0 J4
tem anus terminal. Ambos ndo possuem estilete, portanto, nao se alimentam (Hunt & Handoo,
2009).

No que se refere a morfologia das fémeas de Meloidogyne, em geral, elas sdo
arredondadas, em formato de pera, com pescoco curto, branco-leitosas, sem estadio de cisto,
com vulva e anus proximos e regido terminal perineal apresentando cuticula estriada. Os
fasmideos estdo localizados em ambos os lados do anus. O estilete das fémeas é delgado, com
12-15um de comprimento e com pequenos bulbos basais. O poro excretor pode ser anterior
ou mediano. A fémea possui dois ovarios, muito proximos do intestino, o que facilita aos
nutrientes estocados passar diretamente deste 6rgao para o sistema reprodutor, permitindo o
desenvolvimento e maturacdo dos ovos. Esses ovos ndo sdo retidos em seu interior, mas
depositados em matriz gelatinosa (Lordello, 1986). As fémeas dos nematoides das galhas sdo
endoparasitas sedentarias, ou seja, ficam em seu sitio de alimentacdo durante toda a vida, mas
a musculatura do pescoco permite ao nematoide mudar a posi¢cdo da cabeca a fim de trocar de
célula gigante durante seu processo de alimentacdo (Eisenback & Hunt, 2009).

Os machos sdo vermiformes, com cerca de 2mm de comprimento, e possuem cuticula

fortemente anelada com normalmente quatro incisuras no campo lateral. Possuem contorno da

regido labial ligeiramente continuo com a linha do corpo, estilete robusto (18-25um) com
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grandes bulbos basais, espiculo delgado, gubernaculo presente e apenas um testiculo. A cauda
é arredondada e os fasmideos estdo localizados perto da abertura cloacal, que € subterminal.
N&o possuem bursa (Hunt & Handoo, 2009). Os machos dos nematoides das galhas se tornam
vermiformes no terceiro estadio e permanecem assim até a fase adulta, se tornando a partir
deste momento mdveis. A mobilidade permite que saiam da galha e migrem para o solo.
Quando ha reproducdo por anfimixia, 0s machos sdo comuns, porém na reproducao
partenogenética, mais frequente para espécies deste género, eles sdo raros, ja& que nao
participam do processo (Eisenback & Hunt, 2009).

O sitio de alimentacdo dos nematoides das galhas é formado por um conjunto de células
hipertrofiadas, multinucleadas e de citoplasma denso, denominadas células gigantes. Esse
grupo de células é responsavel pela nutricdo do patdgeno durante todo seu ciclo de vida,
permitindo seu desenvolvimento e reproducdo. A formacao das células gigantes ocorre devido
a introducdo por meio do estilete de secrecdes produzidas pelas glandulas esofagianas do
nematoide, e € um processo importante na interacdo planta-nematoide. O estilete exerce um
papel fundamental na penetracdo, migracdo e estabelecimento, ndo somente dos nematoides
do género Meloidogyne, mas também dos demais fitonematoides (Abad et al., 2003). O tempo
de duracdo de um ciclo, quantidade de ovos, tipo de galhas, dentre outros fatores, dependem
da espécie de Meloidogyne, de caracteristicas do hospedeiro e da relagdo entre ambos. Um
exemplo interessante é a interacdo entre Meloidogyne spp. e o cafeeiro na qual ndo ocorrem
galhas tipicas no sistema radicular dessa planta (Carneiro et al., 1996).

As secrec¢des produzidas pelo nematoide, no caso dos endoparasitas sedentarios, atuam
na invasao dos tecidos da hospedeira e na diferenciacdo celular importante para a formacéo
das celulas que irdo nutri-lo, sendo também importantes no desenvolvimento dessas células e
do tubo de alimentacdo (Abad et al., 2003). Por meio deste, 0 nematoide introduz moléculas

que alteram o metabolismo celular enquanto retira seu alimento. Fasmideos e glandulas
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esofagianas sdo estruturas do nematoide que produzem secrecdes importantes para a
patogénese, sendo que muitas moléculas que compdem essas secrecdes foram identificadas
como enzimas pectino-celuliticas envolvidas na penetracdo do estilete na parede celular
(Abad et al., 2003).

O género Meloidogyne possui mais de 90 espécies (Hunt & Handoo, 2009) que
parasitam as mais diferentes plantas de diversos grupos botanicos. Dessas, 18 atacam o
cafeeiro no mundo (Carneiro & Cofcewicz, 2008), e trés sdo economicamente importantes no
Brasil: M. exigua, M. incognita (Kofoid& White, 1919) (Chitwood, 1949) e M. paranaensis
Carneiro et al.,, 1996 (Campos & Villain, 2005). A espécie M. exigua é amplamente
distribuida nas Ameéricas do Sul e Central e se caracteriza, dentre outros fatores, pela baixa
severidade de danos provocados (Campos & Villain, 2005; Bertrand & Anthony, 2008).

Meloidogyne incognita foi primeiramente encontrada em cafeeiros da Guatemala em
1960, e desde entdo foi relatada sua presenca, também, em El Salvador e Brasil (Hernandez et
al., 2004a). No Brasil, o ataque aos cafezais por essa espécie e M. paranaensis (Bertrand &
Anthony, 2008) dizimou muitas plantacdes (Carneiro et al., 1996; Goncgalves & Silvarolla,
2001). Na América Central, M. arabicida Lopez & Salazar, 1989, vem provocando danos em
cafezais na Costa Rica (Calderon-Vega, 1989; Carneiro et al., 2004; Hernandez et al., 2004b;
Carneiro et al., 2008), incluindo uma doenca complexa, causada pela interacdo Meloidogyne
X Fusarium oxysporium (Bertrand et al., 2000a). Esta doenca provoca declinio progressivo da
planta, comegcando com clorose foliar, seguido de queda de flores e frutos e crescimento
reduzido do sistema radicular, porém com extenso desenvolvimento do coOrtex em raizes
principais e secundarias, sintomas os quais podem levar a morte do cafeeiro em um periodo
de dois a quatro anos.

Carneiro et al. (2005a) descreveram uma nova especie de nematoide das galhas em

cafeeiros provenientes de EI Salvador, M. izalcoensis, espécie com padrdo perineal
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semelhante a M. paranaensis e M. incognita, mas distante filogeneticamente das duas e com
padrdo de esterase 14 (Carneiro et al., 2004; Villain et al., 2007; Carneiro & Cofcewicz,
2008). Recentemente, Humphreys-Pereira et al. (2014) identificaram uma nova espécie de
Meloidogyne atacando cafeeiros na Costa Rica, M. lopezi, que produz galhas pequenas onde
se encontram fémeas individualizadas, diferentemente de outras espécies como M. arabicida,
M. incognita e M. paranaensis, que induzem escamacao do sistema radicular. Os sintomas de
M. lopezi nas raizes sdo muito semelhantes aos de M. izalcoensis (Carneiro et al., 20053,
2005b; Greco; & DiVito, 2009).

Em cafeeiros suscetiveis aos nematoides de galhas, os sintomas podem ser distintos de
acordo com a espeécie que esta provocando a infec¢do. Meloidogyne exigua produz numerosas
galhas com massas de ovos no cértex abaixo da epiderme radicular, enquanto M. incognita
provoca escamacdo e quebra do tecido cortical da raiz infectada, devido a hipertrofia dos
tecidos adjacentes ao sitio de alimentacdo da fémea, e as massas de ovos sdoproduzidas na
superficie radicular. Os sintomas de M. paranaensis se assemelham a M. incognita, 0s quais
provocam rachaduras no cortex, ndo produzem em geral galhas tipicas e depositam massas de
0v0os muitas vezes internas ao tecido radicular. No caso dessas ultimas espécies citadas, pode
ocorrer necrose do tecido infectado (Vovlas & Di Vito, 1991; Bertrand & Anthony, 2008).

Os nematoides das galhas estdo amplamente distribuidos nas plantacGes de café do
Brasil, onde causam grandes perdas para os produtores e para a economia do pais.
Meloidogyne incognita, M. exigua e M. paranaensis foram relatados em plantacdes de café
nos Estados do Parand, S&o Paulo e Minas Gerais por muitos anos, com flutuacbes na
predominancia de uma especie em relacdo as outras (Campos & Villain, 2005).
Levantamentos realizados nos Estados do Paranéd e S&o Paulo tém mostrado um verdadeiro
aumento na distribuicdo de M. paranaensis e M. incognita (Krzyzanowski et al., 2001,

Lordello et al., 2001), enquanto no Estado de Minas Gerais M. exigua tem sido mais comum
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(Campos & Villain, 2005). Estudos recentes mostraram a predominancia de M. incognita no
Estado de S&o Paulo, muitas vezes em populacBes isoladas, outras vezes, ocorrendo em
mistura com M. paranaensis (Carneiro et al., 2005a). Barros et al. (2011) relataram pela
primeira vez a presenca de M. paranaensis no Espirito Santo em cafeeiro arabica cultivar
Catuai, um indicativo do avanco geografico dessa espécie no Brasil.

Diversos fatores atuam no sucesso da disseminacdo de Meloidogyne spp.: a ampla
distribuicdo geografica do patdgeno, plantio de mudas contaminadas, solos arenosos, alta
persisténcia no solo, erosdo, baixa eficiéncia do controle quimico e a destruicdo do sistema
radicular do cafeeiro Arédbica. Com isso, esses parasitas constituem fator limitante na
implantacdo de novos cafezais em areas contaminadas.

Para que os trabalhos de resisténcia genética de cafeeiros a Meloidogyne spp. possam
ser realizados, € necessaria a correta identificacdo da espécie de nematoide a ser testada, além
da pureza do in6culo a ser utilizado. A analise bioquimica por meio da isoenzima esterase tem
se mostrado efetiva na identificacdo dos nematoides do género Meloidogyne que atacam o
cafeeiro (Carneiro et al., 1996; 2004; 2005b). Meloidogyne paranaensis pode ser identificada
pelos fenotipos esterase P1 e P2, M. incognita pelos fendtipos 11 e 12 e M. exigua pelos
fenotipos esterase E1 e E2 (Carneiro & Cofcewicz, 2008).

Randig et al. (2004) desenvolveram um kit multiplex-PCR utilizando marcadores
SCAR por meio do qual se pode identificar, simultaneamente, as espécies M. exigua, M.
incognita e M. paranaensis. Correa et al. (2013) desenvolveram mais dois marcadores
espécie-especificos a fim de identificar mais duas espécies de Meloidogyne que atacam
cafeeiros, M. arabicida e M. izalcoensis. Dessa maneira, o Kit Scar-café identifica cinco
especies de Meloidogyne presentes nos cafezais, sejam individualizadas ou misturadas (Figura

1.5).
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Figura 1.5. SCAR-PCR Individual (A) e multiplex (B) para identificacdo das espécies de Meloidogyne que

infectam o cafeeiro (Correa et al., 2013).

1.3. Resisténcia genética como método de controle de Meloidogyne spp. em cafeeiro

Nematoides sedentarios sdo de particular importancia para a agricultura, devido a sua
intima interacdo com a planta hospedeira. Por esse motivo, grandes esfor¢cos tém ocorrido no
sentido de desenvolver plantas resistentes (Grundler, 1996). A importancia dos fitonematoides
na producdo brasileira de café é bastante variavel e depende da espécie ou cultivar de cafeeiro
plantada, das condicdes edafoclimaticas das regides de cultivo, das praticas culturais adotadas
e do nivel populacional e espécie e ou racas do nematoide presente no solo (Goncalves et al.,
2000). Dentre os principais métodos de controle desses patdgenos, as variedades resistentes
tém sido recomendadas para o produtor de café.

A resisténcia da planta impede que o nematoide se desenvolva, conduzindo a baixas
taxas de reproducdo. Consequentemente, além do parasita ndo causar dano a cultura, o uso de
resisténcia leva também a reducdo da densidade populacional do nematoide no solo, sendo
eficiente meio de controle. Dessa maneira, 0 uso de plantas resistentes tornou-se uma das
formas mais econdmicas e eficientes de se produzir em areas infestadas com nematoides.

Porém, para que essa préatica funcione, é importante conhecer bem a espécie, raca ou biotipo
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do nematoide, pois a resisténcia €, na maioria das vezes, especifica. Entender os mecanismos
envolvidos na viruléncia desses patdgenos é de grande importancia para o controle duravel
dos nematoides das galhas (Abad et al., 2003).

Em condi¢bes de campo pode ocorrer mistura de mais de uma espécie do género
Meloidogyne (Carneiro et al., 2005b) e de outros géneros de nematoides fitopatogénicos
(Bertrand & Anthony, 2008). Cultivares promissores de C. arabica resistentes a uma ou mais
de uma espécie de Meloidogyne sdo poucos (Campos & Villain, 2005). Como exemplo, tem-
se a cultivar de C. arabica IPR 100 (resultado do cruzamento de Catuai e gendétipo de cafeeiro
da série BA-10, que é um hibrido que contém genes de C. liberica), desenvolvida pelo
Instituto Agronémico do Parana. A cultivar IPR 100 possui maturacdo dos frutos tardia,
melhor adaptacdo ao calor, a seca e a solos pobres, alta produtividade e resisténcia a M.
paranaensis e a algumas racgas de M. incognita (IAPAR, 2012).

Fontes de resisténcia aos nematoides do género Meloidogyne estdo presentes nas
espécies diploides do género Coffea, como C. canephora, C. congensis e C. devewrei. Devido
a presenca de um sistema radicular mais desenvolvido que o de C. arabica, e porque essas
apresentam resisténcia a outros patégenos, incluindo nematoides de outros géneros, como
Pratylenchus, essas espécies de cafeeiro sdo interessantes para programas de melhoramento
(Villain et al., 2002; 2004). Estes autores tém reportado resisténcia em C. canephora e C.
congensis a M. exigua, M. incognita e M. paranaensis.

Resisténcia genética a Meloidogyne spp. pode ser encontrada em C. canephora e em
seus hibridos (Silvarolla et al., 1998; Bertrand et al., 2001; Ribeiro et al., 2005; Bertrand &
Anthony, 2008), podendo ser incorporada por meio de melhoramento tradicional,
cruzamentos e selecdo de individuos genotipicamente e fenotipicamente interessantes. As
cultivares resistentes dessa espéecie de cafeeiro também podem ser utilizadas como porta-

enxerto para C. arabica (Bertrand & Anthony, 2008), um processo rapido e interessante para
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introducdo de resisténcia, particularmente para patogenos radiculares como 0s nematoides das
galhas. Como exemplo, tem-se 0 uso de porta-enxertos multirresistentes como Nemaya
(cruzamento entre C. canephora clones T3561 e T3751), cultivado na América Central, e
Apoatd IAC 2258 (C. canephora cv. 2258 da colecdo de germoplasma Catie, Turrialba, Costa
Rica), usado no Brasil. Ambos foram desenvolvidos para superar os problemas associados
com nematoides das galhas nesses dois paises produtores (Anzueto et al., 1996; Fazuoli et al.,
2002). Enxertar cultivares de C. arabica em C. canephora cv. Nemaya ou cultivar Apoata tem
sido a unica medida de controle viavel que permite retorno econémico dos cafeeiros plantados
em éareas infestadas com M. incognita, M. paranaensis e M. arabicida.

Bertrand & Anthony (2008) relataram que C. canephora, seus hibridos e C. racemosa
sdo fontes de resisténcia a M. exigua. A cultivar IAPAR 59 (C. arabica), muito usada por sua
resisténcia a M. exigua, é resultado do cruzamento de cultivar de C. arabica (Villa Sarchi
971/10) com um Hibrido do Timor (832/2) (Sera et al., 1996). Algumas populacdes derivadas
do cruzamento entre o Hibrido do Timor e Catuai, em geracdes F3, F4 e F5, foram
homozigotas para resisténcia a M. exigua e apresentaram resisténcia também a ferrugem (H.
vastatrix) além de boas caracteristicas agronémicas (Gongalves & Pereira, 1998). Cultivares
monorresistentes como IAPARS59 e acessos T5296 (Sarchimor) sdo Gteis quando apenas uma
Unica espécie de Meloidogyne esta presente, como relatado para M. exigua. Porém, resisténcia
a M. exigua e M. paranaensis da Guatemala foi observada no cruzamento dos hibridos F1
T5296 x ET59 e T5296 x ET47 (Bertrand et al., 2008).

Da Mata et al. (2000) avaliaram em condi¢do de campo 44 acessos de C. arabica de
diversas origens, e selecionaram a linhagem IAPAR/LN 94066, resultado do cruzamento
entre Catuai e Icatu (possuidor de genes de C. canephora) para plantio em areas infestadas
com M. paranaensis, por ser moderadamente resistente a esse nematoide e apresentar alta

produtividade. Shigueoka et al. (2011) selecionaram 13 materiais da selecdo E0616 para
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testes, pois estes apresentaram resisténcia a M. paranaensis e potencial para melhor
produtividade.

Um gene dominante denominado Mex-1 herdado da espécie C. canephora, o qual
confere resisténcia a M. exigua, foi transferido através de cruzamentos para a espécie C.
arabica (Noir et al., 2003). Acredita-se que a resisténcia a M. exigua é determinada por este
gene, cuja dominancia foi comprovada por analise de cruzamentos e observacdo da geracao
F2. Entretanto, estudos recentes demonstraram que a resisténcia conferida pelo Mex-1 pode
ser contornada por populages virulentas de M. exigua (Muniz et al., 2009).

Ribeiro et al. (2005) relataram resisténcia a M. exigua em progénies provenientes de
hibridos interespecificos de C. canephora com C. arabica, sendo 36 dessas progénies
derivadas de diferentes Hibridos do Timor (HT), como os UFV 1986 447-50 Col e UFV 2011
442-50. Porém, foram considerados para programas de melhoramento somente os hibridos
imunes, por exemplo UFV 1851 439-02. Pereira et al. (2009) avaliaram progénies de Icatu (C.
canephora x C. arabica), e dois genotipos, H504-5-8-2 e H514MS-Resplendor, foram
considerados resistentes a M. exigua. Silvarolla et al. (1998) também encontraram fontes de
resisténcia a M. exigua em hibridos interespecificos provenientes do Icatu. Cultivares
altamente resistentes ou resistentes a M. exigua, incluem ainda Catucai 785/15 (Ilcatu X
Catuai), Acaud (Sarchimor x Mundo Novo), Paraiso (Catuai Amarelo IAC 30 x Hibrido de
Timor UFV 445-46), Catigua MG3 (Catuai Amarelo IAC 86 x Hibrido de Timor UFV 440-
10), lapar 59 e Tupi RN IAC 1669/19 (Padilha et al., 2009).

M. incognita possui quatro ragas determinadas de acordo com o0s hospedeiros
diferenciadores, e todas estas parasitam o cafeeiro (Krzyzanowski et al., 2001). Coffea
canephora se mostrou resistente a raga 1, enquanto todos os acessos estudados de C. arabica
foram suscetiveis (Bertrand & Anthony, 2008). Por outro lado, na avaliacdo da resisténcia de

50 acessos de C. arabica introduzidos da Etidpia e Suddo, observou-se que 40% dos acessos
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foram resistentes a M. incognita (Anzueto et al., 2001). No entanto, esses cafeeiros
apresentam producdes bem inferiores as das cultivares Mundo Novo e Catuai, além de pouca
adaptacdo as condicdes brasileiras (Carvalho et al., 1988), embora possam ser utilizados em
programas de cruzamentos na introducdo de resisténcia para as cultivares comerciais.

Carneiro (1995) avaliou, em condi¢bes de campo, cafeeiros previamente classificados
como resistentes, suscetiveis ou tolerantes a M. incognita raca 2, e todos reproduziram o
nematoide, ndo sendo recomendados para plantio. Trabalhos com o objetivo de buscar fontes
de resisténcia devem levar em conta ndo somente as condi¢des controladas de casa de
vegetacdo, como também devem avaliar os gendtipos em condi¢cdes de campo, a fim de
garantir com seguranca que a classificacdo da resisténcia ou imunidade esta correta. Um
resumo das variedades/cultivares de C. arabica e C. canephora que apresentaram resisténcia a

espécies de Meloidogyne se encontra na Tabela 1.1.

1.4. Conceito de resisténcia e aspectos relacionados a interacao planta-nematoide

Como todos o0s seres Vvivos, plantas estdo sujeitas a acdo de um grande numero de
microrganismos presentes em seu ambiente, muitos deles patogénicos. Os vegetais possuem
mecanismos que impedem a penetracdo e o desenvolvimento de patdgenos em seus tecidos,
que levam a resisténcia local e/ou sistémica. Resisténcia é a capacidade morfoldgica e/ou
bioquimica que a planta possui de impedir ou diminuir a penetragdo, desenvolvimento e/ou
reproducdo de um patdgeno, (Agrios, 1997; Blum, 2002). No caso dos nematoides, a
resisténcia pode ser definida como caracteristicas da planta que inibem a sua reproducéo, e
variar de moderada a absoluta (Taylor & Sasser, 1978; Roberts, 2002; Starr & Roberts, 2004).
Essa caracteristica ocorre devido a genes especificos que podem ou ndo segregar dentro da
especie (Roberts, 2002; Starr & Roberts, 2004).

A resisténcia a patdgenos pode ser pré- ou pos-infectiva. A resisténcia pre-infectiva
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Tabela 1.1. Exemplos citados no presente trabalho de acessos/cultivares de C. arabica identificadas pela
resisténcia a Meloidogyne spp. Todos os cafeeiros apresentados sdo resultados do melhoramento por meio de

cruzamento com C. canephora ou C. liberica.

Cafeeiro Espécie(s) Fonte
) Anzueto et al., 1996;
Nemaya (T3561 x T3751) (C. canephora) Meloidogyne spp. )
Fazuoli et al., 2002
Apoatd IAC 2258 (cv. 2258) —CATIE/ Turrialba, Costa Rica . Anzueto et al., 1996;
Meloidogyne spp. ]
(C. canephora) Fazuoli et al., 2002
IAPAR/LN 94066 (Catuai x Icatu)* M. paranaensis  Da Mata et al., 2000
IAPAR 59 (Villa Sarchi 971/10 x HT 832/2)* M. exigua Sera et al., 1996
HT x Catuai* M. exigua Gongalves & Pereira, 1998
] M exigua;
T5296 (Sarchimor) x ET 59* ) Bertrand et al., 2008
M. paranaensis
M. exigua;
T5296 x ET 47* ) Bertrand et al., 2008
M. paranaensis
UFV 1851 439-02 (Hibrido do Timor)* M. exigua Ribeiro et al., 2005
H504-5-8-2 (C. arabica x C. canephora)* M. exigua Pereira et al., 2009
H514 MS Resplendor (C. arabica x C. canephora)* M. exigua Pereira et al., 2009
Catucai 785/15 (Icatu x Catuai)* M. exigua Padilha et al., 2009
Acaud (Sarchimor x Mundo Novo)* M. exigua Padilha et al., 2009
Paraiso (Catuai amarelo IAC 30 x HT UFV 445-46)* M. exigua Padilha et al., 2009
Catigud MG3 (Catuai amarelo IAC 86 x HT UFV 440-10)* M. exigua Padilha et al., 2009
Tupi RN IAC 1669/19* M. exigua Padilha et al., 2009
_ ) M. paranaensis;
IPR 100 (Catuai x cafeeiro série BA-10)** ) ) IAPAR, 2012
M. incognita

* Genes de C. canephora

** Genes de C. liberica

corresponde a resisténcia passiva, associada a exsudados radiculares ou condigdes fisicas da
raiz que impedem a entrada do nematoide. J& a resisténcia pos-infectiva esta relacionada aos
eventos que impedem o desenvolvimento do nematoide ap0s sua penetracdo na planta
(Williamson & Roberts, 2009). A resisténcia de plantas a patdgenos pode ser também
classificada como vertical (qualitativa) ou horizontal (quantitativa).

A resisténcia vertical é conferida por um ou mais genes, sendo portanto monogénica ou

oligogénica. O principio da resisténcia vertical foi estabelecido por Flor (1971), com a
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hipdtese de interacdo patdgeno-hospedeiro gene-a-gene, na qual uma proteina/elicitor Avr do
parasita € reconhecida por uma proteina codificada por um gene R do hospedeiro. O resultado
é uma interacdo altamente especifica em que as proteinas R atuam como ‘guardas’ da planta
alvo, reconhecendo elicitores e dando inicio a uma resposta em cascata, que frequentemente
culmina em reacdo de hipersensibilidade (RH) (Williamson, 1999; Abad et al., 2003;
Cabrera-Poch et al., 2006; Fuller et al., 2008). Essa deteccao feita pela proteina R pode se dar
de forma direta ou indireta. No primeiro caso, o efetor do patdgeno se liga diretamente a
regido LRR da proteina R; ja no segundo, a ligacdo se da por meio de efetores do hospedeiro
ligado a porcdo N-terminal da proteina R (Keen, 1990; Williamson, 1999; Dodds et al.,
2006).

No entanto, na teoria gene-a-gene, a resisténcia condicionada pelos genes R ndo se
aplica a todos os patossistemas (Nelson, 1978; Keen, 1990; Matiello et al., 1997).
Posteriormente aos primeiros trabalhos de Flor (1946; 1947; 1956) que culminaram na teoria
gene-a-gene, Van der Plank (1963) estabeleceu a resisténcia horizontal ao estudar o
patossistema batata/Phytophthora infestans; esta resisténcia foi obtida pela incorporacdo de
varios genes (R1, R2, R3 e R4) de Solanum demissum Lindl. A resisténcia horizontal se
caracteriza por ser poligénica e condicionada por varios genes de pequenos efeitos,
apresentando, portanto, uma alta estabilidade (Van der Plank, 1975).

