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RESUMO: E crescente a importancia dos nematoides como fatores limitantes & cafeicultura. Tendo em vista a
dificuldade do manejo da cultura em éareas infestadas, os programas de melhoramento tém focado na selegdo de
gendtipos resistentes. O presente trabalho teve como objetivo identificar metabolitos por meio de andlises por
ressonancia magnética nuclear (RMN), relacionados & resisténcia do genotipo 16-6-1 de C. arabica, derivado do
germoplasma Amphillo, & Meloidogyne paranaensis. Dentre as substancias identificadas, destacou-se a trigonelina, cuja
concentragdo teve aumento significativo aos 14 dias ap6s o inicio do experimento (DAI), em plantas suscetiveis. No
mesmo periodo de tempo também foram observadas diferencas discretas nas concentracBes de cafeina, acido
clorogénico, a-glicose e p-glicose, entre as plantas resistentes e as suscetiveis, nas quais as concentracfes desses
metabolitos foram maiores até os 22 DAI. Maiores concentragdes de sacarose foram observadas a partir dos 2 DAI em
plantas resistentes, possivelmente bloqueando a acéo de citocinas, indispenséaveis para a formagdo e manutencdo dos
sitios de alimentacéo.

PALAVRAS-CHAVE: nematoides das galhas, metabol6mica, arébica.

METABOLITE DIFFERENCES BETWEEN RESISTANT AND SUSCEPTIBLE Coffea
arabica GENOTIPES TO Meloidogyne paranaensis *

ABSTRACT: Given the difficulty of coffee growing in areas infested by plant-parasitic nematodes, breeding programs
have focused on the selection of Coffea arabica genotypes resistant to Meloidogyne spp. To contribute to such
programs, the present work aimed to identify metabolites by nuclear magnetic resonance (NMR) analysis, related to the
resistance of the C. arabica genotype 16-6-1, derived from the Amphillo germplasm, to Meloidogyne paranaensis.
Among the identified substances, trigonelin stood out because its concentration at 14 days after inoculation (DAI) was
higher in susceptible plants. In the same period of time, slight differences were also observed in caffeine, chlorogenic
acid, a-glucose, and S-glucose concentrations, between resistant and susceptible plants, in which concentrations were
slightly higher until 22 DAI. Higher sucrose concentrations were observed from 2 DAI in resistant plants, possibly
blocking the action of cytokines that are indispensable for the formation and maintenance of feeding sites.

KEY-WORDS: root-knot nematodes, metabolomics, Arabica.
INTRODUCAO

Os nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) sdo os principais nematoides que parasitam a cultura do cafeeiro no
mundo (Campos & Villain, 2005). Dentre as dezoito espécies descritas até 0 momento como patogénicas ao cafeeiro
(Carneiro & Cofcewicz, 2008; Humphreys-Pereira et al., 2014), Meloidogyne paranaensis se destacae como uma das
mais importantes, pois destroi o sistema radicular das plantas, causando danos intensos. Em solos muito infestados por
este nematoide, a cafeicultura pode ser totalmente inviabilizada. Além disto, esta espécie possui ampla distribui¢do
geografica, sendo encontrada nos principais paises produtores de café, como Brasil (Ferraz, 2008), Guatemala, Havai
(Carneiro & Cofcewicz, 2008) e México (Lopez-Lima et al., 2015). Consequentemente, a crescente disseminagédo de M.
paranaensis representa séria ameaca a producdo de café na América Latina.

Embora ja seja conhecida a resisténcia a este nematoide em Coffea arabica (Fatobene et al., 2017; Salgado et al. 2014;
Boisseau et al., 2009; Anzueto et al., 2001), pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos na resisténcia. Plantas
resistentes suprimem a penetracdo, o desenvolvimento e a reproducao do nematoide. Alves et al. (2019) observaram que
14 dias ap6s a inoculacdo de M. parnaensis em C. arabica, plantas resistentesR, derivadas do germoplasma Amphillo,
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apresentavam sinais claros de impedimento do desenvolvimento dos sitios de alimentacdo do nematoides e,
consequentemente, do desenvolvimento do nematoide. Dando continuidade a tal estudo, o presente trabalho teve como
objetivo identificar metabdlitos relacionados a resisténcia do genotipo 16-6-1 de C. arabica a M. paranaensis por meio
de analise de ressonancia magnética nuclear (RMN).

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e inoculagéo

Dois gendtipos de C. arabica foram utilizados para este estudo. O gendtipo 16-6-1, resistente a M. paranaensis ®, e a
cultivar Catuai Vermelho IAC 144, como controle suscetivel (S). A populacdo de M. paranaensis foi multiplicada em
cafeeiros suscetiveis de C. arabica cultivar Catuai Vermelho IAC 144. Os ovos foram extraidos utilizando a
metodologia de Boneti & Ferraz (1981), e colocados para eclodir em funil de Baermann. Os juvenis do segundo estadio
(J2), recém-eclodidos, foram coletados diariamente e armazenados a 4°C por no maximo 4 dias. Mudas da cultivar
Catuai Vermelho e do germoplasma Amphillo, crescidas em copos plasticos de 300 ml, foram inoculadas com 2500 J,
de M. paranaensis. Folhas de trés plantas de cada gendétipo foram cuidadosamente retiradas para avaliacdo aos 0, 2, 4, 8,
14, 22, e 32 DAI (dias ap6s a inoculagao).

