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RESUMO: Neste estudo foi realizada a identificacdo de uma nova espécie de Meloidogyne no Tridngulo Mineiro, em
plantas de cafeeiro, e também a detecgdo de outras espécies de nematoides de galhas ocorrentes nessa regido. Para tanto,
foram empregadas técnicas bioquimicas a apartir dos fen6tipos da enzima esterase (Est) e técnicas moleculares, a partir
dos marcadores moleculares espécie-especifico do tipo SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions). A
utilizacdo dessas técnicas permitiu a identificacdo de M. izalcoensis em Indianopolis, MG, que havia sido descrita pela
primeira vez em El Salvador por Carneiro et al. (2005), parasitando plantas de cafeeiro. Em uma prospeccdo posterior
em locais proximos a detec¢do dessa espécie nova, foram encontradas outras trés espécies de Meloidogyne parasitando
cafeeiros no Triangulo Mineiro: M. exigua, M. paranaensis e M. incognita. Em amostras de dois locais, misturas de M.
exigua e M. paranaensis foram detectadas; em outra amostra ocorrerreram populacdes mistas de M. exigua e M.
incognita. Os fendtipos de esterase e os marcadores moleculares SCAR foram eficientes na identificagdo de espécies de
Meloidogyne spp., que parasitam o cafeeiro. Esse foi o primeiro relato de M. izalcoensis ocorrendo em cafeeiros no
Brasil, e a sua distribuicdo parece restrita. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para precisar a distribuicdo de M.
izalcoensis no Tridngulo Mineiro.
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FIRST REPORT OF Meloidogyne izalcoensis ON COFFEE IN MINAS GERAIS STATE
AND SURVEY OF Meloidogyne spp. ON COFFEE IN TRIANGULO MINEIRO

ABSTRACT: In this study, a new species of Meloidogyne found on coffee in Tridngulo Mineiro was identified and
other root-knot nematode species were detected occurring in this location. Biochemical techniques based on esterase
(Est) enzyme phenotypes and species-specific molecular techniques based on Sequence Characterized Amplified
Regions (SCAR) revealed, for the first time, M. izalcoensis parasitizing coffee plants in Indianopolis, Tridngulo
Mineiro, MG. This species was first described in El Salvador by Carneiro et al. (2005). Further survey at locations near
the detection of this new species found three other species of Meloidogyne parasitizing coffee trees in theTridngulo
Mineiro: M. exigua, M. paranaensis and M. incognita. In samples from two locations, mixtures of M. exigua and M.
paranaensis were detected, and an other sample presented mixed populations of M. exigua and M. incognita. Esterase
phenotypes and SCAR molecular markers were efficient in identifying Meloidogyne species occurring on coffee in
Tridngulo Mineiro. It was the first report of M. izalcoensis parasitizing coffee in Brazil and its distribution seems
restricted. Further studies are needed to determine the distribution of M. izalcoensis in the Tridngulo Mineiro region.

KEYWORDS: coffee, diagnosis, new species, root-knot nematodes.

INTRODUCAO

Meloidogyne spp. sdo os nematoides parasitas de plantas mais prejudiciais ao cafeeiro (Coffea arabica L.). Dezoito
espécies de Meloidogyne foram relatadas parasitando café em todo o mundo (Carneiro & Cofcewicz, 2008; Humphreys
- Pereira et al. 2014). Nos ultimos 25 anos, quatro novas espécies de nematoides de galhas (NG) associadas ao café
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foram descritas. Destas, M. paranaensis Carneiro et al. (1996); M. izalcoensis Carneiro et. al. (2005) e M. lopezi
Humphreys - Pereira et al. (2014) foram descritas no Brasil, EI Salvador e Costa Rica, respectivamente. Além disso, M.
konaensis Eisenback et al. (1994) foi descrita como uma espécie parasita do cafeeiro, mas recentemente, foi
demonstrado que esse nematoide ndo infecta plantas de café, em vez disso, foi confirmado que a espécie que infecta o
cafeeiro no Havai é M. paranaensis (Monteiro et al. 2016).

No Brasil, quatro espécies principais de NG foram detectadas, incluindo M. exigua Goldi, 1887, M. incognita (Kofoid
& White, 1919) Chitwood, 1949, M. paranaensis e M. coffeicola Lordello & Zamith, 1960 (Carneiro & Cofcewicz,
2008; Ferraz, 2008). Meloidogyne exigua é amplamente distribuida e adaptada a varias regides, especialmente ao
Estado de Minas Gerais (MG). Como o maior produtor brasileiro de café, o estado de MG esta em risco, a partir da
introducdo de espécies mais agressivas como M. paranaensis e M. incognita, o que poderia levar a perdas substanciais
de rendimento (Ferraz, 2008).