A vantagem da resisténcia horizontal € que, devido ao seu caracter poligénico, torna-se
dificil encontrar um patégeno que consiga romper a resisténcia mediada por todos 0s genes
que atuam na determinagéo dessa caracteristica. 1sso a torna estavel e durével, principalmente
se a taxa de recombinacao do patogeno for baixa (Van der Plank, 1963; Matiello et al., 1997).
No entanto, esse conjunto de genes € mais dificil de ser introduzido na sua totalidade, e por
iSso a resisténcia da planta pode néo ser plena, apresentando diferentes niveis.

Genes que atuam na resisténcia tém sido clonados de varias espécies (Williamson,
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1999), e genes de resisténcia associados a nematoides tém se mostrado efetivos a um namero
limitado de espécies, quando ndo a uma so (Fuller et al., 2008). No que se refere a
Meloidogyne, um dos genes mais estudados e o primeiro a ser clonado é o gene Mi do
tomateiro, que confere resisténcia a M. incognita, M. arenaria e M. javanica, além de afideos
e a mosca branca (Williamson, 1999; Abad et al., 2003; Williamson & Roberts, 2009).

Estruturalmente, o gene Mi codifica uma proteina com regiGes ricas em leucina
[nucleotide-binding site leucine-rich repeat (NBS-LRR)] comuns em muitos outros genes R
da mesma familia ou de outras familias de genes com a mesma funcdo (Williamson, 1999;
Milligan et al., 1998; Dangl & Jones, 2001; McHale et al., 2006). A resisténcia mediada pelo
gene Mi-1 envolve a ativacdo intracelular da proteina R pelo patdgeno, atuacdo do Oxido
nitrico, etileno e acido salicilico na transducdo de sinais e RHcomo resposta de resisténcia,
dentre outros. Em muitos tomateiros selvagens, foram identificados pelo menos nove genes
do grupo Mi; todavia, somente o gene Mi-1 confere resisténcia em tomateiros cultivados, e os
demais genes ndo foram ainda transferidos dos acessos selvagens para os cultivados com
sucesso (Williamson & Roberts, 2009). Outro revés é que 0 sucesso do gene Mi na
resisténcia apresenta limitacGes geogréaficas, uma vez que o nematoide quebra a resisténcia
mediada pelo Mi em temperaturas acima de 28°C (Fuller et al., 2008).

O reconhecimento especifico do patégeno pela planta pode levar a uma reacdo de
resisténcia conhecida como RH, acompanhada de morte celular rapida em torno do local da
infeccdo inicial (Greenberg, 1997). Respostas de hipersensibilidade precoces tém sido
observadas em tomateiro, cuja resisténcia a M. incognita é mediada pelo gene Mi-1
(Williamson, 1998; 1999); no cafeeiro, cuja resisténcia a M. exigua é mediada pelo gene Mex-
1 (Noir et al., 2003; Anthony et al., 2005); em pimenteira, cuja resisténcia a M. incognita é
mediada pelos genes ME1 e ME3 (Pegard et al., 2005); e em amendoim silvestre, quando

infectado por M. arenaria (Proite et al., 2008).
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Uma Unica planta pode ter dezenas de genes de resisténcia diferentes direcionados para
um patégeno em particular, e para que este escape e consiga se desenvolver na hospedeira, 0
mesmo deve possuir alelos recessivos para todos os genes de aviruléncia relevantes (Keen,
1990). Isto o tornaria virulento, ou seja, permitiria seu desenvolvimento e reproducdo na
planta hospedeira. Quando se trata dos nematoides das galhas, as bases genéticas dessa
caracteristica se tornam dificeis de ser testadas, devido a reproducéo por partenogénese (Abad
et al., 2003; Castagnone-Sereno, 2006). A resisténcia a espécies de Meloidogyne néo protege
a planta da invasdo pelo nematoide, mas impede seu estabelecimento, provocando falha na
producdo de um sitio de alimentacdo funcional, necessario ao desenvolvimento desse

patégeno (Williamson & Kumar, 2006).

1.5. Interacdo planta-patdgeno incompativel: aspectos gerais

O parasitismo consiste em uma relacdo de dependéncia, em geral obrigatéria por parte
do parasita, o qual, para garantir sua sobrevivéncia e reproducao, se utiliza do metabolismo do
hospedeiro, modificando a fisiologia desse Gltimo em detrimento do primeiro (Bateman,
1978). A suscetibilidade ocorre quando o patégeno consegue penetrar, se estabelecer e se
reproduzir nos tecidos da hospedeira, modificando sua fisiologia e causando severos danos na
planta que levam aos sintomas da doenca, baixa producdo e até mesmo morte (Williamson,
1999). A resisténcia se ocupa de inibir, restringir ou bloquear a entrada, permanéncia,
estabelecimento e/ou reprodugdo do patdgeno no organismo hospedeiro. A resisténcia é
diferente da tolerancia; na primeira, ocorre diminuicdo da populacdo do patdgeno abaixo do
nivel de dano econdmico, no caso de plantas agricolas, e manutencdo da integridade da
planta; na segunda, a planta hospedeira segue produzindo, ndo havendo danos econémicos,
mas permite o desenvolvimento e reproducdo do patégeno.

Em se tratando de relacéo planta-patdgeno que leva a resisténcia, o primeiro passo dessa
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relacdo € o reconhecimento. O organismo fitopatogénico necessita reconhecer e diferenciar a
planta hospedeira das ndo hospedeiras, enquanto a planta, por sua vez, precisa reconhecer o
patdgeno quando este invade seus tecidos (Renelt et al., 1993). Nesse primeiro contato,
elicitores do parasita podem ser reconhecidos por receptores da planta, no que chamamos de
resisténcia basal, a qual ¢ inespecifica e serve como a primeira linha de defesa molecular aos
patogenos (Truman et al., 2007); ou por elicitores/fatores de aviruléncia que se ligam a
produtos do gene R, o que se denomina resisténcia especifica. As resisténcias basal e
especifica podem se sobrepor, tornando mais rapida e efetiva a ativacdo das respostas de
defesa (Dangl & Jones, 2001). Reconhecer ou ndo a presenca do patégeno em seus tecidos
pode desencadear uma série de eventos que resultardo em resisténcia ou suscetibilidade. No
que diz respeito a resisténcia, a velocidade do reconhecimento, resposta da planta e sintese de
supressores sdo elementos importantes, uma vez que falhas podem levar ao estabelecimento
do patdgeno e consequente doenca da planta hospedeira. Durante sua coevolucao, plantas e
patdgenos tém se envolvido em uma intricada relacdo (Ryan, 2000) que resulta em continua
troca de informacdes moleculares (Benhamou & Nicole, 1999).

De modo geral, sdo trés as etapas que levam a resisténcia da planta: reconhecimento,
transducdo de sinais e ativacdo dos mecanismos que levam a resisténcia per se (Mills et al.,
1996; Baker et al., 1997). A partir do reconhecimento, ocorre uma sequéncia de reagdes
denominada transducgéo de sinais, que leva a informacdo sobre a invaséo do patdgeno até o
nucleo, onde os genes envolvidos na resisténcia serdo ativados (Medeiros et al., 2003) e todo
um conjunto de metabdlitos sera produzido a fim de bloquear, de alguma forma, a acdo do
fitopatégeno. Os componentes do reconhecimento especifico e transducdo de sinais séo
codificados pelos genes de resisténcia (McCarty & Chory, 2000).

Os genes R sdo os responsaveis pelo reconhecimento dos efetores Avr dos patogenos e

também pela cascata de reacGes que levam a informacdo resultante da ligacdo entre esses
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efetores e proteinas R até o nucleo celular (Baker et al.,1997; Van der Hoorn et al., 2001).
Apesar da ampla gama de patdgenos e fatores de patogenicidade, os genes R codificam
somente cinco classes de proteinas, sendo que as mais numerosas destas sdo as que contém os
dominios NBS (sitio de ligacdo ao nucleotideo) e LRR (sitio rico em repeti¢bes de Leucina)
(Figura 1.6) (Baker et al., 1997; Dangl & Jones, 2001). Em Arabidopsis, aproximadamente
150 sequéncias com homologia para genes R NBS-LRR foram encontradas desigualmente
distribuidas nos cromossomos (Dangl & Jones, 2001; Jones, 2001), porém um numero
limitado de genes R parece atuar na resisténcia a um grande nimero de patdgenos.

No dominio LRR, as repeticdes de leucina se ajustam e formam uma folha b paralela
exposta a um solvente (Kobe & Deisenhofer, 1995). Quando exposta, esta regido da proteina
R fornece diferentes especificidades de reconhecimento, ou seja, diferentes pontos de
interacdo com elicitores Avr (Parniske et al., 1997; Ellis et al., 1999). De fato, essas regides
parecem ter somente dois pontos em comum: sequencias repetidas e envolvimento na
interacdo proteina-proteina (Kobe & Deisenhofer, 1995). Van der Hoorn et al. (2001)
observaram que residuos presentes em regides expostas a solvente sdo todas necessarias ao
funcionamento da proteina Cf-4. Ao introduzirem estes residuos em outra proteina do grupo

Cf-x (produtos dos genes Cf de tomateiro), denominada Cf-9, essa Ultima passou a ndo

Exemplos

Bs4, L6, proteina N,
RAC1, RPP5, RPS4
e Y-1

RRS1

12, Mi, Mla, Prf, RPP8,
RPP13, RPS2, RPS5
e Rx

NBS

{
Nl NBS

Figura 1.6. Estrutura do dominio NBS-LRR de diferentes proteinas R entre eles a codificada pelo gene Mi de
tomateiro (McHale et al., 2006).

C Bs2, RGC2 e RPM1
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reconhecer mais o fator de aviruléncia do patdogeno AVR9, e sim o0 AVR4. Essas proteinas,
que apresentam regides ricas em repetices de leucina, estdo também envolvidas na adeséo
celular, desenvolvimento, reparo do DNA, recombinacdo, transcricdo e processamento do
RNA, além de estarem presentes em muitos compartimentos celulares (Kobe & Deisenhofer,
1995). O sitio NBS é bastante conservado em diferentes organismos, de bactérias a plantas, e
este dominio € um ponto de interseccdo entre proteinas R e alguns efetores de morte celular
como APAF1 (apoptotic peptidase activating factor 1) e CED4 (cell death activator 4) (Van
Der Biezen & Jones, 1998; Lam et al., 2000; Kuriyama & Fukuda, 2002).

Fatores de Transcricio WRKY sdo proteinas DNA-binding conhecidas como
reguladores de resposta a estresses bioticos e abioticos, ativando ou reprimindo a transcrigdo
(Eulgem, 2006; Schluttenhofer &Yuan, 2014). Previamente, duas copias do gene que codifica
o fator de transcricio WRKY foram obtidas a partir de C. arabica (CaWRKYla e
CaWRKY1b). Ambas as copias sdo sequéncias homologas originadas de cada uma das
espécies que originaram C. arabica, C. canephora e C eugenioides (Petitot et al., 2008), e se
mantiveram funcionais no genoma duplicado do cafeeiro Arabica. Genes que codificam
fatores de transcricdo da familia WRKY foram relacionados a resisténcia de C. arabica a
ferrugem e M. exigua, bem como a fatores abiodticos. No entanto, apesar de haver expressdo
desses genes em C. arabica resistente para ambos os patdgenos, esta foi sensivelmente maior
para H. vastatrix do que para M. exigua (Petitot et al., 2008; Ramiro et al., 2010).

No processo de transdugdo de sinais através do citoplasma pode ocorrer aumento da
concentracdo e fluxo de célcio, fosforilagdo enziméatica mediada por quinases, reaces de
oxido-reducdo, sintese de mensageiros secundarios e consequente ativacdo de fatores de
transcricdo (Medeiros et al., 2003). Em condic¢es de estresse, como no caso de infecgéo
contra patdgenos, ocorre rpido aumento de producgdo de espécies reativas de oxigénio, como

superdxidos, peroxido de hidrogénio (H,0,) e radicais OH (Dixon et al., 1994; Inzé & Van
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Montagu, 1995; Apel & Hirt, 2004; Torres et al., 2006), um processo denominado exploséo
oxidativa (oxidative burst) (Wojtaszek, 1997; Apel & Hirt, 2004)

O acumulo de espécies ativas de oxigénio pode ocorrer em interacdes planta-patdgeno
compativeis ou incompativeis (Lamb et al., 1989; Lamb & Dixon, 1997) e a concentracao
dessas moléculas aumenta rapidamente ap0s a infeccdo por patdégenos. No entanto, nas
interacdes incompativeis, a rapida acumulacdo € seguida de uma explosdo de producdo de
H.0,, sendo assim denominada producdo bifasica de espécies reativas de oxigénio. Nas
interacBes compativeis, somente a acumulacdo inicial ocorre (Apel & Hirt, 2004).

Espécies reativas de oxigénio podem reagir instantaneamente com proteinas, lipidios e
DNA, causando rapido dano celular (Inzé & Van Montagu, 1995). No entanto, espécies ativas
de oxigénio podem eliminar diretamente o patdégeno devido a sua toxidade. Perdxido de
hidrogénio e superdxidos podem atuar ainda como mensageiros secundarios na ativacdo de
genes que atuam na defesa, e ambos estdo envolvidos na formacdo de lignina, sintese de
fitoalexinas, morte celular, RH e ativacdo da resisténcia sisttmica adquirida (Inzé & Van
Montagu, 1995; Levine et al., 1996; Pennel & Lamb, 1997; Bowler & Fluhr, 2000).

A explosdo oxidativa esta relacionada com o fluxo de calcio livre intracelular, que por
sua vez estd também envolvido na transducdo de sinal (Levine et al., 1996; Scheel, 1998).
Numerosos estudos descrevem a importancia e relacdo entre espécies ativas de oxigénio e
fluxo de calcio livre, tanto em estresse bidtico como também abidtico, sendo esses dois
componentes da sinalizacdo importantes pontos de interseccdo entre ambos tipos de estresse
(Bolwell, 1999; Bowler & Fluhr, 2000; Mittler et al., 2004).

Célcio (Ca) é um segundo mensageiro universal que atua como mediador, estimulando a
resposta a diversas funcdes celulares. O aumento e acumulagdo de Ca?* foi observado durante
a RH em plantas resistentes a diferentes patdgenos, mas ndo em plantas suscetiveis (Xu &

Healt, 1998; Grant et al., 2000). O aumento da concentracdo de horménios vegetais
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importantes no que se refere ao estresse, Etileno e acido abscisico (ABA), esta relacionado
com o aumento da concentracdo de Ca®* (Resende et al., 2007; Inacio et al., 2011). Outras
moléculas dependentes de calcio com imiportancia na transducéo de sinais da defesa planta-
patdgeno sdo as proteina quinases calcio dependentes, como a serina quinase e a treonina
quinase, cujo silenciamento leva a reducédo da resposta hipersensivel de defesa (Romeis et al.,
2001).

Na célula em repouso, 0 Ca®* é mantido em concentracdes baixas devido & sua toxidade,
por isso, tanto 0 aumento da sua concentragcdo durante o reconhecimento quanto o retorno a
niveis basais ocorrem rapidamente (Medeiros et al., 2003). De fato, moléculas que retiram o
Ca®* e espécies ativas em oxigénio do plasma celular, como a calmodulina, proteinas ligantes
de calcio, superoxido dismutases e peroxidases, agem na regulacdo dessas moléculas de forma
que elas possam atuar no processo de defesa sem provocar danos extensivos ao organismo.
Mudancas na homeostase para espécies Oxidorredutoras e calcio sdo consequencia de
estresses biodtico e abidtico. No entanto, embora muitas vias de resposta ao estresse sejam
conservadas, elas podem ser diferentes dependendo do elicitor. Assim, a producdo de Ca**
pode aumentar e a de EAO (espécies ativas de oxigénio, em inglés: reactive oxygen species —
ROS) diminuir, ou o contrario, ou mesmo ambas podem ter suas concentracdes aumentadas
ou diminuidas ao mesmo tempo (Inzé & Van Montagu, 1995; Bowler & Fluhr, 2000).

Durante e apds o reconhecimento e transdugcdo de sinais, ocorrem mudancas
bioquimicas e estruturais na célula, aumento na expressdo de genes relacionados a resisténcia,
como os de fitoalexinas e inibidores de protease, acumulo de calose e lignina na parede
celular, alteragdes celulares que levam a morte e infiltracdo de compostos fendlicos no sitio de
infeccdo (Benhamou & Nicole, 1999). O acido protocatecdico e o acido clorogénico fazem
parte da defesa passiva pré-formada e estdo presentes em lugares onde potencialmente o

patdgeno possa infectar, mas ndo sdo sintetizados em resposta a presenca do mesmo. Os
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compostos fendlicos sintetizados na resposta ativa, como a gliceolina, lignina (que aumenta
nos tecidos localizados) e o &cido salicilico (AS) sdo importantes fatores na resposta de
hipersensibilidade, reforco da parede celular e resisténcia sisttmica adquirida (Lo &
Nicholson, 2008).

No cafeeiro, o acido clorogénico foi o principal composto fendlico presente, encontrado
nas folhas e grdos (Malta et al., 2001; Salgado, 2009). A quantificacdo de acido clorogénico
variou entre 5% e 7,5% para C. arabica (llly & Viani, 1995) e 3,3% e 6,3% nos grdos (Aguiar
et al., 2005) para diferentes genotipos de C. canephora, estando presente em maior
guantidade na variedade Apoatd (5,99%) e em menor quantidade em Conilon 66 (5,70%)
(Aguiar et al., 2005). Mortalidade de juvenis de M. incognita foi observada quando esses
foram expostos a exsudados de calos de C. arabica, onde foram observados niveis
consideraveis de acido clorogénico (Rocha & Campos, 2004). Em batata, a quantidade de
acido clorogénico nos tubérculos ndo teve relacdo com a quantidade de juvenis e ovos de M.
javanica inoculados (Schafer et al., 2014).

Lignina é um importante componente na defesa contra patégenos em geral. Consiste em
uma molécula formada pela polimerizacdo de alcoois, muito abundante na natureza por ser
um dos principais componentes da célula vegetal (Lebo et al., 2001). Essa macromolécula é
formada na via dos fenilpropandides a partir de dois aminoacidos, tirosina e fenilalanina, e
sua sintese € regulada principalmente pela enzima fenilalanina amonia liase, considerada
chave nesse processo (Medeiros et al., 2003). Falando especificamente de interacdo planta-
patogeno, a lignina ndo somente atua na resisténcia fisica como também fornece moléculas
importantes na defesa quimica, através do seu catabolismo, o qual gera compostos fendlicos
que tém papel chave na defesa. Ao avaliar o papel dos fenois na defesa contra Radopholus
similis em bananeiras resistentes, observou-se que estes compostos se acumularam e

infiltraram em areas adjacentes ao patdégeno, aumentando o nivel de lignificacdo dos tecidos
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vasculares e consequentemente alterando o padrdo de ultraestrutura do nematoide e causando
baixa producédo de ovos nos individuos resistentes (Benhamou & Nicole 1999).

As peroxidases sdo enzimas que catalisam reacdes de oxidacdo usando H,O, como
aceptor de elétrons e atuam em varios processos, como eliminacdo de espécies ativas de
oxigénio, juntamente com a catalase, e lignificacdo (Walter, 1992; Medeiros et al., 2003;
Barros et al., 2010). Isoperoxidases foram detectadas em tomateiros resistentes e suscetiveis,
infectados ou nao por Meloidogyne, embora induzidas de forma diferente, dependendo do
gendtipo da hospedeira. Na planta resistente, a atividade da peroxidase foi maior na parede
celular, sendo associada ao Ultimo passo de deposicao de lignina na célula, enquanto na planta
suscetivel sua atividade foi maior no citoplasma, onde ela atuou na producdo de etileno
(Molinari, 1991).

Mudangas na atividade da peroxidase foram observadas durante a infeccdo por M.
incognita em tomateiros, onde houve ligeiro aumento na atividade dessa enzima nos
gendtipos suscetiveis, enquanto nos gendtipos resistentes a atividade dobrou, particularmente
da peroxidase anidnica envolvida na lignificacdo (Zacheo et al., 1993). Em tomateiros
portadores do gene Mi, a atividade da peroxidase estd intimamente relacionada com a
temperatura; temperaturas maiores que 28°C inativam gradualmente o gene, e com isso ha
uma reducdo da atividade dessa enzima, da lignificacdo e da resposta de hipersensibilidade. O
gene Shpx6b foi o primeiro gene identificado que codifica peroxidases em plantas, e
demonstrou ser induzido tanto por agentes patogénicos (fungo) quanto pelo e metiljasmonato
(MeJA) (Curtis et al., 1997).

Os eventos relacionados a resisténcia da planta poderdo atingir tecidos além do sitio de
infeccdo, protegendo-a como um todo contra futuros ataques de organismos fitopatogénicos,
em um processo denominado resisténcia sistémica (Ryals et al., 1996). A resisténcia sistémica

adquirida pode ser comparada a imunizagdo em animais, embora 0S mecanismos Sejam
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diferentes. Os sinais produzidos no sitio de infeccdo irdo para outras partes da planta a fim de
imunizé-la.

Diversos componentes bioquimicos e moleculares que atuam no processo de resisténcia,
local ou sistémica, a fitopatogenos (estresse bidtico) também fazem parte das vias metabolicas
que protegem a planta contra estresses abioticos, como a deficiéncia hidrica. Temos como
exemplo fatores de transcricdo (Glombitza et al., 2004; Schluttenhofer & Yuan, 2014) e fito-
hormonios, como o acido jasmonico e o etileno (Apel & Hirt, 2004; Robert-Seilaniantz et al.,
2011; Santino et al., 2013), o0 H,0,, enzimas envolvidas na producdo e degradacao de espécies
reativas de oxigénio e quinases (Apel & Hirt, 2004). O ABA é um fito-hormonio relacionado
ao estresse hidrico, mas as vias relacionadas a producdo de espécies reativas de oxigénio
atuam como ponto de conexao entre as vias de protecdo a estresse biético e abidtico mediadas
por ABA (Apel & Hirt, 2004). Além disso, o ABA pode atuar positivamente ou mesmo
aumentar a suscetibilidade da planta a patdgenos (Robert-Seilaniantz et al., 2011). Um resumo
dos eventos bioquimicos relacionados a resposta que leva a resisténcia, particularmente a

fitonematoides, se encontra na Figura 1.7.
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Figura 1.7. Eventos bioguimicos que ocorrem dentro e ao redor da célula infectada por fitonematoides

(modificado de Medeiros et al., 2003).
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Capitulo 2 — Resisténcia genética de gendtipos de cafeeiro C. canephora Conilon a
Meloidogyne spp.
2.1. Introducéo

Nematoides das galhas, Meloidogyne spp., tornaram-se uma grande ameaca para a
maioria das areas de cultivo de café em todo 0 mundo. Entre as espécies mais prejudiciais, M.
exigua, M. incognita e M. paranaensis, constituem uma restricdo agronémica grave devido
aos danos causados e ampla distribuicdo na América Central e América do Sul (Goncalves et
al., 2004; Campos & Villain, 2005; Ito et al., 2009). O manejo adequado, a fim de controlar
essas espécies de nematoides, tem se mostrado eficiente em muitas culturas, no entanto, sendo
o cafeeiro uma planta perene, muitas dessas estratégias podem nédo funcionar, permitindo a
reproducdo e disseminacao do patogeno (Ito et al., 2009). Além disso, 0 uso de nematicidas,
assim como de outros agrotoxicos, vem intensificando problemas relacionados com a saude
humana e ao meio ambiente como um todo (Alves Filho, 2002).

Controle baseado na resisténcia genética dos nematoides das galhas é um componente
essencial para uma estratégia de manejo integrado de pragas, uma vez que o uso de cultivares
resistentes ou porta-enxertos constitui um método eficaz, barato, e ndo poluente de controle
(Goncalves et al., 1998; Bertrand & Anthony, 2008). Muitos sdo os estudos com o intuito de
identificar plantas resistentes a Meloidogyne spp. A resisténcia a M. exigua foi procurada no
germoplasma de café de varios paises (Brasil, Colémbia e Ameérica Central). Nao foi
encontrada resisténcia a este nematoide em cultivares de C. arabica comumente usados como
Caturra, Catuai, Mundo Novo, dentre outros, nem em cafeeiros silvestres recolhidos na
Etiopia (Arango et al., 1982; Bertrand et al., 1995). Em contraste, varios acessos resistentes
foram identificados em C. canephora e em alguns hibridos interespecificos resultantes de
cruzamento entre C. arabica e C. canephora (Curi et al., 1970; Bertrand et al., 1995, 1997;

Gongalves & Pereira, 1998; Silvarolla et al., 1998; Anthony et al., 2003). Considerando
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apenas C. arabica, todas as cultivares foram consideradas suscetiveis a M. incognita
(Goncalves & Ferraz, 1987) e M. paranaensis (Anzueto et al., 1991, 2001), enquanto
numerosos cafeeiros selvagens da Etidpia foram considerados resistentes a M. paranaensis
(Anzueto et al., 1991, 2001; Boisseau et al., 2009).

