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Resumo - Carneiro, R M.D.G,, O. Randig, M.R.A. Almeida & W. Gongalves. 2005. Identificagfio e caracterizacdo de espécies de
Meloidog¥ne em cafeeiro nos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais através dos fen6tipos de esterase e SCAR-Multiplex-PCR

Este estudo incluiu 54 populagdes de Meloidogyne de diferentes dreas cultivadas com café nos Estados de Sdo Paulo e Minas
Gerais e possibilitou a identificagdo das principais espécies de nematdides das galhas, sobretudo em campos do IAC de selegio
para resisténcia de cafeeiros a esses nematdides. Com a utilizagio da eletroforese, os perfis das esterases confirmaram ser especi-
ficos e uma Gtima ferramenta para identificacio dos nematdides de galhas do cafeeiro: M. incognita (Est11,Rm: 1,0 e Est12, Rm:
1,55 €2,05), M. paranaensis (Est P1, Rm: 1,36), M. exigua (Est El, Rm: 1,55; E2, Rm: 1,55, 2,05) e uma populag@o pura atipica
(Est Br2, Rm: 0,92, 1,02). Outros fenétipos de esterase atipicos foram detectados misturados com as principais espécies. M.
incognita, M. paranaensis, M. exigua e Meloidogyne sp. foram detectadas nas porcentagens de 42,9, 33,3, 21,4 e 2,4, respectiva-
mente. As populagdes de Meloidogyne apareceram misturadas em 24% das amostras, com a predominancia de M. incognita e M.
paranaensis. As mesmas populagtes de Meloidogyne spp. foram analisadas usando os marcadores SCAR em reagdo de Multiplex-
PCR. Essas andlises foram realizadas usando seis primers SCAR (inc-K14-F, inc-K14-R, ex-D15-R, ex-D15-F, par-C09-F e par-
C09-R) em uma unica reagiio de PCR. O método SCAR-Multiplex-PCR permitiu uma diferenciacdo precisa das trés principais
espécies individualizadas ou misturadas, e o scu potencial para aplicagiio em diagnose de rotina foi confirmado.

Palavras-chave: nematdide de galhas, levantamento, isoenzimas, marcadores moleculares

Summary - Carneiro, RM.D.G, O. Randig, M.R.A. Almeida & W. Gongalves. 2005. Identification and characterization of
Meloidogyne species on coffee from Sdo Paulo and Minas Gerais States of Brazil using esterase phenotypes and SCAR-PCR

multiplex.

This study included 54 populations of root-knot nematodes, originating from different coffee fields in Sdo Paulo and Minas
Gerais States, Brazil. Consequently, it provided the identification of main species parasitising coffee in these States, especially at
IAC- screening areas for resistance to Meloidogyne spp. Appling the electrophoretic procedure, esterase phenotypes are confirmed
to be species-specific and a good tool for identifying root-knot species from coffee: M. incognita (Est11, Rm:1.0; Est 12, Rm: 1.05,
1.1), M. paranaensis (Est P1, Rm;1.36 ), M. exigua (Est E1, Rm: 1.55; Est E2, Rm: 1.55, 2.05) and one unknown population (Est
Br2, Rm 0.92; 1.02). Other atypical Est phenotypes were detected mixed with the main species. Meloidogyne incognita, M.
paranaensis, M exigua and Meloidogyne sp. were detected at percentages of 42.9, 33.3, 21.4 and 2.4, respectively. Mixed populations
were found in 24% of the samples with the predominance of M. incognita and M. paranaensis. The same populations of Meloidogyne
spp. were analysed using Multiplex PCR amplifications. These analyses were performed using six SCAR primers (inc-K 14-F, inc-
KI14-R, ex-D15-R, ex-D-15 R, ex-D15-F, par-C09-F, and par-C09-R) together in a single PCR reaction. The multiplex PCR
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allowed the unambiguous differentiation of the three main species alone or in mixtures and its potential for application in routine

diagnostic procedure has been confirmed.

Keywords: Root-knot nematodes, survey, isozymes, molecular markers.

