UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL PROGRAMA DE POS-GRADUACI&O
DE PERNAMBUCO EM FITOPATOLOGIA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAD

Tese de Doutorado

ETIOLOGIA E VARIABILIDADE GENETICA DE
POPULACOES DE MELOIDOGYNE SPP. ASSOCIADAS
A CULTURA DO INHAME NO NORDESTE BRASILEIRO

Francisco Jorge Carlos de Souza Junior

Recife — PE
2022



FRANCISCO JORGE CARLOS DE SOUZA JUNIOR

ETIOLOGIA E VARIABILIDADE GENETICA DE \
POPULACOES DE MELOIDOGYNE SPP. ASSOCIADAS A
CULTURA DO INHAME NO NORDESTE BRASILEIRO

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em
Fitopatologia, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor em Fitopatologia.

COMITE DE ORIENTACAO:

Orientador: Prof. Dra. Elvira Maria Regis Pedrosa
Co-orientadores: Profa. Dra. Rosana Blawid

Profa. Dra. Lilian Margarete Paes Guimaraes

RECIFE - PE
FEVEREIRO - 2022



Dados I nternacionais de Catal ogacéo na Publicacio
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Sistema Integrado de Bibliotecas
Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S729%

Souza Junior, Francisco Jorge Carlos de

Etiologia e variabilidade genética de popul ages de M el oidogyne spp. associadas a cultura do inhame no Nordeste
brasileiro / Francisco Jorge Carlos de Souza Junior. - 2022.

78f. :il.

Orientadora: ElviraMaria Regis Pedrosa.
Coorientadora: Rosana Blawid; Lilian Margarete Paes Guimaraes.
Inclui referéncias.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Programa de Pés-Graduag@o em Fitopatologia,
Recife, 2022.

1. Dioscorea cayennensis. 2. D. alata. 3. D. trifida. 4. Filogenia. 5. Nematoide das galhas. |. Pedrosa, ElviraMaria
Regis, orient. II. Guimaraes, Rosana Blawid; Lilian Margarete Pages, coorient. I11. Titulo

CDD 632




ETIOLOGIA E VARIABILIDADE GENETICA DE POPULACOES
DE MELOIDOGYNE SPP. ASSOCIADAS A CULTURA DO
INHAME NO NORDESTE BRASILEIRO

Francisco Jorge Carlos de Souza Junior

Tese defendida e aprovada pela Banca Examinadora em 14/02/2022.

ORIENTADOR:

Prof. Dra. Elvira Maria Regis Pedrosa (UFRPE)

EXAMINADORES:

Profa. Dra. Carmem Dolores Gonzaga Santos (UFC)

Profa. Dra. Maria de Fatima Silva Muniz (UFAL)

Profa. Dra. Andressa Cristina Zamboni Machado (IAPAR-EMATER)

Prof. Dr. Jonas Alberto Rios (UFRPE)



A Deus
Ofereco

Aos meus pais, Francisco Jorge Carlos de
Souza e Tania Moreira de Lima Souza, e aos
meus avés José Moreira Sobrinho (in
memoriam) e Isabel Celestina de Lima.

Dedico



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, pelo fim de mais essa etapa, pelos sonhos que se concretizam.
Porque Dele, e por meio Dele, e para Ele sdo todas as coisas.

A meus pais, Jorge e Tania, meu abrigo seguro, de onde recebi apoio incondicional
nessa empreitada. Os primeiros a sonhar tudo isso, agradego por acreditarem sempre no
meu potencial.

A Universidade Federal Rural de Pernambuco e ao Programa de Pds-graduacéo
em Fitopatologia pela realizacdo desde curso e aos professores pelos conhecimentos
transmitidos.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
concesséo da bolsa de estudo.

A minha orientadora Prof. Dra. Elvira Pedrosa, pela atenco, dedicada, orientaco
e ensinamentos. Sempre serei grato

As minhas co-orientadoras Prof. Dra. Rosana Blawid e Prof. Dra. Lilian
Guimardes com conselhos importantes, deste a conducgédo do trabalho até a revisdo, com
suas sugestdes e corregoes.

Aos meus padrinhos Randy e Francine Rice que me deram todo o apoio do mundo,
me incentivando nos momentos que mais precisei.

