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RESUMO

OLIVEIRA, Dagoberto Saunders, M.S., Universidade Federal de Vicosa, abril
de 2002. Caracterizacdo de populacdes de Meloidogyne exigua
associadas a cafeeiros na Zona da Mata de Minas Gerais.
Orientadora: Rosangela D’Arc de Lima Oliveira. Conselheiros: Acelino
Couto Alfenas e Leandro Grassi de Freitas.

Para determinar a ocorréncia e variabilidade de Meloidogyne spp.
em cafeeiros da regido da Zona da Mata de Minas Gerais, 57 populagdes de
16 municipios foram avaliadas pela caracteriza¢cdo morfologica e enzimatica
e pela gama de hospedeiros. Todas as populacdes foram identificadas como
M. exigua por meio das configuracdes perineais, mas as populacdes de Séo
Jodo do Manhuacu mostraram perineal similar aquela de M. arenaria.
Contudo, a identificacdo de todas as populacbes como M. exigua foi
confirmada por fenétipos de esterase, malato desidrogenase, superoxido
dismutase e glutamato oxaloacetato transminase. Treze populacdes
apresentaram o fenétipo de esterase tipico de M. exigua (VF1), enquanto a
maioria das populacdes (77,2%) exibiu o fenétipo de duas bandas (VF2).
Nenhuma variabilidade fisiolégica intra-especifica foi observada nas
populacdes estudadas, e todas elas foram capazes de se reproduzir em
plantas de tomate, pimentdo, cacau, cebola, feijdo e soja. A reproducéo
dessas populacdes em plantas de tomate e pimentédo foi maior do que em

mudas de cafeeiro, utilizadas como padréo de suscetibilidade.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Dagoberto Saunders, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
April 2002. Characterization of populations of Meloidogyne exigua
associated the coffee crop in the Zona da Mata of Minas Gerais
State. Adviser: Rosangela D’Arc de Lima Oliveira. Committee Members:
Acelino Couto Alfenas and Leandro Grassi de Freitas.

Minas Gerais State is the most important producer of coffee (Coffea
arabica) in Brazil and 28% of its production occurs in the Zona da Mata
region. Four major species of root-knot nematodes attacking coffee plants
have been reported in Brazil, and some of them can cause plant death. The
correct identification of species and, or race (s) of Meloidogyne present in
roots of coffee is extremely important in deciding which measures are more
appropriate for controlling the pathogens. In order to determine the
occurrence and variability of Meloidogyne spp. in the region, 57 populations
from 16 locations were evaluated based on morphologic, enzymatic and
physiologic traits. All the 57 populations were identified as Meloidogyne
exigua based on their perineal patterns, but the populations from Sao Jodo
do Manhuacu showed perineal pattern very similar to M. arenaria. Even
though, the identification of all populations was confirmed by phenotypes of
esterase, malate dehydrogenase, sulfoxide dismutase and glutamate oxalo-
acetate transaminase. Thirteen populations presented the typical esterase
phenotype showed by one band (VF1), while most of the populations (77,2%)
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exhibit a phenotype showed by two bands (VF2). No intraspecific
physiological variability was observed in the studied populations, and all of
them were able to reproduce on tomato (Lycopersicon esculentum), pepper
(Capsicum annuum), cocoa (Theobroma cacao), onion (Allium cepa), bean
(Phaseolus vulgaris) and soybean (Glycine max). The reproduction of those
populations on tomato and on pepper plants was higher than on coffee

seedlings (standard of susceptibility).



1. INTRODUCAO

O café é considerado um dos principais produtos agricolas do
mercado mundial, sendo cultivado em mais de 50 paises. Das espécies do
género Coffea, em numero aproximado de 80, apenas C. arabica L. e
C. canephora Pierre ex Froehner sao cultivadas, sendo a primeira
responsavel por cerca de 75% do café comercializado no mundo
(GONCALVES e SILVAROLLA, 2001).

A cafeicultura mundial ocupa uma area superior a 11 milhdes de
hectares, com producdo média anual em torno de 97 milhées de sacas de
60 kg. O Brasil, maior produtor e exportador, é responsavel por 28% desta
producdo e possui um parque cafeeiro com cerca de 6 bilhbes de pés em
aproximadamente 2,6 milhdes de hectares (CONAB, 2001).

A cadeia produtiva brasileira de café movimenta, anualmente, cerca
de 3,4 bilhdes de ddlares, sendo os setores industrial, de exportacédo e de
café solavel responsaveis por 1,5, 1,8 e 0,1 bilhdes de dblares,
respectivamente. Finalmente, vale salientar a importancia social da
cafeicultura brasileira, responsavel por cerca de 9 milhdes de empregos
diretos e indiretos (CAIXETA, 2001).

O Estado de Minas Gerais lidera a producéo brasileira de café, cuja
safra 2001/2002 esté estimada em 12,2 milhdes de sacas, o que equivale a
43% da producao nacional (CONAB, 2001). As principais regides cafeeiras

do Estado sdo a Sul, com 49,2% da producao, a Zona da Mata, com 28,1%



e o Cerrado (Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba), com 22,7%. Essas regides
fornecem, naturalmente, condicBes favoraveis a producao de cafés finos e
especiais, que alcancam valor diferenciado no mercado, principalmente o
internacional. A Zona da Mata, que ja foi considerada uma regido produtora
de cafés de baixa qualidade, hoje ostenta o titulo de uma das regibes que
produzem um dos melhores cafés do mundo, tendo conquistado varios
prémios internacionais pela excelente qualidade de bebida de seus cafés
(MELLO, 2001).

Dentre os diversos entraves a produtividade do cafeeiro, os de
natureza fitossanitaria merecem especial atencdo. Destes se destacam os
nematéides, que ocasionam reduc¢dao significativa na producéo e, em alguns
casos, até o abandono da atividade cafeeira (GONCALVES e SILVAROLLA,
2001). Até o presente, pelo menos 40 espécies, pertencentes a 31 géneros
de fitonematodides tém sido encontradas associadas a raizes de cafeeiros no
Brasil, mas poucas séo as que apresentam boa adaptacéo, disseminacéo e
capacidade de causar prejuizos a cafeicultura (LIMA, 1993; CAMPOS, 1997;
MONTEIRO et al., 2001).

GOTOH (1985) relatou que Pratylenchus brachyurus (Godfrey)
Filipjev & Schuurmans Stekhoven e P. coffeae (Zimmermann) Goodey
podem causar reducdo no sistema radicular, desenvolvimento retardado,
desfolhamento e fortes sintomas de deficiéncia nutricional em cafeeiros. Mas
essas espécies, apesar de ocorrerem com freqiéncia em plantacdes de café
no Brasil, aparentemente ndo tém causado danos expressivos. Na india,
Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira impede o estabelecimento de
lavouras de C. arabica em areas com populacbes acima de
100 espécimes/100 cm® de solo. No Brasil, ainda ndo se conhecem danos
causados por essa espécie (CAMPOS, 1997).

A ampla distribuicdo e disseminacdo das espécies do género
Meloidogyne Goeldi, 1887 nos cafezais brasileiros, aliada a sua alta
capacidade reprodutiva e agressividade, torna os nematdides de galhas
responsaveis por 15% da reducédo total da producdo nacional de café, em
relacdo aos 20% de prejuizos causados por todos os fitonematodides
(LORDELLO, 1984). Das 80 espécies relatadas de Meloidogyne, 17 infectam
o cafeeiro em todo o mundo; destas, M. exigua Goeldi, M. javanica (Treub.)



Chitwood, M. hapla Chitwood, M. incognita (Kofoid & White) Chitwood,
M. paranaensis Carneiro et al. e M. coffeicola Lordello & Zamith ja foram
encontradas associadas a cultura no Brasil (GONCALVES e SILVAROLLA,
2001). Com base nos sintomas que causam em cafeeiro, elas podem ser
separadas em dois grupos. No primeiro encontram-se M.exigua, M. javanica
e M. hapla, que causam galhas radiculares, e no segundo, M. incognita,
M. paranaensis e M. coffeicola, que causam descascamentos, necroses,
lesdes e reducao do sistema radicular (CAMPOS, 1997).

As espécies do primeiro grupo S80 menos agressivas e causam
problemas, principalmente, em cafezais submetidos a condi¢cbes de estresse
(GONCALVES, 1992). A espécie-tipo do género, M. exigua, é a que tem
maior distribui¢do e disseminagéo nos cafezais brasileiros e sua ocorréncia é
freqiente mesmo em regibes cafeeiras emergentes de Minas Gerais e da
Bahia (SOUZA et al., 2000; PINHEIRO et al., 2000). Essa espécie causa
galhas tipicamente arredondadas e em maior nimero nas raizes mais novas
e superficiais. As galhas sao inicialmente brancas a amarelo-amarronzadas
e se tornam, com o tempo, marrom-escuras. Nas raizes velhas ndo se
observam galhas. As mudas infectadas e os cafezais novos infestados
apresentam crescimento reduzido, clorose, queda de folhas e muitas plantas
ndo sobrevivem na estacdo seca. Porém, dependendo do tipo de solo, os
cafeeiros infectados no estadio adulto podem apresentar recuperacao
satisfatoria quando submetidos a um bom manejo cultural (LORDELLO,
1984; CAMPQOS, 1997).

