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RESUMO: Os municipios da Regido Sul de Minas Gerais, maior regido produtora de café no Brasil, enfrentam um sério risco
de perda na produtividade se espécies dos nematoides das galhas mais agressivas ao cafeeiro, como Meloidogyne paranaensis,
estiverem presentes. Para a prevencdo da disseminagdo desse nematoide ¢ necessario conhecer os focos de ocorréncia e a
distribuicao de Meloidogyne spp., nessa Regido. Objetivou-se, neste trabalho, investigar lavouras de Coffea arabica de alguns
municipios produtores de café do sul de Minas Gerais por meio da amostragem de raizes, diagnostico e mapeamento dos focos.
O ntimero de amostras foi calculado de acordo com a area de plantio e a producdo de café do municipio. De um total de 165
amostras coletadas, constatou-se o nematoide das galhas em 43,03% delas, sendo identificadas as espécies Meloidogyne exigua
em 92,95%, M. paranaensis em 4,22% e M. exigua ¢ M. paranaensis, em mistura em 2,81% das detec¢des. A ocorréncia de
M. exigua e M. paranaensis se deu nos municipios analisados, exceto em Guaranésia, em que nenhum nematoide das galhas
estava presente. Os fendtipos E1 e E2 da esterase foram encontrados em M. exigua, se destacando o fendtipo E2, na maioria
dos municipios (Guaxupé, Monte Belo, Monte Santo de Minas, Muzambinho e Sao Pedro da Unido). M. paranaensis (fenotipo
P1) foi detectado parasitando cafeeiros nos municipios de Alpinopolis e Coqueiral, causando intenso depauperamento e morte
das plantas. Isso sugere a necessidade da adogdo de medidas de contengéo da doenga na regido.

Termos para indexacio: Coffea arabica, Meloidogyne spp., mapeamento, esterase.

Meloidogyne paranaensis AND Meloidogyne exigua IN COFFEE PLANTATIONS FROM
THE SOUTH OF MINAS GERAIS STATE

ABSTRACT: The cities in the South of Minas Gerais, which is the main coffee producer region in Brazil, would face a serious
risk of productivity loss if more aggressive root-knot nematodes species, such as Meloidogyne paranaensis. In order to prevent
the dissemination of this nematode, it is necessary to know the occurrence outbreaks and distribution of Meloidogyne spp. in
this region. Then, objective was to investigate Coffea arabica plantations of some coffee-producing cities in the South of Minas
Gerais by root sampling, diagnosis and mapping of outbreaks. The total of 162 samples was calculated according to the planting
area and coffee production in the production areas in some cities. The root-knot nematodes were found in 32.7% of them. The
species M. exigua in 90.5%, and M. paranaensis in 9.5% of the detections. The occurrence of M. exigua and M. paranaensis
was observed in the cities sampled, except Guaranésia, where no root-knot nematode was present. Esterase phenotypes E1
and E2 were found in M. exigua populations, highlighting the E2 phenotype in most cities (Guaxupé, Monte Belo, Monte Santo
de Minas, Muzambinho and Sao Pedro da Unido). M. paranaensis (P1 phenotype) was detected in Coqueiral and Alpindpolis
causing plant mortality. This suggest that is necessary the use of phytossanitary approaches.

Index terms: Coffea arabica, Meloidogyne spp., mapping, esterase.

1 INTRODUCAO espécies de Meloidogyne estdo associadas

ao cafeeiro (CAMPOS; VILLAIN, 2005) e,

Os nematoides das galhas, Meloidogyne
spp., ocorrem em diversas regides produtoras
de café¢ no Brasil, constituindo-se em ameaga a
produtividade das lavouras. Esses nematoides
sdo patdgenos biotroficos com relacionamento
alimentar altamente especializado com as plantas
hospedeiras (ROSSO et al.,, 2011). Dezessete