Introducao

Os nematdides do género Meloidogyne constituem uma
ameaga aos cafezais em vdrias regides produtoras do mundo.
Durante as dltimas décadas, estudos de levantamento mostra-
ram uma extensiva gama de espécies capazes de parasitar as
raizes do cafeeiro e que a distribuigdo das espécies diferiam
muito de um pais ao outro (Campos et al., 1990). Os
nematdides de galhas estdo amplamente distribuidos em cafe-
zais no Brasil, onde causam grandes perdas aos produtores e
a economia do pais. Levantamentos recentes realizados em
cafezais detectaram a gredominancia de M. exigua Goldi, 1892
em Minas Gerais (V.P. Campos, comunicagio pessoal) e um
aumento significativo de M. paranaensis Cameiro et al. 1996
e M. incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949 no
Paran4 (Krzyzanowski er al., 2001) e Sdo Paulo (Lordello ez
al., 2001). Meloidogyne coffeicola Lordello & Zamith, 1960
foi reportado por muitos anos em cafezais nos Estados do
Parand e de Sdo Paulo. Acredita-se que M. coffeicola tenha
sido erradicado de muitas plantagdes durante a renovagio dos
cafezais, principalmente apds a geada de 1975 (Campos et
al., 1990). Carneiro et al. (2004) sugeriram que as espécies de
Meloidogyne spp. do cafeeiro do Brasil e de outros pafses sdo
freqiientemente identificadas incorretamente devido ao uso
da regido perineal e hospedeiros diferenciadores como
pardmetros especificos.

Recentemente, um estudo baseado em 18 populagdes de
Meloidogyne spp. provenientes de cafezais de diferentes re-
gides do Brasil, América Central e E.U.A, estabeleceu a iden-
tificagdo das principais espécies € caracterizou a diversidade
genética dos nematdide de galhas do café desses paises, com
respeito aos fendtipos de esterase, morfologia e polimofismo
molecular (Carneiro et al., 2004). Os fendtipos de esterase
(Est) mostraram-se especificos e uma Stima ferramenta para
identificar espécies de Meloidogyne em café, a saber: M.
incognita (Est11,12), M. paranaensis (EstP1,P2), M. arenaria
(Neal, 1889) Chitwood, 1949 (Est A2), M. arabicida 1.6pez
& Salazar, 1989 (Est AR2), M. exigua (Est El), M.
mayaguensis Rammah & Hirschmann, 1988 (Est M2) e duas
populagdes desconhecidas, provavelmente novas espécies (Est
SA2, SA4). Os padrdes perineais foram um critério subjetivo
e pouco preciso quando usados isoladamente. Mas, quando
usado como um método complementar junto com caracteri-
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zagio enzimética foi essencial para conferir a consisténcia
morfol6gica da identificagdo. As caracterfsticas de machos
foram importantes para confirmar a diagnose de algumas es-
pécies que podem ser diferenciadas usando machos. Este € 0
caso de M. paranaensis, M. konaensis Eisenback et al., 1994
e M. incognita, estudados neste trabalho. Os resultados obti-
dos com os marcadores tipo RAPD foram consistentes com
os fendtipos de esterase e caracteristicas morfolégicas. Bai-
xos niveis de polimorfismo foram detectados em M. exigua
(8.6%), M. incognita (11.2%) e M. paranaensis (20.3%). Por
outro lado, M. arenaria e duas espécies ndo identificadas,
exibiram niveis mais altos de variabilidade intra e inter espe-
cificas (34.9 € 29.9%, respectivamente).