Segundo CARNEIRO e ALMEIDA (2000), os hospedeiros
diferenciadores da Carolina do Norte (HARTMAN e SASSER, 1985), quando
inoculados com M. exigua, permitem a diferenciacdo de quatro possiveis
racas fisiologicas. A raca 1, cujos individuos ndo conseguem parasitar o
tomateiro, mas conseguem parasitar o pimentdo; a raca 2, constituida de
individuos que séo capazes de parasitar o tomateiro e o pimentado, e a raca
3, a qual pertencem os individuos que ndo parasitam o tomateiro e nem o
pimentdo. Populacdes em que os individuos parasitam somente o tomateiro
ainda nédo foram relatadas.

O parasitismo de M. javanica em cafeeiro C. arabica foi relatado pela
primeira vez no Estado do Ceara (PONTE e FREIRE, 1971). Posteriormente,



esse nematodide foi constatado em cafezais do Distrito Federal (SHARMA e
SAMPAIQO, 1985) e de Sao Paulo (GARCIA et al., 1988). Ha também relatos
desse nematoide associado a cafeeiros na Tanzénia, no Zaire, em El
Salvador, em Cuba, em S&o Tomé e Principe e na india (CAMPOS et al.,
1997). Segundo SHARMA e SAMPAIO (1985) e GARCIA et al. (1988), M.
javanica causa galhas semelhantes aquelas provocadas por M. exigua, mas
trabalhos posteriores geraram controvérsias sobre a capacidade de M.
javanica parasitar cafeeiros. VOVLAS e DI VITO (1991) estudaram, em casa
de vegetacao, os efeitos de diferentes concentracdes populacionais de M.
javanica no desenvolvimento de C. arabica ‘Sdo Tomé’ e observaram que a
reproducdo do nematéide foi muito baixa. SANTOS e TRIANTAPHYLLOU
(1993) verificaram que populacfes de M. javanica, identificadas pelo fenétipo
de esterase, ndo foram capazes de parasitar cafeeiros. ARAYA e
CASWELL-CHEN (1995) verificaram que juvenis de segundo estadio (J2) de
uma populacao californiana de M. javanica penetraram nas raizes de C.
arabica ‘Caturra’ e ‘Catuai’, mas o desenvolvimento e a reproducdo do
nematodide nao foram observados. Além disto, ndo foram encontradas galhas
nas raizes e o crescimento da planta ndo foi afetado. Resultados
semelhantes foram encontrados por OLIVEIRA et al. (1998), em cafeeiros C.
arabica ‘Catuai’. Essa divergéncia de resultados provavelmente se deve a
identificacdo imprecisa de M. javanica nos trabalhos mais antigos, uma vez
gue a diagnose era baseada apenas em caracteres morfolégicos, enquanto
nos trabalhos mais recentes, além da identificacdo com base em
configuragbes perineais, emprega-se a eletroforese de isoenzimas. Outra
possibilidade é a existéncia de variabilidade, ainda ndo estudada nessa espécie.

LORDELLO e MONTEIRO (1974) mencionaram a primeira
ocorréncia de M. hapla em cafezais brasileiros no municipio de Sdo Manuel,
no Estado de Sao Paulo. Segundo os autores, esse fitonematdide causa, em
cafeeiro, galhas de diferentes tamanhos, semelhantes as provocadas por
M. exigua; induz a emissao de raizes laterais a partir das galhas,
caracteristica do ataque desse nematdide em diversas outras culturas; além
de necroses nos tecidos onde se encontram 0s nematoides. Também na
Tanzania, no Zaire, no Quénia, no Congo e na India, cafeeiros s&o

parasitados por esse nematoide (CAMPOS et al., 1997).
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As espécies de Meloidogyne que causam destruicdo do sistema
radicular foram e ainda sdo um dos principais fatores que ocasionam o
abandono da atividade cafeeira em alguns municipios do norte do Parana e
do oeste de Sédo Paulo (CAMPOS et al., 1985). Destas, M. incognita, que
possui ampla distribuicdo geogréafica, com incidéncia mais generalizada em
regides de solos arenosos, é a que tem causado os danos mais sérios em
areas produtoras de café, inclusive morte de plantas. A alta persisténcia no
solo, a baixa eficiéncia do controle quimico, a existéncia de racas fisiol6gicas
e a destruicdo do sistema radicular do cafeeiro fazem com que M. incognita
constitua fator limitante, tanto na implantacdo de novos cafezais onde ele
ocorre, como na manutencao das lavouras contaminadas (GONCALVES e
SILVAROLLA, 2001).

A espécie Meloidogyne coffeicola foi constatada e descrita pela
primeira vez em 1960, no Parana (LORDELLO e ZAMITH, 1960).
Posteriormente, verificou-se que esse nematdide encontrava-se bastante
disseminado, principalmente no norte deste Estado e em S&o Paulo
(LORDELLO et al.,, 1974). Esse patdégeno causa leve engrossamento e
rachaduras na regido cortical, onde os ovos sdo depositados. As raizes
infectadas  apresentam  pequenas manchas, muito numerosas,
correspondendo as massas de ovos. Os sintomas na parte aérea sao
representados por clorose foliar, queda de folhas e declinio generalizado na
planta, com reducdo no crescimento e morte (CARNEIRO et al., 1996).
Devido a erradicacdo das lavouras atacadas, a ocorréncia de poucos
hospedeiros e, praticamente, por ndo infectar mudas de cafeeiro, essa
espécie encontra-se atualmente pouco disseminada nessas regides
cafeeiras. Em Minas Gerais, esse fitonematoide foi constatado em apenas
uma propriedade no municipio de Machado, cujo foco foi erradicado
(GUERRA NETO et al., 1983).

Meloidogyne paranaensis foi descrita como uma nova espécie por
CARNEIRO et al. (1996), a partir do ja conhecido biétipo IAPAR de M.
incognita, cuja ocorréncia, até entdo, estava limitada ao Estado do Parana.
Atualmente, essa espécie ja se encontra disseminada em S&o Paulo
(LORDELLO e LORDELLO, 2001), enquanto em Minas Gerais ha apenas

um relato de sua ocorréncia (SANTOS, 1997). Esse nematbide causa



rachaduras e degradacdo dos tecidos corticais, especialmente da raiz
principal. Manchas necréticas sdo observadas ao longo da raiz onde
ocorrem as fémeas. Os sintomas da parte aérea sdo semelhantes aos
causados por M. coffeicola (CAMPQOS, 1997).

O controle de nematéides do género Meloidogyne €, de modo geral,
operacdo dificil de ser realizada, pois sua erradicacdo € praticamente
impossivel (CAMPOS, 1997). Além disto, € necesséario conhecer bem as
espécies que ocorrem nas areas cafeicultoras, para controla-las com
eficiéncia. As medidas preventivas sdo as mais eficientes para evitar as
perdas causadas por esses nematbides. Estas medidas iniciam-se no
planejamento do cafezal, dando-se preferéncia a solos onde o café nédo
tenha sido cultivado, ou mesmo culturas suscetiveis aos nematdéides
parasitas do cafeeiro. Além disso, antes do plantio € importante realizar
amostragens do solo e das raizes das plantas presentes no local, das
culturas e das ervas daninhas, para exames nematologicos. Deve-se evitar o
plantio em areas que, pela sua localizacao, possam receber enxurradas e
transito provenientes de cafezais infestados por fitonematoides.

Apesar das normas proibitivas que controlam a comercializacédo de
mudas de café infectadas por nematdides do género Meloidogyne, estas se
tornaram o meio mais eficiente de disseminacdo desses parasitas a longa
distancia (GONCALVES e SILVAROLLA, 2001). As mudas utilizadas devem
ser comprovadamente isentas desses fitonematdides, adquiridas de
viveiristas idéneos e registrados, ou de preferéncia produzidas na prépria
propriedade. Em Minas Gerais, 0 Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) é o
responsavel pelo programa de certificacdo de mudas, amostragem e andlise,
sendo obrigatdrio o seu aval para a comercializacdo. Os lotes com mudas
infectadas por Meloidogyne spp. sdo destruidos, visando impedir a
disseminacdo de espécies pouco freqlientes ou, mesmo, restringir espécies
amplamente disseminadas, como M. exigua, para areas isentas.

E extremamente importante evitar o transporte de mudas n&o
certificadas de uma regiéo cafeeira para outra, notadamente mudas oriundas
de regibes onde predominam as espécies de Meloidogyne mais agressivas
ao cafeeiro, como por exemplo, M. incognita e M. paranaensis. Tal

prevencdo se aplica principalmente as mudas produzidas nas regides



cafeeiras em solos de arenito dos Estados de Sdo Paulo e Parana
(KRZYZANOWSKI et al., 2001; LORDELLO et al. 2001).

Nos cafezais em que o ataque dos nematdides esta no inicio e
comumente ocorrendo em reboleiras, é conveniente promover a destruicao e
o isolamento dos focos iniciais. Recomenda-se, apds a eliminacdo das
plantas atacadas, o plantio de mucuna-preta ou crotalaria para baixar a
populacdo do nematdide antes do plantio de mudas enxertadas em porta-
enxerto resistente, pois mesmo estas podem sofrer danos severos quando
sdo submetidas a alta populacdo do nematoide, principalmente com as
espécies mais agressivas de Meloidogyne (GONCALVES e SILVAROLLA,
2001).