recentemente, uma nova espécie M. lopezi n. sp.
foi descrita parasitando cafeeiros na Costa Rica
(HUMPHREYS-PEREIRA et al.,, 2014). Nos
ultimos 20 anos, o impacto dos nematoides ao
cafeeiro ¢ devido ao cultivo intenso das lavouras
pelo uso de variedades altamente produtivas em
plantios adensados (HERVE et al., 2005).
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De acordo com Campos e Villain (2005),
em Minas Gerais ocorre predominancia de M.
exigua, espécie mais disseminada no Brasil e
com capacidade adaptativa a diversas regioes.
M. paranaensis, Almeida e Carneiro (1996)
em cafeeiros foi inicialmente constatada por
Castro et al. (2008) no municipio de Piumbhi,
localizado na regido sudoeste de Minas. No sul
de Minas, a possibilidade de disseminagdo do M.
paranaensis, a partir das lavouras de Piumhi ¢ um
risco a produgdo cafeeira dessa regido. Soma-se a
isto, o risco de disseminagao a partir de lavouras
do municipio de Cassia dos Coqueiros, com alta
infestag@o e proximo aos importantes municipios
produtores de café como Guaxupé e Monte Santo
de Minas, na regido sul de Minas Gerais. Além
disso, outros municipios produtores de café
da regido sul de Minas nao foram investigados
quanto a ocorréncia de Meloidogyne spp., no
ultimo levantamento realizado por Castro et al. (2008).

Atualmente, as analises moleculares
tornaram-se uma importante ferramenta no
diagnostico do nematoide das galhas, cujo
avango nas ultimas décadas permitiu maior
confiabilidade na identificacdo das principais
espécies de Meloidogyne do cafeeiro. Dentro
disso, podemos incluir a analise do fendtipo da
enzima esterase (Est), com mais de 40 fenotipos
de diferentes espécies descritos (BLOK; POWER,
2009). Os fenotipos de esterase (Est) mostraram-
se especificos e uma Otima ferramenta para
identificar as principais espécies de Meloidogyne
em café, a saber: M. incognita (Est 11, 12), M.
paranaensis (Est P1, P2) e M. exigua (Est El)
(CARNEIRO et al., 2005). Recentemente, Villain
et al. (2013), analisando os perfis de esterase
identificaram varias espécies de Meloidogyne
parasitando cafeeiros, em diferentes regides
produtoras da América Central.

A técnica SCAR (Sequence Characterized
Amplified Region) - PCR (Polymerase Chain
Reaction) Multiplex é uma ferramenta que
permite a identificagdo precisa das principais
espécies de Meloidogyne do cafeeiro, mesmo em
mistura na amostra e a partir de poucos individuos
(CARNEIRO et al., 2005). A analise em SCAR-
PCR ou rDNA primer especifico representa uma
ferramenta rapida e precisa para determinar a
identidade de espécies de Meloidogyne (ADAM,;
PHILLIPS; BLOK, 2007).
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Levantamento da ocorréncia de Meloidogyne spp.,
em lavouras cafeeiras da regido sul de Minas,
abrangendo municipios ndo investigados por
Castro et al. (2008) permite conhecer os locais
infestados, visando intensificar as medidas
preventivas de contencdo da doenga e manter
as boas condi¢des fitossanitarias das lavouras
dessa regido. Portanto, objetivou-se realizar esse
levantamento empregando métodos diagnosticos
de maior precisdo como a eletroforese da esterase e
o uso de marcadores SCAR em reagdo Multiplex-
PCR, na analise de amostras de raizes de cafeeiros
Coffea arabica, coletadas em diversas lavouras de
municipios selecionados na regido sul de Minas
Gerais, a fim de mapear os focos da infestagao de
espécies do género Meloidogyne spp, utilizando-
se o sistema de informagdes geograficas (SIG’s).

2 MATERIAL E METODOS

Os municipios produtores de café
localizados na regido sul de Minas Gerais e
selecionados nesse trabalho foram Monte Belo,
Guaranésia, Muzambinho, Sdo Pedro da Unido,
Monte Santo de Minas, Guaxupé, Cabo Verde,
Bom Jesus da Penha, Juruaia, Alpindpolis e
Coqueiral. Todas as lavouras de Coffea arabica
amostradas foram aleatoriamente selecionadas
por Técnicos da Empresa de Assisténcia Técnica
e Extensao Rural (EMATER), do escritério local
de cada municipio.