Meloidogyne izalcoensis é um parasita do café, detectado pela primeira vez em EIl Salvador e descrito por Carneiro et
al. (2005b). O diagnéstico de M. izalcoensis, no entanto, é dificil devido a semelhanca do padrdo perineal aos de M.
incognita e M. paranaensis. Bioquimicamente, o fendtipo da esterase (Est) € Gnico e pode ser usado para diferenciar M.
izalcoensis de outras espécies descritas no café (Carneiro & Cofcewicz, 2008). Marcadores SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region) foram também obtidos para os nematoides parasitas do cafeeiro e permitiram que
cinco espécies Meloidogyne fossem diferenciadas: M. exigua, M. paranaensis, M. incognita, M. arabicida e M.
izalcoensis (Correa et al. 2013).

Recentemente, M. izalcoensis foi identificada a partir de amostras provenientes de café no Quénia (Kabete) e na
Tanzéania (Mufindi), e a mesma espécie também foi detectada em repolho (Brassica sp.), originario do Benim
(Cotonou), do tomate (Solanum lycopersicum L.) e pimentdo (Capsicum annum L.) em Tindini e Kianga, na Tanzania,
respectivamente (Jorge Junior et al. 2016).

Em 2016, uma amostra contendo raizes de café galhadas da regido de Indianépolis, estado de Minas Gerais, foi enviada
a Embrapa Cenargen (Brasilia, DF) e foi diretamente inoculada em cafeeiro cultivar Mundo Novo. As plantas de café
infectadas a campo, nesta regido, mostraram folhas cloréticas na cv. Mundo Novo e folhas verdes sem cloroses na cv.
IAC 125 RN (resistente a M. exigua), cultivada na mesma area. Raizes da cv. Mundo Novo apresentaram pequenas
galhas e necroses, enquanto nenhum sintoma de galhas foi observado na cv. IAC 125 RN.

O objetivo deste estudo foi identificar a populagdo de Meloidogyne sp. detectada no municipio de Indiandpolis
(Triangulo Mineiro) e fazer um levantamento rapido nessa regido de outras populacdes de Meloidogyne ocorrentes
para medir a distribuicdo dessa nova espécie na area.

MATERIAL E METODOS
Deteccéo de Meloidogyne izalcoensis no Triangulo Mineiro

Para identificar a espécie, as fémeas foram extraidas das raizes e caracterizadas utilizando fenétipos de esterase
(Carneiro & Almeida, 2001; Carneiro et al. 2005b). As raizes remanescentes foram usadas para extracdo de ovos
(Carneiro et al. 2004). O DNA genomico total foi extraido de 200 a 300 ul de ovos do nematoide, usando o método de
extragdo fenol-cloroférmio, como descrito por Randig et al. (2002); as reaces de PCR foram realizadas de acordo com
Correa et al. (2013). Para os estudos morfoldgicos e morfométricos foi utilizada a metodologia utilizada por Carneiro et
al. (2005b).

Levantamento de espécies de Meloidogyne no Triangulo Mineiro

Para a deteccdo de Meloidogyne spp. foram realizadas coletas nos municipios de Araguari e Indiandpolis, préximos aos
locais da detecco de M. izalcoensis, ambos localizados no Triangulo Mineiro. O clima segundo Koppen, (Cwb)
subtropical de altitude, com inverno seco e verdo ameno. A temperatura média do més mais quente foi inferior a 22 °C
(EMBRAPA, s/d). Os solos predominantes foram representados por latossolo vermelho distrofico e latossolo vermelho-
amarelo distréfico, a vegetagdo foi predominantemente de cerrado. Na Tabela 1 estdo relacionadas as &reas de
amostragem pertencentes aos municipios do Triangulo Mineiro.
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Tabela 1. Areas de coleta de amostras de solo e raizes de cafeeiros na regido do Triangulo Mineiro.

Area Caracteristicas do cultivo Municipio / UF Coordenadas geograficas
Al7 Cultivo de Cafeeiro (irrigado). Area do talhdo: 16 Araguari//MG 18°38'19" S, 48°15'16" W
ha. Cv. Catuai.