Em outro estudo, marcadores espécie — especificos do tipo
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) foram iden-
tificados para as trés principais espécies parasitas do cafeeiro
do Brasil (M. exigua, M. incognita e M. paranaensis) € trans-
formados em marcadores tipo SCAR (Sequence Characterized
Amplified Region) (Randig et al., 2002). Recentemente,
Randig et al. (2004) utilizaram 15 populagdes de Meloidogyne
spp. parasitas do cafeeiro no Brasil, América Central e Havai
para validar esses marcadores. Os primers SCAR em condi-
¢io multiplex-PCR permitiram a identificagio correta das trés
espécies parasitas do café a partir da amplifica¢do de um frag-
mento de tamanho especifico para cada espécie: 562pb para
M. exigua, 399pb para M. incognita e 208pb para M.
paranaensis. Nenhuma amplificagao foi observada para as
outras espécies testadas (M. arabicida, M. mayaguensis, M.
arenaria e Meloidogyne spp.). Os mesmos fragmentos tam-
bém foram amplificados de maneira especifica, quando o DNA
de duas ou trés espécies foi misturado em diferentes propor-
¢oes. O nivel minimo para detecgdo de misturas de espécies
foi estimado em 1%. A técnica SCAR multiplex-PCR apre-
sentou interesse para identificagio de espécies em anilises
laboratoriais de rotina, permitindo um diagnéstico preciso de
um juvenil de segundo estdgio (J2), fémea ou massa de ovos;
relativamente répido e de facil interpretago. Foi também,
muito sensfvel na detecgo de misturas de espécie, situagdo
muito freqiiente em condi¢des de campo no Brasil (Randig et
al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi identificar as espécies de
Meloidogyne spp. ocorrentes nos Estados de So Paulo e Minas
Gerais, em 4reas de selegdo de cultivares resistentes do Insti-

Nematologia Brasileira




Regina M. D. Gomes Carneiro, Onivaldo Randig, Maria Ritta Alves Almeida & Wallace Gongalves

tuto Agronémico de Campinas (IAC), através dos fenétipos
das esterases e marcadores SCAR em reagio de multiplex-
PCR, e validar esses marcadores moleculares para o diagnés-
tico em andlises de rotina.

Material e Métodos

Cingiienta e quatro populag¢des de Meloidogyne spp. foram
estudadas (Tabela 1) e mantidas em tomateiros (Lycopersicon
esculentum var. Santa Clara) e cafeeiros (Coffea arabica var.
Mundo Novo), em condig¢Ges de casa de vegetacio nolAC.
Fémeas foram coletadas, individualmente, a partir de raizes
infectadas de tomateiros ou cafeeiros. Para extragio dos ovos,
foi utilizada a metodologia descrita por Carneiro ez al., 2004.
Eletroforeses foram realizadas em géis de poliacrilamida
(11x18 cm, Imm de espessura) em cuba Permatron CL18,
usando a técniap proposta por Carneiro & Almeida (2001).
Meloidogyne javanica foi usada como referéncia para as
isoenzimas. Os fendtipos de esterase foram designados com
uma letra sugestiva das espécies que eles designam e um ni-
mero que indica a quantidade de bandas.

O DNA gendmico foi extraido de aliquotas de 30 a 200 ul
de ovos de cada populagio de Meloidogyne spp. de acordo
com a metodologia descrita por Randig et al. (2002). Os pa-
res de primers SCAR-café (Randig et al., 2002, 2004), defini-
dos para cada uma das trés espécies, foram misturados em
quantidades equimolares e utilizados em rea¢do multiplex-
PCR. As reagtes foram realizadas em volume final de 25ul
contendo: Sng de DNA; 0,5 U da Tag DNA polimerase
(Phoneutria Biotecnologia & Servigos); 1X tamp@o de reacdo
Taq DNA polimerase; 200uM de cada desoxinucleotideo
trifosfato — dNTPs (Pharmacia Biotec) e 40pM de cada primer
SCAR-café. Para as amplificagdes foi utilizado um
termociclador PTC-100 (MJ Research) programado nas se-
guintes condi¢des: desnaturacdo inicial- do DNA por 5min a
94°C; 25 ciclos de 30s a 94°C, 45s a 64°C, e Imina 70°C; e
um periodo final de extensdo de 8min a 70°C. Os produtos de
amplificagdo foram separados em gel de agarose 1,4 % ¢
visualizados em luz ultra violeta, apds a coloragdo com
brometo de etidio

Resultados e Discussao
Este trabalho incluiu populag¢tes de Meloidogyne spp. prove-