Quanto a C. canephora, essa espécie de cafeeiro tem se mostrado como promissora
fonte de resisténcia a Meloidogyne spp. Como exemplo, tem-se 0 uso de porta-enxertos
multirresistentes como Nemaya (cruzamento entre C. canephora clones T3561 e T3751),
cultivado na America Central, e Apoatd IAC 2258 (C. canephora cv 2258 da colecdo de
germoplasma Catie, Turrialba, Costa Rica) usado no Brasil. Ambos foram desenvolvidos para
superar o principal problema associado com nematoide das galhas nesses dois paises
produtores (Anzueto et al., 1996; Fazuoli et al., 2002). Enxertar cultivares de C. arabica em

~9

“Nemaya” ou “Apoatd” tem sido a Unica medida de controle viavel que permite retorno
econémico dos cafeeiros plantados em areas infestadas com M. incognita, M. paranaensis e
M. arabicida. No entanto, os porta-enxertos Apoatd e Nemaya mostraram intolerancia a seca
em condicBes de campo*, o que pode ser um problema, principalmente no Brasil, onde as
condi¢cdes ambientais para o cultivo do cafeeiro sdo diversas e a deficiéncia hidrica € o
principal fator limitante a producédo (Silva et al., 2010). Esforcos devem ser feitos a fim de

buscar o0 melhoramento do cafeeiro para multirresisténcia a patdgenos e tolerancia a escassez

de agua.

2.2. Objetivos

Identificar clones de C. canephora com resisténcia multipla a M. exigua, M. incognita e
M. paranaensis visando a producdo de sementes de porta enxertos resistentes para cultivares
de C. arabica, assim como, no plantio como pés-francos de C. canephora em areas infestadas

por Meloidogyne spp. e aptas ao cultivo desse cafeeiro.

*W. Gongalves, IAC, S&o Paulo, Brasil (comunicagéo pessoal)
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2.3. Material e Métodos
2.3.1. Clones de C. canephora usados nos ensaios de selecdo para a resisténcia a
Meloidogyne spp.

Os experimentos foram conduzidos na Embrapa, Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Cenargen). Foram realizados dois ensaios: No primeiro foi utilizada a variedade clonal
Vitoria- INCAPER 8142, lancada em 2004 onde estdo incluidos 13 clones superiores,
selecionados entre 0s materiais genéticos considerados elite pelo programa de melhoramento
genético do Instituto Capixaba de Pesquisa e Extensdo Rural (INCAPER) (clones 1V, 2V, 3V,
4V, 5V, 6V, 7V, 8V, 9V, 10V, 11V, 12V E 13V) (Fonseca et al., 2004a, 2004b; Ferrdo et al.,
2005). Os outros 13 materiais utilizados no segundo estudo (ESN2010-01, ESN2010-02,
ESN2010-03, ESN2010-04, ESNZ2010-05, ESNZ2010-06, ESN2010-07, ESN2010-08,
ESN2010-09, ESN2010-10, ESN2010-11, ESNZ2010-12 e ESN2010-13’) também sao
gendtipos que apresentaram caracteristicas agrondmicas superiores em programas de
melhoramento do INCAPER e sdo promissores para programas de melhoramento de
variedades, incluindo resisténcia a ferrugem. Os clones 14 e 120 foram selecionados pela
tolerancia a seca, enquanto clones 109A e 22 séo sensiveis a seca (DaMatta et al., 2000;
DaMatta et al., 2003; Ferrdo et al., 2009). A cultivar Catuai Vermelho IAC 81 foi utilizada

como controle suscetivel a Meloidogyne spp. (Ribeiro et al., 2005; Sera et al., 2007)

2.3.2. Populacdes de Meloidogyne spp.

Cinco populagdes de Meloidogyne spp. do Brasil e uma populacéo proveniente da Costa
Rica foram utilizados nesta pesquisa. As espécies foram identificadas utilizando os fenétipos
de esterase (EST) (Carneiro & Almeida, 2001) e SCAR-PCR (Randig et al., 2002). Racas de
M. incognita foram caracterizadas de acordo com Hartman & Sasser (1985). Essas populagdes

foram multiplicadas em casa de vegetacdo em tomateiros e cafeeiros para evitar uma eventual
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erosdo da patogenicidade sobre café (Carneiro & Jorge, 2001). As populagdes utilizadas e
seus respectivos fenotipos de esterase foram: Meloidogyne paranaensis (Est P1) de
Apucarana-PR; M. incognita raca 1 (Est 11) de Avilandia-SP; M. incognita raca 3 (Est 12) de
Londrina-PR; M. exigua populacao virulenta (Est E1) de Bom Jesus de Itabapoana-RJ; M.
exigua populacdo avirulenta (Est E2) de Lavras-MG; e M. arabicida (Est AR2) Turrialba,
Costa Rica. Para trabalhar com esta Gltima espécie, foram observados todos os cuidados
relacionados a inoculacdo e descarte de raizes, de acordo com as normas da Embrapa-
Cenargen e com a devida autorizacdo do Ministério da Agricultura. A populacédo virulenta de

M. exigua € capaz de quebrar a resisténcia da cultivar IAPAR 59.

2.3.3. Inoculagado

Antes da inoculacdo, as populaces de Meloidogyne foram multiplicadas em tomateiro
(Solanum lycopersicum L. cv. Santa Clara), durante trés meses em casa de vegetacdo. Os ovos
foram extraidos a partir de raizes infectadas (Hussey & Barker, 1973), utilizando 0,5% de
hipoclorito de s6dio e um liquidificador. A contagem dos ovos foi feita sob microscopio de
luz, usando camara de Peters. A concentracdo da suspensdo de ovos foi determinada por
contagem de trés aliquotas de 1mL. Quando as plantas estavam com seis pares de folhas ou
mais, foram inoculadas com suspensédo de 10.000 ovos/planta.

As plantas (mudas) de cada acesso foram cultivadas em vasos de 3 L preenchidos com
uma mistura (1:1) de solo autoclavado e composto Plantimax® em casa de vegetagdo. Os
ensaios de avaliacdo da resisténcia foram realizados, em dois experimentos separados. A
cultivar de C. arabica cv. Catuai Vermelho IAC 81 foi usada como testemunha suscetivel, em
todos os ensaios. No primeiro ensaio, foram testados os clones: INCAPER 8142 (V1 a V13),
14 (tolerante a seca) e 22 (suscetivel a seca). No segundo ensaio foram incluidos os clones

ESN2010-01 a ESN2010-13 e também, os gendtipos 109A e 120.
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Mudas de cafeeiro, com cerca de 20-25cm de altura, 4-6 pares de folhas, foram
inoculadas com 10.000 ovos de Meloidogyne spp., pipetando a suspensdo de nematoides
(entre 2-5ml) em torno da base do caule. As plantas de cafeeiro inoculadas foram dispostas
em um delineamento experimental, inteiramente casualizado, com 96 tratamentos (16
gendtipos de café x 6 populacGes de Meloidogyne spp.) e seis repeticdes e foram mantidos em
casa de vegetacdo em temperatura entre 25-30°C, com a rega, adubacdo e pulverizacdes
conforme necessario. No terceiro ensaio foram repetidas as variedades clonais (14, 22) e a
testemunha (IAC 81) em relacdo a M. paranaensis e M. incognita, usando o mesmo
delineamento dos estudos anteriores. No quinto ensaio, as variedades clonais 14 e 22 e a

testemunha (IAC 81) foram testadas quanto a reacdo a M. arabicida.

2.3.4. Avaliacao da resisténcia aos nematoides em condigdes controladas

Oito meses ap0ds a inoculacdo, os sistemas radiculares foram lavados com &gua e
pesados. As raizes foram coradas com floxina B e observadas para serem avaliados o nimero
de galhas e de massa de ovos de acordo com a escala de Taylor & Sasser (1978) de 0-5 onde,
0 = nenhuma galha ou massa de ovos; 1 = 1-2 galhas ou massas de ovos; 2 = 3-10 galhas ou
massas de ovos; 3 = 11-30 galhas ou massas de ovos; 4 = 31-100 galhas ou massas de ovos; e
nota 5 acima de 100 galhas ou massas de ovos por sistema radicular.

Os ovos foram extraidos usando a mesma metodologia da inoculacdo, onde as raizes
foram batidas em liquidificador por 1min com solucéo de hipoclorito de sodio (agora a 1%).
Apds o processamento, a suspensdo foi passada em um conjunto de trés peneiras de 45, 200 e
500 mesh e, lavada com &gua corrente. Na ultima peneira (500 mesh), onde ficam retidos os
0vos, a suspenséo foi recolhida em aliquotas de 100mL por planta extraida. Trés aliquotas de
1mL de cada suspensdo foram retiradas e colocadas em lamina de Peters para quantificacdo

dos ovos.
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O fator de reproducdo (FR) foi calculado pela formula FR = PF/PI, onde PF =
populacédo final de nematoides e Pl = populacdo inicial de nematoides (Pl = 10.000). As
médias dos FRs foram transformadas em log (x +1), submetidas as andlises de variancia e as
médias separadas pelo teste de Scott-Knott (P <0,05). De acordo com as analises estatisticas e
os critérios de Sasser et al. (1984) acessos para os quais FR = 0 e FR <1 foram considerados
imunes e altamente resistentes (AR) respectivamente, enquanto aqueles para os quais FR > 1

foram considerados moderadamente resistente (MR) ou suscetiveis (S).

2.3.5. Ensaio para avaliar presenca de Meloidogyne no solo

Genotipos previamente selecionados de cafeeiro Conilon, clones 14 e 22, e o cafeeiro
Catuai IAC 81 foram inoculados com 10.000 ovos/planta. Oito meses apds a inoculagéo, o
sistema radicular foi lavado com &gua da torneira e, por meio do método de Hussey & Barker
(1973) para extracdo dos ovos, substituindo a agitacdo manual por liquidificador e utilizando
hipoclorito de sodio a 1%. Para extracdo de nematoides do solo foi empregada a metodologia
descrita por Jenkins (1964) que é uma combinacdo do método de flutuacdo peneiramento e
em centrifuga.

Foram retiradas amostras de 250cm® de solo que foram processadas de acordo com a
metodologia acima citada. Primeiramente, as aliquotas de solo obtidas das amostras bem
homogeneizadas e depois lavadas sobre peneira de 20 mesh com o uso de um balde de 10
litros até completar a metade de sua capacidade. Apos, a mistura dgua e solo foi deixada em
repouso por 30 s. Verteu-se o sobrenadante em peneira de 500 mesh e o que foi retido foi
transferido para um béquer e depois a suspensdo foi distribuida em tubos de 50mL. As
suspensdes foram centrifugadas por 5min. a 360g. Em seguida a centrifugacédo, descartou-se o
liquido sobrenadante, limpou-se a parede do tubo proximo a borda para eliminar possiveis

particulas organicas e adicionou-se, em cada tubo, solucdo de sacarose com densidade=1,18
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(475 gramas de sacarose por litro de solucdo) até que os pesos dos tubos estivessem
balanceados. Misturou-se, entdo sedimento e solucdo de sacarose até que estivesse
homogéneo e a suspensdo foi novamente centrifugada por 1min. Em seguida, o liquido
sobrenadante passou novamente pela peneira de 500 mesh e a solugédo de agucar foi lavada em
agua corrente. O material retido pela peneira de 500 mesh foi colhido e armazenado a 4°C

para observacao e contagem dos juvenis de Meloidogyne.

2.4. Resultados

A resisténcia foi avaliada com base em trés critérios: indice de galhas (IG), indice de
massa de ovos (IMO) e fator de reproducdo (FR). Como esperado, a cultivar suscetivel
‘Catuai cv IAC 81’ exibiu altos indice de galhas e de massa de ovos e, também, alto valor de
fator reproducdo do nematoide (FR). Pela interpretacdo estatistica verificou-se que 1G e IMO
foram correlacionados com infec¢do no cafeeiro (FR) para M. exigua (r = 0,58-0.71; 0,35-
0,78, respectivamente), mas, algumas vezes, com baixo coeficiente de correlacdo de Pearson.
Para M. incognita e M. paranaensis, 0s IGs e IMOs ndo foram significativamente
correlacionados com os FRs.

No primeiro ensaio, 0s clones INCAPER-Vitoria 2V, 3V, 6V, 7V, 13V e clone 14
foram altamente resistentes (AR) a M. paranaensis — fator de reproducédo (FR) < 1, enquanto
os clones 1V, 4V, 5V, 10V, 12V e clone 22 foram suscetiveis (FR > 1) (Tabela 2.1).
Considerando-se a analise estatistica, os clones 8V, 9V e 11V foram considerados
moderadamente resistentes (MR) para esse nematoide.

Considerando-se a reacdo de gendtipos de cafeeiro para M. incognita, o clone 14 foi o
unico resistente a ambas as racas testadas (racas 1 e 3), enquanto que os clones 2V, 3V, 6V,
8V e 13V foram AR a M. incognita raca 1 (Tabela 2.2). Os resultados demonstram que M.

incognita raca 3 foi mais agressivo para gendtipos de cafeeiro que M. incognita raca 1. Além
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Tabela 2.1. Reacdo de genotipos de café, oito meses apds inoculagdo com Meloidogyne paranaensis sob

condicGes controladas.

Genotipo MFR(g) IG? IMO? FR" R®
Catuaf cv IAC 81* 23,0 3,5 4,43 29,33a S
Y, 32,43 4,25 5,00 15,45a S
2V 22,37 2,5 0,0 0,25d AR
3V 21,69 2,75 0,125 0,6d AR
4V 28,0 3,75 4,0 7,96b
5V 41,75 3,75 3,25 8,23b
6V 18,68 2,62 0,125 0,20d AR
A% 20,81 2,87 2,25 0,61d AR
8V 48,87 3,37 0,125 2,3c MR
e\Y; 30,12 3,12 2,125 1,35¢ MR
10V 30,25 4,37 4,0 8,41b S
11V 29,44 3,5 3,0 1,53c MR
12V 32,93 3,5 4,625 7,38b S
13V 18,09 2,37 1,875 0,35d AR
Clone 14 16,25 3,0 0,0 0,51d AR
Clone 22 32,5 12,5 3,5 15,06a S

# Valores (n = 8) de massa fresca de raiz (MFR), indices de galha (IG) e massa de ovos (IMO) definidos em
escala de 0-5: 0 = auséncia de galhas ou massas de ovos; 1 = 1-2 galhas ou massas de ovos; 2 = 3-10 galhas ou
massas de ovos; 3 = 11-30 galhas ou massas de ovos; 4 = 31-100 galhas ou massas de ovos; 5 = acima de 100
galhas ou massas de ovos (Taylor & Sasser, 1978).

® Valores (n = 8) de fator de reproducéo (FR = populacéo final/10.000 ovos de M. paranaensis), transformados
para log(x+1). Valores seguidos de letras diferentes na coluna séo significantemente de acordo com o teste Scott-
Knott (P < 0,05). Coeficiente de variagdo (CV) = 22%.

° Reacdo de gendtipos de café inoculados: S = suscetivel; AR = altamente resistente; MR = moderadamente
resistente, | = imune.

* Padrao de suscetibilidade.

disso, os clones de 6V e 8V foram AR e MR para M. incognita ragas 1 e 3, respectivamente,
enquanto os clones 3V e 13V foram considerados AR para M. incognita raca 1 e suscetiveis
(S) para araca 3 (Tabela 2.2).

A populagdo de M. exigua avirulenta teve uma taxa de reproducdo baixa na maioria dos
clones (FR < 1) e quase todos os clones foram considerados AR (Tabela 2.3). Os clones 10V

e 13V foram considerados MR em relacdo a populacdo avirulenta de M. exigua. Quanto a
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Tabela 2.2. Reacéo de genotipos de café, oito meses apds inoculagdo com Meloidogyne incognita ragas 1 e 3 sob

condigBes controladas.

. M. incognita raca 3 M. incognita raca 1
Genaotipo

MFR(g) IG* IMO* FR® R° MFR(g) IG* IMO* FR® R°
Catuai cv IAC 81* 42,43 188 4,87 111,8a S 45,75 4,87 5,0 30,83a S
v 52,56 3,13 5,0 34a S 23,44 4,0 4,25 13,8b S
2V 27,87 2,75 4,25 4,08b S 38,81 1,75 2,62 0,68d AR
3V 42,93 25 2,62 6,35b S 54,50 275 037 078d AR
4v 36,06 20 437 10,0lb S 20,94 2,87 387 11,18b
5V 14,31 30 487 6,31b S 55,56 262 4,0 2,38¢c
6V 24,12 2,75 1,75 2,0c MR 14,12 1,87 05 0,01d AR
A" 45,43 3,5 5,0 10,61b S 24,12 2,715 3,12 1,01c S
8V 71,37 3,13 15 2,48c MR 33,12 2,62 0,0 0,28d AR
%V 51,75 3,25 3,75 5,76b S 46,12 3,75 3,5 2,35¢c S
v 43,56 363 4,12  9,95b S 14,37 312 375 4,88b S
11V 66,00 338 3,87 7,73b S 59,64 3,12 4,25 5,1b S
12v 72,18 163 50 16,28a S 39,12 287 40 1,53c S
13V 45,57 2,0 4,0 6,20b S 16,69 25 225 0,71d AR
Clone 14 20,26 2,2 0,5 0,26d AR 43,00 2,16 0,0 0,04d AR
Clone 22 58,81 3,38 3,87 5,10b S 23,64 329 4,771 12,05b S

® Valores (n = 8) de massa fresca de raiz (MFR), indices de galha (1G) e massa de ovos (IMO) definidos em
escala de 0-5: 0 = auséncia de galhas ou massas de ovos; 1 = 1-2 galhas ou massas de ovos; 2 = 3-10 galhas ou
massas de ovos; 3 = 11-30 galhas ou massas de ovos; 4 = 31-100 galhas ou massas de ovos; 5 = acima de 100
galhas ou massas de ovos (Taylor & Sasser, 1978).

® Valores (n = 8) de fator de reproducgdo (FR = populagéo final/10.000 ovos de M. paranaensis), transformados
para log(x+1). Valores seguidos de letras diferentes na coluna séo significantemente de acordo com o teste Scott-
Knott (P < 0,05). Coeficiente de variagdo (CV) = 28%.

° Reacdo de gendtipos de café inoculados: S = suscetivel; AR = altamente resistente; MR = moderadamente
resistente, | = imune.

* Padrao de suscetibilidade.

populacéo virulenta de M. exigua, os gendtipos 1V, 2V, 4V, 5V, 7V, 9V, 11V, 12V e clone 14
foram AR (FR < 1) (Tabela 2.3). Os outros clones, 3V, 6V, 8V, 10V, 13V e 22, mostraram
FR > 1 e foram considerados S ou MR.

No segundo ensaio, além do controle “Catuai cv IAC 817, os genotipos clone 109A,
clone 120, clones ES N2010-06, 07, 08, 09, 10 e 12 foram suscetiveis a M. paranaensis. Os

clones ES N2010-01, 02, 03, 05 e 11 foram classificadas como MR, enquanto os genotipos
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Tabela 2.3. Reacdo de gendtipos de café, oito meses apds inoculagdo com populagdes virulentas e avirulentas de

Meloidogyne exigua sob condigdes controladas.

M. exigua virulenta M. exigua avirulenta

Gendétipo . )
MFR(g) IG* IMO* FR R° MFR(g) IG* IMO* FR R°

Catuai cv IAC 81* 47,44 488 3,88 7892a S 59,37 50 4,5 53,4a

v 34,71 4,29 3,29 084c AR 48,07 029 057 082c R
2V 20,75 2,13 0,0 0,02d AR 46,94 0,0 0,0 0,0c |

3V 42,61 4,78 2,78  20,93b S 62,94 1,88 038 008 R
4V 43,0 3,5 0,33 0,02d AR 38,44 025 013 007c R
5V 32,21 386 057 0,02d AR 37,62 0,0 1,0 005c R
6V 25,69 2,88 1,0 10,7b S 37,69 0,0 0,0 0,0c |

IAY 51,56 3,63 0,0 0,0d I 35,25 1,88 0,0 0,0c |

8V 60,94 3,88 15 1,07c MR 62,0 0,0 025 0,03c R
9V 59,31 2,75 0,38 0,02d AR 56,0 0,0 0,0 0,06c

10v 45,0 386 1,71 7,05b S 41,18 038 338 382 MR
11v 48,94 388 0,13 0,06d AR 33,25 163 075 018 R
12v 45,75 1,83 0,0 0,84d AR 62,87 0,0 1,38 0,4c R
13v 25,5 225 2,20 245c MR 39,72 0,78 156 144b MR
Clone 14 38,92 2,83 0,0 0,04d AR 47,33 0,0 0,0 0,0c |

Clone 22 21,69 425 3,38 7,9b S 40,18 0,5 1,5 0,08¢c R

® Valores (n = 8) de massa fresca de raiz (MFR), indices de galha (1G) e massa de ovos (IMO) definidos em
escala de 0-5: 0 = auséncia de galhas ou massas de ovos; 1 = 1-2 galhas ou massas de ovos; 2 = 3-10 galhas ou
massas de ovos; 3 = 11-30 galhas ou massas de ovos; 4 = 31-100 galhas ou massas de ovos; 5 = acima de 100
galhas ou massas de ovos (Taylor & Sasser, 1978).

® Valores (n = 8) de fator de reproducgdo (FR = populagéo final/10.000 ovos de M. paranaensis), transformados
para log(x+1). Valores seguidos de letras diferentes na coluna séo significantemente de acordo com o teste Scott-
Knott (P < 0,05). Coeficiente de variagdo (CV) = 32%.

° Reacdo de gendtipos de café inoculados: S = suscetivel; AR = altamente resistente; MR = moderadamente
resistente, | = imune.

* Padrao de suscetibilidade.

ES N2010-04 e ES N2010-13 foram AR para M. paranaensis (Tabela 2.4). Quanto a M.
incognita raca 3, a maioria dos genotipos testados foi classificada como suscetivel, exceto ES
N2010-04, classificado como MR. No que se refere a M. incognita raca 1, o clone ES N2010-
04 foi classificado como AR e os clones ES N2010-03 e ES N2010-13 como MR. Os
gendtipos 109A, 120 e ES N2010-01, 02, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11 e 12 foram todos

suscetiveis para essa populacdo do nematoide (Tabela 2.5).
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Tabela 2.4. Reacdo de genotipos de café, oito meses apds inoculagdo com Meloidogyne paranaensis sob

condicGes controladas.

Genétipo MFR(g) 1G? IMO? FR® R®
Catuai cv IAC 81* 29,58 4,17 4,33 11,66a S
Clone 109 A 136,83 5,0 5,0 16,64a
Clone 120 100,0 4,8 3,8 4,13b
ES N2010-01 158,83 3,33 3,0 2,19¢ MR
ES N2010-02 120,67 4,83 45 1,91c MR
ES N2010-03 134,08 3,83 2,67 2,19c MR
ES N2010-04 64,08 2,0 0,17 0,0d |
ES N2010-05 70,67 3,83 3,0 2,32¢ MR
ES N2010-06 230,33 3,67 3,5 3,85b S
ES N2010-07 145,83 4,83 45 5,88b S
ES N2010-08 174,25 5,0 4,33 11,88a S
ES N2010-09 119,5 4,83 4,67 11,75a S
ES N2010-10 99,67 5,0 4,83 8,47a S
ES N2010-11 1235 3,83 3,83 2,04c MR
ES N2010-12 120,92 4,67 4,67 13,96a S
ES N2010-13 108,83 3,0 2,67 0,39d AR

® Valores (n = 8) de massa fresca de raiz (MFR), indices de galha (1G) e massa de ovos (IMO) definidos em
escala de 0-5: 0 = auséncia de galhas ou massas de ovos; 1 = 1-2 galhas ou massas de ovos; 2 = 3-10 galhas ou
massas de ovos; 3 = 11-30 galhas ou massas de ovos; 4 = 31-100 galhas ou massas de ovos; 5 = acima de 100
galhas ou massas de ovos (Taylor & Sasser, 1978).

® Valores (n = 8) de fator de reproducgdo (FR = populagéo final/10.000 ovos de M. paranaensis), transformados
para log(x+1). Valores seguidos de letras diferentes na coluna séo significantemente de acordo com o teste Scott-
Knott (P < 0,05). Coeficiente de variagdo (CV) = 29%.

° Reacdo de gendtipos de café inoculados: S = suscetivel; AR = altamente resistente; MR = moderadamente
resistente, | = imune.

* Padrao de suscetibilidade.

Para a populacdo avirulenta de M. exigua, a maioria dos gendtipos foi AR (clones
109A e 120, ES N2010-01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 10, 11, 12 e 13). Apenas o controle
Catuai cv. IAC 81 e os genotipos ES N2010-09 permitiram uma alta e mediana reproducéo da
populacédo avirulenta de M. exigua respectivamente. Os gendtipos inoculados com M. exigua
populacéo virulenta (clones 109A e 120, ES N2010-01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 10, 11, 12 e

13) foram todos AR ou I, com excecdo do gendtipo ES N2010-09 comportou-se como MR
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Tabela 2.5. Reacédo de genotipos de café, oito meses apds inoculagdo com Meloidogyne incognita ragas 1 e 3 sob

condigBes controladas.