Antes da coleta de amostras, calculou-se o
numero de “amostras compostas” por municipio,
tomando-se por base os dados da EMATER-
MG, contidos no Relatorio Sintético para Cultura
Permanente — Café, Safra Agricola 2009, no Estado
de Minas Gerais. De posse destas informagdes, o
tamanho total da amostra, para cada municipio, foi
obtido por:

ZZ
@12

4e°

em que Z , € o quantil superior da distribui¢do
normal padrio, considerando um nivel de
significancia igual a o € e € o erro de estimacao,
fixado em 2% de acordo com Morettin ¢ Bussab
(2014). Baseado nesses autores, 0 numero
de “amostras compostas” por municipio,
considerando a area total de café constituida pela
area em formacgdo e area em produgdo, além da
produtividade de cada municipio, obteve-se na
formula:

n=
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em que 0 n; € o tamanho da amostra no i-ésimo

municipio; n é tamanho total da amostra em todo
o Estado; Pi é a produtividade em sacas de 60
kg de café beneficiado do i-€simo municipio; 4,
¢ a area total (ha) plantados com café no i-ésimo
municipio.

Para a amostra composta, subamostras de
raizes foram coletadas a profundidade de 15 a 20
cm da superficie, na rizosfera de oito cafeeiros,
e apoOs a mistura em balde foi retirada a amostra
composta de, aproximadamente, 200 g de raizes
e solo em quantidade suficiente para envolver as
raizes e prevenir a dessecacao do material em sacos
de plastico. Em cada talhdo amostrado, foram
coletados os dados das coordenadas geograficas,
empregando o GPS de Navegagdo e a construcao
do mapa de distribuicdo de Meloidogyne spp.

As amostras das raizes foram dissecadas
com auxilio de escalpelos e pingas sob
microscopio estereoscOpico, para a retirada de
fémeas em fase inicial de postura e de coloragéo
branco-leitosa. Essas fémeas foram transferidas
para microtubos contendo tampdo de extragdo,
conforme metodologia descrita por Freitas,
Neves e Oliveira (2007), para identificacdo das
espécies de Meloidogyne, baseada no fendtipo da
enzima esterase em gel de poliacrilamida. Fémeas
desqualificadas para a analise de isoenzimas
foram analisadas por meio da técnica de SCAR-
Café, em Multiplex-PCR (CARNEIRO et al.,
2005), empregando juvenis do segundo estadio
(J2). Estes foram obtidos de cdmaras de eclosdo
preparadas com os ovos extraidos das amostras de
raizes, utilizando o método descrito por Carneiro
et al. (2004).

A extragdo do DNA gendmico e
amplificagdo SCAR-Multiplex-PCR foi realizada,
empregando-se os primers marcadores SCAR-
Café desenvolvidos por Randing et al. (2002) ex-
D15-F (CAT CCG TGC TGT AGC TGC GAGQG),
ex-D15-R (CTC CGT GGG AAG AAA GAC
TG), inc-K14-F (GGG ATG TGT AAATGC TCC
TG), inc-K14-R (CCC GCT ACA CCC TCAACT
TC), par-C09-F (GCC CGA CTC CAT TTG ACG
GA), par-C09-R (CCG TCCAGATCCATC GAA
GTC) e jav-A01-F (CAG GCC CTT CAG TGG
AACTATAC)ejav-A01-R (GCC CGA CTC CAT
TTG ACG GA), respetivamente, para detecgao de
M. exigua, M. incognita e M. paranaensis.

Salgado, S. M. L. et al.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Meloidogyne spp. foi constatado em 43,03%
das amostras, sendo que 92,95% dessas amostras
apresentaram M. exigua (Figura 1, Tabela 1).
M. paranaensis ocorreu em 4,22%, sendo que
2,81% das amostras apresentaram populagdes de
M. exigua e M. paranaensis em mistura (Figuras
2A). Dois fenotipos de esterase, E1 e E2, foram
detectados nas populacdes de M. exigua. Somente
o fenotipo E1 de M. exigua foi encontrado por
Barros et al. (2014), em lavouras cafeeiras de
café conilon, no estado do Espirito Santo, sendo
que essa espécie apresentou maior ocorréncia nas
lavouras.

Em alguns géis, esses fendtipos E1 e E2
caracteristicos da espécie, apresentaram algumas
bandas atipicas associadas, porém em baixa
frequéncia. Nesses casos, a confirmagdo da
espécie M. exigua foi obtida por meio da analise
por SCAR-PCR (CARNEIRO et al., 2005).