nientes de cafeeiros, de diferentes dreas experimentais, onde
o IAC realiza ensaios de sele¢do de gendtipos de cafeeiro
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quanto a resist€ncia aos nematéides de galhas. Conseqiien-
temente, possibilitou a identificagio das principais espécies
de nematdides das galhas, presentes nessas dreas nos Estados
de Sao Paulo e Minas Gerais (Tabela 1, Fig. 1). Com a utiliza-
¢do dos perfis das esterases (Fig. 2), pdde-se proceder ao re-
conhecimento de dois padrdes para M. incognita (Est 11, Rm
1,0eEst12, Rm: 1,55 €2,05), um padrdo para M. paranaensis
(EstP1,Rm: 1,36), dois padrdes para M. exigua (EstEl, Rm:
1,.55; E2, Rm: 1,55 e 2,05), e uma populagio atipica (Est
Br2, Rm 0,92 e 1,02) (Fig. 2), que ocorreu em apenas uma
drea. Os perfis de esterase I1 e 12 foram descritos como per-
tencentes a M. incognita por Pais & Abrantes (1989) e Car-
neiro et al. (2002 e 2004) e estdo provavelmente
correlacionados a duas subespécies de M. incognita e recen-
temente reavaliadas por Randig et al. (2002) e Carneiro et al.
(2004), utilizando técnicas moleculares ¢ morfol6gicas. En-
tretanto, esses trabalhos analisaram poucas populagées e um
estudo detalhado de vérios isolados e ragas de M. incognita
do café seria recomendado. O perfil de esterase Br2 (Fig. 2)
observado na populagdo P07/03 foi identificada como
Meloidogyne sp. e é semelhante aquele previamente detecta-
do nas culturas de soja (Castro et al., 2003) e bananeira
(Cofcewicz et al., 2004, 2005). Estudos moleculares realiza-
dos com os isolados da bananeira, provenientes do Brasil e da
Martinica, mostraram que essas duas populagdes se agrupa-
ram com 100% de “bootstrap” com M.incognita, mas com
62,4% de polimorfismo, evidenciando ser uma populagdo
préxima do grupo M. incognita, mas com uma grande varia-
bilidade intraespecifica (Cofcewicz et al., 2004, 2005). As-
sim, para a identificagdo a nivel especifico do fendtipo de
esterase Br2, estudos detalhados, quanto & morfologia e
morfometria das fémeas, machos e juvenis do segundo esté-
dio precisam ser realizados.

De uma maneira geral, alguns perfis de esterase atipicos
apareceram nos géis de eletroforese misturados com as trés
principais espécies (Tabela 1). Esses perfis foram designados
como Meloidogyne sp. e deverdo ser purificados e estudados
futuramente em maiores detalhes. Dois perfis de esterase (Est
El e Est E2) foram detectados para M. exigua do cafeeiro
(Fig. 2), sendo o perfil Est E2 o mais freqiiente (Tabela 1).
Esses dois perfis foram detectados em levantamentos realiza-
dos na Zona da Mata em Minas Gerais, confirmando a maior
ocorréncia do perfil Est E2 também nessa regido (Oliveira et
al., 2001). Duas outras popula¢des de M. exigua foram estu-
dados previamente por Carneiro et al.(2000): o isolado do
cafeeiro (Est El b) e isolado da seringueira (Est Ela). Estu-
dos moleculares (PCR-RAPD) com essas duas populagdes de
M. exigua mostraram que ambas se agruparam com 100% de
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Tabela 1: Identifica¢io de espécies de Meloidogyne em cafeeiros nos estados de Sio Paulo e Minas Gerais

