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Resumo - Randig, 0.; R.M.D.G. Carneiro & P. Castagnone-Sereno. 2004. Identifica~ao das principais especies de Meloidogy"e
parasitas do cafeeiro no Brasil com marcadores SCAR-cafe em multiplex-PCR.

Os nemat6ides das galhas, genero Meloidogyne, representam uma das principais pragas para diversas culturas de importiincia
agricola no Brasil e no mundo. Na cultura do cafe, urn dos principais produtos de exporta~ao do pals, ocorrem tres especies
principais: M. exigua, M. incognita eM. paranaensis, cuja diagnose consome muito tempo e esfor90. A identifica9ao correta
dessas especies e de fundamental importiincia para a escolha de metodos de contra Ie mais adequados. Recentemente, marcadores
esp6cie-especfficos do ripo RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) foram identificados para essas tres eSpCciese
transformados ern marcadores tipo SCAR (Sequence Characterized Amplitled Region). 0 potencial de L1S0 desses marcadores na
diagnose foi avaliado em quinze popu)a~f>csde Meloidogy"e spp. parasitas do cateeiro no Brasil, America Central e HavaL as
primers SCAR-cafe em condi~ao multiplex-PCR (Polymerase Chain Reaction) permitiram a identifica~ao correta das tres esp6cies
parasitas do cafe a partir da amplifica~ao de um fragmento de tamanho especffico para cada especie: 562 pb para M. exigua, 399
pb para M. incognita e 208 pb para M. paranaensis. Nenhuma amplifica~ao foi observada para as outras especies testadas
(M. arabicida, M. armaria, M. mayaguensis e MeloidogYlle spp.). Os mesmos fragmentos tambern foram amplificados de maneira
especffica quando 0 DNA de duas uu tres especies foi misturado em diferentes propor~5es. 0 nlvel mfnimo para detec.;ao de
misturas de especies foi estimado em r %. Os primers SCAR-<:ate amplificaram igualmente as fragmentos esp6cie-cspecfficos
utilizando 114 de DNA extraldo de uma massa de ovos. A tecnica SCAR-Multiplex-PCR apresentou potencial para a identifica.;lio
de especies de Meloidogy"e em amilises lalxxatoriais de rotina, permitindo urn diagn6stico preciso a partir de suspensao de ovos
ou de massa de avos. Como vantagens, mostrou ser relativamente rapida, de flicil interpreta~ao e sensfvel na detCC9aode misturas
de especies, situa.;ao muito freqtiente em condic;:i.1esde campo no Brasil.

Palavra'J-<have: nemat6ide das galhas, marcador molecular. M. exigua, M. incognita, M. paranaellsis.

Summary - Randig. 0.; RM.D.G. Carneiro & P.Castagnone-Sereno. 2004. Identification of Brazilian coffee-damaging species
of Meloidogyne using SCAR ..-coffee markers in multiplex-PCR.

The root-knot nematodes. MeloidogYlle spp., are one of the most important pests tor several crops in Brazil and worldwide. In
coffee plantations in Brazil, M. exigua, M. il/COgllita and M. paml/aellSis are the most important species, and their identification
is very lengthy and difficult. The correct identification of Meloidogy"e spp. is very important for the choice of more appropriate
control methods based on IMP. Recently, specific RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) markers were identified for
these three species and transformed into SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) markers. The diagnostic potential of
these markers was tested with fifteen populations of Meloido8-Yfle spp. parasites of ~offee in Brazil, Central America and Hawaii.
The primers SCAR-coffee in multiplex-PCR (Polymerase Chain Reaction) allowed the correct identification of the three most
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tambem estao sendo investigadas (Gon<;alves el al., 1996;

Anzueto et al.. 2(01). Entretanto, as fontes de resistencia
identificadas ate 0 presente nao permitem 0 controle do
conjunto das especies do nemat6ide das galhas do cafeeiro
(Gon<;alYes.1992. Campos el aI., J 990; Gon<;alves& Pereira,
1998; Silvarolla et. at, 1998).

Dessa maneira, a identifica<;ao correta das eSpCcics de
Meloidogyne e aspecto muito importante, tanto para os testes
de resistencia em programas de melhoramento vegetal, como
para a escolha de medidas de controle mais adaptadas a cada
situa<;iio.

Os metodos usuais de identifica~ao de especies de

Metoidogyne san baseados em criterios morfol6gicos
(Hirschmann, 1985) e bioqufmicos (Esbenshade &
Triantaphyllou. 1987; 1990). Em geral. muito trabalhosos e
empregados sobretudo para femeas. Para fins agron6micos, 0
ideal seria dispor de metoda de detec<;aorapido, aplicavel a
um s6 individuo, de qualquer estadio de desenvolvimento.

As primeiras tecnicas de biologia molecular aplicadas para
nemat6ides fitopatogenicos envolveram a analise do
polimortismo de fragmentos obtido pela digestao do DNA
total com enzimas de restri~ao (RFLPs - Restriction Fragment
Length Polymorph isms) (Curran et at., 1985).Mas foi somcnte
gra<;asa tecnica de amplifica~ao de DNA por PCR que uma
melhor discrimina<;ao interespecifica pode ser obtida e que
metodos de diagn6stico foram propostos, como pol'exemplo,
a amplifica«ao de regioes de DNA mitocondrial ou
ribossomico (Powers & Harris, 1993 ; Petersen et al., 1997).

Atualmente, numerosas tecnicas sao disponiveis (Jones et aI.,

1997), mas sua utilizac;ao, na maioria dos casos. pcrmanece
Iimitada aos laborat6rios de pesquisa e nao san generalizadas
para condi«oes de amilise de rotina. 0 metodo de RAPD ­
Random Amplified Polymorphic DNA (Williams et al .• 1990;

Welsh e Mcclelland, 1990) tern sido utilizado para muitos
estudos. uma vez que e sensivel. rapido e relativamente
simples, al6mde nao requerer informa~Oesacerca daseqiiencia
nucleotidica do DNA gen6mico.
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Introdu~o

o Brasil c um dos principais produtores / exportadores de
cafe no mundo e uma das principais pragas dessa cuhura sao
os nemat6ides das galhas pertencentes ao genero Meloidogyne.