No municipio de Coqueiral e Alpindpolis
foi detectada a presenca de M. paranaensis nas
amostras analisadas (Tabela 1, Figura 2). Em
Coqueiral, verificou-se a presenga de M. exigua em
area ao lado da area infestada por M. paranaensis,
dentro da mesma lavoura. E comum a ocorréncia
de mistura de espécies de Meloidogyne, numa
mesma lavoura cafeeira. A presenga de alguma
isoenzima, em mistura com aquelas que compdem
o fenotipo tipico da espécie, € comum nas analises
de diagndstico.

Ao analisar 54 populagoes de Meloidogyne
de diferentes areas cultivadas com café nos estados
de Sdo Paulo e Minas Gerais, Carneiro et al.
(2005) identificaram as espécies M. incognita (Est
I1), M. paranensis (Est P1) e M. exigua (Est E1),
numa populacdo pura atipica designada Est Br2 e
populagdes atipicas em mistura. Carneiro, Almeida
e Carneiro (1996), analisando o perfil de esterase
em amostras de todo o Brasil, identificaram trés
principais espécies de Meloidogyne do cafeeiro,
M. incognita, M. hapla, M. exigua. Carneiro,
Almeida e Quénéhervé (2000), analisando o
perfil de esterase, identificaram trés espécies
de Meloidogyne do cafeeiro, M. paranaensis,
M. exigua e M. coffeicola. Muniz et al. (2008)
verificaram trés fenotipos de esterase (E1, E2 e
E3) em populagdes de M. exigua, oriundas de area
de cultivo de café no Brasil, Bolivia e Costa Rica.

Apenas no municipio de Guaranésia, a
amostragem revelou-se negativa para Meloidogyne
sp. (Tabela 1). No municipio de Cabo Verde,
94,8% das raizes das amostras apresentaram
sintomas tipicos do nematoide das galhas.
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FIGURA 1 - Distribuicdo espacial de Meloidogyne spp. nos municipios da regido sul de Minas Gerais, Brasil.

TABELA 1 - Frequéncia de ocorréncia de Meloidogyne exigua e M. paranaensis, detectados com base em
fendtipos de esterase e SCAR-PCR, em amostras de raizes de cafeeiros retiradas de lavouras localizadas na regiao
sul do estado de Minas Gerais.

Municipio N° amostras Frequéncia (%) Frequéncia (%) dos
da Espécie Fendtipos de esterase

Bom Jesus da Penha 8 25 Me* I
Cabo Verde 39 49 Me* I
Guaranésia 13 - -
Guaxupé 20 1 Me 1% E2
Juruaia 15 26 Me* I
Monte Belo 9 40 Me 40% E2
Monte Santo de Minas 28 54 Me 12% E1; 42% E2
Muzambinho 16 1 Me 1% E2
Sédo Pedro da Unido 11 36 Me 18% E1; 19% E2
Coqueiral 3 50 Me; 50 Mp 50% E1; 50% P1
Alpinopolis 3 100 Mp 100% P1
TOTAL 165 - -

Me: Meloidogyne exigua. Mp: Meloidogyne paranaensis, Me*: baseado nos sintomas causados por M. exigua.
E1l e E2: fenotipos de esterase de M. exigua com 1 ou 2 bandas, respectivamente. P1: fenotipo de esterase de M.
paranaensis. I: nimero insuficiente ou fémeas inadequadas para a analise de isoenzimas.
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FIGURA 2 - Fenoétipos de esterase de Meloidogyne exigua (E1) e de M. paranaensis (P1) de lavouras dos
municipios de Coqueiral (A) e de duas amostras (Pla ¢ P1b) de Alpindpolis (B). J3: Controle M. javanica.

No entanto, em 48,6% dessas amostras foi
confirmada a espécie M. exigua e, no restante, nao
ocorreu formacgao de banda no gel de eletroforese.
A sintomatologia de galhas tipicas de M. exigua
com fé€meas nas raizes foi observada em algumas
amostras dos municipios de Bom Jesus da Penha
e Juruaia.

Em lavouras no Espirito Santo, Barros
et al. (2014) detectaram por meio dos fenotipos
de esterase M. incognita, M. paranaensis em
Coffee canephora, e M. incognita, M. exigua ¢ M.
paranaensis em Coffee arabica.