Aos meus irmdos Janielle e Jonathan Moreira, por todos os conselhos e
companheirismo nessa jornada da vida.

Aos meus dois sobrinhos Isabelly e Arthur Moreira.

Ao meu avo José Moreira (in memorian), que foi minha principal motivacéo a
seguir nessa carreira, além de ser um exemplo por ter me ensinado o valor de se fazer as
coisas da melhor maneira possivel.

Um agradecimento especial as minhas queridas amigas Mayara, Angélica, Carol
e Lilian companheiras de disciplinas de quem a distancia e o tempo nunca vao me separar,
pois fazem parte do meu coragéo!

A equipe do Laboratério de Fitonematologia que estiveram comigo durante toda
a execucdo do trabalho, em especial a Jaime, Liany e Ari.

Aos funcionarios Darcy e Romildo pela presteza e atencéo.

A todos que direta ou indiretamente fizeram parte da minha formagao, o meu

muito obrigado.



SUMARIO

Pagina
RESUMO GERAL ...ttt sttt ne s Vi
GENERAL ABST RACT ..ottt ettt e e snae e nna e e e e e e nne e vii
L7 o I 1 O I PSPPSRI 9
INTRODUGAOQO GERAL......oocoivievieteseee e senes s seses s s nasnensans 10
1. A cultura do INNAME.... .o e e e 10
2. Doencas na cultura do inhame................... oo 12
3. O GBNEr0 MEIOIAOGYNE. .....cuiiiiieti it 14
Referéncias BiblIOgrafiCas.........ccccuuiiiiiiiiiiiciee e e et 19
CAPITULO Tl 30
Filogenia e distribuicdo de Meloidogyne spp. associadas a Dioscorea spp. no
BIASIl. . ...t 31
CAPTTULO ittt 52
Distribuicao, prevaléncia e agressividade dos nematoides das galhas em Dioscorea
SPP. N0 Nordeste do Brasil..........cccooeiiiiiicceec e 53
CAPITULO IV .ottt 68
New data of Meloidogyne arenaria on Dioscorea cayennensis in Brazil................. 69

CONCLUSOES GERAIS........cooiiieeeeeeee et 77



RESUMO GERAL

O inhame é uma planta herbacea, trepadeira, de ciclo anual, que pertence ao género
Dioscorea. No Brasil, a maior produgéo de inhame ocorre no Nordeste, destacando-se o estado
de Pernambuco como o maior produtor e grande consumidor, mas os estudos e investimentos
para essa cultura no pais sdo incipientes. Um dos principais problemas fitossanitarios
encontrados pelos produtores é a ocorréncia de doengas causadas por nematoides, em particular,
as meloidoginoses. Contudo, ainda ndo existem dados no Brasil sobre a diversidade de espécies
de Meloidogyne na cultura baseados em marcadores moleculares. Os objetivos desse trabalho
foram a identificacdo e determinacéo da distribuicdo e prevaléncia de espécies de Meloidogyne
associadas a cultura do inhame no Nordeste brasileiro, como também a avaliacdo da
agressividade de Meloidogyne spp. na espécie D. cayennensis. As coletas das populagdes de
nematoides presentes nas &reas produtoras de inhame foram realizadas em diferentes campos
de producéo da regido Nordeste do Brasil. Na identificagdo morfoldgica e enzimatica foram
realizados cortes perineais e determinacdo do perfil da esterase. Para identificacdo molecular
foram sequenciados trés fragmentos do DNA ribossomal (rDNA) (regido D2-D3 do 28S rRNA,
ITS, e 18S rRNA) e duas regides do mtDNA (coxl e coxll-16S). A agressividade foi avaliada
em casa de vegetacdo utilizando 24 isolados de Meloidogyne oriundos dos nove estados
estudados. Foram identificadas quatro espécies de nematoides das galhas Meloidogyne
incognita, M. javanica, M. enterolobii e M. arenaria, com prevaléncia de 36, 33, 18 e 13% das
ocorréncias associadas a trés espécies de inhame D. cayennensis, D. alata e D. trifida, com 53,
42 e 5% dos assinalamentos, respectivamente. Isolados de M. enterolobii apresentaram em
condi¢des de casa de vegetacdo agressividade superior as demais espécies avaliadas. Este
estudo faz o primeiro relato de M. enterolobii em Dioscorea spp. no Brasil e, também, o
primeiro relato no Brasil da meloidoginose em D. trifida. Os resultados mostram que diferentes
espécies de Meloidogyne estdo presentes em todas as areas de producgdo de inhame examinadas

nos diferentes estados da regido e exigem um manejo urgente eficaz desses nematoides.