Amostras

Local

Municipio

Espécie identificada

Eletroforese SCAR
P01/03 Sitio Vadico (Café enxertado) Garga, SP - -
Sitio Vadico — Lavoura Velha M. paranaensis (P1) .
P02/03 ) L Garga, SP ) M. paranaensis
(Caixa d’Agua) Meloidogyne sp.*
Fazenda Boaventura (café . . . . .
P03/03 i Gilia, SP M. incognita (12) M. incognita
enxertado / asfalto)
Fazenda Santo Antdnio — - . M. paranaensis
P04/03 Herculandia, SP | M. paranaensis (P1) . .
Campo | M. incognita
P05/03 Fazenda Santana Garga, SP M. incognita (12) M. incognita
P07/03 Fazenda Sdo Jodo da Fortaleza | Garca, SP Meloidogyne sp. (Br2) M. incognita
P08/03 Estancia Audilex Arco-lIris, SP M. incognita (12) M. incognita
P09/03 Fazenda Primavera Duartina, SP M. incognita (12) M. incognita
Fagenda Santo Antdnio (Catuaf M. is (P1
P10/03 agenda Santo Antont (Catu Herculandia, SP pa'ranaensts (, ) M. paranaensis
velho) Meloidogyne sp.*
P11/03 Sitio Sdo Pedro lacri, SP M. incognita (11) M. incognita
Fazenda Santo Ant6nio o . . .
P12/03 L. Herculandia, SP | M. javanica (J3) M. exigua
(Piscina)
P13/03 Faze.nda Santo An,t()nio Herculandia, SP M. incognita ('12) M. incognira.
(Seringueira — café enxertado) M. paranaensis (P1) M. paranensis
o 9 N M. paranaensis (P1) .
P15/03 Sitio Sdo Pedro (café enxertado) | Tupd, SP . M. paranaensis
Meloidogyne sp.*
) M. i jta (12 M. i
P16/03 Fazenda Olhos d"Agua Graga, SP fncognita (, ) ;.Jarana.enszs
M. paranaensis (P1) M. incognita
Fazenda Santo Antdnio — L . .
P17/03 Herculandia, SP | M. paranaensis (P1) M. paranaensis
Campo 11
. M. incognita (12) . .
P18/03 Fazenda Boaventura Galia, SP ] . M. incognita
M. javanica (13)
P19/03 Sitio Pesk — Pag Garga, SP M. incognita (12) M. incognita
P20/03 Fazenda Boa Vista (estacas) Pompéia, SP M. paranaensis (P1) Meloidogyne sp.* | M. paranaensis
P21/03 Sitio Santo Anténio (Sumatra) | Garca, SP M. incognita (12) M. incognita
P22/03 Fazenda Sio José lacri, SP M. paranaensis (P1) M. paranaensis
P24/03 Sitio So Jodo (café enxertado) | lacri, SP - M. incognita
M. ] M. i
P25/03 Fazenda S3o José Iacri, SP ;.mrana'enszs ;.mrana‘enszs
M. incognita (11) M. incognita
Fazenda Santa Ana (café . M. paranaensis (P1) .
P26/03 Marilia, SP . . M. paranaensis ;
enxertado) M. incognita (11).
P27/03 Sitio Séio Jodo Garga, SP M. incognita (12) M. incognita
P28/03 Sitio Nossa Senhora Aparecida | Vera Cruz, SP M. paranaensis (P1) M. paranaensis
P30/03 Fazenda Consuelo Galia, SP M. incognita (12) M. incognita
P31/03 Sitio Santo Antdnio Garga, SP M. incognita (12) M. incognita
P32/03 Sitio Jambo Garga, SP - M. incognita
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Tabela 1: (continuagio)

Espécie identificad
Amostras Local Municipio - peee -t
Eletroforese SCAR
P33/03 Fazenda Delicia Cissia dos Coqueiros, SP M. paranaensis (P1) M. paranaensis
P34/03
Sitio Ribeirdo Fundo Sido Sebastido do Parafso, MG | M. exigua (E2) M. exigua
P35/03 Fazenda Experimental Sio Sebastido do Parafso, MG | M.exigua (E1) -
P36/03 Fazenda Santa Lucia Sdo Tomds de Aquino, MG M. exigua (E2) M. exigua
P38/03 Fazenda Mundo Novo Sdo Tomas de Aquino, MG M. exigua (E2) -
P39/03 Fazenda Viradouro Itirapud, SP M. exigua (El) -
P40/03 Fazenda Planalto Ubirajara, Sp M. paranaensis (P1) M. paranaensis
- M. incognita (11) . .
P41/03 Fazenda Boa Esperanca Arco Iris, SP . M. incognita
Meloidogyne sp.*
M. ita (12
PA2Q3 | Sttio Ipé Garga, SP incognita (12) ;
M. exigua (E2)
P44/03 Fazenda Tilia Sido Sebastido do Paraiso, MG | M. exigua (E2) M. exigua
P45/03 Fazenda Santo Amaro Sido Sebastidio do Parafso, MG | M. exigua (E2) -
Estaciio Experimental de
P46/03 Slagao BXp Ribeiriio Preto, SP M. exigua (E2) -
Ribeirdo Preto
XX/03 Sitio Boa Fé Sio Sebastifio do Paraiso, MG | M. exigua (E2) M. exigua
Estacdo Experimental de
Quiabo . (; ~ xpert Ribeirdo Preto, SP - M.incognita
Ribeirdo Preto
s/c6digo | Fazenda Santana Ribeirdo Corrente, SP. M. incognita (11) M. incognita
s/codigo | Fazenda Pontal — Gleba | Piumhi, MG M. exigua (E1) M. exigua
s/cédigo | Fazenda Portal — Gleba | Piunhi, MG - M. exigua
s/cédigo | Fazenda Santana Ribeirdo Preto, SP - M. incognita
01/04 Sitio Pica Pau Garga, SP M. incognita (12) M. incognita
02/04 Sitio Sdo Jodo Pacaembi, SP M. javanica (J3) M. incognita
M. jter (11 M. ]
03/04 | Sitio Santo Antonio Adamantina, SP ncognita (11 parandensis
M. paranaensis (P1) M. incognita
C tiva Camada, A M. is (P1
04/04 ooperativa Lamada, Area | 4 Jamantina, SP paranaensis (P1) M. paranaensis
experimental M. javanica (J3)
. M. incognita (12) . .
05/04 Sitio Santa Marcela Garga, SP . . M. incognita
M. javanica (J3)
. . M. incognita (12) M. paranaensis
06/04 Fazenda Santo Antdnio Herculandia, SP . . . .
M. javanica (13) M. incognita
M. paranaensi
07/04 | Fazenda Sdo Jodo Parapud, SP M. paranaensis (P1) paranaensis
M. incognita
Faz. Sdo Jodo — Talhdo d
08/04 atz dao oao — aldo da Parapui, SP M. paranaensis (P1) M. paranaensis
entrada