O manejo quimico dos fitonematéides em cafezais infestados tem
sido realizado quase que exclusivamente com nematicidas sistémicos
granulados ou de contato, organofosforados e organocarbamatos, que
atuam diminuindo o nivel populacional desses parasitas por um determinado
periodo (CAMPOS et al., 1990). Os nematicidas mais comumente utilizados
na cafeicultura sédo aldicarb, carbofuran, terbufés e outros que, aplicados em
doses adequadas, sao efetivos no decréscimo da populacédo dos nematdides
M. exigua, M. incognita e M. paranaensis, em torno de trés a quatro meses
ap6s a aplicacdo (GUIMARAES FILHO et al., 1992; NOVARETTI et al.,
1997, 2001; LUSVARGHI e SANTOS, 1997; SOUZA et al.,, 1997). Com
relacdo a M. exigua, os cafeeiros implantados em solos infestados pelo
nematoide e tratados durante seis anos consecutivos com aldicarb e
carbofuran produziram em média nas quatro primeiras safras, 30,9% a mais
do que cafeeiros infectados e nao-tratados (LORDELLO et al., 1990). Deve-
se, porém, acrescentar que 0s nematicidas ndo erradicaram esses
patdogenos (GONCALVES e SILVAROLLA, 2001). Embora o ingrediente va
atuar em quaisquer fitonematdides no solo, o conhecimento das espécies
presentes pode ajudar a prever a efetividade do controle, pois plantas
atacadas por M. incognita e M. paranaensis ndo se recuperam totalmente,
mesmo com 0 manejo quimico.

O manejo economicamente mais viavel no controle desses
patégenos, quando presentes em uma area, € o uso de material resistente,

principalmente como porta-enxerto. Ao contrario do que se verifica em



C. arabica, fontes de resisténcia aos nematoides do género Meloidogyne
tém sido encontradas em outras espécies de café. Do ponto de vista do
aproveitamento, como porta-enxerto ou para os trabalhos de melhoramento,
as espécies C. canephora, C. congensis e C. dewevrei sdo as que
apresentam maior interesse. Diversos autores tém reportado a resisténcia de
C. canephora, C. congensis, C. dewevrei, C. liberica, C. racemosa e
C. salvatrix a M. exigua (CURI et al., 1970; FAZUOLI e LORDELLO, 1977;
1978; RIBEIRO et al., 2001). Com relagdo a M. incognita e M. paranaensis,
trabalhos conduzidos em campo e, ou, em casa de vegetacdo, sobre a
reacdo de cafeeiros a esses parasitas, revelaram plantas resistentes
pertencentes a C. canephora e C. congensis, porém a grande maioria
segregou para a resisténcia (FAZUOLI et al., 1978, 1983; GONCALVES e
FERRAZ, 1987; LIMA et al.,, 1987; GONCALVES et al.,, 1988, 1996).
CARNEIRO FILHO e YAMAGUCHI (1995), ao estudarem o comportamento
de progénies de C. arabica enxertadas em C. canephora ‘Robusta’ (C1651),
em areas infestadas por M. coffeicola, comprovaram a resisténcia deste
porta-enxerto ao nematéide.

Assim, o éxito do emprego de medidas quarentenarias, do manejo
por meio de material resistente, da rotacdo de culturas, entre outros, esta na
dependéncia da identificacdo correta da(s) espécie(s) e, ou, da(s) raca(s)
presente(s) na area.

A identificacdo precisa das espécies de Meloidogyne é dificil e,
muitas vezes, baseada apenas em caracteres subjetivos. Além disto, a
diagnose é bastante dificultada pelo elevado niumero de espécies e pela
existente variabilidade morfolégica intra-especifica. Essa variabilidade
provavelmente se deve ao modo de reproducdo desses nematoides, que
varia de anfimixia a partenogénese facultativa ou obrigatéria; ao grau de
ploidia, que vai desde hapléide até varios niveis de poliploidia; além de
variagdes no numero de cromossomos somaticos, que variam de 14 a 74
(CARNEIRO e ALMEIDA, 2000). Entre os métodos empregados na diagnose
de Meloidogyne spp. podem-se citar: estudo da configuracdo perineal de
fémeas (TAYLOR e NETSCHER, 1974); morfologia da regiao labial e estilete
de juvenis de segundo estadio, de machos e de fémeas; gama de
hospedeiros (HARTMAN e SASSER, 1985); e caracteristicas citogenéticas



(TRIANTAPHYLLOU, 1985), bioquimicas (HUSSEY et al., 1972) e
moleculares (CURRAN et al., 1986).

As caracteristicas morfologicas sao rotineiramente utilizadas nos
estudos taxondmicos de nematdides. No caso de Meloidogyne spp., a
configuracdo da regido perineal de fémeas € a caracteristica mais
comumente empregada. Entretanto, esta caracteristica € muito subjetiva e o
surgimento de popula¢des com configuracdes atipicas e o grande niumero de
espécies desse género dificulta sua utilizacao.

A gama de hospedeiros diferenciadores, proposta pelo IMP na
Carolina do Norte, € um método simples, confiavel e de baixo custo, mas é
empregado apenas para identificar as principais espécies de Meloidogyne e
suas racas fisiolégicas (EISENBACK, 1985).

A eletroforese de isoenzimas tem se destacado como a técnica mais
promissora para caracterizacao e identificacdo de fitonematdides (HUSSEY
et al.,, 1972; ESBENSHADE e TRIANTAPHYLLOU, 1990), por apresentar
alta eficiéncia na diferenciacdo das principais espécies de Meloidogyne,
ainda que em mistura, identificacdo de populacfes atipicas, rapidez e custo
relativamente baixo. CARNEIRO et al. (1996), em estudo realizado com 90
populacdes de Meloidogyne spp. de diferentes regibes do Brasil,
confirmaram o fato de que o fendtipo de esterase € uma caracteristica
bioquimica de grande valor na identificacdo das principais espécies do
género, e também na deteccdo de novas espécies. Além da esterase, outras
enzimas como malato desidrogenase, superoxido dismutase e a glutamato
oxaloacetato transaminase também sao empregadas na taxonomia de
Meloidogyne spp. (CARNEIRO et al., 1996, 2000).

Apesar das inUmeras vantagens da eletroforese de isoenzimas na
identificacéo de Meloidogyne spp., esta apresenta algumas limitagdes como:
ndo permite a separacdo de racas fisiolégicas (JANATI et al., 1982;
ESBENSHADE e TRIANTAPHYLLOU, 1990), apenas fémeas maduras
podem ser utilizadas (WILLIAMSON et al., 1997) e sdo conhecidas apenas
26 fendtipos de esterase das 80 espécies de Meloidogyne descritas na
literatura (CARNEIRO et al., 2000).

O crescente uso dessa ferramenta na identificacdo desses

nematoides, aliado a expansédo e a renovacao da cafeicultura brasileira nos



altimos anos, levou a constatacdo de novas espécies e, ou, racas de
Meloidogyne nos cafezais. Um exemplo foi a descricdo de M. paranaensis
(CARNEIRO et al., 1996), até entdo diagnosticada como M. incognita.
Contudo, nem todos os estudos de distribuicdo dos nematéides de galhas
tém empregado essa técnica.

LORDELLO et al. (2001), ao realizarem o levantamento dos
nematoéides associados ao cafeeiro no Estado de S&o Paulo, verificaram por
meio de analise das configuracfes perineais que das 62 populacdes de
nematodides de galhas, coletadas em 37 diferentes municipios, 37,7% néo
puderam ser identificadas. Meloidogyne incognita foi encontrada em 19
amostras, M. exigua em 15, M. paranaensis em trés e M. javanica em uma
amostra. Os autores também verificaram a presenca de mais de uma
espécie em algumas amostras. KUBO et al. (2001) estudaram a distribuicao
de nematdides no mesmo Estado e verificaram que das 195 amostras
analisadas Meloidogyne spp. estava presente em 56,4%, sendo 10,3% com
M. incognita, 9,7% com M. exigua, 1,5% com M. paranaensis, 1,0% com M.
coffeicola e 33,9% com juvenis de Meloidogyne sp.

No Estado do Parana, KRZYZANOWSKI et al. (2001) avaliaram 657
amostras de solo e raizes de areas cafeeiras e em 224 encontraram
Meloidogyne spp. Segundo estudos das configuracdes perineais, 0s autores
constataram que M. paranaensis estava presente em 43,8%, M. incognita
em 17,8% e Meloidogyne sp. em 15,6%. Mistura de M. paranaensis e M.
incognita foi constatada em 22,8% das amostras.

Com base em andlises das configuracdes perineais, LORDELLO et
al. (1961), LOUREIRO e CRUZ FILHO (1970) e CAMPOS et al. (1987)
evidenciaram a ampla distribuicdo de M. exigua em cafezais de Minas
Gerais. Também por meio de caracteristicas morfologicas, LIMA e ALMEIDA
(1989) verificaram a ampla distribuicdo e disseminacdo de M. exigua em
cafeeiros de municipios do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba. Apenas em
Uberaba foram encontradas propriedades com presenca M. incognita, cuja
introducdo se deveu ao uso de mudas contaminadas, trazidas do Parana
(LIMA e ALMEIDA, 1989).

