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RESUMO

Meloidogyne mayaguensis foi detectado pela primeira vez no estado de Goias, em duas propriedades (Formosa e Luziania),
causando dano em pomares comerciais de goiaba (Psidium guajava) cv. Paluma de um ano de idade ¢ de 14 anos, respectivamente.
Plantas infectadas pelo nematoéide mostraram redugdo de crescimento, clorose generalizada, deficiéncia nutricional e redugdo qualitativa
¢ quantitativa de produgdo. As raizes severamente infestadas apresentaram-se pouco desenvolvidas e deformadas pela presenca de
multiplas galhas de tamanho variado. Mamoeiros (Carica papaya) cv. Formosa, plantados em consoércio com as goiabeiras na propriedade
de Formosa, apresentaram numerosas galhas no sistema radicular, embora, nenhum sintoma secundario de meloidoginose tenha sido
observado na parte aérea. A producédo de frutos dos mamoeiros foi alta, evidenciando tolerancia dessa cultivar ao nematéide. O fenotipo
M2 para a isoenzima esterase (Rm: 0,7, 0,9) foi detectado ¢ M. mayaguensis identificado em ambas as culturas e propriedades. As analises
com marcadores moleculares espécie-especifica usando primers que amplificam regides intergénicas do DNA ribossomal ¢ do DNA
mitocondrial também confirmaram esse diagnéstico. Levantamento realizado, em outras localidades da fazenda em Formosa mostrou a
presenca de Meloidogyne javanica em baixa populagdo, corroborando a idéia de introdugdo de M. mayaguensis na area, através do plantio
de mudas infectadas, oriundas da regido de Petrolina. Na propriedade em Luziania, o nematdide é provavelmente de ocorréncia natural,
considerando-se a idade das plantas e o nimero reduzido de goiabeiras infectadas.
Palavras-chave: fen6tipo de esterase, DNA ribossémico, DNA mitocondrial, identificagdo, nematdide das galhas.

ABSTRACT
Detection of Meloidogyne mayaguensis on guava and papaya in Goias State of Brazil using molecular markers

Meloidogyne mayaguensis was reported for the first time in the State of Goias (Formosa and Luziania), causing damage in one-
year old and 14 year-old commercial guava (Psidium guajava) cv. Paluma orchards. Plants infected by the nematode showed symptoms
such as stunted growth, general chlorosis, nutrient deficiency and consequent decline in yield quality and quantity. Severely infested root
systems were poorly developed, distorted by small and large multiple galls and devoid of fine roots. Plants of papaya cv. Formosa were
cultivated in consortium with guava in the Formosa orchard and presented several galls in the root system, but no root-knot-nematode
secondary symptoms were observed in the aerial part. The production of papaya fruits was high, evidencing tolerance of this cultivar to the
nematode. The M2 phenotype (Rm: 0.7, 0.9) was detected for the isoenzyme esterase and M. mayaguensis was identified in both crops and
orchards. The analyses with species-specific molecular markers using primers that amplify intergenic regions of the ribosomal DNA and
the mitochondrial DNA confirmed the same diagnosis. Surveys carried out in other localities of the farm in Formosa detected the presence
of Meloidogyne javanica in low population, corroborating the idea that M. mayaguensis was introduced from the Petrolina nursery with
planting materials. In the Luziania orchard the nematode probably occurs naturally, considering the age of plants and the small numbers
of infected guavas.
Keywords: esterase phenotype, ribosomal DNA, mitochondrial DNA, identification, root-knot nematode.