Atualmente. em lomo de 15eSpCciesja foram descritas como
parasitas do cafeeiro no mundo (Campos et aI., 1990; Carneiro
& Almeida, 2(00). Mais particularmente no Brasil, as
planta<;6esde cafeeiro sao parasitadas. na maioria dos casos.
pur tres esp6cies prinl:ipais: M. exigua Goeldi, 1892, M.

incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood. 1949 e M.

paranaensis Carneiro, Carneiro, Abrantes. Santos and
Almeida. 1996 (Carneiro & Almeida, 2000; Gon'talves eta/..
2000). Melnidog)'ne exigua, exclusivamente presente no
continente Americano (Campos el aI., 1990), e a especie mais
disseminada em algumas regi6es do Brasil, sobretudo em
Minas Gerais (Campos elal., 1985). Em SaoPaulo,M. exigua,

M. incogl/ita e M. pnr(//well.fis e no Parana. M. paranaensis

e M. incognita. SaDas especics predominantes (Lordello et

al., 2001; Krzyzanowski et al .• 2001). A ocorrencia
concomitante de M. incognita e M. parallllensis. parasitando
plantas de cate, tern sido freqiientemente observada nos
campos de produ~ao (R.M.D.G. Carneiro. dados nao
publicados).

As perdas ocasionadas pOI'cssas tres especies implicam
em impOitantequeda da prod utividade global do cate (Guerra
Neto et al-, 1985;Campos el al. ,1990), sendo 0 controle desses
nematoi<..lesuc grande interesse agron0mico. Os metodos de
controle alternativos mais respeitosos ao ambicnte, como a
utiliza~ao de variedades resistentes associada a pniticas
culturais (como a rota~ao de culturas). sao os mais
recomendados. Porem, essas estrategias de controle sao, na
maiOl;adas vezes, especie-especfficas (Carneiro & Carneiro,
1982a, 1982b; Carneiro el al., 1999; Carneiro et aI., 2000).

Estudo recente identificou 0 primeiro gene que confere
resistencia a M. exigua. denominado de Mex-l (Noir el al .•

2(03). Fontes de resistencia a outras eSpCciesde M eloidogytle

important species parasitizing coffee by amplification ofa specific size fragment for each species: 562 bp for M. exigua, 399 bp for
M. incognita and 208 bp for M. paranaen.sis. No amplification was observed for the other tested species (M. arabicida, M.
arcnarin. M. mayaguensis and Meloidogyne spp.). The same fragments were unambiguously amplified when DNA of two or three
species was mixed in different proportions. The minimum level for detection of species mixtures was estimated at 1%. The primers
SCAR-coffee amplified the species-specific fragments using 14 of extracted DNA of a single egg-mass. The technique SCAR­
Multiplex-PCR presents interest for identification of species in routine analyses allowing an exact diagnosis of eggs suspension or
egg-mass. This technique is shown to be relatively fast. easy to interpret and very sensitive in the detection of mixture of species,
frequently detected in field conditions in Brazil.

i
I

I

I

I

I
I·

I



Randigi. Regina M. D. COllie.\' Caml'im & Philippe (;mtngn()ne·Serellil

Tabela I. Popula~6es de Meloidogyne spp. parasitas do cafeeiro provenientes de diferentes regioes do Brasil,

America Central e Haval (EVA).
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amplitica\iio de fragmento especffico para cad a uma das tres
especies estudadas.

Neste estudo, as primers SCAR-cafe definidos pOl' Randig
et ai. (2002) foram utilizados em rea<;ao de multiplex-PCR,
com 0 objetivo de; i) confirmar a sua especificidade testando­

os em numero maior de especies e popula<;oes docafeeiro; ii)
avaliar seu potencial para detectar misturas de esp6cies e iii)
validar seu uso para a diagn6stico em amilise de rotina de M.

exigua, M. incognita eM. pamnaensis.

Material e Metodos

Popula~oes de Meloidogyne spp. parasitas do cafe
Quinze popula<;oes de Meloiclogyne spp. parasit3s de

cafeeiros do Brasi I, America Central e Havaf foram estudadas

(Tabela I). As especies foram inicialmente identificadas pelos

fen6tipos de esterase a partir de femeas jovens (Carneiro &
Almeida, 2(01). Ap6s identifica<;uo, as popula\Oes foram

multiplicadas em cafeeiro (Coffea arabica L.) ;Mundo Novo'
ou tomateiro (Lycopersicu1Il esculentum Mill.) Santa Cruz

;Santa Clara', em casa de vegetar;:ao. A extrar;:ao dos ovos

para obtcnr;:iio de DNA foi feita a partir de rafzes infestadas de

cafeeiro ou tomateiro utilizando 0 metodo descrito pOI'
Carneiro et al. (2004).

Extra~iio do DNA
o DNA genomico foi extrafdo de aIfquotas de 200 a 300

IlL de avos para cad a populayao de Meioidogyne spp. de

acordo com a metodologia descrita par Randig et al. (2002).