. M. incognita raca 3 M. incognita raca 1
Genaotipo

MFR(g) 1G* IMO* FR® R®° MFR(g) IG* IMO* FR® R°
Catuai cv IAC 81* 98,0 50 50 190,3a S 64,83 40 4,67 44,62a S
Clone 109 A 140,92 50 50 35,76b S 178,17 5,0 5,0 39,66a S
Clone 120 79,7 50 50 16,32c S 99,75 5,0 5,0 16,0b S
ES N2010-01 111,25 5,0 5,0 21,35¢c S 168,8 5,0 5,0 9,81b S
ES N2010-02 104,75 5,0 5,0 13,5¢c S 120,58 5,0 5,0 13,190 S
ES N2010-03 19,06 5,0 50 37,16b S 1590 4,83 45 460c MR
ES N2010-04 150,08 4,83 383 229d MR 1230 1,17 0,0 0,0d I
ES N2010-05 27,6 4,4 3,8 6,91c S 76,9 3,67 3,67 11,29b S
ES N2010-06 141,92 50 50 12,65c S 201,83 5,0 5,0 38,82a S
ES N2010-07 191,17 50 50 49,96b S 122,92 5,0 5,0 16,51b S
ES N2010-08 214,2 5,0 50 5052b S 201,33 5,0 50 37,16a S
ES N2010-09 126,67 5,0 50 2736b S 112,5 5,0 5,0 31,1a S
ES N2010-10 64,33 5,0 5,0 10,84c S 103,83 5,0 50 4783 S
ES N2010-11 151,42 5,0 5,0 50,83b S 170,42 5,0 5,0 59,24a S
ES N2010-12 105,67 50 50 38,71b S 83,83 5,0 5,0 22,67a S
ES N2010-13 105,4 4,83 4,67 17,38c S 105,42 4,83 4,83 4,84c MR

% Valores (n = 8) de massa fresca de raiz (MFR), indices de galha (IG) e massa de ovos (IMO) definidos em
escala de 0-5: 0 = auséncia de galhas ou massas de ovos; 1 = 1-2 galhas ou massas de ovos; 2 = 3-10 galhas ou
massas de ovos; 3 = 11-30 galhas ou massas de ovos; 4 = 31-100 galhas ou massas de ovos; 5 = acima de 100
galhas ou massas de ovos (Taylor & Sasser, 1978).

® Valores (n = 8) de fator de reproducgdo (FR = populagéo final/10,000 ovos de M. paranaensis), transformados
para log(x+1). Valores seguidos de letras diferentes na coluna séo significantemente de acordo com o teste Scott-
Knott (P < 0,05). Coeficiente de variagdo (CV) = 35%.

° Reacdo de gendtipos de café inoculados: S = suscetivel; AR = altamente resistente; MR = moderadamente
resistente, | = imune.

* Padrao de suscetibilidade.

(Tabela 2.6).

Os clones 14 (AR) e o clone 22 (S) foram novamente testados para corroborar a
resisténcia observada contra M. incognita raca 3 e M. paranaensis, e a respectiva resisténcia e
suscetibilidade de ambos os genotipos foram confirmados neste terceiro ensaio (Tabela 2.7).
Com o intuito de observar o comportamento dos clones 14 e 22 frente a uma espécie exdtica

de Meloidogyne, realizou-se um quarto ensaio onde esses clones foram inoculados com M.
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Tabela 2.6. Reacdo de gendtipos de café, oito meses apds inoculagdo com populagdes virulentas e avirulentas de

Meloidogyne exigua sob condigdes controladas.

. M. exigua virulenta M. exigua avirulenta
Genatipo

MFR(g) IG* IMO* FR® R® MFR(g) IG* IMO* FR" R°
Catuai cv IAC 81* 155,92 50 467 1256a S 11892 3,83 117 17,89a S
Clone 109 A 179,78 0,18 0,0 002c AR 211,17 00 00 00lb AR
Clone 120 106,83 0,0 00 004c AR 7767 00 00 00lb AR
ES N2010-01 160,33 1,33 0,33 002c AR 14725 0,17 00 0,0b |
ES N2010-02 9242 133 00 004c AR 11425 00 00 00lb AR
ES N2010-03 1085 00 0,0 002c AR 1879 00 00 0,0b |
ES N2010-04 1256 02 0,0 002c AR 1094 00 00 0,0b |
ES N2010-05 88,9 02 00 027c AR 455 00 00 0,0b |
ES N2010-06 25408 0,0 00 0,0c I 187,17 00 00 003 AR
ES N2010-07 158,83 0,0 00 0,0c I 117,42 00 00 001b AR
ES N2010-08 183,08 233 1,83 008 AR 27242 00 00 003 AR
ES N2010-09 20092 417 30 513b MR 1948 433 383 2373 S
ES N2010-10 1305 1,33 066 026c AR 2235 00 00 011b AR
ES N2010-11 86,67 067 033 00lc AR 12567 00 00 003 AR
ES N2010-12 6342 1,0 05 015c AR 66,5 00 00 00lb AR
ES N2010-13 1195 033 0,17 0,0c I 151,000 0,0 0,0b |

® Valores (n = 8) de massa fresca de raiz (MFR), indices de galha (1G) e massa de ovos (IMO) definidos em
escala de 0-5: 0 = auséncia de galhas ou massas de ovos; 1 = 1-2 galhas ou massas de ovos; 2 = 3-10 galhas ou
massas de ovos; 3 = 11-30 galhas ou massas de ovos; 4 = 31-100 galhas ou massas de ovos; 5 = acima de 100
galhas ou massas de ovos (Taylor & Sasser, 1978).

® Valores (n = 8) de fator de reproducgdo (FR = populagéo final/10,000 ovos de M. paranaensis), transformados
para log(x+1). Valores seguidos de letras diferentes na coluna sdo significantemente de acordo com o teste Scott-
Knott (P < 0,05). Coeficiente de variagdo (CV) = 27%.

° Reacdo de gendtipos de café inoculados: S = suscetivel; AR = altamente resistente; MR = moderadamente
resistente, | = imune.

* Padrao de suscetibilidade.

Tabela 2.7. Reacdo de gendtipos de café, oito meses apds inoculagdo com Meloidogyne incognita raca 3 e M.

paranaensis sob condic6es controladas.

. M. incognita racga 3 M. paranaensis
Genotipo b b
MFR(g) IG* IMO? FR R° MFR IG? IMO? FR R®
Catuai cv IAC 81* 44,3 49 4,8 36,2a S 46,2 45 5,0 32,5 S
Clone 14 40,6 2,2 0,5 0,28 ¢c R 43,0 2,2 0,0 0,35 R
Clone 22 56,1 3,4 47 8,4b S 38,4 3,28 4,71 18,05 S

# Valores (n = 8) de massa fresca de raiz (MFR), indices de galha (IG) e massa de ovos (IMO) definidos em

escala de 0-5: 0 = auséncia de galhas ou massas de ovos; 1 = 1-2 galhas ou massas de ovos; 2 = 3-10 galhas ou
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massas de ovos; 3 = 11-30 galhas ou massas de ovos; 4 = 31-100 galhas ou massas de ovos; 5 = acima de 100
galhas ou massas de ovos (Taylor & Sasser, 1978).

® Valores (n = 8) de fator de reproducdo (FR = populacéo final/10.000 ovos de M. paranaensis), transformados
para log(x+1). Valores seguidos de letras diferentes na coluna sao significantemente de acordo com o teste Scott-
Knott (P < 0,05). Coeficiente de variacdo (CV) = 21%.

¢ Reacdo de gendtipos de café inoculados: S = suscetivel; AR = altamente resistente; MR = moderadamente
resistente, | = imune.

* Padréo de suscetibilidade.

arabicida, uma espécie proveniente da Costa Rica. Como resultado, ambos os clones foram R
a esse patdgeno, ao contrario do controle Catuai cv IAC 81, que foi S (Tabela 2.8).

Com o intuito de observar a influéncia da avaliacdo do numero de J2 no solo no calculo
do FR, realizou-se o quinto ensaio. O acréscimo do ndmero de J2 no calculo dos valores de
FR ndo interferiu de maneira significativa no resultado final para ambos os clones. (Tabela
2.9). Dessa maneira, pode-se concluir que, apenas a avaliagdo do numero total de ovos no

sistema radicular é essencial para o calculo dos FRs.

2.5.Discusséo

A identificacdo e selecdo de clones de C. canephora combinando tolerancia a seca com
outras caracteristicas agronémicas (produtividade e vigor) e de resisténcia multipla aos
nematoides das galhas é de particular interesse para gerar novas cultivares melhores adaptadas
as mudancas climaticas e aos estresses bioticos (Fonseca et al., 2004a; Ferrdo et al., 2010). O
problema da falta de agua é uma realidade no Brasil, ndo somente nas areas onde
tradicionalmente ocorriam estiagens periodicas, mas também em areas do Sudeste brasileiro,
onde se encontram as maiores areas de cultivo do cafeeiro. Associar tolerancia a seca a
resisténcia a patdgenos em plantas de interesse econdmico € indiscutivelmente importante na
atual conjectura de mudancas que vem ocorrendo no ambiente.

N&o houve diferencas entre as populacGes de nematoides e gendétipos de café testados
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Tabela 2.8. Reagdo de gendtipos de cafeeiro, oito meses ap6s inoculagdo com Meloidogyne arabicida sob

condigBes controladas.

Genétipo MFR(g) IMO? IG? FR® R®
Catuaf cv IAC 81 179,33 5 5 36,62a S
Clone 22 202,83 1,83 0,33 0,15b R
Clone 14 188,08 0 0 0,07b R

 Valores (n = 8) de massa fresca de raiz (MFR), indices de galha (IG) e massa de ovos (IMO) definidos em
escala de 0-5: 0 = auséncia de galhas ou massas de ovos; 1 = 1-2 galhas ou massas de ovos; 2 = 3-10 galhas ou
massas de ovos; 3 = 11-30 galhas ou massas de ovos; 4 = 31-100 galhas ou massas de ovos; 5 = acima de 100
galhas ou massas de ovos (Taylor & Sasser, 1978).

® Valores (n = 8) de fator de reproducdo (FR = populacéo final/10.000 ovos de M. arabicida), transformados para
log(x+1). Valores seguidos de letras diferentes nas colunas séo significantemente diferentes, de acordo com o
teste Scott-Knot (P < 0.05). Coeficiente de varia¢éo (CV) = 28%.

° Reagdo de gendtipos de café inoculados: S = suscetivel; AR = altamente resistente; MR = moderadamente
resistente, | = imune.

* Padrdo de suscetibilidade

Tabela 2.9. Reacdo de gendtipos de café, oito meses apds inoculagdo com M. incognita em condigdes

controladas.

Gendétipo MFR(g) NTO NTJ2 NTO + NTJ2 FR (Ovos) FR (ovos + J2)
Clone 22 191,06 91.703,7 620,49 92.324,19 9,17a 9,23a
Clone 14 198,59 4.119,05 90,52 4.209,57 0,41b 0,42b

Valores (n = 8) Médias de massa fresca de raiz (MFR), nimero total de ovos/raiz (NTO), nimero total de J2s em
250cm® de solo (NTJ2) e de fatores de reproducdo (FR = populacdo final/10,000 ovos), estas ultimas
transformados para log(x+1). Valores seguidos de letras diferentes nas colunas séo significantemente diferentes,
de acordo com o teste Scott-Knot (P < 0,05). Coeficiente de variagdo (CV) =22%.

para 0s aspectos vegetativos, ou seja, as plantas ndo apresentaram sintomas na parte aéreas
relacionados a infec¢do por Meloidogyne. Este fato ocorreu devido, provavelmente ao manejo
de adubacdo praticado durante os oito meses de ensaio. O IG (indice de galhas) e o IMO
(indice de massa de ovos) (Tabelas 2.1-2.8) foram, as vezes, parametros subjetivos, porque
algumas espécies, como M. exigua, formam galhas tipicas e outras ndo, como M. paranaensis
e M. incognita. Em alguns casos, em raizes de cafeeiro, as massas de ovos ndo se estendem
além do cdrtex da raiz e em outros, as massas de ovos emergem para fora das raizes e, por

isso, puderam ser coradas com Floxina B. Devido a esses aspectos, estes dois parametros (IG
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e IMO) séo uteis para descrever 0s sintomas e sinais, mas nao para avaliar o grau de infeccdo
causado por nematoides. Dessa maneira, pode-se concluir que, a avaliacdo da infeccdo por
esses dois nematoides, usando IGs e IMOs, ndo foi precisa e ndo deve ser usada em ensaios
de resisténcia genética. Com base nestes resultados, as variaveis mais pertinentes para avaliar
reacdo a Meloidogyne spp. em germoplasma de cafeeiros sdo: 0 numero total de ovos, ovos
por grama de raiz e o fator de reproducéo (FR).

Estes resultados estdo de acordo com as observacOes feitas por Muniz et al.(2009) para
Coffea arabica e séo discordantes com as conclusdes obtidas por Hernandez et al. (2004b),
que consideraram os indices de galhas e massas de ovos como bons indicadores da taxa de
multiplicacdo dos nematoides para diferentes espécies de Meloidogyne do cafeeiro.
Considerando-se esses resultados contraditérios, foram incluidos como parametros no
presente trabalho os indices de galhas e massas de ovos. Hussey & Boerma (1981)
recomendaram um teste preliminar para determinar se ha uma forte correlacao entre IG, IMO
e a reproducdo do nematoide das galhas para diferentes culturas.

Todos os trinta gendtipos de C. canephora estudados neste trabalho nunca haviam sido
testados em relacdo a populacbes de Meloidogyne spp. Resultados com FRs pouco
contrastantes foram obtidos por Contarato et al. (2009), que avaliaram os 13 clones da
variedade Vitoria, 180 dias ap06s a inoculacdo (DAI) somente para M. exigua, sendo que,
quatro clones, 3, 5, 8 e 13 foram classificados como moderadamente resistentes, o que difere
dos resultados do presente trabalho, em que, grande parte dos clones dessa variedade foram
resistentes. O critério de Moura & Regis (1987), ndo deve ser usado quando os FRs da
testemunha s&o baixos e diferem pouco dos materiais testados, o que inviabilizam os
resultados, pois materiais resistentes podem vir a ser considerados suscetiveis e vice-versa.

Os resultados do presente trabalho demonstraram que o clone 14 apresentou alta

resisténcia multipla a M. exigua, M. incognita racas 1 e 3, M. paranaensis e também a M.
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arabicida. Em contraste, o clone 22 foi suscetivel a essas mesmas trés especies/populacdes,
sendo classificado como resistente somente a M. arabicida. Dessa maneira, conclui-se que o
clone 14 foi resistente também a essa Gltima espécie testada o que atesta a multirresisténcia a
quatro espécies de Meloidogyne. Destaca-se, também, a boa resposta de alguns clones como o
ES N2010-04 que apresentou resisténcia moderada a M. incognita raca 3.

Resisténcia especifica a M. exigua, M. incognita, M. paranaensis ou Meloidogyne spp.
foi encontrada em algumas linhagens de germoplasma do cafeeiro, como revisto por Campos
& Villain (2005) e Bertrand & Anthony (2008). No entanto, a resisténcia ndo é geralmente
maultipla, isto é, restrito a uma ou duas espécies de Meloidogyne. Este foi o caso do deste
estudo, em que alguns genotipos foram resistentes ou moderadamente resistentes a um ou
duas espécies de Meloidogyne. A resisténcia multipla em cafeeiro, quando observada, ocorre
muitas vezes em relacdo a um, dois ou trés tipos de patdgenos diferentes, ou patdgenos e
pragas.

Campos & Villain (2005) observaram resisténcia em todos os 10 hibridos testados de
Arabusta (Catuai Vermelho X C. canephora cv. Robusta ou Guarini) a M. exigua e Hemilea
vastatrix. Kanayama et al. (2009) avaliaram nove cultivares do IAPAR em relacdo a reacdo
aos nematoides M. paranaensis € M. incognita racas 1 e 2 e encontraram resisténcia em duas
cultivares originadas de Sachimor e uma cultivar originada de Catucai (proveniente do Icatu
Vermelho), parcialmente resistentes a M. incognita raga 1. As demais cultivares foram
suscetiveis as trés populacdes de Meloidogyne estudadas. Resisténcia maltipla a M. incognita
raca 1 e 2 e a M. paranaensis também foi observada por Sera et al. (2005, 2006) ao avaliarem
progénies de C. canephora, populacdo robusta, com a finalidade de selecionar os melhores
porta-enxertos. No entanto, as plantas resistentes ndo responderam da mesma forma aos trés
nematoides testados, variando de resistente a moderadamente resistente.

Cabos et al. (2010) observaram que C. canephora “Nemaya” apresentou
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desenvolvimento vigoroso e baixa reproducao de dois nematoides das galhas, M. hapla e M.
konaensis no Havai. Mas, a resisténcia variou de individuo para individuo testado devido a
segregacdo dessa espécie de cafeeiro. “Nemaya” (cruzamento entre os clones de C. canephora
“T3561° ¢ “T3751) é usado como porta-enxerto para controlar os principais nematoides das
galhas na Ameérica Central (Bertrand et al., 2000b; Anzueto et al., 2001) e foi propagada na
forma de jardins clonais. A respeito dessa cultivar, a técnica de embriogénese somatica foi
usada para acelerar a propagacao das plantas mée (Bertrand et al., 2002).

A distribuicdo generalizada e agressividade de Meloidogyne spp. no Brasil e na América
Central levou nematologistas a procurarem alternativas ao controle quimico (Ferraz, 2008;
Villain et al., 2008, 2013). Por exemplo, um acesso de C. canephora 2258’ da colegdo de
germoplasma do Catie na Costa Rica mostrou alta resisténcia a M. exigua e resisténcia e/ou
tolerancia a populagdes de M. incognita (Fazuoli, 1986). O mesmo acesso foi posteriormente
relatado como resistente a M. incognita racas 1, 2 e 3 (Gongalves et al., 1996a, b) e M.
paranaensis. Inicialmente o acesso’2258” apresentou um nivel de resisténcia em torno de
70%, mas esse nivel foi aumentado consideravelmente por selecdo posterior em areas
infestadas por M. incognita. Esse material foi melhorado posteriormente, tendo sido langado
como ‘Apoatd’, um porta-enxerto resistente a Meloidogyne spp. (Fazuoli et al., 2002).

Infelizmente, no Brasil e na América Central “Apoatd” e “Nemaya” encontraram graves
reducdes em crescimento e producdo relacionadas com a sensibilidade a seca e baixas
temperaturas* (Bertrand et al., 2001). Como consequéncia do aquecimento global, longos
periodos de seca e aumento nas populacfes de nematoides sdo fatores-chave que afetam o
desenvolvimento e producéo das plantas de café (Da Matta & Ramalho, 2006).

Fazuoli et al. (2005) observaram resisténcia maltipla a M. exigua e H. vastatrix em 10
gendtipos de Arabusta, um hibrido de C. arabica com C. canephora que possui caracteristicas

agrondmicas e qualidade da bebida proximas de C. canephora. Sera et al. (2005)
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identificaram 37 plantas hibridos F1 com mdltipla resisténcia a ferrugem, bicho mineiro e M.
exigua, sendo que muitos desses genotipos resultaram de cruzamentos com a cultivar IAPAR
59.

A resisténcia pode variar de planta para planta e pode estar relacionada também a
fatores ambientais, como temperatura, que podem alterar a resisténcia da planta, ou a fatores
inerentes ao patdgeno, como viruléncia (Keen, 1990). Comparado com virus, bactérias ou
fungos, os nematoides das galhas sdo caracterizados por baixa dispersdo natural, fluxo génico
e diversidade genética entre as populacbes (Trudgill & Blok, 2001). Em geral, genes de
resisténcia relacionados a nematoides tém se mostrados efetivos e duradouros, mas a um
namero limitado de espécies/populacbes quando ndo a uma espécie somente. No ambiente
agricola, as plantas podem ser expostas a varias espécies de parasitas (Fuller et al., 2008) o
que justificaria o interesse naquelas que apresentam multirresisténcia, especialmente contra
patdgenos de importancia econdmica.

Encontrar genotipos de cafeeiro que apresentem caracteristicas como resisténcia e
produtividade, dentre outras agronomicamente desejaveis pode ser um trabalho dificil. Da
Mata et al. (2000) observaram uma linhagem hibrida resistente a M. paranaensis e produtiva
ao mesmo tempo, porém esse genotipo foi suscetivel a ferrugem. Os programas tradicionais
de melhoramento, geralmente, contam com espécies diploides de C. canephora ou C.
racemosa relacionadas como fontes de resisténcia aos nematoides das galhas (Maluf, 2008).
No entanto, as limitagcdes do uso dessa estratégia demandam elevados custos e investimentos
de longo prazo (Grundler, 1996) para desenvolver novas cultivares de café que combinem boa
qualidade da bebida e resisténcia a parasitas. Assim mesmo, 0s métodos tradicionais
constituem uma estratégia importante em culturas de alto valor econdmico (Roberts, 1992).

Outra estratégia de introducao da resisténcia em plantas suscetiveis consiste em utilizar

clones selecionados de C. canephora como porta-enxertos resistentes. Na Costa Rica,

* W. Gongcalves, IAC, Sao Paulo, Brasil (comunicacao pessoal).
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Guatemala e Brasil o uso de em porta-enxertos de robusta € muito eficaz no campo, sendo a
produtividade das plantas enxertadas quatro vezes superior as plantas ndo enxertadas (Villain
et al., 2000). O uso de porta-enxertos resistentes constitui um método de controle eficiente,
ndo poluente e de baixo custo. As variedades de Robusta, no entanto, séo muito melhores
como porta-enxerto que as de Conilon, devido ao seu maior volume radicular (Sera et al.,
2005), o que ndo significa que o uso de Conilon ndo possa ser feito. O uso de biotecnologia
também representa uma alternativa aos métodos tradicionais de melhoramento e diversas
técnicas tém se desenvolvido com essa finalidade (Grundler, 1996). No entanto, elas ndo tém
se mostrado ainda, eficientes com relacdo a nematoides e sofrem san¢bes ou rejeicdes por

parte de muitos setores sociais brasileiros e em nivel mundial.

2.6. Conclustes

Este trabalho demonstrou que ha fontes de resisténcia a M. incognita raca 1 e 3, M.
exigua e M. paranaensis entre os clones produzidos pelo INCAPER. O clone 14 de C.
canephora Conilon foi resistente a seis populacdes de Meloidogyne spp., incluindo uma
populacdo da Costa Rica, M. arabicida. Dessa forma, verificou-se no clone 14 de C.

canephora cv. Conilon a presenca de resisténcia multipla a Meloidogyne spp.

2.7. Perspectiva
Os resultados apresentados neste capitulo sdo importantes pois, fornecem informacdes
gue podem ser futuramente utilizadas nas etapas seguintes dos programas de melhoramento

do cafeeiro.
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Capitulo 3 — Histopatologia comparada de Coffea canephora, clones 14 (resistente) e 22
(suscetivel) infectados com Meloidogyne spp.
3.1. Introducéo

Os fitonematoides sdo parasitas obrigatdrios que se alimentam exclusivamente dos
compostos citoplasmaticos de células hospedeiras vivas. As interagcdes incompativeis com 0s
nematoides de galhas podem ser caracterizadas por morte celular répida e localizada nos
tecidos invadidos, que sdo sintomas tipicos de RH, como em soja (Dropkin, 1960), pimentéo
(Pegard et al., 2005) e cafeeiro (Anthony et al., 2005).

Permanece obscura a questdo sobre se a resposta RH é causa ou consequéncia da
resisténcia aos nematoides (Williamson & Kumar, 2006). Quando precoce, a RH previne a
penetracdo ou migracdo do juvenil como descrito para o tomateiro (Williamson, 1999).
Quando tardia, a RH causa e inibe o desenvolvimento das células gigantes e suprime o
desenvolvimento e a multiplicacdo do parasita, como no caso de amendoinzeiro Arachis sp.
(Proite et al., 2008). Entretanto, pode haver resisténcia aos nematoides das galhas sem RH,
como no trabalho com Vigna unguiculata (L.) Walp e que demonstra a auséncia de RH tipica
em relacdo a plantas contendo o gene Rk (Das et al., 2008). Aracazeiros resistentes, Psidium
cattleyanum Afzel. Ex Sabine e P. friedrichsthalianum(O. Berg) Nied. também apresentaram
auséncia de RH quando parasitados por Meloidogyne enterolobii e formacdo de células
gigantes que se degeneram ao longo do parasitismo (Freitas et al., 2014).

Diversos autores demonstraram que, no local da RH séo produzidas ou liberadas
enzimas associadas a especies reativas de oxigénio (Levine et al., 1994, Melillo et al., 2006),
acido jasmonico (Yoon et al., 2009), oxido nitrico (Ahlfors et al., 2009), compostos fenolicos
(Bajaj & Mahajan, 1977; Pegard et al., 2005), fito-hormonios (Gutierrez et al., 2009) e outros
compostos envolvidos na transducdo de sinais da resisténcia. Existem evidéncias da ligacao

direta entre o “oxidative burst” e a resisténcia observada em interagdes planta-nematoide (De
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Gara et al., 2003). Os sintomas de RH e a producdo de H,O, foram documentados na
interacdo incompativel entre Arabidopsis e o nematoide do cisto Heterodera glycines
(Waetzig et al., 1999). A modulacdo da atividade de enzimas envolvidas na producao ou na
neutralizacdo de ROS foi relacionada com a RH presente na interacdo de tomateiro contendo
0 gene Mi com Meloidogyne incognita (Zacheo & Bleve-Zacheo, 1988; Zacheo et al., 1993).
Posteriormente, o trabalho de Melillo et al. (2006) forneceu as evidéncias da geracao de sinais
e a expressdo espaco-temporal ligados as ROS (espécies reativas de oxigénio) nas interacoes
tomateiro-nematoide das galhas.