Palavras-chaves: Dioscorea cayennensis, D. alata, D. trifida, filogenia, nematoide das galhas.
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GENERAL ABSTRACT

The yam is an herbaceous, climbing plant, with an annual cycle, which belongs to the Dioscorea
genus. In Brazil, the largest production of yam is in the Northeast, with the state of Pernambuco
standing out as the largest producer and consumer, but studies and investments for this culture
in the country are incipient. One of the main phytosanitary problems faced by yam producers
is the plant-parasitic nematodes, especially the root-knot nematodes. However, no data is
available in Brazil on Meloidogyne species diversity based on molecular markers in this crop.
The objectives of this work were the identification and establishment of the distribution and
prevalence of Meloidogyne species associated with yam cultivation in Northeast Brazil, as well
evaluation of Meloidogyne spp. aggressiveness on D. cayennensis. Nematodes were sampling
from different yam production areas in the Northeast region of Brazil. In morphological and
enzymatic characterization perineal cuts and esterase profile were carried out. For molecular
identification, three ribosomal DNA (rDNA) fragments (D2-D3 region of 28S rRNA, ITS, and
18S rRNA) and two mtDNA regions (coxl and coxl1-16S) were sequenced. The aggressiveness
evaluation was carried out under greenhouse with 24 Meloidogyne isolates from the nine States
screened. Four species of root-knot nematodes Meloidogyne incognita, M. javanica, M.
enterolobii and M. arenaria were identified, with prevalence of 36, 33, 18 e 13%, associated
with three yam species: D. cayennensis, D. alata and D. trifida, with occurrence of 53, 42 and
5%, respectively, in the Northeast of Brazil. The isolates of M. enterolobii showed higher
aggressiveness than the other evaluated species. This study reports for the first time in Brazil
M. enterolobii parasitizing Dioscorea spp. and the presence of the root-knot nematodes in D.
trifida. The findings show that different Meloidogyne species are present in all yam production
areas examined in all States of Northeast Brazil and requires urgent and effective management

of these nematodes.

Keywords: Dioscorea cayennensis, D. alata, D. trifida, phylogeny, root-knot nematode.
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ETIOLOGIA E VARIABILIDADE GENETICA DE POPULACOES DE
MELOIDOGYNE SPP. ASSOCIADAS A CULTURA DO INHAME NO
NORDESTE BRASILEIRO

INTRODUCAO GERAL

1. A cultura do inhame

O inhame é uma planta herbacea que pertence ao género Dioscorea e da familia
Dioscoreaceae, de ciclo anual formado por mais de 630 espécies identificadas
(SENANAYAKE et al., 2011). E 0 género com mais representante da familia, com
diversas espécies comestiveis, principalmente no continente africano (SANTOS et al.,
2006). Dentro de cada espécie ha variacdo na forma das tdberas, na cor da polpa e na
adaptacdo ecoldgica (SOUZA; RESENDE, 2003). O inhame apresenta ramas, sendo uma
trepadeira em sua maioria, quando encontra apoio, com producao de tlberas imersas no
solo (MOURA; SILVA, 2017).

A producdo do inhame apresenta crescimento gradual, tanto em nivel mundial
como em relacdo ao Brasil. No ano de 2017 a area plantada mundialmente ocupou mais
de 8.500 mil hectares, sendo 25.800 hectares ocupados nas regides produtoras do Brasil,
representando quase 0,35% da producdo mundial de inhame (FAO, 2019). De origem
africana (D. cayenensis e D. rotundata), o inhame no Brasil € relatado desde o periodo de
colonizagdo portuguesa, pelo transito de mercadorias entre a costa africana a caminho da
india. A espécie D. cayennensis é popularmente chamada por “da Costa”, uma referéncia
a uma aluséo a localizacdo da costa africana, principal centro de dispersdo da cultura
(MESQUITA, 2002).