Lavras. MG, Brasil
Quintina. MG. Brasil
Santa Tcrcza. SP, Brasil
Londrina. PR. Brasil

Apucarana, PR, Brasil
Londrina. PR, Brasil
La Providcncia, Palin, Guatemala
Panorama, San Marcos, Guatemala
Los Manaques. Quezaltcmango, Guatemala
Havaf. EUA

Juan Vinas, Cartago. Costa Rica
Monte Belo. Santiago Maria, EI Salvador
Petrolina. PE. Brasil
Cruz Grande, Izalco, El Salvador
El Rosario. lzalco. EI Salvador

C6digo
ex I
cx2
incl
inc2

inc3
inc4

pari
pur2

par3
par4
ara
arc

may

spl
sp2

Especies
M. exigua
M. exigI/a

M. il/cognifa
M. incogni/a
M. incognila
M. inr.ognila
M. paranaensis
M. paranaensis
M. parWlaensis
/vl. paralluensis
M. arabicida
M. arellaria

M. mayaguensis
Me/oidogYlle sp.

Me/oido~.

abordagem mais recente e a conversiio dos marcadores
em SCAR (Sequence Characterized Amplified

tenno cunhado POI' Paran & Michelmore (1993)

definir marcadores RAPD cuja seqUencia interna tenha

permitindo compoI' primers mais longos,

em GC e de seqUencia especffica. Entre as vantagens

marcadores SCAR. em rela\uo aos de RAPD, destaca-se

maioI' reprodutibilidade, pois a tc~cnica RAPD, quando

sob diferentes condi~Oes, tais como qualidade e
do DNA, marcas de enzima e de terrnociclador,

apresentar varia\3.o no perfil amplificado (Jones et aI.,

Os marcadores SCAR podem ser uti lizados como

de referencia ffsica do genoma, servindo para
ou como marc adores gencticos, quando estao

a algum gen6tipo de interesse (Noir ef aI., 2003;
ef al., 2002; Xu et aI., 2001; Lecouls ef aI, 1999)

Nos nemat6ides das galhas, marcadores SCAR ja foram

desenvolvidos para identificar duas especies quarentemirias,

M. chiflVoodi Golden, O'Bannon, Santo and Finley, 1980 e

Mfalfar Karssen, 1996, ou ainda, para separar as tres especies:
M. incognita, M. javanica (Treub, 1885) Chitwood. 1949 e

M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949, presentes

principal mente em regi6es tropicais e subtropicais ou em

plantios em sistema protegido (Zijlstra, 2000; Zijlstra et al.,
Fourie et al., 2(01).

Mais recememente, marcadores SCAR especie-espedticos

foram definidos para tres principais especies de Meloiclogyne

parasitas do cafe no Brasil, M. exigua, M. incognita e M.

parallaensis (Randig et ai. 2(02). Avalia\Oes preliminares,

utilizando pequeno numero de popula90es, confirrnaram a
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Tabela 2. Caracterfsticas dos marcadores SCAR~afe desenvolvidos para a detec\=ao de Meloidogyne exigua.
MeioidogYlle incognita e MeloidogY/le paranaensis, segundo Randig er al.( 2002).

Tabela 3. Propor~6es de DNA gen6mico de M. exigua (ex 1), Meloidogyne incognita (ine!) e Meloidogyne
parallaensis (par3) utilizadas para avaliar a sensibilidade dos marc adores SCAR~afe na detec~ao de misturas de
especies.

399 pb

Especificidade de detec¢o
Inicialmcnte a especificidade dos primers SCAR-"-Cafefoi

testada em rea~aode multiplex-peR utilizando como amostra

Resultados

realizadas em volume final de 25 ~L contendo: 5 ng de DNA
au 14 de DNA de uma massa de avos; 0,5 U da Taq DNA
polimerase (Phoneutria Biotecnologia & Servirros); 1 X
tampao de reac;ao Taq DNA polimerase; 200 mM de carla
trifosfato de desoxinucleotfdeo (dNTPs - Pharmacia Biotce)
e 40 pM de cada primer SCAR-cafe (Invitrogen Life
Technologies). Para as amplificat;5es foj utilizado urn
termociclador PTC-IOa (MJ Research) program ado nas
seguintes condic;6es: desnaturat;ao inicial do DNA por 5 min
a 94°C; 25 ciclos de 30 s a 94°C, 45 s a 64 ce, e I min a 70

°C; e urn perfodo final de extensao de 8min a 70°C.
Para testar a sensibilidade de detec~ao em diferentes nfveis

de mistura, os DNA de cada ou das Ires especies (M. exigua.
M. incognita e M. paranaellsis) foram utilizados em
propor~6es de 0 a 100 % (Tabela 3) e amplificados em reac;ao
de multiplex-PCR.

as fragmentos amplificados foram separados par
elelroforese em gel de agarose 1,4 % e visualizados sob luz
ultra violeta ap6s colora~ao com bromcto de etfdio.

_______________ ._u_._~_~~ _
Primer Seqileneiado primer Fragmentoamplificado

ex-DI5-F 5 CATCCGTOCTOTAOCTOCOAGJ' 562 pb
cx-D 15-R s'CTCCOTOGOAAOAAAOACTOJ'
inc-K14-F 5'GGOATOTOTAAATGCTCCTGJ'
ine-K14-R s'CCCGCTACACCCTCAAC'rrC3'
par-C09-F s'GCCCGACTCCAITTGACGGAJ' 208 pb
E...ar-C09-R s'CCGTCCAOATCCATCO~~._0_T_C_3_' _

Especie

Nematologia Brasileira

M. incognita

Especie

M. exigua

M. paranaensis

Proporyaode DNAde cada esp~~_ie_n_a_m_i_st_u_ra--,(--,%~) _
Oa* Db Dc la Ih Ie 2a 2b 2e 3a 3b 3c

ex 1 100 0 0 98 I I 96 2 2 90 5 5
inc I 0 100 0 I 98 I 2 96 2 5 90 5

par 3 0 _n 0 100 I I 98 2 2 96 5 5 90
* as c6digos Oa, Db, Oc, Ia ..., representam as proporr;5e~ de DNA de cada especie utilizados nas reat;6es
multiplex-PCR, con forme Figura 2.