A auséncia de Meloidogyne sp. em
Guaranésia deve ser analisada, cautelosamente.
Uma amostragem mais intensificada na regido seria
prudente, porque a distribuicdo dos nematoides
em agregados no solo pode levar a um resultado
falso negativo. Nesse caso, deve-se considerar que
o nimero de amostras em municipios com baixa
infestag@o deve ser maior que aquele estimado pela
formula, para assegurar a detec¢do do nematoide
das galhas. De acordo com Herve et al. (2005),
um grande numero de amostras ¢ necessario para
estimar a populagdo com eficacia especialmente
para baixos niveis populacionais.

Nesse trabalho, foi possivel identificar varios
fatores que dificultaram o trabalho minucioso de
levantamento de nematoides em areas cafeeiras.
Destacam-se a permiss@o inicial para adentrar a
propriedade e a colaboragdo do proprietario para
percorrer toda a area, visando uma amostragem
representativa. A realizacdo dessa amostragem

nem sempre ¢ vista pelo produtor como uma
forma de impedir a disseminagdo de pragas. A
simples possibilidade de detectar a presenca de
nematoides, especialmente numa cultura perene,
pode significar para ele a chance de depreciagdo
da propriedade. Outra dificuldade, diz respeito a
analise no laboratorio. Nem sempre, as fémeas de
Meloidogyne spp. nas raizes estdo em condi¢des
adequadas para o estudo isoenzimatico, porque o
sistema radicular esta em processo de degradagio
provocada pelos nematoides, ou porque as raizes
estdo secas, devido ao déficit hidrico. Uma opgao
seria multiplicar a populagdo em um hospedeiro,
por cerca de 50-60 dias, o que demandaria tempo
e espaco em casa de vegetagdo. Outra alternativa
¢ a utilizac@o da técnica de SCAR-Multiplex PCR
(CARNEIRO et al., 2005). Ela permite identificar
as principais espécies de Meloidogyne do cafeeiro,
com base nos juvenis obtidos a partir de ovos em
camaras de eclosdo, o que elimina o problema das
fémeas fora da fase ideal, mas ressalta-se que ¢
uma técnica ainda de uso reduzido nos laboratorios
de rotina. Em amostras de solo e raizes de
areas cafeeiras coletadas por extensionistas da
EMATER no estado do Parana, Krzyzanowsky et
al. (2001) observaram a presenca de Meloidogyne
paranaenses € M. incognita.

Meloidogyne paranaensis nos municipios
de Alpinopolis e Coqueiral ocorreram em
focos identificados inicialmente pela condigdo
depauperada das plantas infestadas. Esses focos
de infestacdo caracterizam um modelo agregado
de ocorréncia desse nematoide na regido.
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FIGURA 3 - Perfis de amplificagdo de DNA de Meloidogyne exigua (area 1) e M. paranaensis (4rea 2) do
municipio de Coqueiral, utilizando marcadores SCAR-Café especificos para essas espécies. M: marcador de peso
molecular; + P: Controle positivo para M. paranaensis; +1: Controle positivo para M. incognita; +E: Controle

positivo para M. exigua; -: Controle negativo.

Para estas areas, recomenda-se que
medidas de contencdo como a intensificacdo da
fiscalizagdo do transito de mudas, de maquinas e
de equipamentos nesses municipios, para conter
o avanco da area infestada. Além disso, adotar
medidas para eliminar esses focos pode evitar o
aumento da populagdo do nematoide na lavoura.
Isso deve ser acompanhado de estudos para
monitorar a dissemina¢ao de M. paranaensis além
de acompanhar a entrada de novas espécies nessa
importante area cafeeira do estado de MG. Nesse
aspecto, destaca-se a ocorréncia de M. paranaensis
em lavouras do municipio de Alpindpolis, com
risco de disseminacdo desse nematoide para
municipios vizinhos, que sdo importantes na
produgdo de café na regido sul de Minas Gerais.

4 CONCLUSOES

- Meloidogyne paranaensis ocorre em
100% das amostras positivas, para o nematoide
das galhas em Alpinopolis e Coqueiral

- Meloidogyne exigua ocorre em 92,95% do
total de amostras coletadas na regido sul de Minas.

- As espécies M. exigua ¢ M. paranaensis
ocorrem em importantes municipios produtores de
café na regiao sul de Minas.
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