Como exposto, as informagdes sobre a ocorréncia e distribuicdo do

nematdide de galhas em Minas Gerais sdo oriundas da década de 80, e
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geralmente baseadas em analises de caracteres morfolégicos. Visando
atualizar essas informacfes por meio de técnicas mais precisas, procurou-
se, neste trabalho, caracterizar as populacdes de Meloidogyne spp. em
cafeeiros na regido da Zona da Mata de Minas Gerais, por meio de
eletroforese de isoenzimas, caracteristicas morfolégicas e inoculacdo em

hospedeiros diferenciadores.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta e multiplicacdo das popula¢cdes de Meloidogyne spp.

As populagdes de Meloidogyne spp. foram coletadas em cafezais na
regido da Zona da Mata de Minas Gerais, em municipios previamente
selecionados em funcéo da ocorréncia desses nematodides. As amostras de
solo e raizes foram retiradas na area de projecao da copa de plantas vivas,
em quatro ou mais pontos, até uma profundidade aproximada de 30 cm. As
amostras compostas, constituidas por cerca de 500 g de solo e 200 g de
raizes, foram colocadas em sacos plasticos, devidamente etiquetadas, e
encaminhadas para o laboratorio de Nematologia da Universidade Federal
de Vigosa, juntamente com uma ficha de informacdes.

Para multiplicacdo das populacdes de Meloidogyne spp., as raizes
coletadas foram lavadas cuidadosamente em agua corrente, para retirar as
particulas de solo aderidas, cortadas em pedacos de aproximadamente 1 a
2cm e trituradas em liquidificador com solugcdo de NaOCI 0,5%, por
20 segundos. A suspensao de ovos e raizes foi passada por uma peneira de
0,074 mm de abertura (200 “mesh”), acoplada a outra de 0,0254 mm
(500 “mesh”), ficando os ovos retidos nessa ultima (Hussey e Barker, 1973,
modificada por BONETI e FERRAZ, 1981). A contagem dos ovos foi feita em

camara de Peters, e a suspensao foi calibrada para 1.000 ovos/mL.
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Em periodo precedente a coleta das populacbes, sementes de
C. arabica ‘Catuai’ foram semeadas em bandejas contendo areia esterilizada
com brometo de metila. Quando as mudas atingiram o estadio “palito de
fésforo”, foram transplantadas para vasos de argila com capacidade de 3 L,
parcialmente cheios com uma mistura de solo e areia na proporgcao 2:1,
previamente tratada com brometo de metila. A inoculacéo foi feita quando as
mudas de cafeeiro apresentavam-se no estadio “orelha de onca”. Para tanto
5 mL da suspenséo de ovos, obtida como descrito anteriormente, totalizando
5.000 ovos, foram aplicados, com o auxilio de uma pipeta, em quatro
orificios de cerca de 5 cm de profundidade, feitos no substrato ao redor das
plantas.

As mudas com as respectivas populacbes de Meloidogyne spp.
foram mantidas em casa de vegetacao no Departamento de Fitopatologia da
UFV. Os devidos cuidados foram tomados para evitar a contaminagao entre
as diferentes populacbes, e os tratos culturais necessarios ao
desenvolvimento das plantas foram efetuados de acordo com as

recomendacdes técnicas para a cultura.

2.2. Caracterizacdo morfoldgica das populacdes de Meloidogyne spp.

De cada uma das populacdes mantidas em casa de vegetacéao, pelo
menos dez fémeas branco-leitosas foram removidas de raizes infectadas e
imediatamente transferidas para uma gota de solucéo de acido latico a 45%.
A regido perineal de cada fémea foi cortada, limpa e montada em lamina
com glicerina, para observacdo ao microscépio Otico (TAYLOR e
NETSCHER, 1974).

2.3. Caracterizacdo isoenzimética das populac6es de Meloidogyne spp.

As receitas das solucfes utilizadas na extracdo de proteinas, no
preparo do gel de poliacrilamida e na revelacdo das enzimas estudadas
encontram-se relacionadas no Apéndice.

As fémeas em fase reprodutiva, de coloracdo branco-leitosa, foram

retiradas individualmente do interior das raizes de cafeeiro com um estilete,
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sob microscopio estereoscépico, e colocadas em tubos de microcentrifuga
contendo 3,5nL de solucdo-tampdo, para extracdo de proteinas
(DALMASSO e BERGE, 1978). Quando a corrida eletroforética nédo foi
realizada no mesmo dia, as fémeas foram mantidas em congelador, a
temperatura aproximada de -5 °C.

Previamente a aplicacdo das amostras, as fémeas foram trituradas
com um bastao de vidro de extremidade arredondada, nos préprios tubos de
microcentrifuga, sobre um bloco de gelo, e a suspenséo foi aplicada em fitas
de papel Whatman 3 MM de 1,5 x 4,0 mm, alojadas nas cavidades do gel de
poliacrilamida.

O preparo dos géis e as corridas eletroforéticas foram feitos
conforme proposto por CARNEIRO et al. (1996). Assim, empregou-se 0
sistema continuo de eletroforese horizontal em gel de poliacrilamida a 7%. O
sistema-tampao usado foi o proposto por SCANDALIOS (1969).

Nas corridas eletroforéticas foram utilizadas 180 fémeas de cada
populagcdo, 15 por cavidade do gel, para possibilitar a deteccdo da enzima
avaliada, pois as fémeas, mesmo maduras, apresentam dimensodes
diminutas. A primeira, a oitava e a Ultima cavidade de cada gel sempre
continham uma fémea de M. javanica oriunda de populacdes puras e de
fendtipo isoenzimético conhecido, para comparacéo dos fenétipos obtidos. A
eletroforese foi conduzida em refrigerador, a aproximadamente 4 °C, sob
voltagem constante de 100 V. A migracdo foi monitorada por meio do
deslocamento da linha frontal do azul-de-bromofenol e a eletroforese foi
interrompida quando esta linha atingia 5 cm a partir da origem, cerca de
3 horas apdés o inicio da corrida.

ApoGs interromper a eletroforese, o gel foi retirado da placa e
mergulhado em uma solucédo preparada imediatamente antes de seu uso,
visando a revelacdo da isoenzima esterase (EST), conforme proposto
ALFENAS et al. (1991). Apés a coloragéo, o gel foi lavado em agua destilada
e colocado em uma mistura de &gua, alcool metilico e acido acético (na
proporcao 5:5:1) por 15 minutos, para fixacdo. Em seguida, foi lavado com
agua destilada e submetido a secagem. Na secagem dos géis utilizou-se o
método do bastidor, descrito por ALFENAS e BRUNE (1998). Ap6s 24 horas,
os géis foram removidos dos bastidores, etiquetados e arquivados, para
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posterior andlise dos resultados. Os fen6tipos isoenzimaticos apresentados
pelas populagcdes foram identificados segundo ESBENSHADE e
TRIANTAPHYLLOU (1990).

Dentre as populacdes que apresentaram o mesmo fenoétipo para
EST, foram selecionadas duas populacbes de cada um dos seguintes
municipios: Manhuacu, Alto Jequitibéa, Espera Feliz, Realeza e Sdo Jodo do
Manhuacu, e uma populacdo de Mirai e outra de Sao Francisco do Gléria,
para estudos de outros padrdes enzimaticos como a malato desidrogenase
(MDH), a superéxido dismutase (SOD) e a glutamato oxaloacetato
transaminase (GOT). A deteccdo de tais enzimas, apds a corrida

eletroforética, foi feita conforme descrito por ALFENAS et al. (1991).

2.4. Gama de hospedeiros das populacbes de Meloidogyne spp.

Para conducdo deste ensaio, empregaram-se as plantas usadas
como hospedeiras diferenciadoras para os nematéides de galhas: tomate
‘Rutgers’, pimentdo ‘Early California Wonder’, melancia ‘Charleston Gray’,
amendoim ‘Florunner’, fumo ‘NC 95, algoddo ‘Deltapine 61’ (HARTMAN e
SASSER, 1985), café (Coffea arabica ‘Catuai’) como padrdo de
suscetibilidade e algumas outras plantas, como cebola (Allium cepa ‘baia
periforme’), cacau (Theobroma cacao clone SIC 23), feijao (Phaseolus
vulgaris ‘Carioca’) e soja (Glycine max ‘FT Cristalina’). As sementes das
diferentes espécies foram semeadas, separadamente, em bandejas com
areia, previamente esterilizada com brometo de metila, e as plantulas foram
transplantadas no estadio de dois a quatro pares de folhas definitivas para
vasos de argila (capacidade de trés litros) contendo uma mistura de solo e
areia na proporc¢ao 2:1, tratada com brometo de metila. Decorridos dois dias
do transplantio, procedeu-se a inoculacao.

Dez populagdes de Meloidogyne sp. foram selecionadas para esse
estudo, sendo duas de cada um dos municipios: de Manhuacu (1 e 6), de
Realeza (2 e 7) e de Mirai (3 e 8), e uma populacdo dos municipios de Alto
Jequitiba (4), de Muriaé (5), de Carangola (9) e de Sdo Jodo do Manhuacu
(10). As populacdes 1, 2, 3, 4 e 5 apresentaram o fendétipo VF1 para

esterase, e as populacdes 6, 7, 8, 9 e 10 apresentaram o fenétipo VF2.
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A suspensao de ovos de cada populacdo de Meloidogyne sp. para
inoculacdo foi obtida conforme procedimento descrito no item 1. Cinco
mililitros de cada suspensédo foram aplicados, com o auxilio de uma pipeta,
em quatro orificios de cerca de 5 cm de profundidade, feitos no substrato ao
redor das plantas.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do
Departamento de Fitopatologia da UFV, sob temperatura média de 26 +
3°C, e os ftratos culturais foram efetuados de acordo com as
recomendacdes técnicas para cada cultura. O ensaio foi montado em
esquema fatorial (10 populagcbes x 11 culturas), em delineamento
inteiramente casualizado, com seis repeti¢des.