A extrac;iiodo DNA a partir de massas de ovos individuais foi
realizada conformc mctodologia descrita a seguir. Cada massa
de ovos [oi transferida para microtllbos de 1,5 mLe macerada.
em nilrogenio Ifqllido, com auxflio de uma pipeta Pasteur de
ponta [eehada. Em seguida, ao macerado foram adicionados
100 IlL de solu~ao NIB (NaCllOO mM; Tris 30 mM, pH 8;
EDTA 10 mM; ~Mercaptoethanol 0,7 ~L/mL; Triton
(NPHO) 5,6 jlUmL), centrifugado por 2 min a 10000 xg e 0

sobrenadante descartado. Ao pellet foram adicionados 15IlL
de tampao de extra\=ao(Tris-lICI 10mM, pH 9; KCI50 mM;
MgCI 1,5 mM; 0,11h.'Triton 100 X; BSA 0,2 mg/mL;
Proteinase K 120mg/mL) e ap6s homogenei7.a~o, a suspensao
foi incllbada por 2 h a 55°C. Em seguida, () volume foi
completado para 100 ilL com TE I X (Tris 10 mM, pH 8;
EDTA I mM, pH 8). a DNA obtido foi puriticado com urn
volume de fenol seguido de um volume de fen()I~lorof6rmio­
alcool isoamflico (25:24:1) e precipitado com dais volumes
de etanol absoluto pOl' 2hs a -20°C. a pellet de DNA foi
lavado (;om elanol 70 %, seeo e ressuspendido em 10 IlL de
agua bi~estilada esterilizada.

AmplificB\iio SCA R-multiplex-PCR
as pares de primers SCAR~afe (Tabela 2) utilizados por

Randig et al (2002) para separar as tres especies de
Meloidogyne, foram misturados em quantidades equimolares
e utilizados em rea<;:aamultiplex-PCR. As rea~6es foram

4
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com 0 DNA genomico das tres espeeies (M. exigua, M.
incogllita e M. parallaensis) em diferenles nfveis de mistura

(Figura 2). Independente da proPOr<raoutilizada. os fragmentos

de cada uma das tres espeeies foram amplifieados
especificamente, () que permitiu detectar a presenc;a das

diferenlcs especies em cada rnistura. Alem disso, foi passivel
deteclar a presen<ra de cada uma das Ires especics consideradas

a partir de I % de DNA na mistura.

Detec~o a partir de uma massa de ovos
A amplificac;ao de marcadores SCAR-cafe foi avaliada

igualmente com 0 DNA extrafdo de uma massa de ovos.

Amplificac;fics de urn fragmento SCAR especffico para M.

il/cognita, obtidoem rea<rao multiplex-PCR, foram observadas

em gel de agarose utilizando 14 do DNA extraido de uma massa

pb c Oa Ob Oc Ia Ib Ie 2a 2b 2c 3a 3b 3c

600 -

200 -

400 -

2004

1. Perfis de amplificar,;ao do DNA de 15 popula~6es de MeioidogYfle spp., parasilas do cafe no Brasil, America

e Havai (EVA), utilizando os primers SCAR--I.:afe em multiplex-peR. pb: pares de bases; e: controle negativo. Os

das popula<rao utilizadas estao represenlados na Tabela 1.

ph c ex 1 ex2 inc1 inc2 inc3 inc4 pari par2 par3 par4 ara are may sp I sp2

2. Perfis de amplifica~ao do DNA de MeioidogYlle exigI/a (ex I), M. illco~llita (inc1) e MeloidogYfle paranaensis

puro ou em diferentes propor<roes na mistura, uti lizando os primers SCAR-cafe em multiplex-PCR. pb: pares de bases;
negativo; Oa, Ob, Oc, J a ... : os eodigos rcprcscnta~ as proporc;oes de DNA de cada especie na mistura, con forme

3.

de detec~o em mistura
sensibilidade de detecc;ao desta metodologia foi teslada

gcnomico de 15 popula<roes parasitas do cafeeiro
as especies M. arabicida LOpez & Salazar, 1989

M. arenaria (1). M. mayaguellSis Rammah & Hirschmann,

(1), M. exigua (2), M. incognita (4), M. paranaellsis (4)

popula<r5es nao identificadas e provavelmente novas
et ai., 2004). Ap6s eletroforese (Figura I), foi

a presen<ra de tres fragmentos de peso molecular e
esperados: urn fragmento de 562 pb nas

pertencentes II M. exigua, urn fragmenlo de 399

populac;oes de M. incognita e urn fragmento de 208 pb

popula<roes de M. paranaeflSis. Nenhum outro fragmento
independente da especie au populac;ao teslada.
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partir de 1/4 do DNA de uma massa de ovos (dados nao
mostrados).

Nematologia Brasi/eira

1990). Par exemplo, M. parallaensis foi considerado, durante
mais de dez anos. como pat6tipo particular de M. incognita
(Carneiro et aI., 1996a). Devido Iiespecificidade de al;3.0dos
genes de resisteneia, esse erro de identificar;ao gerou e gera
ainda dificuldades na seler;ao de gen6tipos resistentes nos
programas de melhoramento de cafeeiros, visando a resistencia
aos nemat6ides das galhas.