Preparo dos extratos

Para a obtencéo dos extratos, utilizou-se a metodologia descrita por Kim e colaboradores (2010). 50 mg das folhas
liofilizadas e moidas foram submetidas a extracdo com uma combinagéo de 0,75 mL de solug¢do tampédo de KH,PO4 em
D,0 (pH 6), contendo 0,01 % (m/v) do TSP-d, como referéncia interna e 0,75 mL de metanol-d;. Apds a combinacéo
dos materiais vegetais com 0s solventes, as misturas resultantes foram agitadas por 1 minuto em vortex, colocadas em
banho de ultrassom por 20 min e centrifugadas a 17.000 rpm. 800 pL do sobrenadante foram transferidos para tubos de
RMN com diametro de 5 mm.

Anélise por RMN de 'H

Todos os extratos foram analisados por RMN de hidrogénio (*H) utilizando uma sonda multinuclear de deteccdo inversa
(BBI-“Broadband Inverse”) de 5 mm. Para realizacdo dos experimentos foram usados os pardmetros descritos por Kim
e colaboradores (2010) com algumas adaptacdes. Os espectros de RMN de *H foram adquiridos a 300 K com janela
espectral de 16 ppm, nimero de pontos 32k, com pré-saturacdo do sinal de HDO, 128 promediacBes, tempos de
aquisicdo (AQ) e recuperacdo (d1) de 2,6 s e 1,5 s, respectivamente. Todos 0s espectros foram obtidos utilizando-se a
sequéncia de pulsos zgcppr. Para o processamento foi utilizado o alargamento de linha de 0,3 Hz, anterior a
transformada de Fourier. As fases e linhas de base foram corrigidas automaticamente utilizando o programa TopSpin
3.2 e, por fim, os espectros foram calibrados pelo sinal do TSP-d, em 0,00 ppm.

Anélise multivariada

Para analise multivariada, os espectros de RMN de *H foram processados com o programa Amix® (Bruker) fez o
alinhamento do sinal pelo método conhecido como “bins” ou “buckets”, através do qual o espectro foi dividido em
pequenos intervalos de deslocamentos quimicos (0,04 ppm). Em seguida, os espectros foram convertidos
automaticamente para arquivos ASCII. A partir destes arquivos foi construida uma matriz com deslocamento quimico
versus intensidade. Em seguida, uma matriz de classe discreta (neste caso, 0 para o suscetivel e 1 para o grupo
resistente) foi inserida na matriz obtida com os dados dos espectros. A matriz resultante foi submetida a analise de
projecBes de estruturas latentes por minimos quadrados parciais (PLS, do inglés Partial Least Squares) utilizando o
software Pirouette 3.11 (Infometrix). Todos os dados foram centrados na média e as regifes de 4,8 ad 4,9 e 6 3,28
a ¢ 3,40 foram excluidas da analise por causa do sinal residual de HDO e metanol ndo deuterado no grupo hidréxi,
respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os nove metabélitos identificados (alanina, treonina, &cido mélico, colina, sacarose, a-glicose, acido clorogénico,
cafeina e trigonelina), seis foram quantificadas nos extratos foliares de plantas R e S (Fig. 1). A alteracdo mais
significativa observada foi o aumento da concentracdo de trigonelina aos 14 DAI em plantas S. A trigonelina é
associada a respostas de defesa de plantas a patdgenos e tal resposta é associada a hipometilacdo do DNA (Kraska &
Schénbeck 1993). A concentragdo de trigonelina nas plantas R aos 0 e 2 DAI indica que é possivel que a resposta de
resisténcia seja constitutiva nessas plantas. O aumento da concentracdo de trigonelina aos 14 DAI nas plantas S pode ser
uma resposta tardia de tentativa de cessar o desenvolvimento dos nematoides, ou que nas plantas S 0s nematoides
consigam retardar essa resposta de defesa.

Aos 14 DAL, diferencas discretas também foram observadas na concentra¢do de cafeina, acido clorogénico, a-glicose,
B-glicose entre plantas R e S, sendo as concentragOes desses metabdlitos maiores nas plantas S. Em geral, tais
diferengas foram mantidas até os 22 DAI.
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Maiores concentracfes de sacarose foram observadas a partir dos 2 DAI em plantas R. Machado et al. (2012) também
observaram maiores concentracfes de sacarose em cafeeiros resistentes a M. exigua. O aumento de concentracdo da
sacarose possivelmente atua bloqueando a acdo de citocinas (lkeda et al. 1999), as quais sdo secretadas por
Meloidogyne spp. para induzir a formagdo e manutencédo dos sitios de alimentacdo (Lohar et al. 2004). A partir dos 8
DAl a concentragdo de sacarose foi maior nas plantas R, indicando a ativacdo de uma via de defesa nessas plantas, ou a
repressao das respostas nas plantas S pelos nematoides.
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Figura 1.Concentragdes de metabolitos identificados e quantificados por anélise de por RMN em extratos de folhas de
plantas resistentes e suscetiveis inoculadas com Meloidogyne paranaensis.

CONCLUSOES

1. Considerando as concentragdes de trigonelina e sacarose, observamos que as plantas suscetiveis apresentam resposta
de resisténcia tardia aos nematoides e que nas plantas resistentes parece ocorrer impedimento do estabelecimento e
formac&o do sitio de alimentag&o a partir dos 8 DAL.
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