A exploragdo comercial de plantas de goiabeira
(Psidium guajava) é afetada por problemas fitossanitarios,
com destaque ao parasitismo dos nematoéides do género
Meloidogyne Goeldi, os quais sdo responsaveis pela
inviabilizagdo do cultivo em areas altamente infestadas,
causando migracdo da cultura para novas areas (El Borai
& Duncan, 2005). Meloidogyne mayaguensis Rammanh
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& Hirschmann 1988, ¢ uma espécie polifaga, com alta
taxa de reproducdo e grande capacidade de disseminagdo
no pais. Foi assinalada pela primeira vez no Brasil, em
raizes de goiabeira nos municipios de Petrolina PE, Curaga
e Manigoba BA, causando sérios prejuizos econdmicos
(Carneiro et al., 2001). A partir de entdo, esse nematoide
vem sendo detectado parasitando goiabeiras em plantios
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comerciais nos estados do Rio de Janeiro (Lima et al.,
2003), Rio Grande do Norte (Torres et al., 2004), Ceara
(Torres et al., 2005), Sao Paulo (Almeida et al., 2006),
Parana (Carneiro et al., 2006), Piaui (Silva et al., 2006),
Espirito Santo (Lima et al., 2007), Paraiba (Gomes et al.,
2007) Mato Grosso do Sul (Asmus et al., 2007), Santa
Catarina (Gomes et al., 2006) e Rio Grande do Sul (Gomes
et al., 2008).

Meloidogyne mayaguensis causa sérios danos
econdmicos em goiabeiras afetando a qualidade e quantidade
da producdo dos frutos. De acordo, com levantamento
realizado por Moreira e colaboradores (2003) no Vale do
Submédio Sao Francisco, M. mayaguensis foi encontrado,
associado com raizes de goiabeira, em todas as amostras
analisadas, demonstrando estar amplamente disseminado
na cultura e na regido. Nessa mesma regido, ocorreu um
aumento de 70% das areas infestadas nos ultimos sete anos,
provocando um decréscimo da area cultivada de 6.000 para
1.669 ha (Carneiro et al., 2007). Além disso, o periodo de
exploracdo econdomica do pomar de goiabeiras, que em
condigdes ideais de desenvolvimento é em torno de 20 anos
(Barbosa, 2001), tem sido reduzido para quatro ou cinco
anos em pomares infestados pelo nematoide. O objetivo
do presente estudo foi relatar a ocorréncia de Meloidogyne
mayaguensis em plantas de goiabeiras em dois municipios
do estado de Goias, consorciadas ou ndo com plantas de
mamoeiro em area comerciais, empregando marcadores
moleculares.

Em janeiro de 2008, na Fazenda Barreiro do
Rodeador, situada no municipio de Formosa GO, foi
observado que plantas de goiabeira cv. Paluma de um
ano de idade, apresentavam sintomas de amarelecimento,
redugdo no desenvolvimento vegetativo da parte aérea e
deficiéncia nutricional. O sistema radicular encontrava-se
mal desenvolvido, por vezes deformado pela presenga de
galhas de dimensdes variadas, e geralmente desprovido
de raizes finas, com intenso descorticamento e infec¢des
secundarias causadas por outros microorganismos. As
goiabeiras foram consorciadas com plantas de mamoeiro
(Carica papaya) cv. Formosa produzidas na regido de
Formosa GO, as quais ndo apresentavam nenhum sintoma
secundario de meloidoginose na parte aérea, além de
elevada produtividade e excelente qualidade de frutos.
Entretanto, o sistema radicular apresentou numerosas
galhas de tamanhos diversos com auséncia de necroses.
Aos 18 meses, os mamoeiros completaram seu ciclo e
foram cortados, permanecendo todo o sistema radicular no
pomar de goiabeira. Em fevereiro de 2009, em uma area
de 96 ha plantada com goiabeiras de 14 anos de idade na
Agroindustria Agriter Goids Verde, situada no Municipio
Luziania, foram observadas cerca de 300 goiabeiras com os
mesmos sintomas de meloidoginose descritos acima.

Para efetivagdo do estudo foram coletadas amostras
compostas de raizes e solo das plantas de goiabeira
sintomaticas, bem como das plantas de mamoeiro
consorciadas. Coletaram-se também raizes de mamoeiro,
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cultivados em outra area da plantagdo em sistema de
monocultivo, além de outras espécies vegetais utilizadas
na pastagem dos animais da fazenda. As amostras foram
coletadas em pontos proximos a linha de projecdo da
copa na faixa de profundidade de 0-30 cm, onde foram
encontradas as raizes mais jovens e ativas. Apos a coleta,
as amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e
levadas ao laboratério de Nematologia da EMBRAPA
Recursos Genéticos e Biotecnologia. Brasilia DF, para
serem processadas e analisadas.