Dos trabalhos com cafeeiro, o primeiro relato de resposta do tipo RH foi em Catimor
(Hibrido de Timor x Coffea arabica var. Caturra) no sexto dia apos infec¢do por Meloidogyne
(Rodrigues et al., 2000). As plantas resistentes a infeccdo de M. exigua e M. megadora
mostraram reacdo precoce, que foi detectada nas células onde os nematoides tentaram
estabelecer sitio de nutricdo. Os estudos ultraestruturais dessa interacdo incompativel
mostraram a reacdo das células selecionadas pelo nematoide para a inducdo de células
gigantes. Sdo descritas poucas mudancas citoplasmaticas, condensacdo da cromatina,
metabolismo de carboidratos alterado, desenvolvimento de lisossomos e vacuolos
autofagicos.

A resposta do tipo RH foi associada ao gene Mex-1 de resisténcia a M. exigua no
gendtipo de C. arabica cv. IAPAR59 (Anthony et al., 2005) e na cultivar ‘UFV 408-28’
associada a M. incognita (Albuquerque et al., 2010). Nesses estudos, os cortes histoldgicos
das raizes resistentes infectadas foram corados com azul de toluidina. Os resultados
revelaram: coloracdo azul-escuro ou verde-azulado dos compostos das células responsivas,
sugerindo o acumulo de compostos fenolicos; coloracdo rosa do material fibroso intercelular,
indicando grandes quantidades de pectina (Anthony et al., 2005). Fluorescéncia e observagoes

ao microscopio mostraram células das raizes ao redor de M. incognita exibindo RH, com
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acumulo de compostos fendlicos e aspecto necrético das células (Albuquerque et al., 2010).
Outra observacao interessante é que ocorreu formacdo de alguns sitios de alimentacdo pouco
desenvolvidos, que foram relacionados a nematoides M. exigua colapsados, sugerindo uma

ativacdo tardia da RH (Anthony et al., 2005).

3.2. Objetivos
Caracterizar histologicamente o(s) mecanismo(s) envolvido(s) na resisténcia do clone
14 de C. canephora a M. paranaensis e compara-lo(s) aos do clone 22, o qual permite o

estabelecimento e reproducdo do nematoide.

3.3. Material e métodos

Os gendtipos de cafeeiro foram escolhidos de acordo com a resposta dos mesmos no
ensaio anterior. Com isso, escolheu-se o clone 14 pois foi resistente a seis populacdes de
Meloidogyne testadas anteriormente e o clone 22, por sua suscetibilidade a cinco populagdes e
0 padrédo de suscetibilidade Catuai IAC 81. As mudas de C. canephora foram cultivadas em
vasos (3L), contendo areia lavada, esterilizada e semanalmente fertilizada. As mudas foram
inoculadas com 10.000 J2 de M. incognita ou M. paranaensis/planta. Trés mudas de plantas,
resistente e susceptivel, foram cuidadosamente retiradas dos vasos aos 2, 4, 8, 12, 16, 20, 32,
38, 45 e 50 dias apo6s inoculacdo (DALI), e as raizes lavadas em agua corrente. Partes das raizes
das plantas suscetiveis e resistentes foram coradas com fucsina &cida para observacdo da
penetracdo, da localizacdo dos J2, e posterior desenvolvimento dentro das raizes. Apos a
coloracdo, os segmentos radiculares foram observados em microscopio estereoscopico e as
partes que apresentaram a infeccdo por nematoides foram montados em laminas para
observagao ao microscopio de luz (Axiophoto Zeiss) (Byrd et al., 1983).

Subamostras de raizes foram incluidas em resina para produzir sec¢ées finas. Fragmentos
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de raiz mostrando engrossamentos ou sem sintomas foram excisadas sob um microscépio
estereoscopico, fixados, e incluidos em resina epoxi Technovit 7100 (Kulzer Friedrichsdorf)
como descrito por Pegard et al. (2005) e de acordo com as recomendacfes do fabricante.
SecOes de raiz ndo coradas foram montadas em laminas de vidro onde a fluorescéncia foi
observada ap0s excitacdo UV (conjunto de filtros UV A2 Zeiss 02; 488002-0000). As
mesmas sec¢des foram subsequentemente coradas (1min a 60°C) com 0,5% de azul de
toluidina, em tampéo fosfato de soédio 0,1 M, pH 5,5 e observadas em microscépio de luz
(ML).

Neste ensaio, aproximadamente 10.000 se¢des radiculares foram observadas nos
gendtipos suscetivel (Figura 3.1) e resistente (Figura 3.2) de C. canephora e C. arabica
inoculados com M. incognita raca 3 e M. paranaensis. Além disso, as raizes infectadas com
0s nematoides foram comparadas com raizes ndo inoculados dos mesmos genotipos, a fim de
evitar qualquer erro de observacdo (dados ndo apresentados). O cafeeiro C. canephora
suscetivel, clone 22, foi escolhido para as observacfes histopatoldgicas da interacdo
compativel pois ndo houve diferencas de desenvolvimento dos patdgenos nos tecidos
radiculares desse gendtipo e o padrdo de suscetibilidade Catuai IAC 81. A reacdo
histopatoldgica devido a infeccdo por M. incognita raca 3 e M. paranaensis foi semelhante,
por isso, apenas os resultados para a inoculagdo com M. paranaensis foram apresentados
neste trabalho. Foi dada preferéncia a essa especie devido aos poucos estudos relacionados
com a mesma em cafeeiros, quando comparamos com M. incognita e M. exigua, e por ser um
nematoide que vem se tornando muito importante economicamente no Brasil (Campos &

Villain, 2005) e na América Central (Lopez-Lima et al., 2014).

3.4. Resultados

Observacdes de raizes do clone 22 de C. canephora Conilon suscetivel a Meloidogyne
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Figura 3.1. Secdes de raizes do clone 22 de Coffea canephora Conilon (controle suscetivel) infectadas com
Meloidogyne paranaensis. (a) coloracdo com fucsina acida: nematoides do segundo estadio juvenil (J2)
localizados no cortex da raiz dois dias ap6s a inoculacdo (DAI). b-f: coloracdo com azul de toluidina; (b)
localizacdo intercelular de um J2 no cilindro central; (c) J2/J3 ao lado de células gigantes no cilindro central; (d,
e, ) J4 ou fémeas ao lado de células gigantes que exibem citoplasma denso, vactolos e paredes celulares bem

demarcadas. N = nematoide, gc = células gigantes, co = cdrtex, vc = cilindro vascular.

spp. coradas com fucsina &cida e se¢es coradas com azul de toluidina mostraram que 0s J2s

foram capazes de penetrar as extremidades das raizes, migrar entre os condutores do xilema e
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Figura 3.2. Sec@es de raizes do clone 14 (resistente) de Coffea canephora Conilon infectadas com Meloidogyne
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paranaensis. a, c, d, e, g: coloracdo com azul de toluidina; b, f, h: fluorescéncia com incitacdo UV. (a, b) J2
localizado no cortex da raiz e rodeado por células degradadas coradas em azul claro (a) e que apresentam uma
fluorescéncia acinzentada sob iluminacdo UV (b); (c, d, e, f, g, h): nematoides no cilindro vascular; células
gigantes podem ser observadas 8 DAI associadas com a presenca de nematoides (c) . A fluorescéncia azul-
cinzenta é vista em células préximas do nematoide e em paredes dos vasos (f, h); As células (d, e, g, h) do
parénquima ao lado dos nematoides e células gigantes exibem um material manchado-escuro que sugere
alteracdo grave do citoplasma; (e, g) células gigantes mostram citoplasma retraido e as vezes numerosos
vactolos. N = nematoide, RH = reacdo de hipersensibilidade indicando morte celular (cd), co = cortex, gc =
células gigantes, vc = cilindro vascular, va = vactolo. Secc¢Ges visualizados sob luz UV (b, f, h) e, ap6s

coloracdo com fucsina &cida (a, ¢, d, 9).

se desenvolver normalmente, depois de iniciada a diferenciacdo dos sitios de alimentacéo
(Figura 3.1a-f). Dois DAI, foram observados numerosos J2s no meristema subapical das
raizes (Figura 3.1a). Aos 4 DAI, alguns J2s foram observados no cortex da raiz,
provavelmente migrando para o cilindro vascular, causando, assim, danos na parede celular.
Aos 4-8 DAI, observaram-se numerosos J2s dentro do cilindro vascular (Figura 3.1b, c), e,
aos 8 DAI, nematoides foram observados no interior do cilindro vascular, ao lado de células
gigantes em formacdo (Figura 3.1a-c). Entre os 16-32 DAI, numerosos J3/J4 tinham
estabelecido sitios de alimentacdo, com 10-12 células gigantes bem diferenciadas e associadas
a cada nematoide (Figura 3.1d-f). As células gigantes apresentavam-se em forma oval, bem
hipertrofiadas, com paredes bem definidas e com citoplasma denso multinucleado (Figura
3.1e, f). Neste momento, a ampliagdo da regido do cilindro vascular ocorreu, e pequenos
engrossamentos foram observados. Aos 32 DAI, foram observadas fémeas adultas, associadas
a injurias e rompimento do cortex da raiz. Aos 45 DAI, massas de ovos foram observados no
interior e na superficie da raiz.

O clone 14 foi usado como variedade clonal ndo compativel a M. paranaensis.
Observacgdes microscopicas realizadas a partir de 2-6 DAI, em raizes clareadas e coradas com
fucsina acida revelaram um nimero menor de J2s na regido subapical, em comparagdo com a

distribuicdo de nematoides em raizes suscetiveis infectadas. Aos 4 DAI, as observacoes
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microscopicas de amostras infectadas mostraram que os nematoides foram capazes de atingir
o cilindro vascular; no entanto, ndo foi observada a inducdo de células gigantes nesse
momento. Além disso, apenas J2s foram detectados até 6 DAI, o que indica que alguns
nematoides invasores ndo foram capazes de avancar para outros estadios mais avancados de
seu ciclo de vida nas raizes resistentes. Usando, primeiramente, microscopia de fluorescéncia,
através da luz UV, para observacao de cortes de raizes retiradas aos 8 DAI, observou-se uma
forte autofluorescéncia acinzentada no tecido do cortex em torno dos nematoides (Figura
3.2b).

O mesmo corte visualizado sob microscopia de campo claro, ap6s coloracdo com azul
de toluidina, mostrou uma regido densamente corada em azul, indicando morte celular e
lesbes compativeis com a RH circundantes ao patdgeno (Figura 3.2a, b) Esta reacdo ocorreu
guando o nematoide estava migrando através do cértex, na fase inicial da infeccdo. Aos 8
DAI, um pequeno numero de nematoides foram vistos perto de primdrdios de sitios de
alimentacdo, em que as células gigantes em formacéo exibiram caracteristicas semelhantes as
de raizes suscetiveis (Figura 3.2c). A segunda diferenca pos-infeccdo evidente, observada
através da microscopia, entre o cafeeiro clone 22 suscetivel e o clone 14 resistente foi
detectada aos 12-20 DAI. Neste momento, J3/J4 estavam presentes no cilindro vascular
(Figura 3.2c-f) ao lado de células gigantes nas raizes resistentes, apresentando vacuolos de
diversos tamanhos, que, por vezes ocupavam quase a totalidade do volume das células, um
claro sinal de degeneracéo celular.

Em comparacdo, as ceélulas gigantes na raiz suscetivel apresentaram citoplasma
uniformemente denso, com menor vacuolizagdo (Figura 3.1d). Entre 32-45 DAI, fémeas
jovens aparecem nas raizes e uma degeneracdo completa de células gigantes foi observada
(Figura 3.2g, h). Microscopia de fluorescéncia aos 20-45 DAI, usando excitagdo UV de

secOes de raiz coletadas nesses momentos, mostraram uma forte autofluorescéncia azul ou
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cinza, em torno dos nematoides e células gigantes, em todos os locais da infeccdo analisados
(Figura 3h). A mesma secdo visualizadas sob campo claro apds coloracdo com azul de
toluidina revelou regides azuis escuras indicando grandes alterac6es de células (morte celular)
em contato com nematoides e em torno das células gigantes com sinais de degeneracao
(Figura 3.2g). Algumas fémeas jovens observadas apresentaram estagios iniciais de
desenvolvimento de ovarios (Figura 3.2g) porém, ndo se observou nenhuma formacéao de ovos
nas raizes analisadas dos 32 aos 50 DAL.

Observacdes externas das raizes em 45-50 DAI revelaram grande e bem desenvolvido
espessamento ou pequenas galhas nas raizes suscetiveis, enquanto que nas raizes resistentes
apenas leves engrossamentos foram observados. Raizes coradas com fucsina acida aos 45-50
DAI mostraram que no clone suscetivel 22, as fémeas atingiram a maturidade reprodutiva
culminando com a producdo de ovos, 0 mesmo nao ocorrendo nas raizes resistentes, onde
fémeas se apresentaram jovens e ndo mostraram sinais de producédo de ovos. Estes resultados
foram semelhantes aos obtidos a partir de inoculacdes dos clones 14 e 22 (Capitulo 2, Tabelas
2.1-2.7) ou seja, o clone 14 mostrou mecanismos de resisténcia a M. paranaensis, além dos
outros nematoides do género Meloidogyne testados, e o clone 22 foi suscetivel permitindo,

assim, que o nematoide completasse seu ciclo.

3.5. Discusséo

No presente estudo, a resisténcia de C. canephora clone 14 a Meloidogyne spp. foi
confirmada e caracterizada no nivel histologico. Trés mecanismos de resisténcia foram
observados para M. paranaensis: 1) menor quantidade de J2s que penetraram nas raizes do
genotipo resistente; 1) sinais de RH e morte celular detectadas nos dias iniciais de infeccdo
durante a migracdo do nematoide atraves cortex das raizes resistentes; e I11) degradacdo das

células dos sitios de alimentacéo, no inicio, e mesmo apds sua formacdo, acompanhada de RH
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envolvendo as células gigantes e o nematoide e, a consequente degeneracdo de ambos.

A reducdo da penetracdo dos J2s no clone 14 pode indicar a presenca de barreiras fisicas
e/ou gquimicas no sistema radicular da planta. Tais barreiras foram sugeridas em trabalhos
anteriores para outras hospedeiras como, por exemplo, 0s porta enxertos resistentes de videira
a M. arenaria (Ferris et al., 1982; Anwar & McKenry, 2000), M. incognita em algodoeiro,
gergelim e Crotalaria sp. (Anwar et al., 1994), M. incognita em cultivar de soja 256 (Dropkin
& Nelson, 1960), Meloidogyne spp. em pimentdo (Pegard et al., 2005), M. exigua em cafeeiro
arabica IAPAR 59 e (Anthony et al., 2005), M. arenaria raca 1 em amendoim (Proite et al.,
2008) e M. exigua em C. canephora Apoata IAC 2258 (Silva et al., 2013).

Ao comparar a penetracdo dos juvenis de duas populacBes de M. exigua em raizes de
cafeeiro coradas com fucsina acida de duas cultivares, um de C. arabica (Catuai Vermelho
IAC 44) e outro de C. canephora (Apoatd), Silva et al. (2013), observaram que a penetracédo
de juvenis na cultivar de Apoatd foi menor que na “IAC 144” e que poucos J2 migraram e
chegaram ao cilindro central no gendtipo resistente, indicando a presenca de barreiras pré e
pos-infeccionais. No clone 14 de C. canephora, esses dois mecanismos estdo envolvidos na
expressdo de resisténcia. Um ocorre dificultando a penetracdo, em torno de 2-4 DAI e outro
aos 8 DAI, gue blogueia o nematoide impedindo sua migracdo através do tecido cortical e
chegada ao cilindro central e consequentemente, o seu desenvolvimento. Durante a migracéo,
0s J2 podem ficar retidos devido a morte das células circundantes e a RH (Anthony et al.,
2005), o que ja foi observado anteriormente em cafeeiro.

Uma triagem inicial realizada em casa de vegetacdo mostrou que os acessos de C.
arabica, gendtipo ‘UFV 408-28’, foram identificados como moderadamente resistentes a trés
racas de M. incognita (Albuquerque et al., 2010). Observacgdes histologicas mostraram que a
infeccdo causada pelo nematoide pode ser bloqueada durante a penetracdo e mesmo durante a

migracdo para o cilindro central aos 6-8 DAI. Observacbes em microscopia de luz e
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fluorescente mostraram que as células adjacentes ao nematoide apresentaram sintomas de RH,
células com aspecto necrético e acuimulo de compostos fenolicos. Na cultivar suscetivel IAC
15, raizes com 6 DAI ja mostravam sitios de alimentacdo contendo células gigantes com
citoplasma adensado (Albuquerque et al., 2010).

Células deformadas, necrose, condensacdo do citoplasma e sinal de RH também foram
relatados por Silva et al. (2013), entre 2-6 DAI, em Apoatd inoculado com M. exigua. No
presente trabalho, a analise histoldégica mostrou que a necrose das células vegetais em contato
com juvenis durante a penetracdo ou migracdo aos 6-8 DAI resultou na retencdo do
nematoide. Esta reacdo de defesa no inicio do ciclo de infeccdo foi concomitante com as
observacdes de respostas envolvidas na resisténcia a Meloidogyne spp. em uma série de outras
espécies de plantas como, por exemplo, o algoddo (Mota et al., 2013), o amendoim (Proite et
al., 2008) e pimentdo (Pegard et al., 2005). As areas com RH em células corticais infectadas
exibem uma autofluorescéncia cinza-azul sob luz UV, indicando a presenca e acumulo de
compostos fendlicos que podem atuar na defesa da planta (Anthony et al., 2005; Albuquerque
et al., 2010). O estudo de Pegard et al. (2005) revelou associacdo entre compostos fenolicos
presentes nas células e nos espacos extracelulares proximos ao nematoide e resisténcia aos
mesmos, sendo que um dos mais importantes € o acido clorogénico.

Khallouk et al. (2011) avaliaram, através da histopatologia, raizes de cerejeira (Prunus
sp.) resistente ao nematoide das galhas, que possui 0 gene Ma, que confere resisténcia a M.
incognita, M. javanica, M. arenaria e M. enterolobii, e raizes da planta suscetivel a M.
incognita. Nesse trabalho, observou-se que poucos nematoides penetraram o sistema radicular
da cerejeira resistente e RH e necrose foram observadas em volta do nematoide e ndo houve
desenvolvimento além da fase de J3, e desenvolvimento de galhas.

O terceiro mecanismo de defesa no clone 14 ocorreu aos 20-45 DAI e impediu o

desenvolvimento do nematoide em fémeas adultas. Até 20 DAI, células gigantes no clone
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resistente foram facilmente reconhecidos por seu aumento de tamanho, presenca de alguns
nucleos e pequenos vacuolos, além da presenca de algumas células mortas. Apds este tempo,
entre 32-45 DAL, ocorreu forte degradacéo citoplasma das células gigantes, circundadas por
material fortemente corado em azul, sugerindo morte celular das células que compunham o
sitio de alimentacdo; RH e acimulo de compostos fendlicos, ao lado das fémeas jovens que
também pareciam estar colapsadas devido ao seu aspecto geral, com presenca de areas
degradadas, o que ndo foi observado em fémeas que se desenvolveram no geno6tipo suscetivel.
Estes resultados sugerem que houve uma resposta tardia de defesa, em raizes do clone 14 de
C. canephora, apo6s os 20 DAI e bem perceptivel apos os 32 DAI. Anthony et al., (2005)
também observaram colapso celular associado a RH no sitio de alimentacdo em raizes de C.
arabica IAPAR 59, infectado com M. exigua, entre os 10-14 DAI no cilindro central e
também, no inicio do ciclo de infeccdo, no cortex. A resisténcia do cafeeiro IAPAR 59 €
conferida pelo gene Mex-1 proveniente do genoma de C. canephora €, no que se refere a M.
exigua, estd fortemente associada a morte celular e RH (Noir et al., 2003; Anthony et al.,
2005). Respostas semelhantes foram observadas, no presente trabalho, no clone 14 porém,
ocorreram também mais tardiamente e, de acordo com as observacdes em microscopia de
campo claro e UV, foi bem mais intensa.

No cafeeiro, a RH nas células da raiz de clone 14 desencadeada devido a infeccdo a M.
paranaensis e M. incognita pode ser indicativo de uma interacéo especifica. Isto sugeriria que
a resisténcia a Meloidogyne spp. no clone 14 é provavelmente controlada por mais de um
gene de resisténcia, que pode ser utilizado para produzir novas variedades de café resistentes
aos nematoides de galhas (NG). A resisténcia pode ocorrer de forma global, ou seja, contra
varios tipos de fatores bidticos ou abidticos o que resultaria em reacdo semelhante das plantas
a diferentes elicitores de forma inespecifica. As respostas especificas podem ocorrer gene a

gene, se restringindo a um tipo de patdgeno, podendo esta variar quando 0 mesmo varia.
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Segundo Flor (1971), apds o reconhecimento do elicitor Avr por parte do gene R
especifico do hospedeiro, uma cascata de eventos moleculares ocorre culminando na RH. A
RH é um aspecto marcante no processo de resisténcia aos nematoides das galhas e é uma
reacao tipica nas interacdes gene-a-gene, sendo muitas vezes, uma caracteristica marcante. No
entanto, a RH ndo € onipresente em todos o0s processos relacionados com a resisténcia (Levine
et al., 1996). O desenvolvimento ndo satisfatorio de M. incognita em soja coincidiu com a
presenca de células gigantes vacuolizadas, menores e com parede mais fina que as células
gigantes presentes nas plantas suscetiveis (Dropkin & Nelson, 1960). Das et al. (2008)
relataram degradacdo celular, caracterizada por vacuolizacdo e colapso das células gigantes,
na interacdo incompativel entre M. incognita raca 3 com feijdo caupi (Vigna unguiculata L.
Walp) porém, ndo houve RH nem interferéncia na penetracao dos J2s. Resposta semelhante
ocorreu na relacdo entre aracazeiros e M. enterolobii (Freitas et al., 2014).

Quando se trata de histopatologia, a presenca de compostos fendlicos associada ao
espessamento da parede celular devido a deposicédo de lignina e calose sdo eventos observados
pela microscopia sem que haja avaliacdo bioquimica. Sdo muitos os trabalhos que associam
0s compostos fendlicos a resisténcia, tanto a nematoides, quanto a outros patégenos em geral.
No entanto, Mazzafera et al. (1989) ndo observaram diferenca de concentracdo de fendis entre
as plantas inoculadas ou ndo inoculas com M. incognita em ambos os gendtipos, resistente
(Apoaté de C. canephora) e suscetivel (C. arabica cv. Mundo Novo) e o contetdo de fendis
foi maior no genotipo suscetivel porém, a atividade de peroxidase e polifenoloxidase foi
maior no genotipo resistente.

No presente estudo o clone resistente 14 respondeu, para ambas espécies M.
paranaensis e M. incognita, de forma semelhante quanto aos mecanismos de defesa
observados através da histopatologia. Apesar da especificidade gene-a-gene apresentada na

relacdo patdgeno-hospedeiro, muito ha de comum entre os diferentes tipos de relacdo, ao
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mesmo tempo em que cada uma delas apresenta suas particularidades que ndo foram
observadas no ambito da histopatologia, mas que devem ser investigadas ao nivel bioquimico
e genético. O mais importante é que, estudar e entender profundamente os mecanismos que
levam a resisténcia pode permitir o desenvolvimento de ferramentas importantes no

melhoramento genético e selecdo de genotipos com valor agrondmico e econémico.

3.6. Conclusotes

No presente trabalho, trés mecanismos que atuam na resisténcia do clone 14 a
Meloidogyne spp. foram apresentados. O primeiro, pré-infeccional e ainda ndo identificado,
diminui a entrada do nematoide na hospedeira. Conclui-se isso pelo nimero baixo de juvenis
no clone 14 de C. canephora , quando comparados com o clone 22 e o cafeeiro “Catuai”. O
segundo mecanismo impediu o estabelecimento do J2, retendo-o ainda na fase de migracédo e
0 terceiro impediu a reproducdo do nematoide, mesmo quando 0 mesmo conseguiu se
desenvolver. Essas duas estratégias, pos infectivas, envolveram morte celular e RH que
ocorreram em células distintas e, pelas observacGes feitas, com diferentes intensidades no
inicio e final do ciclo. Desencadear RH e morte celular no final do ciclo mostrou-se uma
estratégia eficaz para assegurar a resisténcia do genotipo estudado. Mesmo aqueles juvenis
gue conseguiram penetrar, migrar e estimular o desenvolvimento do sitio de alimentacdo,
tiveram o seu ciclo abortado pelo segundo conjunto RH e morte celular. Em plantas perenes,
como o caso do cafeeiro, este conjunto de mecanismos/estratégias pode assegurar a
manutencdo da resisténcia em condi¢cbes de campo por muito tempo. Por meio da
histopatologia foi possivel determinar que Meloidogyne spp. pode completar o seu ciclo de

vida no cafeeiro entre 45-50 dias apds a inoculacéo.
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Capitulo 4 — Identificacdo de genes candidatos associados a resisténcia do clone 14 de C.
canephora a Meloidogyne paranaensis.
4.1. Introducao

Meloidogyne paranaensis € uma espécie de nematoide das galhas que vem dizimando
lavouras de café em algumas regides do Brasil (Carneiro et al., 1996). Apesar de néo ter larga
distribuicdo como M. exigua, sua importancia para o cultivo do cafeeiro tem sido foco de
preocupacdo, devido ao aumento da sua disseminacdo e por causa dos danos provocados por
esse nematoide. Meloidogyne paranaensis causa extensos danos radiculares que podem
culminar com a morte da planta. O manejo baseado em plantas resistentes € o método mais
promissor para controlar varias espécies de nematoides deste género (Carneiro et al., 1996;
Roberts, 2002), e muitos sdo os estudos com o objetivo de identificar genotipos com essa
caracteristica. No entanto, ainda se tem muito a saber a respeito da interacdo nematoide das
galhas-hospedeiro e os aspectos fisioldgicos do parasitismo, bem como quais sdo 0s genes que
podem estar envolvidos, direta ou indiretamente, na resisténcia.