Al18 Cultivo de Cafeeiro (sequeiro). Area do talho: Araguari/MG 18°46'07" S, 48°00'55" W
lha. Cv. Acaua (3 anos).

A19 Cultivo de Cafeeiro (irrigado). Area do talhdo: Araguari/MG 18°46'11" S, 48°00'59" W
11ha. Cv. Mundo Novo (15 anos).

A20 Cultivo de Cafeeiro (sequeiro). Area do talhdo: 12  IndianépolissMG ~ 19°00'05" S, 47°53'36" W
ha. Cultivar IBC 12 (8 anos).

A21 Cultivo de Cafeeiro (irrigado). Area do talhdo: 28  IndianGpolissMG ~ 18°54'17" S, 47°54'33" W
ha. Cv. Catuai 99 (12 anos).

A22  Cultivo de Cafeeiro (sequeiro). Area do talhdo: 25  Araguari/MG 18°47'35" S, 48°02'24" W
ha. Cv. Catuai 99 e Topazio (20 anos).

A23  Cultivo de Cafeeiro (irrigado). Area do talhdo: 6 Araguari/MG 18°31'17" S, 48°14'49" W
ha. Cv. Mundo Novo (20 anos).

A24  Cultivo de Cafeeiro (irrigado). Area do talhdo: 9 Araguari/MG 18°31'36" S, 48°14'45" W
ha. Cv. Catuai 99 (15 anos).

Em cada talhdo amostrado foi coletada uma amostra composta de solo (aprox. 2000 cm?) e raizes (aprox. 200g), a uma
profundidade de 0-30 cm. Todas as amostras foram coletadas com o devido cuidado de se realizar a limpeza de todos os
instrumentos utilizados, a fim de evitar a disseminacédo dos fitonematoides, entre areas e propriedades, assim como, para
evitar a contaminagdo das amostras. Os dados das coordenadas geograficas foram registrados com auxilio de um GPS
de Navegacéo.

A identificagdo de espécies do Meloidogyne provenientes de amostras de raizes de cafeeiros do Tridngulo Mineiro
foram analisadas com base no fendtipo de esterase (Carneiro & Almeida, 2001), conforme descrito anteriormente. O
restante das raizes foi utilizado para extragdo de ovos, utilizando o método de Hussey & Barker (1973). A suspensdo de
ovos foi colocada em um funil de Baermann modificado de acordo com Whitehead & Hemming (1965). A extragdo do
DNA genbmico e reagdes de PCRs foram realizadas de acordo com Randig et al. (2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Deteccéo de M. izalcoensis no Triagulo Mineiro

O fendtipo da esterase (Est 14, Rm: 0,86, 0,96, 1,24, 1,30) foi utilizado para a identificacdo de M. izalcoensis (Figura
l1a) (Carneiro et al. 2005a) e também foi confirmada a pureza desta populacdo. Para confirmar a identificacdo da
espécie, a reacdo de PCR usando primers SCAR, amplificou um fragmento especifico de tamanho esperado (670 pb),
tipico de M. izalcoensis (Figura 1b) (Correa et al. 2013). A identidade da espécie foi também confirmada por
caracteristicas morfoldgicas segundo Carneiro et al. (2005b), apresentando dados morfométricos nos intervalos
descritos para M. izalcoensis.
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Figura 1. a) Fendtipo Esterase de Meloidogyne izalcoensis (Est 14) coletada em cafeeiro, Indianépolis, MG, Brasil. M.
javanica (Est J3) foi usada como referéncia. b) SCAR-PCR de populagdes de M. izalcoensis de diferentes paises: 1) El
Salvador, lzalco; 2) Benin, Cotonou; 3) Quénia, Kabete; 4) Tanzénia, Tindini (ndo houve amplificacdo de fragmento,
DNA degradado); 5) Brasil, Indiandpolis, MG; C- controle negativo; M- marcador 1 kb DNA Plus. Amostras
caracterizadas com primers ar-A12F / R (Correa et al. 2013).

Meloidogyne izalcoensis causa destrui¢do severa da raiz, matando freqlientemente cafeeiros em El Salvador (Carneiro et
al. 2005a). No Brasil, os cafeeiros foram erradicados em fazenda em Indiandpolis (18° 53’ 52,84”S, 47° 54'21,00” O,
elev. 968 m) e foi plantada soja na éarea infestada. Essa espécie foi detectada primeiramente em Araguari, MG,
utilizando o fendtipo da esterase (Est S4) em Momordica indica L., mas a espécie permaneceu nao identificada pois os
autores nao tinham o conhecimento do perfil de enzima (Carneiro, 2014).