* presenga de bandas de esterase suplementares
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Figura 1. Ocorréncia de espécies de Meloidogyne em dreas brasileiras produtoras de café dos Estados de S&o Paulo e Minas

Gerais

“boostrap”, mas com um polimorfismo de cerca de 67,5 %
(Randig et al., 2002). A alta variabilidade intraespecifica des-
ses dois isolados de M. exigua pode ser explicada pela forma
de reprodugio, partenogenética meidtica facultativa, que fa-
vorece a variabilidade genética da espécie (Tryantaphyliou,
1985). Estudos morfoldgicos realizados ao microcdpio ele-
trénico de Varredura mostraram que a populagio de M. exigua
da seringueira, apresentou caracteristicas morfolgicas muito
similares 4 populagdo de M. exigua do cafeeiro (Santos,1997),
confirmando ser realmente a mesma espécie. Quanto as vari-
acdes de ordem morfolégica, D’ Arc de Lima & Ferraz (1985)
ndo encontraram aprecidveis diferengas entre as varias popu-
lagdes estudadas. Entretanto, as populagdes de M. exigua se
diferenciam fisiologicamente ¢ apenas algumas populagoes
desse nematdide se reproduziram em tomateiro. Outras o fi-
zeram em cafeeiro, mas ndo em seringueira. Algumas
infectaram a seringueira, mas ndo o cafeeiro e muito poucas
populagdes infectaram ambos os hospedeiros (Santos, 1997).
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Duas ragas de M. exigua do cafeeiro (raca café e raga tomate
e café) (Est E1) (Fig. 2) foram estudadas recentemente por
Carneiro et al. (2004), através de PCR-RAPD e apresentaram
uma alta similaridade genética (cerca de 92 %).

A detecgio de M. javanica foi feita sempre nos tomateiros
plantados ao lado de cafeeiros em casa de vegetagdo (Tabela
1). Essas populagtes foram inoculadas em cafeeiros cv. Mun-
do Novo para confirmag@o da hospedabilidade e nenhuma
reprodugdo de M. javanica foi observada nesses cafeeiros.
Esses dados estdo de acordo com os observados por Santos
(1997) e Oliveira et al. (1998).