O café € uma das principais commodities do mundo e uma importante fonte de renda
para os paises produtores (Fassio & Silva, 2010). No entanto, os estresses bioticos e abidticos
sdo fatores limitantes ao seu desenvolvimento e producdo (DaMatta et al., 2003; Campos &
Villain, 2005). Apesar de ser a espécie de cafeeiro mais cultivada e apreciada ao redor do
mundo, C. arabica tem se mostrado pouco resistente aos nematoides das galhas. As fontes de
resisténcia a Meloidogyne spp. sdo provenientes de espécies diploides de Coffea como C.
liberica e C. canephora — esta ultima, a segunda espécie de cafeeiro mais cultivada no mundo
(Campos & Villain, 2005; Bertrand & Anthony, 2008, Lashermes et al., 2008).

O unico gene de resisténcia a Meloidogyne descrito € 0 Mex-1, presente na cultivar
IAPARS9. Este confere resisténcia somente a M. exigua (Noir et al., 2003; Bertrand &

Anthony, 2008; Muniz et al., 2009). No entanto, quando comparado com o gene Mi (Mi-1.2
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n° de acesso GenBank NM _001247134.1) de Solanum lycopersicum, tem-se pouca

informacao a respeito da localizacdo e modo de atuacdo desse gene.

Por meio do projeto Genoma Café, 17.982 contigs e 32.155 singletons foram gerados e
agrupados em 37 bibliotecas de cDNA de C. arabica, C. canephora e C. racemosa, 0 que
permitiu um melhor conhecimento a respeito da gendmica funcional do cafeeiro (Vieira et al.,
2006). Dentre essas bibliotecas, a biblioteca NS1 contém 569 reads que representam 0s
transcritos de raizes apds a infeccdo com nematoide. Andlises in silico das ESTs de C.
arabica infectado por M. paranaensis permitiram observar aquelas possivelmente envolvidas
no processo de interacdo planta-nematoide. Porém, ndo foi possivel detectar expressao
diferencial das ESTs (Albuquerque et al., 2007), e a quantidade de informacgdes providas
sobre esse importante problema biol6gico foi limitada.

ESTs diferencialmente expressas durante interacdo incompativel C. arabica-H.
vastatrix ja foram previamente identificadas, bem como os genes expressos no periodo inicial
do processo de infeccdo pelo fungo (Fernandez et al., 2004). Expressdo diferencial apds
infeccdo por fitonematoides, dentre eles do género Meloidogyne, foi observada em tomate,
pimentdo (Castagnone-Sereno et al., 1992; Neveu et al., 2003), Arabidopsis (Fuller et al.,
2007), e amendoim (Tirumalaraju et al., 2011).

Comparando-se a antiga geracdo de sequenciamento de DNA (Sanger) as novas
tecnologias, pode-se destacar o avango na velocidade de obtencdo dos dados, maior cobertura
e menor custo. Sendo assim, um grande volume de informacdes genéticas € processado por
meio dessas tecnologias, o que permite a obtencéo de resultados em larga escala. Dentre 0s
sistemas de sequenciamento de DNA de nova geracdo disponiveis, os mais utilizados
atualmente sdo Pirossequenciamento 454 (Roche), Solexa (lllumina) e SOLID (Life
Technologies) (Schuster, 2008; Mardis, 2008; Quail et al., 2008).

Estas novas plataformas de sequenciamento permitiram ainda mais o avango no estudo
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genémico do cafeeiro, como atestam Denoeud et al. (2014), que sequenciaram 0 genoma
completo de C. canephora. O genoma inclui véarias expansdes da familia de genes especificos
da espécie, entre eles N-metiltransferases (STA) envolvidas na producdo de cafeina, genes
relacionados com a defesa e de enzimas envolvidas na sintese de compostos secundarios.
Neste trabalho, no que concerne a fungdes de resposta de defesa, hd uma clara expansédo de
genes NBS (nucleotide binding) no genoma de C. canephora, sendo que estes genes estdo

geralmente associados a resisténcia a fitopatdgenos.

4.2. Objetivos

Considerando os resultados obtidos no capitulo 3, onde foram observadas diferencas
histopatoldgicas entre os clones 14 e 22 de C. canephora, respectivamente identificados como
resistente e suscetivel a M. paranaensis, objetivou-se no presente trabalho a caracterizacéo
do(s) possivel(eis) mecanismo(s) molecular(es) relacionado(s) a resisténcia em C canephora a

M. paranaensis.

4.3. Material e Métodos
4.3.1. Material vegetal e espécie de Meloidogyne.

Para este ensaio, escolheu-se 0s mesmos gendtipos testados por meio de histopatologia
(Capitulo 3), ou seja, o clone 14 de C. canephora Conilon, resistente a M. paranaensis, e 0
clone 22, suscetivel a essa espécie. As estacas dos clones foram produzidas pelo INCAPER.
Os cafeeiros, com 130 dias, foram cultivados primeiramente em mistura estéril de solo, areia
e composto na proporg¢édo para aclimatacéo, e em seguida foram transferidas para areia estéril
com adubacdo semanal (Osmocote Plus NPK 15-9-12) e irrigacdo diaria em casa de
vegetacdo, a temperaturas entre 25-28°C.

O experimento constou de seis avaliacGes (4, 8, 12, 20, 32 e 45 DAI) e foram separadas
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quatro plantas para cada dia de avaliacdo, sendo trés delas para inoculacdo e uma néo
inoculada (controle negativo). Trés dias ap6s o transplante na areia, cada planta foi inoculada
com 10.000 J2 (juvenis de segundo estadio) de M. paranaensis coletados por meio de funil de
Baermann modificado. Aos 4, 8, 12, 20, 32 e 45 DAL, as trés repeticdes mais o controle foram
retiradas da areia. As raizes foram lavadas rapidamente e em seguida retirou-se a parte aérea.
Estas raizes foram, entdo, rapidamente introduzidas em tubo Falcon de 50mL e congeladas
em nitrogénio liquido. Os tubos imersos em nitrogénio liquido foram armazenados a -80°C
para as etapas seguintes.

Para cada dia de avaliacédo, as raizes dos clones 14 e 22 inoculadas com 3 repeticfes
biolégicas e as ndo inoculadas foram maceradas em nitrogénio liquido, com auxilio de
cadinho e pistilo, e separadas em tubos de 1,5mL, totalizando 48 amostras. Dessa forma, as

amostras coletadas foram:

e Clone 14: 18 amostras inoculadas — 3 amostras para cada dia testado (4, 8, 12, 20, 32 e 45
DAI);

e Clone 14: 6 amostras controle/n&o inoculadas para cada dia testado;

e Clone 22: 18 amostras inoculadas — 3 amostras para cada dia testado (4, 8, 12, 20, 32 e 45
DAI);

e Clone 22: 6 amostras controle/nédo inoculadas para cada dia testado.

4.3.2. Extracdo de RNA de raizes de cafeeiro

A extracdo de RNA ocorreu usando o protocolo de extracdo com fenol e precipitacéo
com cloreto de litio, conforme descrito a seguir: 1-2mL de material macerado foi colocado em
tubo Falcon de 15mL, imerso em nitrogénio liquido. Adicionou-se 2mL de tampdo de

guanidina ou tampdo NTES. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas com auxilio de
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um vortex e colocadas no gelo seguido da adicdo de 2mL de solucéo fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1) e posterior homogeneizacdo com auxilio de vértex em intervalos de 5
min, alternando com gelo, por um periodo de 20min. As amostras foram, entdo, centrifugadas
por 30min, a 4°C e 8228g. Em seguida, coletou-se a fase aquosa, e essa foi transferida para
um novo tubo Falcon de 15mL. Adicionou-se entdo, 1:10 do volume inicial de Acetato de
Sodio 3 M e 2,5X de etanol 100%, gelado (-20°C). As amostras foram postas para precipitar
por 2h a -20°C. Apos este tempo, houve nova centrifugacédo (8228g/4°C/30min).

O sobrenadante foi descartado cuidadosamente e o pellet formado, ressuspenso em 1mL
de agua MilliQ autoclavada. Adicionou-se, entdo, 1mL de cloreto de litio (LiCl) 4M,
armazenado a 4°C e, finalmente, as amostras foram postas em geladeira (4°C) overnight para
nova precipitacdo. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas (8228g/4°C/40min.).
Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspenso em 500uL de agua MilliQ autoclavada.
Para cada amostra, adicionou-se 50uL de acetato de sodio 3M e 1250ul de etanol 100%
gelado. As amostras foram, novamente, incubadas a -20°C por 2h seguido de centrifugacédo
por 40min a 4°C, 82289 e, em seguida, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado. O
pellet foi lavado com 500uL de etanol 75%, gelado (-20°C) seguido de centrifugacao (8228,
4°C por 15min). O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o tubo contendo o pellet
colocado para secar na camara de fluxo. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 60puL de
agua MilliQ autoclavada. As amostras foram quantificadas por meio do Nanovue Plus (GE) e

depois armazenadas a -20°C.

4.3.3. Tratamento dos RNAs com DNAse para sequenciamento e gPCR
Apols extracdo e quantificacdo, as amostras de RNA foram tratadas com DNAse
utilizando o kit RQ1 RNAse-FREE DNAse (PROMEGA), a fim de eliminar DNA

contaminante das amostras. Estas amostras foram novamente avaliadas quanto a qualidade
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por meio do Bioanalyzer. Duas amostras analisadas apresentaram resultado negativo
(141/4DAI e 141/8DAI), sendo que as mesmas nao foram lidas pelo Bioanalyzer. Entretanto,
uma observacao por meio de gel de agarose foi realizada para certificar a qualidade do RNA
(Figura 4.1). Apés a quantificacdo, foi feita uma amostra Unica de RNA dos tratamentos
inoculados, composta de 2ug de cada repeticdo biologica. Essa mistura equimolar de amostras
inoculadas foi dividida em duas subamostras, armazenadas a -20°C.

Uma subamostra do RNA (3ug) foi enviada para a High-Throughput Sequencing and
Genotyping Unit, do Centro de Biotecnologia da Universidade de lIllinois, Estados Unidos,
para ser sequenciada por meio da técnica Illumina (HiSeq 2000). Para o estudo de RNAseq,
foram construidas 24 bibliotecas paired-end (6 coletas x 2 clones x inoculada e ndo
inoculada), e o sequenciamento foi realizado com quatro bibliotecas por canaleta (HiSeq

2000). O RNA foi fragmentado por processo fisico (micro-ondas) em fragmentos de tamanho

entre 80 e 700pb.
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Figura 4.1. A-B) Gel virtual criado pelo Bioanalyzer apés andlise da qualidade das amostras de RNA extraidas
enviadas para sequenciamento e usadas nos ensaios de qPCR. C) As amostras que ndo foram lidas pelo programa

Bioanalyzer.
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4.3.4. PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

A segunda subamostra foi tratada com RT-Improm-II reverse transcriptase (Promega)
para produzir cDNAs que foram utilizados nos ensaios de PCR quantitativa em tempo real
(QPCR). Para a sintese de cDNA, 1ug de RNA total foi tratado com o kit da Promega de
acordo com as recomendac6es do fabricante. A reacdo de PCR foi realizada no termociclador
PTC-100 (MJ-Research), usando o kit GoTaq DNA polimerase (Promega), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As condi¢Ges da PCR foram as seguintes: desnaturacdo — 94°C
a 2min; anelamento (40 ciclos) — 94°C a 30 s, 55°C a 30 s e 73°C a 3min; e extensdo — 72°C
em émin.

Apbs a sintese dos cDNAs, estes foram diluidos em 1:10, 1:20 e 1:40, a fim de ser
testados para escolha da melhor diluicdo para gPCR. Utilizando o protocolo recomendado
para 0 Fast 7500 Real Time PCP Systems (Applied Biosystems), a diluicdo que teve melhor
resultado no teste inicial foi a de 1:10. Os primers foram desenhados utilizando-se o software
Primer Express (Applied Biosystens), e ap6s a sintese, foram inicialmente testados com um
mix de cDNAs de raizes dos clones 14 e 22 inoculadas e ndo inoculadas com M. paranaensis.

Os primers escolhidos para um primeiro ensaio de qPCR (Tabela 4.1) foram
selecionados a partir dos estudos prévios de Vieira (2015). Neste estudo, a expressdo de no
hits, genes de funcdo desconhecida, foi analisada e alguns destes apresentaram perfis
diferenciais de expressdo em raizes de cafeeiro inoculadas com M. incognita.O segundo grupo
de primers foi escolhido a partir do trabalho de Lepelley et al. (2012), que estudaram genes
com expressdo diferencial em C. canephora potencialmente relacionados com processos
fisioldgicos importantes, como a morte celular programada. Em todas as reacdes de qPCR, 0
gene codificando para a Ubiquitina (CcUBQ10) foi escolhido como controle endégeno. O
calibrador interno no primeiro ensaio foi o clone 14 controle sem o patdgeno. Nos ensaios que

utilizaram os clones 14 e 22 inoculados em dias
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Tabela 4.1. Primers testados no ensaio de PCR em Tempo Real (Vieira, 2012; Lepelley et al., 2012)

Primers Sequéncia dos primers (5°-3%)
11524F GGCGGTTGTCATGGATACG
11524R TTTGGCTCACCAGCATATGTG
18112F TGTGAACTGCCATCCCAAGA
18112R AAGACTACCATGTCCAACAACTTCAG
25639F CGAGGAAGCTGAAGGAAAGGA
25639R TCCGACTGGCCTAACAAGGT
30926F AGGCTACGGAGGAGGCCAT
30926R CCGTGTCCATAACCACCATGT
32791F CCGAGCACCATTTCCAACAC
32791R CCTTCTTCCTTTCTGGCTTCAA
33590F CACCACCACCTCCAGTGCATAT
33590R GTGGTGGTGGTGACTTATACTTGTAAA
33656F CTATGGTGGTGGTGCTGGCTA
33656R CTTCACCAAGGTGCTCAAGATTT
42747F CGGAGGAGGCCATGGAGGT
42747R CCCGTATCCACCACCATGG
CPI4F TGTTTATGGTGTGGCTTTCAGTTT
CPI4R CGTAGGGAGACGTATGCATGAC
CP1F ACACAGACCTCTTGATACCAAAACAT
CP1R TCTTCCAAGAGCAAACCACCTT
CP4F CAGGATGCAACGTGGTGTTG
CP4R CCTCCATTGCTATCCCACAAA
CPI1F TGTTTGGGAGATCTAATCTGATGATT
CPI1R AAACCGAACACTTAACAGCAAAGA
42816F GCCTGAAAGAGGTCCAACCA
42816R CTCCGAACCTTGAAAACAGAAGA

separados, o calibrador interno foi o clone 14(4DAl).

Para cada reacdo de gPCR foi utilizado 1uL de cDNA diluido, 0,2uL do primer foward
e 0,2uL do primer reverse a 10mM cada, 5uL do fluorocromo Platinum SyBRGreen gPCR
MIX-UDG with ROX (Invitrogen) e 3,6uL de agua MilliQ autoclavada, totalizando um
volume final de 10uL por reacdo. Todas as reacdes foram feitas em triplicata. Com o
propoésito de detectar a presenca de contaminacgéo, foi feito um controle negativo para cada

primer, denominado NTC (no template control), sem o cDNA. As reacdes foram incubadas
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por 2min a 50°C, 5min a 95°C, 40 ciclos de amplificacdo de 3s a 95°C e 30s a 60°C,
utilizando-se o Real Time 7500 Fast. Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o
software SDS 2.1 (Applied Biosystems).

A especificidade do primer foi verificada por meio do tempo médio de dissociacdo dos
produtos amplificados, e a eficiéncia foi calculada utilizando os dados de florescéncia
absoluta obtidos durante a fase exponencial da amplificacdo de cada reacdo. O nivel de

2722€, (Quantificagéo Relativa) onde:

expressao do gene é calculado por meio da equacéo
AC+ (amostra) = C+ (gene alvo) - CT (controle enddgeno)

AACT = ACy (amostra) - ACt (calibrador interno)

4.3.5. Bioinformatica

Para cada biblioteca, os resultados de RNAseq foram avaliados por meio do software
Qseq, versdo 7.0, pertencente ao pacote DNAstar (Lasergene). Os valores foram normalizados
por RPKM (reads per kilobases per million). Um duplo haploide de C. canephora foi usado
como genoma de referéncia.

Os dados também foram analisados por meio do Excel, no qual foi possivel calcular o
Fator de Inducdo do clone 14 e do clone 22 (Ficlone = gendtipo inoculado/gendétipo controle)
e observar o quanto um determinado gene expressou mais no clone inoculado em relacdo ao
clone controle por cromossomo. Calculou-se também o Q (Q = FI14/FI122), a fim de
identificar quais genes e 0 quanto esses genes se expressaram mais no clone resistente a M.
paranaensis em relacdo ao clone suscetivel por cromossomo. Coffea canephora possui
numero haploide de 11 cromossomos, porém, um cromossomo extra foi gerado no ensaio in
silico, denominado cromossomo 0, a partir de reads que ndo foram mapeados em nenhum dos

11 cromossomos.
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Ao final, foi feita uma busca pela expressao basal dos genes selecionados em raiz de C.
canephora no website coffee-genome.org (Coffee-Hub) (Figura 4.2). Este contém os dados
resultantes do sequenciamento total desse cafeeiro divulgados por Denoeud et al. (2014). O
website permite o acesso a informagfes como a estrutura e sequéncia do gene, proteina

putativa, sequéncia da proteina, locus do gene, etc.

4.4. Resultados
4.4.1. Estudo da expressdo genica por RNAseq.

Apbs as analises utilizando o software QSeq, foram obtidos os valores quantitativos de
expressao para cada gene do transcriptoma de referéncia (25.574 genes), para cada uma das

24 bibliotecas analisadas. Foram gerados, em média, 40.000.000 de reads por biblioteca

B Vielcome to Cotfes Ge - oIlEN

ffee Genome HB

omics and genetics resource

Figura 4.2. Ferramentas da plataforma “Coffee Genome HUB” (www.coffee-genome.org) utilizadas para
analises dos dados obtidos in silico a partir de RNA de raizes inoculadas e ndo inoculadas com M. paranaensis.

A) Genome Browser; B) Blast; e C) Analise da Expressdo Diferencial.
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totalizando 2.000.574.216 reads oriundos de raizes inoculadas e ndo inoculadas com M.
paranaensis (Tabela 4.2).

Por meio desses dados, observou-se primeiramente uma maior dispersao de genes de
resisténcia entre os clones 14 e 22 (antes e depois da inoculacdo) do que entre o clonel4 ou o
clone 22 nas diferentes condi¢es (inoculada/controle) (Figura 4.3). Em uma segunda
observacdo do conjunto total de genes por meio do software QSeq, foi observado que nas
amostras 141 (8DAI) e 221 (20DAI) houve uma queda geral da expressdo dos genes. (Figura
4.4).

Também com os dados obtidos por meio do QSeq, foram calculados os valores de QC,
que correspondem ao quociente entre os valores de expressdo para cada amostra, para cada
DAI e para cada gene nas condic¢des controle (ex: QC 4 pai = 14C 4pai / 22C 4pai). Também

foram calculados os valores de FI (fator de inducdo) de cada amostra, para cada DAI e para

Tabela 4.2. Bibliotecas geradas e nimero total de reads produzidos por meio do sequenciamento por lllumina
(HiSec 2000) de raizes dos clones 14 e 22 de Coffea canephora inoculadas (I) e ndo inoculadas (C) com

Meloidogyne paranaensis. Ndo foi obtido o nimero de reads referente ao nematoide presente nas raizes

infectadas.
Ndmero de NUmero de Namero de
Amostra NUmero de Reads Amostra Amostra Amostra
Reads Reads Reads
43.505.229 43.928.311 38.236.209 39.883.430
22-C-4 22-1-8 22-C-20 22-1-32
41.579.878 40.166.360 41.627.956 36.480.218
14-C-4 14-1-8 14-C-20 14-1-32
52.983.526 32.334.626 46.349.288 39.859.919
22-1-4 22-C-12 22-1-20 22-C-45
48.637.742 42.685.241 39.637.808 34.687.270
14-1-4 14-C-12 14-1-20 14-C-45
42.305.791 43.303.216 42.032.227 49.815.585
22-C-8 22-1-12 22-C-32 22-1-45
46.240.336 36.301.015 34.194.393 43.511.534
14-C-8 14-1-12 14-C-32 14-1-45

TOTAL de reads: 2.000.574.216
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14 Controle
14 Inoculado

22 Controle 22 Inoculado

14 Inoculado
22 Inoculado

14 Controle 22 Controle

Figura 4.3. Dispersdo dos genes de resisténcia (verde) nos clones 14 e 22 de C. canephora, em condi¢es ndo

inoculada (controle) e inoculado com M. paranaensis.

cada gene (ex:FI114 4 pai = 141 4 pai /14C 4 par). Por fim, foram calculados os valores de Q
também para cada clone, para cada DAI e para cada gene (Q = FI14/FI22). Os valores de QC,
Fl e Q foram plotados por cromossomo, conforme a localizacdo dos genes no genoma de
referéncia de C. canephora. Vale ressaltar que segundo Denoud et al. (2014), 0 cromossomo
0 contém contigs que ndo puderam ser ligados ao mapa genético de C. canephora, e portanto

a ordem dos genes ndo pode ser confirmada.
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22C4
22C-8
221-45
14C4
14C-8

1414

141-8
141-20
141-32
141-45

22C-12
22C-20
22C-32
22C-45
2214
221-8
221-12
221-20
221-32
14C-12
14C-20
14C-45

Figura 4.4. Expresséo global dos genes de C. canephora nos clones 14 e 22, nas condicGes controle e inoculado
com M. paranaensis em diferentes dias ap6s a inoculagéo (DAI). Tanto no diagrama quanto no gréafico € possivel

observar o declinio na expressdo global de genes aos 8 DAI (clone 14 inoculado) e 20 DAI (clone 22 inoculado).

Nas tabelas 4.3 a 4.8 estdo apresentados 0s genes que foram mais expressos no clone

14 em relagéo ao clone 22 antes da inoculacdo (controle); os genes mais expressos no clone
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14 inoculado em relagé@o ao clone 14 ndo inoculado (controle); e 0s genes mais expressos no

clone 14 em relacdo ao clone 22 apds a inoculacdo. Todos esses genes apresentados

pertencem ao conjunto de aproximadamente 25.000 genes que foram analisados por meio dos

estudos de RNASeq de raizes dos clones 14 e 22 de C. canephora, inoculados e néo

inoculados com M. paranaensis.

Tabela 4.3. QC = 14C/22C — genes que expressaram mais no ‘Clone 14’ controle em relagdo ao ‘Clone 22’

controle.

Gene Nome Cromossomo QC (14C/22C)*
GSCOCT00012545001 Hidroxycinnamoyl CoA 0 303,00
GSCOCT00012796001 Root hair defect 3 GTP-binding 0 185,00
GSCOCT00000828001 Hypothetical protein 0 180,00
GSCOCT00010407001 UDP-glucose glucosyltransferase 0 145,00
GSCOCT00007267001 No hit 0 99,00
GSCOCT00001556001 Occinol O-methyltransferase 0 80,00
GSCOCT00023914001 16KDa Membrane Protein 1 550,00
GSCOCT00030022001 Unknow 1 269,00
GSCOCT00030022001 Unknow 1 184,00
GSCOCT00024094001 Pred. Histone H2B 1 101,00
GSCOCT00023906001 Short chain alcohol dehydrogenase 1 55,00
GSCOCT00042816001 No hit 2 215,00
GSCOCT00025216001 No hit 2 112,00
GSCOCT00027634001 Predict Protein 2 75,00
GSCOCT00013917001 Dicer-like protein 2 71,00
GSCOCT00028767001 No hit 2 65,00
GSCOCT00042733001 Pred. Carboxypeptidase 3 79,00
GSCOCT00026671001 Uncharacterized protein 3 69,00
GSCOCT00030936001 No hit 3 60,37
GSCOCT00026135001 Conserved Hypothetical protein 3 43,00
GSCOCT00037300001 No hit 4 148,33
GSCOCT00035743001 Flavonol 4 sulfotransferase 4 63,60
GSCOCT00042096001 Unknown protein 5 305,00
GSCOCT00016841001 Predict protein 5 71,25
GSCOCT00035011001 Vacuolar Amino acid 5 60,00
GSCOCT00042185001 Predict protein 5 54,50
GSCOCT00023747001 Predict protein 6 65,93
GSCOCT00023747001 Predict protein 6 58,37
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Tabela 4.3 (continuacéo). QC = 14C/22C — genes que expressaram mais no ‘Clone 14’ controle em relagdo ao

‘Clone 22’ controle.