A utilizac;ao de earacteres morfol6gicos e morfometricos
para a identificar;ao de nemat6ides exige normalmente urn
tempo de espem dos resultados, 0 que atrasa ainda mais uma
tomada de decisao sobre as medidas de controle a empregar.
As diferen<;asmorfol6gicas sao nonnalmente diffceis de serem
observadas e exigem treinamento e boa experieneia na area
de taxonomia, e muitas vezes. ter a disposir;aourn microsc6pio
eletronico de varredura (MEV). No caso dos marcadores
SCAR, a simples visualizar;ao dos produtos de amplifica<;ao
sobre luz ultra violeta, ap6s eletroforese e colora<;ll.ocom
brometo de etfdio, e suficiente para obter os resultados sem
ambigliidade. Alem disso. 0 resultado pede ser obtido em
poucas horas, sendo viavel emitir 0 diagn6stico, mais tardar,
em 24 horas.

o procedirnento multiplex-PeR foi testado com difereotes
popula<;5csde Meloidogyne parasitas do cafeeiro provenientes
de diferentes regi6es produtoras, incluindo as tres principais
especies que ocorrem no Brasil e outras especies que parasitam
o 2'atena America Central e Havaf, porem ainda nao detectadas

Massa de o"os - M. incognita
2 3 4 5 6gcpb M

600 -

200 -

400 -

de ovos (Figura 3). Fragmentos SCAR-<:afe especfficos para
M. exigua e M. parallaensis tambem foram amplificados a

Discussao

6

Os primers SCAR-<:aftS. ern condil;ao multiplex-PCR.
permitiram a identifica~ao de populal;Oes de M. exigua. M.
incognita e M. paranaensis sem arnbigtiidade. a partir da
amplifical;ao de urn unico fragmento SCAR especffico para
cada uma das tres especies. A resposta obtida e do tipo positiva
I negativa, detectando diretamente a presenl;a ou ausencia da
especie considerada. Na maioria dos casos, 0 emprego de
apenas urn criterioe/ou tecnica de identificar;aonaoe suficiente
para identificar uma especie (Quader & Riley, 2002). Segundo
Rammah & Hirschmann (1990), a morfologia do estilete dos
nemat6ides. a forma da cabe«a do macho e a configurar;ao da
regiao perineal da femea constituem criterios estaveis para
identiticar as principais especies de Meloidogyne. Uma tecnica
ainda muito utilizada no Brasil para identificar;ao de especies
parasitas do cafeeiro e 0 exame da regiao perineal de femeas.
Entretanto, Netscher (1978) e Carneiro et al. (2004) relatararn
que a regiau perineal de femeas pode as vezes levar a

identitica~ao poueo preeisa de certas especies, devido a grande
variabil idade intraespecffica dessa regiao e a grande

similaridade entre alguns tipos de padraes, como e 0 easo para
M. incognita e M. pamnae/lsis. Estes metodos san demorados
e possuem poder de discriminal;uo Iimitado, 0 que implica em
problemas de confiabi Iidade quanta a identifiear;ao espedfica
de certas popula<;f>esde MeioidogY/le spp. (Campos et aI.,

'II

I

II

;1
'jI
"

I

] I Figura 3. Perfis de amplificar;ao do DNA de massas de ovos (1 a 6) de MeioidogYlle incognita utilizando os primers SCAR-i! cafe em multiplex-PCR. M: marcador de peso molecular (200pb); pb: pares de bases; c: controle negativo; g: controle
positivo (DNA de MeJoidogyne incognita extrafdo a partir de avos).
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ern nosso pafs. Em todos os casos. as tres esp6cies foram

claramente identiticadas. Urn numero maiorde isolados devera

ainda ser testado, em levantamentos a campo. a fim de vahdar
esse metoda para uso em laboratorios de analise nematol6gica.

Isso sejustifica pois, apOs a defini~ii.o dos primers SCAR para
as tres principais especies tropicais M. arena rill , M. jm'anica

eM. incognita (Zijlstra et aI., 2000), sua utiliza~ao posterior

mostrou uma amplificac;ao do fragmento "especffico" de M.
incognita em um isolado particular de M. arenaria (Fourie et
ai., 2001).

Trabalhando com um "pool" de DNA gen6mico, no qual a

proporc;ao de cada uma das especies foi devidamente
contralada. as primers SCAR~afe, em reac;ao de multiplex­

PCR, permitiram detectar seguramente a composi~iio de cada

uma delas na mistura. Isto se deve principal mente ao fato de

que os primers escolhidos amplificaram urn fragmento de peso
molecular diferente para cada uma das tres especies. As

proporc;6es testadas foram relativamente baixas, mostrando
alto grau de sensibilidade do metodo em detectar misturas,

colocando em evidencia a presen~a da esp6cie a partir da
propor~ao de 1% de DNA. Esse nfvel de sensibilidade

dificilmente seria alcanc;ado se utilizassemos 0 metodo

bioqufmico com caracterizaC;ao das esterases, visto que neste
caso, seriam necessarias, em media, mais de 100 femeas, 0

que tornaria a realizac;ao da tecnica extremamente

demorada.Um outro aspecto importante, e a detecc;ao facil de

M. exigua, cujas bandas de esterase slio dificilmente

observadas, exigindo urn grande numero de femeas para sua
visualiza~ao (Carneiro et at., 1996b). Com os primers SCAR­

cafe, maioI' numero de analises pode ser realizado. uma vez

que se pode !Tabalhar wm urn pool de DNA extrafdo de cada
amostra, e nao mais com femeas individualizadas, como no
caso das e..~terases. Esse metoda torna-se ainda mais alrativo

para 0 uso em rotina, uma vel que misturas de especies em

condit;oes de campo sao frequentemente observadas.

Entretanto. um dos Iimites da tecnica e a nao determi nat;ao de

popula~Ocs atfpicas au esp6cies ainda nao identificadas, que

comumente ocorrem em Jevantamentos realizados a campo.

Nesse caso. como nenhum dos fragmentos especificos das tres

especies apareceriam, 0 resultado indicaria a presen<;a de

especie(s) diferente(s).