A avaliacdo ocorreu aos 60 da inoculacdo e foram quantificados os
nameros de galhas, de massas de ovos e de ovos por sistema radicular.
Essa ultima variavel foi usada para determinacdo do fator de reproducao
(FR = Pf/Pi), em que Pf = populacdo final e Pi = populacdo inicial do
nematéide (OOSTENBRINK, 1966). Os dados coletados foram
transformados em Vx , e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. A analise estatistica foi realizada no
programa SAS.

Com base na contagem de galhas e de massas de ovos foram
atribuidas notas de 0 a 5, segundo a escala de TAYLOR e SASSER (1978),
para caracterizar a reacdo das diferentes espécies vegetais diante das
populacdes do nematdide. As plantas que obtiveram nota igual ou inferior a
2 (numero de galhas ou massas de ovos £ 10) foram consideradas
resistentes, e as plantas com nota maior que 2 (numero de galhas ou
massas de ovos > 10) foram consideradas suscetiveis.

As outras 47 populacfes foram submetidas apenas a caracterizacdo
de racas, conforme proposta de CARNEIRO e ALMEIDA (2000). Para tanto,
procedeu-se a inoculacdo dessas populacdes, como descrito no item 1, em
tomateiro ‘Rutgers’, pimentdo ‘Early California Wonder’ e em café ‘Catuai’.
Apés 60 dias da inoculacdo, avaliaram-se o numero de galhas e o de
massas de ovos para determinacdo da reacédo das plantas diferenciadoras
(TAYLOR e SASSER, 1978).
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacdo morfoldgica das populacdes de Meloidogyne spp.

A andlise dos padrdes perineais mostrou que a maioria das
populacbes apresentou configuracdo tipica de M. exigua (Figura 1A, B), ou
seja, arco dorsal baixo, levemente plano, com estrias grossas e bem
espacadas, linhas laterais normalmente imperceptiveis, demarcadas por
estrias que se dobram ou se interrompem (TAYLOR e SASSER, 1983).
Porém, algumas fémeas das populacdes provenientes do municipio de Sao
Jodo do Manhuagu apresentaram configuracbes perineais com
caracteristicas de M. arenaria (Figura 1C), como arco dorsal arredondado e
linhas laterais formando um “ombro”, que é caracteristico dessa espécie
(TAYLOR e SASSER, 1983). Contudo, as estrias eram grossas e bem
espacadas como aquelas de M. exigua. Assim, essas configuracdes
perineais atipicas foram consideradas como variacdo intra-especifica de

M. exigua.

3.2. Caracterizacao isoenzimatica das populacdes de Meloidogyne spp.

As 57 popula¢cbes foram submetidas a caracterizacédo pela enzima
esterase (Tabela 1), pois esta apresenta o maior grau de polimorfismo e

especificidade para as principais espécies de nematoéides de galhas

17



Figura 1 - Configuragbes perineais encontradas em populagbes de
Meloidogyne spp. em cafeeiro na Zona da Mata de Minas Gerais.
A e B: configuracdes perineais tipicas de M. exigua encontradas
na maioria das populagcdes avaliadas e C: configuracéo perineal
encontrada em algumas fémeas das popula¢des de Séo Jodo do
Manhuacu.
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Tabela 1 - Fenotipos de esterase encontrados nas populacdes de M. exigua,
provenientes das amostras de cafeeiros coletadas em municipios
produtores da Zona da Mata de Minas Gerais

NGmero de Fenétipos de Esterase

Populacdes

Municipios
1 banda (VF1) 1 bandas (VF2)

Alto Jequitiba
Carangola

Divino

Espera Feliz

Faria Lemos
Fervedouro

Lajinha

Manhuagu

Manhumirim

Miradouro

Mirai

Muriaé

Realeza

Séao Francisco do Gléria
Santana do Manhuacu
Sao Joao do Manhuacu
Outras localidades

GQOFRNONNRPFPEPNDNNNONNDW
WFROFRPPFPFPPFPOOMNOOORORLPRF
NARPPRPRARPPRPPRPONNMNDNNNDEDN

=
=

Total 57 13 44

* Populacgdes provenientes de areas proximas as coletadas, mas cuja procedéncia ficou
impedida de ser claramente identificada.

(ESBENSHADE e TRIANTAPHYLLOU, 1985; CARNEIRO et al., 2000). O
fendtipo de esterase tipico para M. exigua, VF1 (Rm 1,60), foi encontrado
em 22,8% das populacdes estudadas (Figura 2A).

No presente trabalho, um novo fenétipo de esterase foi encontrado
em M. exigua, e se mostrou amplamente disseminado nos municipios
avaliados. A maioria das populacdes estudadas (77,2%) apresentou o
referido fendtipo, que é constituido de duas bandas com Rm de 1,60 e 1,90
(Figura 2B), e foi aqui denominado de VF2.

Aquelas populacbes de Sédo Jodo do Manhuacu que continham
fémeas mostrando configuracéo perineal semelhante a de M. arenaria, foram
confirmadas como M. exigua, uma vez que os fendtipos de esterase
encontrados foram os caracteristicos dessa espécie, ou seja, das cinco
populacdes desse municipio, trés apresentaram o fenétipo VF2 e uma o VF1
(Figura 3).
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Figura 2 — Fendtipos de esterase encontrados nas populacdes de M. exigua.
A: fenétipo de uma banda (VF1), B: fen6tipo de duas bandas
(VF2) e J3: fendtipo de esterase de M. javanica utilizado como
padrdo de comparacéo.

As enzimas MDH, SOD e GOT, estudadas no presente trabalho, ndo
permitiram detectar diferencas entre as populacbes que apresentaram
fendtipos diferentes de esterase (Figuras 3, 4 e 5). Contudo, a
caracterizacdo por essas isoenzimas permitiu confirmar a diagnose de
M. exigua, uma vez que as 12 populacbes estudadas apresentaram 0s
fenotipos tipicos de cada uma dessas enzimas para essa especie. O
fenotipo N1 (Rm 1,00) de MDH foi encontrado em todas as populacdes
(Figura 3). As 12 populactes apresentaram o fenétipo E1 (Rm 1,10) para a
enzima GOT (Figura 4) e o fendtipo N3 (Rm 1,25, 1,30 e 1,40) para SOD
(Figura 5).
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Figura 3 — Comparacdo dos fendtipos de esterase encontrados nas
popula¢des de M. exigua do municipio de Sdo Joao do Manhuacu
e uma populacdo de M. arenaria. A: fenotipo de duas bandas
(VF2) de M. exigua, B: fen6tipo A3 de M. arenaria, C: fenétipo de
uma banda (VF1) de M. exigua e J3: fendtipo de M. javanica
utilizado como padrdo de comparacéo.

Mobilidade

v

Figura 4 — Fendtipo de malato desidrogenase (MDH) encontrado em
populagbes de M. exigua. N1: fenotipo de M. javanica utilizado
como padrdo, A: populagbes que apresentaram o fenotipo VF1
para esterase e B: popula¢cdes que apresentaram o fenétipo VF2
para esterase.
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Mobilidade

Figura 5 — Fendtipo de glutamato oxaloacetato transminase (GOT)
encontrado em populacbes de M. exigua. N1: fendtipo de
M. javanica utilizado como padrdao, A: populacbes que
apresentaram o fenétipo VF1 para esterase e B: populacdes que
apresentaram o fendtipo VF2 para esterase.

Mobilidade

Figura 6 — Fenotipo de superoxido dismutase (SOD) encontrado em
populagbes de M. exigua. J2: Fendtipo de M. javanica utilizado
como padrao, A: populagdes que apresentaram fendtipo VF1 para
esterase e B: populacbes que apresentaram o fenétipo VF2 para

esterase.
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3.3. Gama de hospedeiros das populagcbes Meloidogyne spp.

Meloidogyne exigua, a Unica espécie encontrada entre as
populacdes estudadas, foi capaz de induzir a formacéo de galhas na maioria
das plantas testadas, exceto em algodao, fumo e amendoim (Tabela 2). O
namero de galhas formadas nas raizes de tomate e pimentdo foi
estatisticamente superior aquele observado nas demais espécies vegetais.
No entanto ndo se observou diferenca significativa na producdo de galhas
gquando se comparou o cafeeiro com o feijoeiro, que foram superiores as
plantas de soja e de cacau. A menor producéo de galhas foi verificada nas
raizes de cebola e de melancia. Nao se observou qualquer variabilidade
entre as populagdes estudadas em um mesmo hospedeiro, mas algumas
populagdes, como a 3, 4, 5, 8, 9 e 10, foram capazes de induzir a mais

galhas em tomateiro que em plantas de pimentao.