As raizes de café infectadas com M. izalcoensis produziram galhas relativamente pequenas (Figura 2a). As massas de
ovos foram formadas fora das raizes, em grandes quantidades (Figura 2b-c); foi observada também a presenca de
tecidos necrdticos nas extremidades das raizes (Figura 2d). Cada galha foi caracterizada por uma Unica fémea, expondo
a massa de ovos do lado de fora da galha. Nenhuma rachadura na superficie da raiz, tipicamente causada por M.
paranaensis ou M. incognita foi observada. As galhas causadas por M. exigua sdo maiores e podem conter mais de uma
fémea, pequenas e localizadas no interior das raizes, apresentando massas de ovos, em geral, dentro das raizes.

Os sintomas da raiz causados por M. izalcoensis em cafeeiro sdo completamente diferentes daqueles causados por M.
paranaensis, M. incognita, M. arabicida e M. exigua (Campos & Villain, 2005), mas idénticos aos de M. lopezi
(Humphreys - Pereira et al., 2014). Estas duas espécies, M. izalcoensis e M. lopezi (Est S4 e Est S2, respectivamente)
foram coletados em diferentes fazendas na mesma regido em El Salvador (Hernandez et al. 2004). Elas mostraram-se
intimamente relacionadas em analise de DNA (Carneiro et al. 2004). O fen6tipo SA2 foi descrito como M. lopezi
(Humphreys-Pereira et al. 2014) a partir de cafeeiros no sul da Costa Rica.
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Figura 2. Sintomas causados por Meloidogyne izalcoensis em raizes de cafeeiro (Coffea arabica) cv. Mundo Novo. a)

visdo geral de sistema radiculares infectados por M. izalcoensis. b-d) Pequenas galhas redondas e massas de ovos
externas induzidas pelo nematoide. Seta indica necrose na ponta da raiz. Fotos: Claudio Bezerra.

Este é o primeiro registro de M. izalcoensis ocorrendo em cafeeiros no Brasil e embora, a distribuicdo geografica dessa
espécie no Brasil ainda ndo seja conhecida; portanto, sua ocorréncia no cafeeiro indicaria uma ameaga potencialmente
importante para o cultivo comercial de café, especialmente no estado de Minas Gerais. Considerando esta nova
informacdo, deve ser dada prioridade a caracterizacdo precisa de espécies de Meloidogyne em diferentes areas de
cultivo de café. Esta informacdo sera de grande interesse para o desenvolvimento de variedades com resisténcia
duradoura, adaptadas ao complexo de espécies de nematoides das galhas do cafeeiro detectadas no Brasil. A ocorréncia
deste parasita no Brasil foi notificada ao Ministério da Agricultura do Brasil, documento n ° 214/2018 / DSV - MAPA.

Identificacdo de espécies de Meloidogyne em cafeeiros no Triangulo Mineiro

Do total de oito areas amostradas, trés apresentaram a espécie M. paranaensis, duas M. exigua. Foram detectadas
misturas de espécies em 3 areas amostradas (A20, A21 e A23), duas com M. paranaensis e M. exigua (A20 e A21) e
uma outra area com M. incognita e M. exigua (A23) (Tabela 2). N&o foi detectada a presenca de M. izalcoensis nas
areas amostradas, sugerindo que a ocorréncia seja mais restrita.

Tabela 2. Espécies de Meloidogyne parasitando cafeeiros nos municipios de Araguari e Indiandpolis- MG, detectadas
por esterase e marcadores SCAR-PCR.

Espécies

Areas Municipio Esterase (EST) SCAR-PCR

Al7  Araguari/MG M. paranaensis M. paranaensis
Al18* Araguari/MG - M. paranaensis

Al9  AraguarilMG M. paranaensis M. paranaensis

A20  IndianépolissMG M. paranaensis e M. exigua M. exigua

A21 IndiandpolissMG M. paranaensise M. exigua M. paranaensis e M. exigua
A22  Araguari/MG M. exigua M. exigua

A23  Araguari/MG M. incognita e M. exigua M. incognita e M. exigua
A24  Araguari/MG M. exigua M. exigua