Os fragmentos SCAR~te foram igualmente amplificados

a partir de 1,4 do DNA de uma massa de ovos. Randig et al.
(2002) destacaram algumas vantagens dos marcadores SCAR­

cafe, dcntre das que as analises podem ser realizadas a partir

de indivfduos em qualquer estadio de desenvolvimento do
nemat6ide, incluindo aqueles provenientes de amostras de solo
e de rafres. Os resultados obtidos em nosso estudo ampliam A
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essas vantagens, mostrando que os fragmentos SCAR~afc

podem ser amplificados a partir do DNA de uma massa de

ovos. Outros metodos de identificat;ao de especies de
MeloiclugYlle a partir de um est<ldio preciso de

desenvolvimento jli foram propostos pOl' outros autores

(Powers & Harris, 1993; Zijlstra et al., 1995; Zijlstra et
al.,1997; Zijlstra et aI., 2000). Entretanto, os procedimentos
utilizados exigiam, na maioria dos casos, etapas suplementares

para diferenciat;ao das espCcies. como por exemplo uma

digestiio dos produtos de amplificac;ao obtidos ap6s PeR, ou

a realizat;iio de uma segunda etapa de amplificaqao.
As arnplificac;6es resultantes deste trabalho mostraram: i) a

especificidade dos primers SCAR-cafe, quanto testados em

condic;1io multiplex-PCR. com diferentes popula<;:oes das tres

especies de nematoides que freqiientemente parasitam 0 cafe

no Brasil e tambem com outras especies que nao ocorrem no
paIs; ii) a sensibilidade de detecc;ao de misturas entre as tres

especies, utilizando um pool de DNA da amostra (a partir de

1%); iii) a identificac;ao da especie a partir do DNAobtido de

uma massa de ovos; iv) a simplicidade de interpreta<fao dos

resultados de amplificac;ao, com resposta do tipo "positiva I
negaliva".

Considerando os resultados obtidos, indiscutivelmente os

primers SCAR ..<:af6 representam ferramenta potencial mente

interessante, dentm da 6ptica de desenvolvimento de metoda

de identificac;ao simples e confiaveI para as tres principais

esp6cies de MeloidogYfle que parasitam 0 cafeeiro. Seu uso

na pnitica permitira a diagnose para fins de recomendaC;6es

de controle e para auxiliar nos program as de melhoramento

do cafeeiro, visando resistcncia a MeioidogYlle spp ..

Entretanto, a validaqao em grande escala dos primers SCAR­
cafe devera ser realizada, tanto em diferentes laborat6rios,

hem como com outras populac;6es de Meloidogyne spp. do

cafeeiro provenientes de diferentes areas infestadas do pafs.

Literatura Citada

ANZUETO, F.; B. BERTRAND; 1.1.. SARAH; A.B. ESKES

& B.DECAZY. 2001. Resistance to Meloidogyne

incognita in Ethiopian Coffea arabica accessions.

Euphytica, 118:1-8.

CAMPOS, V.P.; R.D. LIMA & v.F. ALMEIDA. 1985.

Nemat6ides parasitas do cafeeiro. Belo Horizonte,

Informe Agropecuario, 11:50-58.

CAMPOS, V.P.; P. SILVAPALAN & N.C. GNANAPRA­

GASAM. 1990. Nematodes parasites of coffee, cocoa and

7



Idmtilicarrio das pr;/ll'ipa;,\' espil'ies de Meloidogyne parasita,\' do cafee;ro no Brasil com "'arradore~' SCAR-mfl! em multiplex-PeR

"

, :1

,,
"

; Ij
"

j

"

tea. In : Plant parasitic nematodes in subtropical and tro­

pical agriculture. Luc, M., Sikora, A and Bridge, 1. (OOs).

Wallingford, UK, CAB International. p. 387-430.

CARNEIRO, RG. & RMD.G. CARNEIRO. 1982a. Levanta­

menlO preliminar dos nemat6ides do genera Meloidogyne
associ ados a cuhura do cafe no norte do Parana, no perf­
odo de 1978 a 1980. Nematologia Brasileira, 6: 133-139.

CARNEIRO, R.G. &. RMD.G. CARNEIRO. 1982b. Sele­

<;aopreliminar de plantas para rotac;ao de culturas em areas

infestadas por Meloidogyne incognita nos anos de 1979

e 1980. Nematologia Brasileira, 6: 141-148.

CARNEIRO, R.M.D.G. & M.R.A. ALMEIDA. 2000.

Distribution uf Meloidogyne spp. on coffee in Brazil:
Identification, characterization and intraspecific

variability. In: Mejoramiento sostenible del cafe Arabica

pOl' los recursos geneticos, asistido por los marcadores
moleculares, con enfasis en la resistencia a los nematodos.

Anthony, F. and Rodrfguez, E. (eds). Tumalba, Costa Rica.
CATIE/IRD. p. 43-48.

CARNEIRO, RM.D.G. & M.R.A ALMEIDA 2001. Tecni­
ca de eletroforese usada no estudo de enzimas dos

nemat6ides de galhas para identifica~ao de especies.

Nematologia I3rasileira, 25:35-44.

CARNEIRO, R.M.D.G.; R.G. CARNEIRO; I.M.O.

ABRANTES; M.S.N.A. SANTOS & M.R.A.

ALMEIDA. 1996a. Meloidogyne paranaensis a n. sp.

(Nemata: Meloidogynidae), root-knot nematodes

parasitizing coffee in Brazil. Journal of Nematology,
28:177-189.

CARNEIRO, RM.D.G.; M.R.A. ALMEIDA & RG. CAR­

NEIRO. 1996b. Enzyme phenotype of brazilian

populations of Meloidogyne spp. Fundamental and

Applied Nematology, 19:555-560.

CARNEIRO, RM.D.G.; 0. RANDIG; L.G. FREITAS &

D.W. DICKSON. 1999. Attachment or enduspores of

Pasteuria pelletralls to males and juveniles of
Mcloidogync spp. Nematology, 1:267-271.

CARNEIRO, R.M.D.G.; O. RANDIG; RMA ALMEIDA

& A.D. CAMPOS. QOOO.Resistance of vegetable crops

to MeloidogYlle spp.: Suggestion for a crop rotation

system. Nematologia Brasileira, 24:49-54.