Tabela 2 — Numero de galhas por sistema radicular de diferentes plantas,
induzidas por dez populagbes de Meloidogyne exigua
provenientes de cafeeiros da Zona da Mata de Minas Gerais

Populagéo*
Cultura

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tomate 23, 7A 21,2A 27,0A 28,0A 29,2A 224A 23,2A 258A 279A 26,7A
Pimentdo 23,5A 22,6A 219B 20,4B 21,1B 22,0A 23,1A 21,6B 21,0B 20,6B

Cafe 11,4B 11,5B 10,6C 10,9C 10,5C 11,7B 104B 11,6C 11,0C 11,0C
Feijéo 10,2B 11,0B 9,2C 10,0C 12,0C 13,3B 13,6B 11,5C 11,7C 124C
Soja 78C 67C 89D 69D 84D 88C 77C 71D 75D 7,5D
Cacau 71C 54C 58D 61D 63D 65C 68C 70D 6,0 6,1D
Cebola 21D 21D 27/7E 14E 26E 14D 24D 22E 2, 7E 3,1E
Melancia 13 190 30E 15 O7E 34D 11D 15E 19E 18E
Algodéo 0D 0D OE OE OE 0D 0D OE OE OE

Fumo oD 0D OE OE OE 0D oD OE OE OE

Amendoim 0D 0D OE OE OE 0D 0D OE OE OE

' Média de seis repeticdes com os dados transformados em Jx . Médias seguidas da
mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P >0,05). 1, 2,3,4e5=
populacdes que apresentaram o fenétipo VF1 para esterase e 6, 7, 8, 9 e 10 = populacdes
que apresentaram o fenétipo VF2.
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O numero de massas de ovos externas foi nulo na maioria das
culturas, exceto em plantas de pimentdo e de tomate. Em pimentdo, esse
namero foi significativamente superior ao do tomate, para todas as

populacdes estudadas (Tabela 3).

Tabela 3 — NUumero de massas de ovos externas por sistema radicular de
diferentes plantas, produzidas por dez populacbes de
Meloidogyne exigua provenientes de cafeeiros da Zona da Mata
de Minas Gerais

Populacéo®

Cultura

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Pimentéo 16,4A 15,1A 15,8A 15,7A 155A 16,4A 16,4A 158A 144A 17,0A
Tomate 11,7B 12,3B 11,3B 998 9,3B 10,7B 11,7B 12,8B 10,4B 10,8B
Café oC oC oC oC oC oC oC oC oC oC
Feijao oC oC oC oC oC oC oC oC oC oC
Soja oC oC oC oC oC oC oC oC oC oC
Cacau oC oC oC oC oC oC oC oC oC oC
Cebola oC oC oC oC oC oC oC oC oC oC
Melancia oC oC oC oC oC oC oC oC oC oC

! Média de seis repeticdes com os dados transformados em Jx . Médias seguidas da
mesma letra, na coluna, nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). 1, 2,3,4e5=
populagées que apresentaram o fenétipo VF1 para esterase e 6, 7, 8, 9 e 10 = populagdes
gue apresentaram o fenétipo VF2.

A producéo de ovos pelas populacdes de M. exigua em plantas de
tomate e de pimentdo foi superior a apresentada em café, e além destas
culturas apenas em feijdo, cacau e soja foi observada reproducédo do
nematoéide (Tabela 4).

Considerando a reacao de resisténcia ou suscetibilidade nas plantas
estudadas, ndo se observou qualquer variabilidade dentre as dez
populacdes (Tabela 5). As plantas de algodao, fumo, melancia, cebola e
amendoim foram consideradas nao-hospedeiras do nematoide.

As outras 47 populacfes foram agrupadas na raca 2 de M. exigua,
segundo a proposta de CARNEIRO e ALMEIDA (2000), pois estas
multiplicaram-se tanto em plantas de tomate como de pimentdo, com nota 5,
segundo a escala proposta por TAYLOR e SASSER (1978).
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Tabela 4 — Numero de ovos e fator de reproducéo (FR) por sistema radicular
de diferentes plantas, ap6s inoculacdo com dez populacfes de
Meloidogyne exigua provenientes de cafeeiros da Zona da Mata
de Minas Gerais

Cultura

Populacéo
Tomate Pimentao Café Feijao Cacau Soja

N® de ovos* 238,8A 193,2B 93,3C 57,1D 29,5E 18,8E

FR! 11,4A 7,6B 1,8C 0,7D 0,2E 0,1E
) N2 de ovos 276,1A 182,7B 86,8C 44,9D 27,0E 17,7E
FR 15,3A 6,8B 1,6C 0,5D 0,2E 0,1E
3 N¢ de ovos 279,7A 202,0B 80,8C 52,9D 31,1E 16,1E
FR 16,6A 8,2B 1,5C 0,6D 0,2E 0,1E
4 N2 de ovos 215,4A 172,1B 88,1C 55,3D 30,8E 15,8E
FR 9,5A 6,0B 1,2C 0,7D 0,2E 0,1E
. N2 de ovos 218,3A 186,0B 97,0C 48,0D 30,1E 15,4E
FR 9,7A 7.2B 1,9C 0,5D 0,2E 0,1E
6 N2 de ovos 254,9A 176,0B 84,5C 51,8D 31,2E 19,1E
FR 13,1A 6,2B 1,4C 0,5D 0,2E 0,1E
. N2 de ovos 222.6A 184,7B 79,7C 58,5D 30,1E 15,5E
FR 10,1A 6,9B 1,3C 0,7D 0,2E 0,1E
8 N2 de ovos 230,3A 170,6B 92,4C 64,8D 30,9E 17,5E
FR 10,7A 5,8B 1,7C 0,7D 0,2E 0,1E
9 N2 de ovos 219,8A 205,9B 87,0C 57,1D 30,9E 18,0E
FR 9,8A 8,6B 1,5C 0,7D 0,2E 0,1E
10 N¢ de ovos 238,5A 193,3B 98,8C 54,3D 31,1E 18,1E
FR 11,5A 7,5B 1,9C 0,6D 0,2E 0,1E

! Média de seis repeticdes. Os dados dos nimeros de ovos foram transformados em Jx.
Médias da mesma variavel seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey (P >0,05). 1, 2, 3, 4 e 5 = populagdes que apresentaram o fenotipo VF1
para esterase e 6, 7, 8, 9 e 10 = popula¢des que apresentaram o fenétipo VF2.
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Tabela 5 — Reacdo de algumas espécies vegetais quando inoculadas com
dez populagcbes de Meloidogyne exigua provenientes de

cafeeiros da Zona da Mata de Minas Gerais

Populacao

Cultura

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Café + + + +
Tomate + + + N
Pimentao + + + + + + + + + +
Algodéao - - - - - - - - - -
Fumo - - - - - - - - - -
Melancia - - - - - - - - - -
Amendoim - - - - - - - - - -
Cebola - - - - - - - - - -
Cacau + + + + + + + + + +
Feijao + + + + + + + + + +
Soja + + + + + + + + + +
(+), () = reacdo de suscetibilidade e resisténcia, respectivamente, segundo a escala

proposta por TAYLOR e SASSER (1978). 1, 2, 3, 4 e 5 = populagbes que apresentaram o
fenotipo VF1 para esterase e 6, 7, 8, 9 e 10 = populagbes que apresentaram o fendtipo VF2.
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4. DISCUSSAO

Em Meloidogyne exigua, assim como em outras espécies do género,
a reproducdo ocorre por partenogénese, entretanto a variabilidade intra-
especifica em caracteres morfoldgicos, morfométricos e fisioldgicos tem sido
relatada (SOUZA, 1977; LIMA, 1984; LOPES, 1985; SANTOS et al., 1992).
As populages atipicas, como aquelas de M. exigua provenientes de Sao
Jodo do Manhuacu, dificultam a identificacdo da espécie por meio da
configuragéo perineal, uma vez que a conformacédo das estrias em torno da
regido perineal lembrava aquela de M. arenaria. Até recentemente, a
configuracdo perineal era a principal caracteristica taxonbmica para
identificar espécies de Meloidogyne. Mas por se tratar de uma analise
subjetiva, e também devido ao aumento no niumero de espécies descritas e
ao conhecimento da ocorréncia de variabilidade entre individuos de uma
mesma espécie, essa caracteristica tem deixado de ser a predominante nos
laboratérios de diagnose. Um bom exemplo da subjetividade e da baixa
confiabilidade dessa caracteristica € a recente descricdo de M. paranaensis.
Essa espécie foi detectada no Parana e era muito agressiva ao cafeeiro. A
andlise do padrdo perineal conduzia a identificagdo de M. incognita, mas os
sintomas apresentados pelo cafeeiro e a agressividade dessa populagéao
faziam-na diferente de M. incognita. Assim, por falta de informac6es mais
precisas, ela foi denominada M. incognita biétipo IAPAR, por cerca de 22

anos. Em 1996 esse bidtipo foi reavaliado e descrito como uma espécie
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nova, com base nos estudos morfolégicos e morfométricos, na resposta de
hospedeiros diferenciadores e, principalmente, no fendtipo de esterase
(CARNEIRO et al., 1996).

Espécies novas de Meloidogyne foram descritas erroneamente no
passado, por considerar que pequenas variacbes morfoldgicas, inclusive na
configuracdo perineal, eram suficientes para caracterizar uma nova espécie.
Sabe-se, atualmente, que essas variagcbes sdo comumente apresentadas
por esses nematodides e constituem a chamada variabilidade intra-especifica.
Vérias dessas espécies indevidamente identificadas foram alocadas como
sinonimias de espécies bem caracterizadas, como, por exemplo: M. acrita
(Chitwood, 1949) Esser, Perry & Taylor, 1976, M. elegans da Ponte, 1977 e
M. inornata Lordello, 1956, que sao considerados sinonimias de
M. incégnita; M. bauruensis Lordello, 1956 e M. lordelloi da Ponte, 1969,
como sinonimias de M. javanica; e M. thamesi (Chitwood, Sprecht & Hauvis,
1952) Goodey, 1963, que foi enquadrada como sinonimia de M. arenaria
(EISENBACK, 1985). Assim, ao descrever uma espécie, as caracteristicas
morfolégicas devem ser analisadas em elevado namero de espécimes,
visando detectar a amplitude de variacdo em cada uma dessas
caracteristicas. Desta forma, espera-se minimizar erros ou dirimir davidas
quanto ao enquadramento da populacdo em uma espécie ja conhecida, ou
elegé-la como uma espécie nova.