Meloidogyne incognita, M. paranaensis, M. exigua e
Meloidogyne sp. foram detectadas nas porcentagens de 42,9,
33,3, 21,4 e 2,4 %, respectivamente. As populagdes de
Meloidogyne apareceram misturadas em 24% das amostras,
predominando M. incognita e M. paranaensis em populagoes
mltiplas (Tabela 1). Outros levantamentos realizados no Es-
tado de Sdo Paulo (Lordetlo et al., 2001) com técnicas tradi-
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2 Br2

13
I

Figura. 2. Fenétipos de esterase de populagdes brasileiras de Meloidogyne spp. detectadas em cafeeiros nos Estados de Sao
Paulo e Minas Gerais. Fen6tipos P1: M. paranaensis, J3: M .javanica, E2: M. exigua, E1: M. exigua, 12: M. incognita, 11: M.
incognita, Brd: Meloidogyne sp. ’

cionais (configuragio da regido perineal e hospedeiros vavelmente devido a grande semelhanga dos padrdes perineais
diferenciadores), detectaram uma ocorréncia muito restrita dessas duas espécies (Carneiro et al., 1996) e a grande varia-
de M. paranaensis (apenas 4,8%) e uma alta incidéncia de bilidade desses padrdes em diferentes subespécies de M.
Meloidogyne sp. (32,2%), mostrando a pouca eficiéncia dos incognita (Jepson, 1987, Carneiro et al., 2004).

métodos tradicionais em prospecgdes de espécies, quando As mesmas populagdes de Meloidogyne foram analisadas
comparadas aos marcadores enzimdticos € moleculares. A usando os marcadores SCAR (inc-K14-F, inc-K14-R, ex-D15-
detecgio de espécies miiltiplas, sobretudo M. incognita e M. R, ex-D15-F, par-C09-F e par-C09-R) (Figura 3). O método
paranaensis nio foi referida por Lordello et al. (2001), pro- SCAR-Multiplex-PCR, permitiu uma diferenciagiio precisa

Padrées Amostras
M C  exi inc  par P04 PO5 P16 P17 Pi8 P25 P30 P31 P33 P34 P36 P40

562 pb

399 pb

208 pb

Figura 3. Perfis de amplificagdo do DNA gendémico de doze populagdes de Meloidogyne spp. (c6digos apresentados na
Tabela 1). Padrdes para M. exigua (exi), M. incognita (inc) e M. paranaensis (par). C: reagdo controle sem DNA. M: Marcador

de peso molecular. pb: pares de base.
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das trés principais espécies através da amplificagdo de frag-
mentos especificos de acordo com Randig et al. (2002). Com
esse método foi possivel detectar misturas de espécies nas
amostras como ja foi demonstrado por Randig ef al. (2004).
A populagio atipica do cafeeiro (Est Br2) foi identificada como
M. incognita pelo marcador SCAR. Entretanto, esse marcador
ndo amplificou uma populag3o da bananeira com o mesmo
perfil de esterase Br2, proveniente da Martinica (O. Randig,
inform. pessoal). Os marcadores SCAR néo permitiram a di-
ferenciagiio entre as duas populagdes de M. incognita (Est 11
e I2) e as duas populagdes de M. exigua (Est E1 e E2). Com-
parando-se os dois marcadores (enzimdtico e molecular) pode-
se concluir que ambos foram precisos na detecgdo das espéci-
es. Considerando que as amostras de café provenientes do
campo e casa de vegetagio, freqiientemente néo se encontra-
vam em bom estado de conservagio, a utilizagio desses dois
marcadores foi complementar e permitiu a identificagdo das
espécies em pratic‘amente todas as amostras. Deve-se ressal-
tar também que a extragdo de ovos para as andlises com 0s
marcadores SCAR foi realizada ap6s a extragiio de fémeas,
ou seja, apés uma manipulagio intensiva das raizes para a
eletroforese, que requer vérias fémeas em bom estado de con-
servacio. Isso sem divida, deve ter diminuido um pouco a
eficiéncia do método SCAR, que utilizou os ovos que resta-
ram aderidos ao sistema radicular O dnico limite dessa técni-
ca, em levantamentos a campo, € a ndo detecgdo de popula-
¢coes diferentes das incluidas no kit, que aparecem como per-
fis atfpicos nas andlises enzimdticas. Essas populagdes devem
ser futuramente estudadas e incluidas no Kit — SCAR-Café.

Embora outros autores (Zijlstra, 2000; Zijlstra et al. 2000)
tenham caracterizado outras espécies de Meloidogyne, usan-
do SCAR-PCR, este trabalho foi o primeiro a utilizar esses
marcadores em um levantamento a campo, confirmando o seu
potencial para aplicagdo em anélise de rotina.
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