CARNEIRO, R.M.D.G.; M.S. TIGANO; O. RANDIG;

8

M.R.A ALMEIDA & lL.SARAH. 2004. Identification

and genetic diversity of Meloidogyne spp. (Tylenchida:
Meloidogynidae) on coffee from Brazil, Central America

and Hawaii. Nematology, 6:287-298.

CHITWOOD, B.G. 1949. Root-knot nematodes - Part I. A

revision of the genus Meloidogyne Goeldi, 1887.

Proceedings of Helm in tho logical Society of Washington,
16: 90-104

CURRAN.J.;DL BAILLIE&J.M. WEBSTER. 1985. Use

of restriction fragments length differences in genomic

DNA to identify nematode species. Parasitology, 90: 137·
144.

ESBENSHADE, P.R. & A.C. TRIANTAPHYLLOU. 1987.

Enzymatic relationships and evolution in the genus
Meloidogyne (Nematoda: Tylenchida). Journal of

Nematology, 19:8-18.

ESBENSHADE, P.R. & A.C. TRIANTAPHYLLOU. 1990.

Isozyme phenotypes for the identification of Meloidogyne
species. Journal of Nematology, 22: 10-15.

FOURIE, H.; C. ZULSTRA & H. McDONALD. 2001.

Identification of root-knot nematode species occurring

in South Africa using the SCAR-PCR technique.

Nematology, 3:675-680.

GOELDI, EA 1892. Rclat6rio sobre a molestia do cafeeiro
na Provincia do Rio de Janeiro. Archivos do Museu Na­

cional do Rio de Janeiro, 8: 7-123.

GOLDEN, A.M.; 1.H. O'BANNON; G.S. SANTO & AM.

FINLEY. 1980. Description and SEM observations of

Meloidogyne chitwood; n. sp. (Meloidogynidae), a root­

knot nematode on potato in the Pacific NorthwClit. Journal

of Nematology, 12(4): 319-327.

GONC;AL VES, W. 1992. Melhoramento do cafeeiro visando

resisteneia a nernat6ides. Informe Agropecuario.
EPAMIG, Minas Gerais, Brasil. 16:66-72.

GONC;ALVES w.; L.C.c.B. FERRAZ; M.MA LIMA &
M.B. SILVAROLLA. 1996. Rea~6es do cafeeiro as fa­

~as 1 2 e 3 de Meloidogyne incognita. Summa

Phytopathologica, 22: 172-177.

GONC;ALVES, W. & A.A. PEREIRA. 1998. Resistencia do

6 cafeciro a nemat6ides IV - Reac;ao de cafeeiros deriva­
dos do hlbrido de timor a MeLoidogyne exigua.

Nel1ultologia Brasileira



Ollil'aldo Ralldigi, Regilla M. IJ. Gomt!.\" Cameiro & f'llilipp,' Ca.l"/agIlOl/£·.Ser/!//"

Nematologia Brasiliera, 22:39-50.

GON<;:ALVES, w.; M.B. SILVAROLLA; O. GUERREIRO­
FlLHO; L.e. FAZUOLI, & H.P.MEDINA-Fll...HO. 2000.

Nematoides parasitos (MeloidogYlle spp) do cafeeiro:

Manejo gcnetico e qufmico no Brasil. In : Mejoramiento

sostenible del cafe Arabica pOl' los recursos geneticos,

asistido pOI' los marcadores molcculares, con enfasis en

la resistencia alas nematodos. Anthony, F. and Rodriguez,

E. (eds). Turrialba, Costa Rica. CATIE/IRD. p. 49-54.

GUERRA NETO, E.G.; A.M. D' ANTONIO & A.C.F.

FREIRE. 1985. Intluencia do MeloidogY/le exigua Goldi.

1887, no desenvolvimento de lavouras de CoffclI arabica

L., varicdade Novo Mundo. In : XII Congrcsso Brasilei­

1'0 de Pesquisas Cafeeiras. Caxambu, Brasil. p. 36-37.

HIRSCHMANN, H. 1985. The genus MeloidogY/le and

morphological characters differenti,lting its species. In :
Sasser, J, N. and Carter, C. G. (eds). An advanced treatise

on Meloidogy"e. Vol. I. Biology and control. Raleigh,

Ne. USA, North Carolina State University Graphics. p.
79-93.

JONES, C.1.; K.J. EDWARDS; S. CASTAGLIONE; M.O.

WINFIELD; F. SALA; C. VAN DE WIEL; G.

BREDEMEIJER; B. VOSMAN; M. MATTHES; A.

BRETISCHNETDER; R. BETTINI; M. BUTATIT; E.
MAESTRI; A MALCEVSCHI; N. MARMIROU; R.

AERT; G. VOLCKAERT; J. RUEDA; R. LINACERO;

A VAZQUEZ & A KARP. 1997. Reproducibility testing

of RAPD, AFLP and SSR markers in plants by a net work

of European laboratories. Molecular Breeding, 3:381-390.

KARSSEN, G. 1996. Description of Meloidog)'lIefallax n.sp.
(Nematoda: Heteroderidae), a root-knot nematode from

the Netherlands. Fundamental and applied Nematology,
19: 593-599.

KRZYZANOWSKI AA.; R. FIGUEIREDO; D.C. SANTI­

AGO & L. FAVORETO. 200 I. Levantamento de especi­

es e ral;as de Me/oidogYlle em cafeeiros no estado do

Parana, In: II Simp6sio de Pesquisa dos Cafes do Brasil.

Vitoria, ES, Brazil. 24-27 setembro, 2001. p.81

LECOULS, AC.; M.1. RUBIO-CABciAS; J.e. MINOT; R.