Reforcando essa premissa, KARSSEN e AELST (2001)
mencionaram que nos trabalhos de taxonomia de espécies de Meloidogyne
torna-se necesséaria a observacdo de muitos cortes perineais, mesmo em
uma populacdo supostamente pura, devido a grande variabilidade desta
caracteristica. Os autores ainda destacaram que a configuracdo perineal
deve ser utilizada conjuntamente com outros métodos, como caracteres
morfoanatdémicos de fémeas, machos e juvenis de segundo estadio, gama
de hospedeiros, e analises citogenética e bioquimica.

Dois fendtipos de esterase foram encontrados dentre as 57
populacdes caracterizadas nesse estudo. As populacbes de M. exigua que
apresentaram o fenotipo VF1 (22,8%) encontram-se amplamente
distribuidas nas éareas cultivadas com café no Brasil. SANTOS e
TRIANTAPHYLLOU (1992) caracterizaram 88 populacdes de Meloidogyne
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spp. provenientes de cafeeiros de varias localidades do Brasil, e
constataram que todas as populacbes de M. exigua encontradas nesse
levantamento apresentavam o fenotipo VF1. Em cafezais do sul de Minas
Gerais, NAVES et al. (2001) verificaram que a Unica espécie do nematéide
de galhas encontrada foi M. exigua e que todas as populacdes analisadas
apresentaram o fenétipo VF1 de esterase.

O novo fendtipo de esterase, VF2, mostrou-se amplamente
disseminado nos diferentes municipios avaliados, sendo encontrado em
77,2% das populacdes caracterizadas. Aparentemente, a ocorréncia das
populacbes de M. exigua com esse fendtipo de esterase esta restrita aos
cafezais da Zona da Mata de Minas Gerais.

Com o novo fendtipo de esterase encontrado no presente trabalho, é
possivel agora detectarmos trés diferentes fen6tipos em M. exigua, ou seja,
o VF1 (1,60), o VF2 (1,60 e 1,90) e um outro fenétipo de duas bandas (Rm
1,10 e 1,60), encontrado por CARNEIRO et al. (2000) em populacdes
coletadas em seringueira no Estado do Mato Grosso do Sul.

A ocorréncia de mais de um fendétipo para uma mesma enzima ja é
conhecido em outras espécies de Meloidogyne. A espécie M. arenaria, por
exemplo, apresenta fenétipos com 1, 2 e 3 bandas, chamadas Al, A2 e A3,
respectivamente (ESBENSHADE e TRIANTAPHYLLOU, 1985).

Recentemente, foi descrito um novo fenétipo de esterase em M. incognita,

que até entdo soO era identificada pelo fenétipo |1. Esse fen6tipo, chamado

|2, apresenta duas bandas com Rm 1,00 e 1,12 (SANTOS e
TRIANTAPHYLLOU, 1992; CARNEIRO et al., 1996; CASTRO et al., 2001).

Meloidogyne javanica, usada como padrao na eletroforese de isoenzimas,
exibia apenas o fendtipo J3 de esterase constituido de trés bandas
caracteristicas. CARNEIRO et al. (1996) também descreveram um novo
fendtipo de esterase, chamado J2, que apresentava duas bandas e foi
detectado em milho, arroz, tomate, cana-de-aclicar e Mimosa scabrella.
CASTRO et al. (2001) encontraram esse mesmo fenétipo em uma populacao
de M. javanica em soja, proveniente de Rio Verde-GO. Contudo, ainda sao
escassas as informacdes acerca da variabilidade isoenzimatica dentro das

espécies de Meloidogyne, pois a eletroforese de isoenzimas ainda é pouco
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usada. Com a implementacao desses estudos, novos fenétipos de esterase
serdo descobertos, e a identificacdo de espécies se tornara menos subjetiva
e mais segura.

Os estudos com as outras enzimas nao permitiram detectar
variabilidade entre as populacbes avaliadas, mas foi importante na
confirmacédo da diagnose de M. exigua, uma vez que as 12 populacdes
estudadas apresentaram os fenétipos tipicos de cada uma dessas enzimas
para essa espécie. O fendtipo N1 (Rm 1,00) de MDH foi encontrado em
todas as populacdes. Apesar de ser um fenotipo nao-especifico, essa
enzima € importante para diferenciar M. exigua de M. naasi, cujo fenétipo
para essa enzima € o Nl1la (Rm 1,40), que apresenta uma molécula de maior
mobilidade que aquela de M. exigua (ESBENSHADE e TRIANTAPHYLLOU,
1985). As 12 populacdes apresentaram o fenétipo E1 (Rm 1,10) para enzima
GOT, e esse fendtipo foi encontrado por CARNEIRO et al. (2000) em
populacdes de M. exigua dos Estados de Sao Paulo e de Minas Gerais. O
fenétipo N3 (Rm 1,25, 1,30 e 1,40) de SOD encontrado nas populacdes
estudadas também coincidem com o encontrado por CARNEIRO et al.
(2000).

As 57 populagdes do nematoide de galhas provenientes de cafeeiros
da Zona da Mata-MG foram caracterizadas como M. exigua, seja pela
configuracdo perineal ou pela analise de isoenzimas. Entretanto, a
variabilidade intra-especifica foi detectada nas populacdes provenientes de
Sao Joado do Manhuacu, quando o padrdo perineal foi a variavel usada. A
andalise de esterase mostrou também a ocorréncia de dois fenétipos dentre
as populacdes estudadas, mas nenhuma relagéo foi observada entre os dois
tipos de variabilidade exibida por M. exigua.

Nos estudos de eletroforese, foram usadas 15 fémeas de M. exigua
por cavidade de gel, pois além da baixa atividade de esterase nessa espécie
as fémeas sdo de tamanho reduzido, de 345 a 620 um de comprimento e de
220 a 455 pm de largura (LIMA e FERRAZ, 1985), o que parece estar
relacionado com a quantidade de enzimas. JA M. javanica, que € usada
como padrdo nos géis, possui dimensées maiores, de 545 a 800 um de
comprimento e de 300 a 545 um de largura (CHITWOOQOD, 1949), e o uso de

apenas uma fémea/cavidade permite uma facil visualizacdo das bandas. O
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uso de fémeas isoladas/cavidade é recomendado para facilitar a separacéo
de espécies, quando se tem, no campo, mais de uma espécie ocorrendo
simultaneamente. Tal fato permite separar a massa de ovos de cada
respectiva fémea usada na eletroforese. Assim, apGs a andlise dos fenétipos
pode-se multiplicar isoladamente cada espécie. Por outro lado, considerando
0 uso de multiplas fémeas/cavidade, como no caso de M. exigua, aumenta-
se a possibilidade de deteccdo de provavel mistura de espécies em
condicdes de campo, porque o numero de fémeas estudadas passa de
13/gel, no caso de M. javanica, para 195/gel, no caso de M. exigua.

Pelas andlises morfolégica e enzimatica, observou-se que néo
houve relacéo entre as populacdes que mostraram configuragcdes perineais
atipicas e os fenétipos isoenzimaticos. Da mesma forma, também néo se
observou relacdo entre estes e a capacidade de reproducdo nos diferentes
hospedeiros, uma vez que as dez populacdes, metade expressando o
fenotipo VF1 e a outra metade o VF2, exibiram o mesmo comportamento
quanto a producao de galhas, massas de ovos e nimero de ovos/planta. Em
M. incognita, assim como em outras espécies do género, em que racas
fisiol6gicas sao relatadas, também é desconhecida a correspondéncia entre
racas e fenotipos isoenzimaticos (JANATI et al.,, 1982; ESBENSHADE e
TRIANTAPHYLLOU, 1990; CARNEIRO et al., 2000; CASTRO, 2001).

Apesar da ndo-deteccéo de variabilidade entre essas populacdes de
M. exigua, destacou-se a elevada capacidade reprodutiva do nematéide em
tomateiro e pimentéo, cujo fator de reproducéo foi 7,5 e 4,5 vezes superior,
respectivamente, aquele apresentado em cafeeiro, planta tida como padréo
de suscetibilidade para esse patdogeno. Também vale salientar que nos
sistemas radiculares dessas espécies observaram-se elevado numero de
galhas e um grande numero de massas de ovos exteriorizadas. Esta ultima
caracteristica € pouco comum nas plantas tidas como hospedeiras desse
nematéide, uma vez que as massas sao produzidas no interior das raizes
(EISENBACK e TRIANTAPHYLLOU, 1991).