Gene Nome Cromossomo QC (14C/22C)*
GSCOCT00023747001 Predict protein 6 46,33
GSCOCT00033902001 No hit 7 498,50
GSCOCT00033902001 No hit 7 219,13
GSCOCT00033902001 No hit 7 197,33
GSCOCT00037494001 Predict protein 7 51,00
GSCOCT00042499001 Pred. gibberellin 8 76,14
GSCOCT00025282001 5EAS_CAPAN 8 68,00
GSCOCT00025232001 No hit 8 52,00
GSCOCT00023118001 Cholorophyll A/B binding protein 9 346,00
GSCOCT00011295001 CYP92B3 9 219,00
GSCOCT00020817001 Putative photosystem | reaction 9 198,67
GSCOCT00041100001 Uncharacterized protein 9 154,20
GSCOCT00033386001 Unnamed protein product 9 145,00
GSCOCT00034934001 Patatin T5 precursor 10 95,00
GSCOCT00033634001 Putative auxin 10 64,00
GSCOCT00024538001 No hit 10 57,67
GSCOCT00020506001 Light inducible protein 11 812,00
GSCOCT00004222001 G3PA tobac gliceraldeide-3 11 157,00
GSCOCT00032131001 Unnamed protein product 11 93,00

*- Valores de QC correspondem ao quanto o gene expressou mais no clone resistente controle em relagdo ao

clone suscetivel controle.

Tabela 4.4. QC = 14C/22C — genes que expressaram mais no ‘Clone 14’ controle em relagdo ao ‘Clone 22’

controle (somente genes de resisténcia a patdgenos).

Gene Nome Cromossomo QC(14C/22C)*
GSCOCT00010033001 NBS-LRR RP 0 34,50
GSCOCT00009259001 Disease resistance like protein 0 34,00
GSCOCT00010033001 NBS-LRR RP 0 30,00
GSCOCT00008874001 CC-NBS-LRR RP 0 20,00
GSCOCT00003819001 CC-NBS-LRR RP 0 14,50
GSCOCT00005539001 CC-NBS-LRR RP 1 18,00
GSCOCT00015471001 Disease resistance protein 1 16,71
GSCOCT00009723001 Disease resistance like protein 1 14,00
GSCOCT00009723001 Disease resistance like protein 1 8,00
GSCOCT00006332001 CC-NBS-LRR RP 2 10,00
GSCOCT00016739001 Disease response protein 2 6,87
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Tabela 4.4 (continuagdo). QC = 14C/22C— genes que expressaram mais no ‘Clone 14’ controle em relagdo ao

‘Clone 22’ controle (somente de resisténcia a patdogenos).

Gene Nome Cromossomo QC(14C/22C)*
GSCOCT00001239001 CC-NBS-LRR RP 2 6,60
GSCOCT00015184001 CC-NBS-LRR RP 3 10,80
GSCOCT00026674001 CC-NBS-LRR RP 3 8,00
GSCOCT00015167001 CC-NBS-LRR RP 3 7,50
GSCOCT00031058001 Late blight RP 3 7,50
GSCOCT00012779001 Pred. disease resistance protein 4 19,00
GSCOCT00035968001 NBS-LRR RP 4 9,23
GSCOCT00035968001 NBS-LRR RP 4 7,58
GSCOCT00003013001 NBS-LRR RP 5 44,00
GSCOCT00009655001 NBS-LRR RP 5 19,00
GSCOCT00010974001 CC-NBS-LRR RP 5 9,33
GSCOCT00030724001 Disease resistance protein RPP1 6 3,89
GSCOCT00030728001 Disease resistance protein RPP1 6 2,85
GSCOCT00011165001 CC-NBS-LRR 7 13,00
GSCOCT00027223001 Disease resistance protein 7 10,50
GSCOCT00027223001 Disease resistance protein 7 9,80
GSCOCT00037649001 NBS-LRR 8 11,29
GSCOCT00037646001 Disease resistance like protein 8 10,00
GSCOCT00037649001 NBS-LRR 8 10,00
GSCOCT00034146001 NBS resistance protein 8 9,00
GSCOCT00034157001 Disease resistance protein 8 8,80
GSCOCT00017766001 Multi drug resistance pump. 9 9,00
GSCOCT00020826001 Pred. disease resistance protein 9 4,17
GSCOCT00020825001 NBS-LRR RP 9 3,50
GSCOCT00001425001 NBS-LRR RP 10 1,86
GSCOCT00031847001 Verticillium wilt disease resistance 10 1,58
GSCOCT00033041001 Disease resistance protein RPP1 11 24,00
GSCOCT00033035001 Disease resistance protein RPP1 11 17,00
GSCOCT00025510001 Disease resistance protein RPP1 11 14,40
GSCOCT00033035001 Disease resistance protein RPP1 11 11,67
GSCOCT00033048001 Disease resistance protein RPP1 11 11,00

*- Valores de QC correspondem ao quanto o gene expressou mais no clone resistente controle em relacdo ao

clone suscetivel controle.
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Tabela 4.5. Fl = 141/14C — genes que mais expressaram no ‘Clone 14’ inoculado com Meloidogyne paranaensis

em relagdo ao ‘Clone 14’ controle.

Gene Nome Cromossomo DAl  FI14 (141/14C)*

GSCOCT00016240001 GRAS transcrip. Factor 1 45 89
GSCOCT00023941001 uncharacterized protein 1 4 86
GSCOCT00024119001 bHLH transcrip. Protein 1 32 64

GSCOCT00024961001 0s0700573400 2 45 524

GSCOCT00031729001 Probable polygalacturase

w

GSCOCT00026796001 predict protein 3 45 79
GSCOCT00015223001 chitinase 2-like 3 45 71,43
GSCOCT00030936001 no hit 3 45 63,79
GSCOCT00022107001 predicted protein 4 45 146
GSCOCT00005311001 hipothetical protein 4 45 68,18
GSCOCT00003258001 U-box domain... 4 32 49
GSCOCT00042615001 Cytochrome 4 45 46,50
GSCOCT00037300001 no hit 4 45 42,28
GSCOCT00042172001 unnamed protein 5 45 196
GSCOCT00018255001 predicted protein 5 20 81,50
GSCOCT00021536001 no hit 5 8 43
GSCOCT00033505001 endoglucanase 5 32 34
GSCOCT00021087001 ABC transporter B 5 45 33,5

GSCOCT00023747001 predicted protein 6 45 84,2
GSCOCT00004130001 Cysteine protease 6 45 73,61

GSCOCT00018784001 Predicted protein
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Tabela 4.5 (continuagdo). FI = 141/14C — genes que mais expressaram no ‘Clone 14’ inoculado com

Meloidogyne paranaensis em relagdo ao ‘Clone 14’ controle.

Gene Nome Cromossomo DAl  FI14 (141/14C)*
GSCOCT00018792001 Predicted protein 7 45 81,38
GSCOCT00036833001 Gluthatiose-s-transferase 7 45 51,70
GSCOCT00037058001 Thiosulfate 7 32 33,19

GSCOCT00037738001 uncharacterized protein 8 45 76,50
GSCOCT00009056001 Unnamed protein product 8 45 59,10
GSCOCT00035586001 Uncharacterized protein 8 32 32,50

GSCOCT00017411001 unnamed protein products 9 45 89
GSCOCT00011304001 CYP92Bv1 9 45 88
GSCOCT00020771001 no hit 9 45 46
GSCOCT00004100001 no hit 9 8 43,9

GSCOCT00007300001 Miraculin-like protein 10 45 81
GSCOCT00033804001 eukaryotic translation 10 20 65
GSCOCT00016629001 Hypothetical protein 10 45 33,38
GSCOCT00012023001 Hypothetical protein 10 45 29
[CScocTomozosOkOBt  moRt 0 W 4 B
GSCOCT00020621001 coniferyl alcohol 5 hidroxilase 11 8 98
GSCOCT00042913001 non cell autonomous protein 11 32 56
GSCOCT00032914001 unnamed protein products 11 45 51
GSCOCT00018107001 Rec. name full lignin-forming 11 32 45

*- FI corresponde ao quanto o ‘Clone 14’ inoculado expressa mais do que o ‘Clone 14’ controle.

Tabela 4.6. FI = 141/14C— genes que mais expressaram no ‘Clone 14’ inoculado com Meloidogyne paranaensis

em relagdo ao ‘Clone 14’ controle (somente genes de resisténcia a patdogenos).

Cromos-
Gene Nome DAl  FI114(141/14C)*
somo
GSCOCT00019006001 Putative Disease Resistance Protein RPP8 0 8 28,18

GSCOCT00000801001  Putative Disease Resistance Protein RPM1 0 45 15,00
GSCOCT00000023001  Putative Disease Resistance Protein RGA4 0 4 12,00
GSCOCT00013683001  Putative Disease Resistance Protein RPM1 0 32 10,50
GSCOCT00005762001  Putative Disease Resistance Protein RGA2 0 8 9,50
GSCOCT00011031001  CC-NBS-LRR Resistance Protein 1 45 14,00
GSCOCT00019293001  CC-NBS-LRR Resistance Protein 1 45 12,00




Tabela 4.6 (continuagdo). FI = 141/14C— genes que mais expressaram no ‘Clone 14’ inoculado com

Meloidogyne paranaensis em relacdo ao ‘Clone 14’ controle (somente genes diretamente relacionados a

resisténcia a patdégenos).

Gene Nome Cromos- DAl FI14(141/14C)*
Somo

GSCOCTO00033153001  CC-NBS-LRR Resistance Protein 1 8 10,00
GSCOCTO00011041001  CC-NBS-LRR Resistance Protein 1 20 10,00
GSCOCTO00011037001  CC-NBS-LRR Resistance Protein 1 45 5,75
GSCOCT00006332001  CC-NBS-LRR Resistance Protein 2 45 20,00
GSCOCT00038876001  CC-NBS-LRR Resistance Protein 2 4 7

GSCOCT00015155001  CC-NBS-LRR Resistance Protein 3 8 14,00
GSCOCT00026416001  Pred. oxidation resistance p. 3 4 8,00
GSCOCTO00043214001  CC-NBS-LRR Resistance Protein 3 20 7,00
GSCOCTO00037420001  Disease Resistance Protein 4 20 14,00
GSCOCTO00000794001  CC-NBS-LRR Resistance Protein 5 45 15,50
GSCOCT00010974001 CC-NBS-LRR Resistance Protein 5 20 6,83
GSCOCTO00034079001  Disease Resistance Protein 6 4 6,00
GSCOCTO00030725001  NBS-LRR Resistance Protein 6 4 3,75
GSCOCTO00030726001  Disease Resistance Protein 6 20 3,63
GSCOCTO00033894001  Disease Resistance-Responsive 7 12 4,50
GSCOCTO00034157001  Pred. resistance protein 8 45 22,50
GSCOCT00025229001  Nematode resistance like-protein 8 45 13,00
GSCOCTO00038390001  Disease Resistance Protein 8 45 12,00
GSCOCT00023073001  Putative NBS domain resistance protein 9 45 3,71
GSCOCTO00001425001  NBS-LRR Resistance Protein 10 4 5,60
GSCOCT00033032001  Disease Resistance Protein RPP1 11 4 24,00
GSCOCT00032130001  TMV Resistance Protein 11 20 13,00

*- FI corresponde ao quanto o ‘Clone 14’ inoculado expressa mais do que o ‘Clone 14’ controle.

Tabela 4.7. Relagdo Q = FI14/F122 — genes que mais expressaram no ‘Clone 14°, em comparagdo ao ‘Clone 22°.

Gene Nome Cromossomo DAl Q(FI14/F122)*
GSCOCT00008376001 no hit 0 45 3426,45
GSCOCT00005885001 cysteine protease 0 45 3243,93
GSCOCT00010430001 cinamyl alcohol dehydrogenase 0 20 1062,96
GSCOCT00007149001 Pred. Bark Storage Protein 0 45 821,54
GSCOCT00001290001 Low quality protein 0 45 773,80
GSCOCT00027441001 Pred. serine carboxipeptidase 1 45 1560,31
GSCOCT00030116001 DELLA protein RGL2 1 20 377,98
GSCOCT00024197001 hypothetical protein 1 20 334,45
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Tabela 4.7 (continuacgdo). Relagdo Q = FI14/F122 — genes que mais expressaram no ‘Clone 14’, em comparagao

ao ‘Clone 22°.

Gene Nome Cromossomo DAl  Q(FI14/F122)*
GSCOCT00024141001  serine carboxipeptidase 1 20 294,32
GSCOCT00016210001 AP2/ERF domain-containing trans. 1 32 262,50

GSCOCT00031783001 Nucleic acid binding protein * 3 45 801,57
GSCOCT00026453001 Predict protein 3 20 711,05
GSCOCT00042041001  CYP71AUl 3 20 434,05
GSCOCT00031037001  ATP binding protein 3 20 380,23
GSCOCT00026230001 Hypothetical protein 3 20 349,95
GSCOCT00042664001 Receptor-like protein kinase 4 20 579,84
GSCOCT00035750001  Pred. probable calcium... 4 20 472,69
GSCOCT00021802001 Nuclear transcription factor 4 20 324,41
GSCOCT00005311001 Hypothetical protein 4 45 254,02
GSCOCT00021937001 Pred. ABC transporter G 4 20 205,56

GSCOCT00038604001 Predict protein 5 20 406,93
GSCOCT00021502001  Predict protein 5 20 391,01
GSCOCT00021494001 Gluthatione-s-transferase 5 20 387,56
GSCOCT00021259001  3-hydroxybutyryl-CoA 5 20 359,07

GSCOCT00017141001 Unnamed protein product 6 20 555,84
GSCOCT00017142001 Unnamed protein product 6 20 503,65
GSCOCT00040431001  beta 1,3-glucanase 6 20 462,65

GSCOCT00037577001 ABC transporter F... 7 20 622,26
GSCOCT00018623001 SAUR family protein 7 20 535,24
GSCOCT00033902001  no hit 7 20 522,00
GSCOCT00037634001  Cytochrome P450 7 20 427,46

GSCOCT00035448001 Pred. uncharacterized protein 20 652,17
GSCOCT00038398001 Predicted protein 8 20 479,52
GSCOCT00038403001 Serine-threonine protein kinase 8 20 478,08
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Tabela 4.7 (continuacgdo). Relagdo Q = FI14/F122 — genes que mais expressaram no ‘Clone 14’, em comparago
ao ‘Clone 22°.
Gene Nome Cromossomo DAl  Q(FI14/F122)*

GSCOCT00017935001 Conserved hypothetical protein 20 226,93
GSCOCT00017678001  ANK63969.1 9 45 191,92
GSCOCT00011304001  CYP92B2v1 9 45 176,00
GSCOCT00006182001 Predicted protein * 10 45 842,97
GSCOCT00024784001 Hipothetical protein 10 20 631,75
GSCOCT00034980001  DCL protein 10 20 444,83
GSCOCT00031547001 NTGP4 10 20 314,77
GSCOCT00033725001 no hits 10 20 294,52
(IO BT o
GSCOCT00032817001 Predict protein 11 20 752,19
GSCOCT00019652001  Predict protein 11 20 669,64
GSCOCT00032490001 Conserved Hypothetical Protein 11 20 516,95
GSCOCT00034052001  Pred. G patch domain... 11 20 455,62

*- Valores de Q correspondem ao quanto 0 gene expressou mais no clone resistente em relacdo ao clone

suscetivel.

Tabela 4.8. Relagdo Q = FI14/FI22 — genes que mais expressaram no ‘Clone 14°, em comparagdo ao ‘Clone 22’
(somente genes de resisténcia a patdgenos).
Gene Nome Cromossomo DAl  Q(FI14/FI122)*

GSCOCT00001853001 BED finger-NBS-LRR resistance protein 0 20 88,75
GSCOCT00008619001  Pred. disease resistance protein 0 20 83,19
GSCOCT00000981001  Disease resistance protein 0 20 82,24
GSCOCT00000618001 NBS-LRR resistance protein 0 20 78,50

GSCOCT00038876001  Disease resistance protein 3a-like... 2 4 28,00
GSCOCT00006332001 CC-NBS-LRR resistance protein 2 45 20,00
GSCOCT00018396001  Pred. disease resistance 2 20 18,09
GSCOCT00014325001  multidrug resistance 2 20 6,46

GSCOCT00035963001 CC-NBS-LRR resistance protein 4 20 75,50
GSCOCT00035924001 CC-NBS-LRR resistance protein 4 20 49,82
GSCOCT00012776001  CC-NBS-LRR resistance protein 4 20 33,98




Tabela 4.8 (continuagéo). Relacéo Q = FI14/FI22 — genes que mais expressaram no ‘Clone 14°, em comparagéo

ao ‘Clone 22’ (somente genes diretamente relacionados a resisténcia a patdgenos).

Gene Nome Cromossomo DAl  Q(FI14/F122)*

GSCOCT00035090001 Disease resistance protein 5 20 44,71
GSCOCT00000794001 CC-NBS-LRR resistance protein 5 45 34,99
GSCOCT00016835001 CC-NBS-LRR resistance protein 5 20 30,79
GSCOCT00021086001 Non race specific disease resistance 5 20 20,91
GSCOCT00030728001 Disease resistance protein 6 20 33,47
GSCOCT00022972001 NBS-LRR resistance protein 6 20 24,99
GSCOCT00041780001 Disease resistance protein 6 20 21,15
GSCOCT00018839001 Disease resistance protein 7 20 19,05
GSCOCTO00037658001 NBS-LRR resistance protein 8 45 70,00
GSCOCT00034240001 NBS-LRR resistance protein 8 20 41,75
GSCOCT00023073001 NBS domain resistance protein 9 4 3,77
GSCOCT00001439001 Disease resistance protein 10 20 9,30
GSCOCT00031847001 Verticillum wilt disease resistance 10 20 6,90
GSCOCT00033046001 Disease resistance protein 11 20 50,73
GSCOCT00033035001 Disease resistance protein 11 20 45,82

*- Valores de Q correspondem ao quanto 0 gene expressou mais no clone resistente em relacdo ao clone

suscetivel.

Ao analisar os dados de QC (QC=14C/22C), apresentados nas tabelas 4.3 e 4.4, pode-se
observar que varios dos genes apresentam expressao diferencial entre os clones, mesmo nas
condicBes controle. Consequentemente, genes no clone 14 que codificam proteinas
possivelmente associadas a defesa contra patdgenos podem ser identificados, uma vez que
apresentam niveis mais altos de expressdao antes mesmo da presenca do patdogeno. Como
exemplos, é possivel citar os genes GSCOCT00012545001, que codifica uma proteina
Hidroxycinnamoyl-CoA (QC = 303) (tabela 4.3), e os genes GSCOCTO00010033001,
GSCOCT00009259001 e GSCOCT00010033001, que codificam proteinas de resisténcia a
fitopatdgenos (QC > 30) (tabela 4.4).

Quanto a relacdo entre os clones antes e depois da inoculagdo, a expressdo dos genes

GSCOCT00031847001 e GSCOCT00030728001, ambos codificando proteinas de resisténcia
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a patdgenos, foi baixa (1,58 e 2,85 respectivamente) (Tabela 4.4), porém, aumentou na
presenca do patégeno (Q = 6,90 e 33,47) (Tabela 4.8). Observou-se que 0 gene
GSCOCTO00037300001 (no hit) teve a expressdo no clone 14 controle 148,33 vezes maior que
no clone 22 controle (Tabela 4.3). No entanto, o FI no clone 14 deste gene foi de 42,28 (tabela
45), ou seja, a sua expressdo diminuiu no clone resistente inoculado. O gene
GSCOCT00034157001 (proteina de resisténcia) apresentou QC = 8,80, menor que o seu FI de
22,50, aos 45 DAI.

O gene GSCOCT00001425001 (proteina de resisténcia NBS-LRR) obteve QC = 1,86 e
FI = 5,60 no 4° DAI, e o0 gene GSCOCT00010974001 (proteina de resisténcia NBS-LRR)
mostrou uma relacdo 14C/22C (QC) 9,33 vezes maior que 141/14C (FI = 6,83) aos 20 DAI
(Tabelas 4.4 e 4.6). Na Figura 4.5, é possivel visualizar a expressdo dos genes de C.
canephora antes e depois da infeccdo por M. paranaensis. Finalmente, o gene
GSCOCT6332001 (proteina de resisténcia NBS-LRR), na auséncia do patégeno, apresentou
um QC = 10,00. Com a inoculacdo, o clone 14 apresentou expressdo 20 vezes maior que 0
clone 22. O clone 14 inoculado também apresentou expressdo 20 vezes maior que o clone 14
ndo inoculado para este gene. Em ambas as relacoes (Q e FI) do gene GSCOCT00006332001,
0 pico de expressao foi aos 45 DALI.

Com o objetivo de identificar os genes que se expressaram mais no clone 14 inoculado
com M. paranaensis em relacdo ao clone 14 controle, foi calculada a diferenca de expressdo
por meio do fator de indugédo (FI=141/14C). Calculou-se o FI para o conjunto total de genes
(Tabela 4.5) e somente para 0s genes diretamente relacionados com a resisténcia (Tabela 4.6).
Destacam-se quanto ao FI do clone 14 genes que codificam cisteina protease (CP)
(GSCOCT00005885001, GSCOCT00004135001, GSCOCT00004136001) serina
carboxipeptidase (GSCOCT00027441001), citocromo P450 (GSCOCT00034192001),

proteinas de resisténcia (GSCOCT00019006001, GSCOCT00006332001,
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Proteina de re-
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Figura 4.5. Genes de resisténcia que mais se destacaram antes (QC) e ap6s a infeccdo por M. paranaensis,
guanto ao Q (A) e o FI (B) em diferentes tempos. A escala de tempo em dias apds a inoculagdo (DAI) e
representada abaixo de cada grafico. Os genes que estdo acima da barra do grafico tiveram sua expressao

aumentada em relagdo ao tempo zero (QC) e o que se encontra abaixo da barra a expressdo diminuiu. O nimero

entre parénteses que acompanha cada gene representa o valor da expressao.

GSCOCT00034157001), no hits (GSCOCT00008376001, GSCOCT00020606001), etc.

Nas tabelas 4.7 e 4.8 estdo apresentados os valores de expressdo (Q=FI14/F122), para
cada tempo de coleta (4, 8, 12, 20, 32 e 45 DAI), representando quantitativamente a diferenca
de expressdo génica entre os clones 14 e 22 em resposta & infeccdo por M. paranaensis.
Analizando-se esses dados, verifica-se que, dentre 0s genes que mais se expressaram no clone
14 em relacdo ao clone 22 (Q) em fungéo da infeccdo por nematoide, se destacam o0s que
codificam  cisteina  proteases (GSCOCTO00005885001, GSCOCT00004135001 e

GSCOCT00004136001), alguns dos quais tiveram expressdo de até 3.243 vezes maior que 0
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clone 22 (GSCOCTO00005885001). O gene codificando para uma proteina envolvida na
formacéo de lignina, Lignin-forming (GSCOCT0008107001), foi expresso 6.210 vezes mais
no clone 14 que no clone 22 em reposta a infeccdo com nematoide.

Outros genes que apresentaram expressao diferencial entre os clones, em resposta a
infeccdo com nematoide, apresentando maiores valores de Q no clone 14 do que no clone 22,
encontram-se destacados (em verde) na tabela 4.7, como por exemplo o que codifica uma
proteina de classe Ill quitinase (GSCOCT00028619001), localizado no cromossomo 2, e
outro que codifica uma proteina, Citocromo P450 (CSCOCT00034192001), localizado no
cromossomo 8, com diferencial de 2396 e 2002 vezes, respectivamente, maior no clone
resistente (14) que no suscetivel (22). Os dados apresentados na Figura 4.6A, também nos
permitem concluir que os maiores valores de Q, representando a reposta diferencial na
expressao genica em raizes na presenca de nematoides, do clone 14 quando comparado ao
clone 22, foram observados nos estagios finais do ciclo de infeccdo do nematoide (entre 20
DAI e 45DAI). Na Figura 4.6 (A e B), € possivel comparar os valores de expressdo dos genes
gue se destacaram quanto ao Q e FI do clone 14 durante o periodo de infeccdo (4 a 45 DAI).

Na tabela 4.8 estdo apresentados os valores de Q, especificamente para genes de café,
com similaridade a genes de resisténcia a fitopatdgenos (ex: NBS-LRR), ja descritos na
literatura. Os genes que apresentaram os maiores valores de Q estdo destacados em azul. Os
dados apresentados na citada Tabela nos permitem concluir que varios genes de café com
similaridade a genes R (resisténcia a fitopatdgenos), apresentaram expressao diferencial entre
0s clones 14 e 22, em resposta a infeccdo pelo nematoide. Como por exemplo o gene
GSCOCTO00033153001, localizado no cromossomo 1 e o gene GSCOCT00015151001
localizado no cromossomo 3, cujos valores de Q foram iguais a aproximadamente 160 e 109,
respectivamente. Outro gene com expressao aproximadamente 137 vezes maior no clone 14

que no clone 22 é o que codifica, também, uma proteina de resisténcia a doencas
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Figura 4.6. Proteinas putativas relacionadas aos genes que mais se destacaram quanto aoc Q (A) e o FI (B), em
diferentes tempos, ap6s a infeccdo por M. paranaensis. O numero entre parénteses que acompanha cada proteina

putativa representa o valor da expressdo do gene que a codifica.