* raizes muito degradadas.
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A identificacdo correta das espécies presentes nas areas foi possivel devido ao uso combinado de eletroforese de
izoenzimas (Est- Esterase) e marcadores moleculares espécie-especificos (PCR-SCAR). O fenétipo Est E2 (Rm 1,1 e
1,9) foi detectado em todas as populagdes de M. exigua. As populacBes de M. paranaensis apresentaram o fenétipo Est
P1(Rm: 1.32) e uma populacdo de M. incognita com fendtipo Est 11 (Rm:1,03), de acordo com Carneiro & Cofcewicz
(2008). Somente em uma das amostras (A18) ndo foi possivel realizar a identificagdo mediante esterase, devido a
destruicdo das raizes, em decorréncia do parasitismo por M. paranaensis.

Na analise dos marcadores espécie-especificos do tipo SCAR desenvolvidos para as espécies de nematoides do cafeeiro:
M. incognita, M. paranaensis e M. exigua. Um Unico fragmento de 208 pb foi obtido para as cinco populagdes de M.
paranaensis (Est P1); um fragmento de 399 pb foi obtido para uma populacéo de M. incognita (Est 11) e um fragmento
de 562 pb para as cinco populaces de M. exigua (Est E2). Esses dados confirmaram a identificacdo dessas espécies
obtidas por meio dos perfis de esterase.

Os marcadores SCAR foram eficientes na diferenciacdo das espécies de Meloidogyne presentes nas amostras de
cafeeiro do Tridngulo Mineiro. Esses dados corroboraram com os obtidos por Carneiro et al. (2005b), que identificaram
misturas de espécies de Meloidogyne em 24% de um total de 54 amostras, observando a predominancia de M. incognita
e M. paranaensis. Neste estudo, foi observada também a mistura das espécies M. exigua e M. paranaensis e M.
incognita e M. exigua.

Recentemente, Santos et al. (2018), na regido sul de Minas Gerais, importante p6lo produtor de café, confirmou a
espécie M. exigua amplamente distribuida naquela regido, e M. paranaensis restrita a um municipio (Trés Pontas),
enguanto M. incognita ocorreu em trés municipios (Aguanil, Coqueiral e Trés Pontas), sendo o primeiro relato dessa
espécie parasitando cafeeiro na regido do sul do estado de Minas Gerais. Carneiro (2014) em um levantamento
realizado em 18 cafezais do municipio de Araguari-MG detectou, com auxilio de eletroforese de izoenzimas e
caracteres morfologicos, M. incognita, M. exigua e M. paranaensis em 50%, 28% e 17% das amostras, respectivamente.
Na planta daninha meldo-de-sdo-caetano (Momordica indica L.), presente em um dos cafezais amostrados, foi detectada
Meloidogyne sp. que apresentou o fendtipo da esterase (Est S4). Essa espécie ndo foi identificada na ocasido, mas trata-
se de M. izalcoensis, devido ao perfil de enzima S4. Salgado et al. (2014) constataram a presenca de M. exigua em
92,95%, M. paranaensis em 4,22% e M. exigua e M. paranaensis, em mistura em 2,81% das detec¢fes de um total 165
amostras coletadas na regido Sul de Minas Gerais. Para M. exigua os fendtipos de esterase Est E1 e E2 foram
encontrados, no entanto, esse Ultimo foi o mais frequente na maioria dos municipios amostrados (Guaxupé, Monte Belo,
Monte Santo de Minas, Muzambinho e S&o Pedro da Unido). O fendtipo Est (P1) de M. paranaensis foi detectado
parasitando cafeeiros nos municipios de Alpindpolis e Coqueiral, causando danos severos as plantas.

CONCLUSOES

1. Os métodos bioquimicos e moleculares permitiram fazer o primeiro relato de M. izalcoensis parasitando cafeeiros no
Brasil e a sua publicacdo em periddico especializado (Stefanelo et al. 2019). Nao foi possivel precisar a distribuicdo
dessa espécie no Triangulo Mineiro.

2. A combinacdo dos métodos baseados em eletroforese de izoenzimas (esterase) e marcadores moleculares espécie-
especificos (PCR-SCAR), proporcionou a correta identificagdo das espécies de Meloidogyne spp. provenientes de
cafeeiros no Tridngulo Mineiro: M. exigua, M. paranaensis e M. incognita. Os métodos utilizados permitiram a
detec¢do de misturas de espécies em 3 areas amostradas, duas com M. paranaensis e M. exigua e uma &rea com M.
incognita e M. exigua.
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