VOISIN; A. BONNET; G. SALESSES; E.
DIRLEWA."lGER&D. ESMENJAUD.1999.RAPDand

SCAR markers linked to the Ma I root-knot nemat(xle

resistance gene in Myrobalall plum (Prunus ccrasifera G

Vo/. 28( I ), 2004

Ehr.). Theoretical and applied genetics, 99 (1/2):328-335.

LOPEZ, R. & L SAlAZAR. 1989. MeloidogY"l! arabicida

sp. n. (Nemata: Heteroderidae) nativo de Costa Rica: un

nuevo y severo patogeno del cafeto. Turrialba, 39: 313­
323.

LORDELLO, ALL.; R.R.A LORDELLO &L.C. FAZUOLI.

200 I. Levantamento de eSpCcies de Meloidogyne em ca­

feeiros no estado de Sao Paulo. In : II Simp6sio de Pes­

quisa dos Cafes do Brasil. Vitoria, ES, Brazil. 24-27 se­

tembro, 2001. p. 81-82.

MIENIE, e.M.S.; H. FOURIE; M.A. SMIT; 1. VAN STADEN
& Fe. BOTHA. 2002. Identification of AFLP markers

in soybean linked to resistance to Meloidogynejavanica

and conversion to sequence characterized amplified

regions (SCARs). Plant growth regulation 37 (2): 157-166.

NETSCHER, C. 1978. Morphological and physiological

variability of species of Meloidogyne in West Africa and

implications for their control. Meded. Landb Hogesch.,

Wageningen, 3: 1-46.

NOIR, S;, F. ANTHONY; B. BERTRAND; M.-e. COMBRES

& P. LASHERMES. 2003. Identification of a major gene

(Mex-l) from Coffea callcpllOra conferring resistance to

M. exigua in Coffea arabica. Plant Pathology, 52:97-103.

PARAN, I. & R.W. MICHELMORE. 1993. Development of

reliable PCR-based markers linked to downy mildew

resistance genes in lettuce, Theoretical and Applied
Genetics, !:IS:9H5-993.

PETERSEN, D.1.: C. ZIJLSTRA: V. BLOK & Te. VRAIN.

1997. Species probes efficiently distinguish root-knot

nematodes species using signatures in the ribosomal

intergenic spacer. Fundamental and AppliedNematology,
20:619-626.

POWERS, TO. & TS. HARRIS. 1993. A polymerase chain

reaction method for identification of five major

Meloidogyne species. Journal of Nematology, 25: 1-6.

QUADER, M. & I.T RILEY. 2002. The differential host test,
mtDNA and rDNA PCR to distinguish Meloidogyne

arellaria, M. incognita and M. jm.'anica from vineyards.
In: XL International Congress of Nematology. Tenerife,

Canary Islands, Spain. 8-13 June, 2002. Nematoloy, 4: 177.

RAMMAH, A. & H. HIRSCHMANN. 1988. Meloidogyne

9



'dell/iji/'lIriio da.'· prillcipai.\· especie.I de Meloidogyne para.\'ita.,·do I'llfeeiro 110 Bra."iI ('011Imarcadore.I SCAR-('Qje em multiplex-PCR

lIlayaguensis n. sp. (Mcloidogynidae), a root-knot
nematode from Puerto Rico. Journal of Nematology, 20:
58-69.

RAMMAH, A. & H. HIRSCHMANN. 1990. Morphological

comparison of three host races of Meloidogyne javanica.

Journal of Nematology, 22 :56-68.

RANDIG, 0.; M. BONGIOVANNI; R.M.D.G. CARNEIRO

& P. CASTAGNONE-SERENO. 2002. Genetic diversity

of root-knot nematodes from Brazil and development of

SCAR markers specific for the coffee--damaging species.
Genome, 45:862-870.

SILVAROLLA, M.B.; W. GON<;ALVES & M.M.A. LIMA.

1998. Resistencia do cafeeiro a nemat6ides V - Reprodu­

~ao de Meloidogyne exigua em cafeeiros derivados da

hibrida91io de Coffea arabica com C. catlepfiora.

Nematologia Brasileira. 22:51-59.

WELSH, J. & M. McCLELLAND. 1990. Fingerpring

genomes using PCR with arbitrary primers. Nucleic Acids
Research,18:7213-7218.

WILLIAMS, lG.K.; A.R. KUBELIK; KJ. LIVAK; I.A.
RAFALSKI & S.Y. 'l1NGEY. 1990. DNA polymorphisms

amplified by arbitrary primers are useful as genetic
markers. Nucleic Acids Research, 18:6531-6535.

10

XU, 1.; T. NARABU; T. MIZUKUBO & T. HIBI. 2001. A
molecular marker correlated with selected virulence

against the tomato resistance gene Mi in Meloidogyne

incognita, M. javanica, and M. arenaria. Phytopathology,
91(4):377-382.

ZULSTRA, C. 2000. Identification of Meloidogyne chitw()()(./i,

M. Jallax and M. hapLa based on SCAR-PCR: a powerful

way of enabling reliable identification of populations or
individuals that share common traits. European Journal

of Plant Pathology, 106:283-290.

ZULSTRA, C.; A.E.M. LEVER; BJ. UENK & C.H. VAN

SILFHOUT. 1995. Differences between ITS regions of

isolates of root-knot nematodes MeLoidogyne hapla and

M. chitwoodi. Phytopatology, 85:1231-1237.

ZIJLSTRA, c.; BJ. UENK & c.H. VAN SILFHOUT. 1997.

A reliable, precise method to differentiate species of root­
knot nematodes in mixtures on the basis of ITS-RFLPs.

Fundamental and Applied Nematology, 20:59-63.

ZIJLSTRA, c.; D.T.H.M. DONKERS-VENNE & M.

FARGETTE. 2000. Identification of Mf!Loidogyne

incognita, M. javanica and M. arenaria using sequence

characterised amplified regions (SCAR) based PCR

assays. Nematology, 2:847-853.

NematoLogia Brasileira