Foram realizadas analises isoenzimaticas a partir
de fémeas coletadas nas raizes de goiabeira (Carneiro &
Almeida, 2001). As analises dos perfis enzimaticos de todas
as amostras da duas area de plantio revelaram o fenétipo de
esterase (Est M2), com duas bandas principais (RM:0,70 e
0,90) e duas bandas menos intensas (Rm: 0,75, 0,95). Esse
fenotipo foi caracterizado anteriormente por Carneiro et al.
(2000, 2001) como tipico de M. mayaguensis. A espécie
M. javanica (Treub) Chitwood (Est J3) foi utilizada como
padrao para essa enzima (Figura 1). Nas raizes de mamoeiro,
consorciadas com goiabeira em Formosa também foi
detectada a presenga de M. mayaguensis. No entanto, na area
de monocultivo de mamoeiro foi encontrado apenas o perfil
enzimatico tipico da espécie M. javanica (Est J3, Rm:1,0,
1,25, 1,4). Com o objetivo de confirmar o diagndstico por
meio de marcadores moleculares, as populagdes obtidas
nas duas propriedades foram multiplicadas em tomateiro
(Lycopersicum esculentum) cv. Santa Cruz em condi¢des
de casa de vegetagdo. Decorrido o periodo de trés meses
apos a inoculagdo das plantas, procedeu-se a extragdo
dos ovos pelo método descrito por Carneiro et al. (2004)
e extragdo do DNA gendmico pelo método de Randig et
al. (2002). O DNA genomico foi utilizado para a analise
da regido intergénica entre os genes 5S e 18S do DNA
ribossomal (IGS) e da regido mitocondrial (mtDNA) entre
os genes citocromo oxidase subunidade II (COIl) e 18 S
rRNA. A amplificacdo da regido IGS foi realizada com o
uso dos primers 194 (5'- TTAACTTGCCAGATCGGACG-
37) e 195 (5°- TCTAATGAGCCGTACGC-3") (Vahidi
et al,, 1988). Enquanto, para a amplificagdo da regido
do mtDNA foram utilizados os primers C2F3 (5'-
GGTCAATGTTCAGAAATTTGTGG-3") e 1108 (5'-
TACCTTTGACCAATCACGCT-3") (Powers & Harris,
1993). Esses primers foram sintetizados pela empresa
Prodimol (Belo Horizonte MG). As reagdes de PCR foram
realizadas em volume final de 25 pL contendo: 1,5 pL de
DNA (3ng/ uL); 14,7 uL de agua MilliQ; 2,5 puL de tampéao
de reagdo 10x; 4 pL de dNTPs (1,25 uM); 0,3 pL de Taq
DNA polimerase (Phoneutria Biotecnologia & Servigos) e
1 pL de cada primer (10 pM). Para as amplificagdes foi
utilizado o termociclador PTC-100 (MJ Research) com o
programa de desnaturagd@o inicial de 94°C por 2 min; 35
ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 seg, anelamento a
50°C por 30 seg ¢ extensdo a 72°C por 2 minutos. Um ciclo
de 72°C por 7 minutos foi realizado ao final. Os fragmentos
amplificados foram separados por eletroforese em gel de
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J3 M2

agarose 1,5% e visualizados com coloragdo utilizando
brometo de etidio.

Esses marcadores permitiram a diferenciagdo de
M. mayaguensis com relag@o a outras espécies comuns de
Meloidogyne devido ao tamanho do produto de amplificagio.
Os resultados obtidos confirmaram a detecgdo de M.
mayaguensis nas duas propriedades, pois os fragmentos
de PCR obtidos foram os mesmos previamente descritos
para essa espécie, isto ¢ 780 pb para IGS (Block et al.,
1997; Adam et al., 2007) e 705 pb para a regido do DNA
mitocondrial (Block et al., 2002; Brito et al., 2004; Tigano
et al., 2005; Jeyaprakash et al., 2006) (Figura 2).