(GSCOCT00025510001).

Tanto no que se refere ao conjunto total de genes, quanto aos relacionados a resisténcia
a fitopatogenos, a diferenca de expressao foi maior na comparacéo entre os clones 14 e 22 do
que na comparacdo dos tratamentos 141 vs. 14C. Esse resultado também foi observado por
meio de QSeq (Figura 4.3) onde a dispersdo dos genes de resisténcia foi maior na relacéo
14/22 que na relagdo 141/14C ou mesmo 221/22C.

Em resumo, os resultados das analises in silico de RNAseq nos permite concluir que
varios genes apresentam expressdo diferencial entre os clones 14 e 22 e podem estar

associados a resisténcia a M. paranaensis. Genes que atuam no metabolismo de lignina, genes
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de resisténcia e também genes de funcdo desconhecida, apresentam perfil diferencial entre os
clones. Esses genes se expressaram mais no clone 14 que no clone 22 e mais também apos a
inoculacdo do clone resistente. De modo geral, a expressao desses genes, no que se refere ao
Fl e Q, foi maior nos dias finais do ciclo de infec¢do do patdgeno com excecdo dos genes que

codificam proteinas de resisténcia que apresentaram maior Q nos dias iniciais.

4.4.2. Validacado da expressdo dos genes candidatos pré-identificados por meio de qPCR

Com o objetivo de testar alguns primers propostos na literatura relacionados a genes
envolvidos com a morte celular programada e no hits, genes de funcdo desconhecida e,
também, a fim de verificar resultados in silico comparando-os com os resultados in vivo,
realizou-se gPCRs com 0 mesmo RNA utilizado nos ensaios de RNAseq.

Os graficos presentes na figura 4.7 mostraram a expressdo dos genes por meio de qPCR.
Neste ensaio, destacou-se o gene 11524 “no hit” que expressou no clone 14 e ndo no clone 22
nas duas vezes que foi realizado gPCR para esses primers. Destaque também para a diferenca
de expressdo do gene CP1 que codifica uma cisteina protease, e o Inibidor da Cisteina
Protease — CPI1, cuja expressao foi diferencial entre ambos os clones.

Os primers referentes a CP1 (cisteina protease) e CPI1 (inibidor da cisteina protease)
foram, também, testados nos clones 14 e 22 inoculados em dias separados (4, 8, 12, 20, 32 e
45 DAI) a fim de observar a expressao como a expresséo diferencial dos clones ocorreu nos
diferentes dias. No que se refere a CP1, a expressao foi alta no clone 22 aos 4 DAI e depois
permaneceu baixa nos demais dias. J& no clone 14, a expressdo foi maior aos 4 e 20 DAI,
porém, em geral, foi mais discreta que no clone suscetivel. A expressdo da CPI1 foi
sensivelmente maior no clone 14 que no clone 22, sendo que no clone resistente 0 maior pico
de expressdo foi aos 45 DAI. No clone suscetivel, o padrdo de expressdao do CPI1 foi

semelhante ao padrdo do CP1, com expressdo maior aos 4 DAL.
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Com base nos valores de Q e FI obtidos através do sequenciamento de C. canephora

clone 14 e clone 22 infectados com M. paranaensis, e também nos resultados de qPCR, foram

selecionados 19 genes cuja expressdo foi diferencial (Tabela 4.9). Foi realizada uma busca por

esses genes selecionados no Coffee-Hub, e verificou-se que a expressdo dos mesmos em

raizes de C. canephora sem o nematoide foi baixa para a maioria dos genes (Figura 4.8), o

que pode ser mais uma demonstracdo de que a diferenca de expressdo no clone 14 inoculado

com M. paranaensis em relacdo ao clone 14 ndo inoculado e clone 22 pode ser devida a

infeccdo pelo nematoide.

Tabela 4.9. Genes candidatos a resisténcia a M. paranaensis que se destacaram quanto ao Q e Fl do clone 14 e a

expressao basal dos mesmos nas raizes de C. canephora e Coffea encontrada em coffe-genome.org. Todos esses

genes ndo tiveram alto valor de QC.

Gene Locus Funcéo Deteccéo
GSCOCT00033153001 Cc01_g03180 Resistance protein In silico
GSCOCT00025510001 Ccl11_g02900 Rpp8-like P In silico
GSCOCT00033032001 Ccl1 02060 Resistance protein In silico
GSCOCT00006332001 Cc02_g36230 Resistance protein In silico
GSCOCT00015151001 Cc03_g12800 Resistance protein In silico
GSCOCT00028619001 Cc02_g26340 Chitinase In silico
GSCOCT00034192001 Cc08_g03930 Citocromo P450 In silico
GSCOCT00024960001 Cc02_g26600 Proteina conservada In silico
GSCOCT00004135001 Cc06_g16820 Cisteina protease In silico
GSCOCT00018107001 Ccl11_g07100 Lignina * Insilico
GSCOCT00004136001 Cc06_g16830 Cisteina protease In silico
GSCOCT00030143001 Cc01_g07170 Inibidor cisteina protease gPCR
GSCOCT00019006001 Cc00_g01140 Resistance protein In silico
GSCOCT00029487001 Cc02_g10820 Cisteina protease gPCR
GSCOCT00011524001 Cc00_g16260 No hits gPCR
GSCOCT00010430001 Cc00_g29810 Cinamil alcool desidrogenase In silico
GSCOCT00008376001 Cc00_g26820 No hits Insilico
GSCOCT00005885001 Cc00_g21130 Cisteina protease In silico
GSCOCT00034157001 Cc08_g03710 Resistance protein RPM1 In silico
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Figura 4.8. Expresséo dos genes candidatos a resisténcia em diferentes 6rgéos de C. canephora. Dados obtidos
por meio do Coffee Genome Hub (coffee-genome.org) onde se encontram os resultados do sequenciamento total

de Coffea canephora (Denoeud et al., 2015).

4.5. Discusséo

Os estudos de RNASeq demonstraram que, em geral, houve uma diferenca maior no
perfil de expressdo na comparacdo entre os clones 14 e 22 do que entre os tratamentos
inoculado e ndo inoculado dentro do mesmo clone. Além disso, genes que codificam
proteinas de resisténcia tiveram expressdo maior no clone 14 do que no clone 22 antes mesmo
da infeccdo por M. paranaensis. Estes resultados podem sugerir que o clone 14 ja possui um
background para resisténcia, ou seja, que suas células ja estdo preparadas para a entrada do
patdgeno antes mesmo de seu contato com a planta, o que permitiria um reconhecimento e
reacdo de resposta mais rapidos.

A maioria dos genes de resisténcia descritos em plantas codifica proteinas que contém
um sitio de ligacdo de nucleotideo (NBS) e um dominio rico em repeti¢Bes de leucina (LRR),
e pertencem portanto a familia de proteinas conhecida como NBS-LRR (Van der Biezen &
Jones, 1998; Lukasik & Takken, 2009). O dominio LRR parece estar envolvido na

especificidade de reconhecimento e resisténcia durante a interagdo planta-patégeno (Ellis et
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al., 1999). O dominio NBS possui homologia com regides de produtos de genes relacionados
com a imunidade inata e apoptose em animais (Aravind et al., 1999); é tambem encontrado
em familias de proteinas como ATPases e proteinas G, responsdveis por transporte
intracelular, morte celular programada e defesa contra patégenos (Van Der Biezen & Jones,
1998).

Em plantas de clone 14 controle, parte dos genes que expressaram mais no clone
resistente que no suscetivel codifica proteinas portadoras do dominio NBS-LRR. Analise
anterior in silico de sequéncias geradas no projeto Genoma Café (Vieira et al., 2006)
identificou mais de 14.000 sequéncias relacionadas a defesa da planta contra patdgenos em
geral, e entre essas sequéncias se encontram proteinas NBS-LRR, quitinases, quinases e
citocromo P450 (Alvarenga, 2007; Alvarenga et al., 2009). H& exemplos de genes de
resisténcia contra nematoides que codificam proteinas portadoras do dominio NBS-LRR,
como o gene Mi de tomateiro, que atua contra espécies de Meloidogyne (Hwang &
Williamson, 2003), e Gro-1-4 de batata, efetivo contra patétipo de Globodera rostochiensis
(Paal et al., 2004).

Os genes que se expressaram no clone 14 mais do que no 22 antes do contato com o
patégeno tiveram valor de QC menor que o seu valor de expressdo apds a inoculacdo (Q ou
FI), exceto para genes 00010974001 e 00037300001 (CC-NBS-LRR e no hit,
respectivamente), cuja expressdo foi menor ap0s a infeccdo. Todavia, a expressdo desses
genes antes da infeccdo foi menor do que a dos genes que expressaram somente apds 0
contato com o patogeno (FI e Q). Esse resultado sugere que o aumento da expressdao dos
genes no clone 14 inoculado em relacéo ao clone 22 e ao clone 14 controle, pode ser devida a
entrada do nematoide na raiz do cafeeiro.

Um dado interessante é demostrado pela figura 4.4, a qual mostra uma queda geral na

expressdo dos genes no clone 14 inoculado aos 8DAI e no clone 22 inoculado aos 20DAI. De
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acordo com a histopatologia, no clone resistente, aos 8DAI foi observada a primeira RH nas
células ao redor do nematoide. No clone 22, o DAI em que ocorreu queda da expressao
corresponde ao periodo de formacgdo das células gigantes e desenvolvimento do nematoide
(Capitulo 3). Nos 12 DAI para o clone 14 e 32 DAI para o clone 22, os niveis de expressao
voltaram a subir. Mesmo levando-se em conta que o intervalo de tempo no qual se observa
este aumento no clone 22 (12 dias) foi maior que no clone 14 (quatro dias), o clone suscetivel,
guando inoculados com M. paranaensis, parece responder mais tardiamente a essa mudanca
de expressao do que o clone resistente nas mesmas condices.

Uma hipotese para a queda de expressdo observada em tempos diferentes nos distintos
clones ¢é a de que M. paranaensis causa fortes danos radiculares no cafeeiro suscetivel, com
pontos de necrose evidentes, enquanto no clone 14 essa resposta parece ser consequéncia de
morte celular localizada. Este dano celular controlado, observado por meio da histopatologia,
ocorreu em poucas células préximas ao patdgeno, e nao se estendeu as células adjacentes, e 0
sistema radicular do clone 14 ndo apresentou nenhum sinal de dano na presenca de M.
paranaensis. A gqueda de expressdo como resultado de morte celular pode ser também uma
tentativa de reacdo tardia do clone 22 ao nematoide, porém sem sucesso. Portanto, o clone 14
pode ser mais eficiente do que o clone 22 na contencdo de M. paranaensis, devido a presenca
de moléculas relacionadas a defesa antes do contato com o patdgeno e também a velocidade
da resposta de defesa.

Entre os genes que tiveram expressdo maior no clone 14 em relagcdo ao clone 22 apos
infeccdo por M. paranaensis se destacam, além de genes que codificam proteinas de
resisténcia, outros relacionados & morte celular e ao metabolismo de fenolicos e lignificacéo.
Como exemplo, tém-se 0s genes que codificam cisteina proteases, a cinamil alcool
desidrogenase (sintese de fendlicos), a proteina “Lignin-forming”, a quitinase e o citocromo

P450. Estes obtiveram valor de expressdao maior no clone 14 em relacdo ao 22.Parte desses
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genes se destacou também quanto a maior expressdo no clone 14 inoculado do que no 14
controle.

As diferencas de expressao para mais como resultado da inoculacdo, ou entre os clones
resistente e suscetivel, podem sugerir um maior potencial para resisténcia presente no clone
14. No presente trabalho, o foco foi nos genes cuja expressdo foi maior no clone 14 inoculado
e naqueles cuja expressdo aumentou com a infeccdo por M. paranaensis. No entanto, genes
cuja expressao foi menor no clone 14 podem ser igualmente importantes no processo de
resisténcia a Meloidogyne e outros fitopatdogenos. Ao analizar globalmente os genes que
tiveram expressdo diferencial (Q) entre os clones 14 e 22 (Figura 4.14A), nota-se também que
hd uma separacdo temporal entre a expressdo dos genes de resisténcia e os que codificam
proteinas que atuam no processo de defesa.

Conforme citado no Capitulo 1, lignina e outros compostos fenolicos sdo importantes
para a defesa bioquimica e também estrutural contra patdégenos (Barber & Mitchell, 1997,
Benhamou & Nicole, 1999). Da mesma forma, a cinamil alcool desidrogenase também esta
envolvida em lignificacdo e resposta a patdgenos (Kiedrowski et al., 1992).0 acumulo de
compostos fenolicos nas raizes do clone 14 ja foi observado e discutido no Capitulo 3 como
parte da RH, e a presenca e acumulacdo desses compostos em plantas resistentes € um
processo comumente observado em ensaios histopatologicos. Em (Mazzafera et al., 1989), no
entanto, ndo houve diferenca de concentragdo de fendis entre as plantas inoculadas ou nédo
inoculas com M. incognita em ambos 0s genotipos, resistente (C. canephora Apoatd) e
suscetivel (C. arabica Mundo Novo), sendo que o contetdo de fendis foi maior no gendtipo
suscetivel, ainda que a atividade da peroxidase e polifenoloxidase tenham sido maiores no
genotipo resistente O acimulo de compostos fendlicos ao redor do nematoide pode néo
acontecer no processo de contencdo/eliminacdo do patdgeno, e a planta resistente pode

apresentar apenas morte das células gigantes (Das et al.,2008; Freitas et al., 2014).
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As cisteina proteases pertencem a um grande grupo de proteinas envolvidas na morte
celular programada, desenvolvimento de tecidos, eliminacdo de tecidos e 6rgdos da planta,
resposta a patdgenos e pragas, etc. (Greenberg, 1996; 1997; Pennell & Lamb, 1997;
Chichkova et al., 2004; Lepelley et al., 2012). Estdo incluidas nesse grupo de proteases as
caspases, papainas e catepsinas. As caspases sao cisteinas dependentes de aspartato essenciais
na morte celular programada. Extratos de frutas contendo cisteina proteases provocaram
danos na cuticula e diminuicdo da atividade de juvenis de Meloidogyne spp. e em Globodera
spp. (Stepek et al., 2007).

No entanto, cisteina proteases também fazem parte do metabolismo de fitonematoides,
atuando em processos digestorios, e de nematoides parasitas de animais, onde possuem
atividade imunogénica. Em ambos 0s grupos, sdo importantes componentes do processo de
patogenicidade (Koiwa et al., 1997; Lilley et al., 1999; Sajid & McKerrow, 2002, Shingles et
al., 2007), necessarias tanto para o seu desenvolvimento gquanto para reproducdo (Koiwa et
al., 1997). A atividade de cisteina proteases foi detectada em Globodera pallida (Atkinson et
al., 1996; Urwin et al., 2001): H. glycines, através do gene HgCP-1 (Urwin et al., 2002); M.
incognita, através do gene Mi-Cpl-1 (Shingles et al., 2007; Neveu et al., 2003); M. hapla e M.
javanica (Atkinson et al., 2003).

Em plantas, a hidrdlise de proteinas via cisteina protease é mediada por inibidores de
cisteina protease que estdo acumulados nos tecidos da planta, em resposta a ferimentos e/ou
herbivoria (Urwin et al., 2003; Fuller, 2008). Essas proteinas fazem parte da defesa
enzimatica das plantas (Ryan, 1990; Xavier-Filho, 1992; Solomon et al., 1999), formando um
complexo com as proteases e inibindo assim sua atividade. Sdo proteinas importantes no
processo de defesa da planta, conferindo resisténcia natural, além de serem excelentes
candidatos para a construcdo de defesa das mesmas, uma vez que sdo ativas contra

nematoides e outros patdgenos (Haqg et al., 2004; Shingles et al., 2007; Rabovich et al., 2009).
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No que se refere aos fitonematoides, os inibidores de protease afetam o seu desenvolvimento
e reproducdo (Urwin et al., 1997, 1998, 2000, 2003; Atkison et al., 2004).

No presente trabalho, a expressdo dos genes do cafeeiro C. canephora Conilon para
cisteina protease foi diferencial entre os clones 14 e 22, chegando a ser mais de 3.000 vezes
expresso no clone resistente em relacdo ao suscetivel. Esse resultado esta de acordo com a
histopatologia das raizes, onde, principalmente nos dias que correspondem ao final do ciclo
do nematoide na raiz, ocorreu degradacdo e morte celular das células gigantes que
compunham o sitio de alimentacdo e intensa RH. Estudos sobre cisteina proteases indicam um
papel chave dessas proteinas na defesa das plantas, contrabalanceado pela acdo de inibidores
das proteases (Van der Hoorn & Jones, 2004).

De fato, a atividade das cisteina proteases na morte celular e RH necessita da regulacéo
via inibidores de cisteina proteases, o que poderia evitar que os danos no tecido infectado pelo
patdgeno se estendessem para tecidos saudaveis, comprometendo as funcgdes radiculares.
Cisteina proteases e inibidores de cisteina proteases podem estar trabalhando em conjunto
tanto na defesa inicial, funcionando como barreira a migracdo de M. paranaensis, quanto nos
dias finais, evitando o amadurecimento e reproducdo do nematoide. Em resumo, a cisteina
protease e o inibidor desta enzima parecem constituir importantes proteinas que atuam na
resisténcia contra M. paranaensis.

Nos testes de gPCR, observou-se pico de expressao do inibidor de cisteina protease aos
45 DAI no clone 14, e os perfis de expressdao estdo de acordo com o observado na
histopatologia, onde a morte celular programada e RH nas células préximas ao nematoide
ocorreram nos dias iniciais e finais do ciclo de infeccdo (capitulo 3). No entanto, ao observar
a expressdo deste gene por ambas as ferramentas, gPCR e ensaio in silico, os valores de Q e
FI deste gene obtidos pelo sequenciamento foram muito baixos e ndo diferenciais, como

mostrado na qPCR. Esse resultado pode demonstrar que 0 mecanismo de resisténcia do clone
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14 pode envolver mais a participacdo da cisteina protease como proteina, que leva a morte
celular programada, do que o seu inibidor, que pode atuar nas proteases do nematoide. Em
resumo, ao analisar a participacao das cisteina proteases e inibidores de cisteina protease, o
blogueio do ciclo do patdgeno parece ocorrer de forma indireta, ou seja, a degeneracdo do seu
sitio de alimentacéo.

Observou-se, ainda, o papel do no hit, gene cuja funcéo é desconhecida, e os genes do
cromossomo 0. Ambos apresentaram expressdo diferencial consideravel entre os clones 14 e
22, portanto, devem ser posteriormente estudados em maior profundidade. ObservacGes
anteriores mostraram que alguns no hits se expressaram diferencialmente em clones de C.
canephora tolerantes e sensiveis a seca (Vieira et al., 2012). Na gPCR, o no hit 11524 néo
mostrou expressao no clone 22, e esta diferenca pode ter acontecido por duas razdes: 1) ndo
houve realmente expressao desse gene, ou 2) ele ndo esta presente no clone suscetivel. Mais
estudos se fazem necessarios a fim de averiguar a importancia e funcao deste no hit.

Devido as diferentes condicdes de processamento dos dados relativos a expressao,
podem ocorrer diferencas entre 0s ensaios in silico e por gPCR. O sequenciamento de nova
geracdo apresenta os resultados putativos do que poderia ocorrer in vivo, enquanto a PCR em
tempo real demonstra o0 que esta ocorrendo em uma situacdo mais préxima da que ocorre
naturalmente. Em ensaios futuros, se fara necessario validar por qPCR esses genes e outros
que tiveram alta expressao.

Os resultados do presente trabalho demonstraram que alguns genes de resisténcia
tiveram expressao anterior a entrada do patogeno, e as diferencas de expressdo entre o clone
14 inoculado e 0 ndo inoculado e entre o 14 e clone 22 podem indicar a presenca de uma
resisténcia constitutiva, que permitiria uma reacdo mais rapida e eficaz contra o nematoide.
Os genes candidatos cuja expressao € posterior a infeccdo por M. paranaensis foram aqueles

de resisténcia a doencas (GSCOCT33153001 e GSCOCT25510001), os quais codificam
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cisteina protease, proteina que atua na producdo de lignina, e do citocromo P450, além de
genes que precisam ser mais estudados, dada sua fungdo desconhecida (no hits). Estas
informacBes ndo permitem descartar 0 papel dos genes que expressaram anteriormente a

infeccdo, mas cuja expressao foi menor.

4.6. Conclustes

Genes codificadores de proteinas de resisténcia com dominio rico em leucina (LRR),
cisteina proteases, proteinas envolvida na sintese de lignina e proteinas de funcéo
desconhecida foram candidatos nos estudos de resisténcia do clone 14 a M. paranaensis. A
alta expressao desses genes no clone 14 resistente em relacdo ao clone 22 suscetivel a M.
paranaensis, bem como a expressao diferencial (qQPCR) de inibidores de protease, corrobora
os resultados observados através da histopatologia do clone resistente. As citadas proteinas
atuam na morte celular programada e RH, observadas tanto nos dias iniciais do parasitismo

como também na fase final do ciclo do nematoide.

4.7. Perspectivas Futuras

Por meio dos resultados obtidos no presente trabalho espera-se, em ensaios proximos,
validar os genes selecionados, bem como outros das listas Q e FI, por meio de qPCR, buscar
conexdes entre a resisténcia ao estresse biotico (infeccdo por Meloidogyne) e o estresse
abiotico (tolerancia a seca) e por fim estudar as interagdes proteina-proteina que possam estar
ocorrendo na planta resistente, dentre muitas outras linhas de pesquisa com o objetivo de

obter maior conhecimento sobre a resisténcia do cafeeiro a espécies de Meloidogyne.
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Apéndice I. Graficos da Expressdo dos genes (FI e Q) por Cromossomo.
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da expresséao FI do clone 14.
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Valores de FI = 141/14C dos genes para os cromossomos 0 a 5 de Coffea canephora (somente genes diretamente relacionados a resisténcia a patdgenos). Cada cor indica o dia
apos a inoculacdo (DAI) no qual a amostra foi retirada (azul escuro, 4 DAI; vermelho, 8 DAI; verde, 12 DAI; roxo, 20 DAI; azul claro, 32 DAI; e laranja 45, DAI). O eixo x

indica a posicdo do gene no cromossomo e o0 eixo Y, o valor da expresséo FI do clone 14.
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Valores de FI = 141/14C dos genes para os cromossomos 6 a 11 de Coffea canephora (somente genes diretamente relacionados a resisténcia a patdgenos). Cada cor indica o

dia ap6s a inoculacdo (DAI) no qual a amostra foi retirada (azul escuro, 4 DAI; vermelho, 8 DAI; verde, 12 DAI; roxo, 20 DAI; azul claro, 32 DAI; e laranja 45, DAI). O eixo

x indica a posi¢do do gene no cromossomo e o eixo y, o valor da expressdo FI do clone 14.
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Valores de Q = FI14/F122 dos genes para 0s cromossomos 0 a 5 de Coffea canephora. Cada cor indica o dia apés a inocula¢do (DAI) no qual a amostra foi retirada (azul
escuro, 4 DAI; vermelho, 8 DAI; verde, 12 DAI; roxo, 20 DAI; azul claro, 32 DAI; e laranja 45, DAI). O eixo x indica a posicdo do gene no cromossomo e o eixo Yy, 0

valor da expressao Q.
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Valores de Q = FI14/FI122 dos genes para 0s cromossomos 6 a 11 de Coffea canephora. Cada cor indica o dia apés a inoculacdo (DAI) no qual a amostra foi retirada (azul
escuro, 4 DAI; vermelho, 8 DAI; verde, 12 DAI; roxo, 20 DAI; azul claro, 32 DAI; e laranja 45, DAI). O eixo x indica a posi¢cdo do gene no cromossomo e o0 eixo Y, o valor
da expressao Q.
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Valores de Q = FI14/FI22 dos genes para os cromossomos 0 a 5 de C. canephora (somente genes diretamente relacionados a resisténcia a patégenos). Cada cor indica o
dia apos a inoculacdo (DAI) no qual a amostra foi retirada (azul escuro, 4 DAI; vermelho, 8 DAI; verde, 12 DAI; roxo, 20 DAI; azul claro, 32 DAI; e laranja 45, DAI). O

eixo x indica a posi¢do do gene no cromossomo e 0 eixo Y, 0 valor da expressao Q.
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Valores de Q = FI14/FI22 dos genes para 0s cromossomos 6 a 11 de C. canephora (somente genes diretamente relacionados a resisténcia a patégenos). Cada cor indica o
dia apds a inoculacdo no qual a amostra foi retirada (azul escuro, 4 DAI; vermelho, 8 DAI; verde, 12 DAI; roxo, 20 DAI; azul claro, 32 DAL, e laranja 45, DAI). O eixo x

indica a posi¢do do gene no cromossomo e o eixo Y, 0 valor da expresséo Q.