Estudando a reproducdo de M. exigua em algumas espécies
vegetais, ALMEIDA e CAMPOS (1991) também verificaram boa reproducdo
do nematdide em tomateiro em condic6es de casa de vegetacdo, mas 0s

fatores de reproducdo do nematdide nesse trabalho, ao contrario do que foi
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observado aqui, ficaram bem préximos aos apresentados em cafeeiro.
FERRAZ e SANTOS (1984), avaliando a producao de indculo de M. exigua
em diferentes hospedeiros, verificaram que 0s cinco cultivares de tomateiro
utilizados no ensaio receberam nota 5 na escala de TAYLOR e SASSER
(1978), enquanto o cafeeiro recebeu nota 4, mas o fator de reproducéo do
nematdide em tomateiro também foi bem abaixo do encontrado no presente
trabalho. LORDELLO (1964) relatou a infeccdo de pimentdo por M. exigua,
mas apenas indicando a presenca de galhas e fémeas no interior de suas
raizes. Ja ALMEIDA e CAMPOS (1991) encontraram um nUmero expressivo
de ovos no sistema radicular de pimentdo, quando inoculados com M.
exigua, mas com um fator de reproducdo quase que 24 vezes abaixo do
encontrado no presente trabalho. Essa diferenca de resultados na
reproducdo de M. exigua em plantas de tomate e pimentdo pode ser
explicada por diferencas no periodo de avaliagdo dos experimentos, na
temperatura, no desenvolvimento das mudas e na composicédo do substrato.

Numeros expressivos de galhas e ovos foram encontrados também
nos sistemas radiculares do feijoeiro, mas sem a formacdo de massas de
ovos externamente as raizes, a semelhanca do que ocorre com o cafeeiro.
Essa cultura, que tem sido cultivada em areas de cafezais erradicados, pode
constituir fonte de inéculo do nematéide, quando da implantacdo da nova
lavoura de café.

Em cacaueiro, observou-se uma consideravel reproducdo do
nematoide, com auséncia de massas de ovos externas. Na Bolivia, o
cacaueiro tem sido relatado como hospedeiro de M. exigua (BRIDGE et al.,
1982), entretanto ALMEIDA e CAMPOS (1991) observaram que 0 cacaueiro
mostrou-se resistente ao patégeno em condicbes de casa de vegetacao.
Apesar da néo-indicacdo de quais variedades foram utilizadas nesses
trabalhos, essa diferenca na reacdo do cacaueiro a M. exigua,
provavelmente, se deve ao uso de plantas com diferentes niveis de
resisténcia ao nematoide, ou a variabilidade intra-especifica do patégeno e a
diferentes condicbes ambientais.

As espécies que se mostraram ndo-hospedeiras do nematdide,
segundo a escala proposta por TAYLOR e SASSER (1978), foram a

melancia, o algodao, o fumo, a cebola e o amendoim. Com excecédo da
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melancia e cebola, néo foi verificada nem mesmo a formacgao de galhas pelo
nematoide. Esses resultados indicam que tais plantas podem ser usadas em
areas infestadas com M. exigua, uma vez que nao permitem a reproducéo
da espécie. Sabe-se que a sobrevivéncia desse nematdide no solo sob
pousio ndo é superior a seis meses (ALVARENGA, 1974; MORAES et al.,
1977; ALMEIDA e CAMPOS, 1991), logo o produtor pode utilizar uma
dessas culturas para obter algum lucro na area infestada, durante o periodo
necessario para que ocorra uma reducdo na populacdo do nematéide no

solo.
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5. CONCLUSOES

- Meloidogyne exigua foi a Unica espécie de nematdide de galhas
encontrada parasitando cafeeiros nos municipios da Zona da Mata de Minas
Gerais.

- A caracterizacdo morfolégica por meio da configuracdo perineal
mostrou alguns padrdes perineais atipicos, como as populacées de Séao
Jodo do Manhuagcu, porém sem configurar uma outra espécie.

- Os estudos isoenzimaticos revelaram a existéncia de dois fenotipos
de esterase entre as populacdes de M. exigua estudadas, o VF1 (Rm 1,6),
constatado em 22,8% das amostras, e o outro de duas bandas, chamado de
VF2 (Rm 1,6 e 1,9 em 77,2% das amostras. Todas as populacdes
caracterizadas pelas enzimas malato desidrogenase, superoxido dismutase
e glutamato oxaloacetato transaminase apresentaram fenoétipos tipicos de M.
exigua.

- Todas as dez populagdes avaliadas no teste de hospedeiros
diferenciadores multiplicaram-se melhor em plantas de tomate e de pimentao
do que em cafeeiro. Todas as populacées também se multiplicaram em
feijdo, soja e cacau, portanto deve-se evitar plantar estas culturas em areas
infestadas ap6s a retirada de plantas doentes e antes do replantio de

cafeeiros, mesmo que estes sejam enxertados em material resistente.
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- A gama de hospedeiros das populacdes de M. exigua ndo permitiu
detectar a variabilidade intra-especifica nas mesmas. As 57 populacdes
foram agrupadas na raca 2 de M. exigua, segundo a reagcao apresentada

pelas plantas hospedeiras diferenciadoras da Carolina do Norte.
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APENDICE

— Solucéo-tampao para extracdo de proteinas (DALMASSO e BERGE, 1978)
utilizada para as enzimas EST, GOT e SOD:

SBCANDSE ...ttt 20% (p/v)
THEON X-100 ..o 2% (p/v)
Agua destilada

Filtrar a solugdo e manter em refrigerador (4 °C).

— Solucéo-tampa&o para extracdo de proteinas (DALMASSO e BERGE, 1978)

utilizada para a enzima MDH:

SBCANDSE ...ttt 20% (p/v)
IR TSR 0,1%
ACIHO ASCOIDICO ..ot e s 0,1%
(OF 1Y (= [ F= VA o [ 0,1%

Agua destilada
Ajustar o pH a 8,0 com HCI
Filtrar a soluc&o e manter em refrigerador (4°C).

— Solugdo-tampéo da cuba (SCANDALIOS, 1969):

Hidroxido de [itio (LIOH.Hz0) ..o, 129
Acido DOFCO (H3BO3) ..vvviiiiiiiiiiiii s 11,89 ¢
Agua destilada (0.S.P.) eevreeereeiiiieeriiiiie e 1.000 mL

— Tampé&o do gel:

Uma parte do tampdao da cuba
Nove partes da solucéo B:

TRIS e 6,29
Acido citrico P.A. monohidratado ................c............ 169
Agua destilada (g.S.P.) -cooeeeeeeerreireeeee e 1.000 mL

— Composicéao do gel:

TamMPAO0 O GEl..ueiiiiii e 20 mL
Yo 1 F= 1 21T = T 1569
Bis-acrilamida ...........coovviiiiiiii 0,04 g
B IX=] 2 1o 1 20 nL

Persulfato de amoOniO........co.uevieiiiiiieeeeee et 200 nL
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— Solucao reveladora de esterase (ALFENAS et al., 1991):

a-naftil-acetato 1% em acetona 50%..........cccccoeeevveiiiieeeiiiinnnnnn, 4,5 mL
Fast BlUE RR ... 100 mg
Tampao fosfato de potassio 0,05M, pH 6,0 (4.S.p.)...ccevvvvunnnnn.. 100 mL

Incubar o gel a 30-37°C até as bandas apareceram (até 15 minutos),
Descartar a solucéo e fixar o gel em solucéao de glicerol a 10%.

— Solucao reveladora de malato desidrogenase (ALFENAS et al., 1991):

Acido malico 0,5 M, pH 8,0:

D= Tod o (o 1 o 0 = 1o o JS R 10g
Agua destilada...........ccccceveeveeeeeeeeeee e 80 mL
Ajustar o pH com NaOH 1 M e completar o volume para 100 mL
Coloracéo:
Acido MAlico 0,5 M, PH 8,0 ....ccueiieeeiieece e, 4 mL
N 5 LR 20 mg
17 PP 20 mg
P S L e 2 mg
Tris-HCI 0,1 M, PH 8,5 (4.S.P.) -oooeeeeeeeeeeeeeeee e 100 mL

Incubar o gel no escuro a 30 °C, por 15 a 60 minutos, ou até as bandas
aparecerem. Descartar a solucao e fixar o gel em solucdo aquosa de
glicerol a 10%.

— Solucéo reveladora de glutamato-oxaloacetato transaminase (ALFENAS et
al., 1991):

ACIHO L-ASPANTICO ...ttt 150 mg
Acido a-CetOGIULANICO .......cvveeeceeeeeeeeeee e 100 mg
TRIS-HCI 0,2 M, PH 8,0 (0.S.P-) c+eseeeeeeereeeseseenesssnsessensnessnnnnnnns 100 mL
Ajustar o pH para 8,0, com NaOH, e adicionar:

Piridoxal-5’-foSfato ..........oeeiiiiiiic 5mg
Fast blue BB Sall..........cooooiiiiiiiii 100 mg

Incubar o gel no escuro a 30-37 °C, até o aparecimento das bandas.
Descartar a solucéo e fixar o gel em solucdo aquosa de glicerol a 10%.
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Solucéo reveladora de superoxido dismutase (ALFENAS et al., 1991):

RIDOflaVvina ..o 4 mg
EDTA, NA D e e 300 mg
MTT OU NBT .o 20 mg
TRIS-HCI 0,05 M, PH 8,5 (0.S.P-) -+seeeeeeeeeeeeneeenas 100 mL

Incubar o gel a 30-37°C, exposto a luz, até as bandas acromaticas
aparecerem. Descartar a solugcao e fixar o gel em solucdo aquosa de
glicerol a 10%.
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