A espécie M. mayaguensis foi encontrado apenas
nas raizes de goiabeiras e mamoeiros na area consorciada
em Formosa, em alto nivel populacional expresso pelo
numero de nematdides/grama de raiz (10.890 ovos ¢ J2). No
entanto, nas raizes das plantas de mamoeiro cultivadas em
monocultivo, foi encontrada apenas M. javanica, em baixa
densidade populacional. Esses resultados indicam que M.
Jjavanica € nativa nessa propriedade e que M. mayaguensis
provavelmente foi introduzida a partir de mudas de goiabeira
provenientes de viveiro idoneo (mudas certificadas) da
regido de Petrolina. Com relagdo ao padrio de distribuigdo
horizontal de M. mayaguensis observou-se que, até o
momento estd caracterizada por pontos isolados. Fato
que, ndo corresponde ao padrao de formacdo de reboleiras
esperado para infestagdes de campo, ocasionadas pelos
nematoides formadores de galhas. Isso se torna um indicio
da introdugdo recente do nematoide, através de poucas
mudas contaminadas, o que corresponde aproximadamente
a 2% da area plantada. Contudo, apesar da baixa infestagdo
0 consorcio goiabeira - mamoeiro representa um grande
risco para a disseminacdo de M. mayaguensis na area de
cultivo, uma vez que o contato radicular entre essa duas
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FIGURA 1 - Fenétipo isoenzimatico (esterase) de
fémeas de Meloidogyne mayaguensis extraidas de
raizes de goiabeira e mamoeiro provenientes de
propriedades situadas nos municipios de Formosa
e Luziania, GO. J3 - Meloidogyne javanica, M2
— Meloidogyne mayaguensis.

espécies vegetais pode acelerar a disseminacdo desse
nematoide na linha de plantio ou mesmo nas entre-linhas.
Assevera-se ainda o fato de o mamoeiro por ser tolerante
a M. mayaguensis pode mascarar a presenga do mesmo
em areas infestadas, uma vez que mamoeiros infestados
mantém uma produtividade elevada sem sintomas reflexos
na parte aérea.

Recentemente, mudas de goiabeira provenientes
do Espirito Santo, com registro na FRUCAFE, também
produzidas por viveirista idéneo com produgdo em substrato
eem bancada suspensa, apresentaram galhas e alta incidéncia
de M. mayaguensis. Uma das hipoteses para a contaminagio
dessas mudas em substrato ¢ a agua de irrigagdo ou a
contamina¢do do proprio substrato. Na propriedade em
Luziénia, detectou-se a presenca de M. mayaguensis em
goiabeiras de 14 anos de idade, com nitida distribuigdo em
reboleiras. Considerando a idade das plantas, ocorréncia
restrita ¢ a distribuicdo em manchas ¢ bem provavel que
nessa area, o nematoide seja de ocorréncia natural. Outras
detecgdes de ocorréncia natural de M. mayaguensis foram
relatadas no Parana ¢ Mato Grosso do Sul (Carneiro et al.,
2006; Asmus et al., 2007).

Uma vez presente na area, o controle com nematicidas
sistémicos torna-se dificil, porse tratar deuma culturaperene,
com produgdo permanente de frutos e ndo haver nematicidas
registrados para essa fruteira. At¢ o momento, o controle
de M. mayaguensis em goiabeira deve ser preventivo, feito
preferencialmente através de mudas sadias, plantadas em
areas ndo infestadas. Embora esse nematoide ja tenha sido
detectado por Carneiro e colaboradores desde 2001, ainda
ndo existe nenhuma instrugdo normativa do Ministério da
Agricultura que inclua esse patdgeno e preveja regras para
fiscalizacdo e comercializagdo de mudas e contencdo da sua
disseminacao.
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FIGURA 2 - Perfis de amplificacdo do DNA de Meloidogyne
mayaguensis utilizando os marcadores moleculares IGS (a) e
mtDNA (b). M- 1 kb Plus DNA Ladder.
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