No Brasil, as principais espécies cultivadas sdo a D. alata de origem Asiatica,
conhecido popularmente como inhame S&o-Tomé e D. cayennensis-rotundata com centro
de origem Africana, chamado de Card da Costa (MESQUITA, 2002). O Brasil é o
segundo maior produtor de inhame da América do Sul, com producdo de
aproximadamente de 250.400 toneladas em 2018 (FAO, 2019). No Brasil as principais
espécies cultivadas sdo do complexo D. cayennensis subsp. rotundata Poir., D. alata L.,
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D. trifida L. e D. esculenta (Lour.) Burk., usadas na alimentacdo humana devido ao alto
valor nutritivos (LEBOT, 2009).

A regido Nordeste é a maior produtora de inhame no Brasil, destacando os estados
da Paraiba, Pernambuco, Bahia, Alagoas, Sergipe e Maranhdo (BRITO et al., 2011). A
regido do Nordeste apresenta potencial para expansdo da cultura, pois apresenta
condicdes edafoclimaticas favoraveis ao cultivo do inhame, além da demanda do mercado
interno deste tubérculo (SANTOS, 2002). No Nordeste, o estado de Pernambuco é o
maior produtor e consumidor de inhame, destacando os municipios de Bonito, Cupira,
Barra de Guabiraba, Amaraji, Goiana, Conde e S&o Joaquim do Monte (IBGE, 2015).
Essa cultura € uma das principais fontes de renda e emprego, influenciando diretamente
a agricultura familiar, pois contribui no desenvolvimento rural, sendo considerada uma
alternativa sustentdvel economicamente para os produtores (CARMO, 2002;
MESQUISTA, 2002).

O inhame € uma planta de ciclo de cultura anual, com quatro estadios fenologicos,
sendo capaz de produzir dois tipos de tuberas, de acordo com a época de colheita, que
pode ser realizada aos sete meses apos o plantio, ou aos nove meses, quando o inhame
completa seu ciclo de fisiologico (OLIVEIRA et al., 2006).

O ciclo da cultura do inhame é dividido inicialmente no estadio de dorméncia
fisioldgica, que é o periodo desde o plantio das tuberas até a brotacédo, variando de 20 a
80 dias. Posteriormente, inicia-se o0 estadio vegetativo, que é o periodo da brotacdo até o
inicio do florescimento, com duragdo aproximada de 80 a 180 dias. Segue-se o estadio
reprodutivo, que é o periodo desde o inicio da floracdo até secagem das flores, dos 180 a
210 dias do plantio. O ultimo estadio é o fisioldégico de maturacdo, que ocorre no
momento final da floracdo até a colheita, periodo compreendido dentro do intervalo de
180 a 270 dias apds o plantio (GOMES et al., 2021).

A propagacao do inhame € realizada de forma vegetativa, em que as tUberas-
semente sdo cortadas em pedagos com peso de 200g, plantadas com espagamento de 1,20
x 0,40 m entre plantas, com profundidade de 0,50 m (SILVA et al., 2012).

A cultura do inhame apresenta alto rendimento em condic¢des ideais, quando
cultivada em regifes com alta precipitacdo pluviométrica, faixa de temperaturas entre 24
e 30 °C e umidade relativa do ar de 60 a 90%. O cultivo € recomendado em solos com
textura arenosa a argilosa-media, com boa profundidade, boa drenagem, ricos em matéria
organica e com faixa de pH de 5,5 a 6,5 (SILVA et al., 2007).
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A ocorréncia de doencas na cultura € um dos principais fatores que interferem na
qualidade das tuberas, destacando os fitonematoides, que Sdo vermes microscopicos,
parasitas obrigatorios de plantas, principalmente os 6rgdos subterraneos (AGRIOS,
2005).

2. Doencas na cultura do inhame

Os produtores de inhame enfrentam uma série de dificuldades geradas pela falta
de informagdes técnicas sobre o manejo da cultura, face & escassez de pesquisas em
problemas fitossanitarios (SIQUEIRA, 2011).

As principais doencas fangicas na cultura do inhame sdo ocasionadas por
Curvularia eragrostidis (P. Henn) Mayer e Colletotrichum spp., sendo a queima das
folhas (C. eragrostidis) considerada a principal doenca foliar associada a cultura, com
sintomas iniciais na forma de pequenas manchas necroéticas foliares que evoluem até
atingir grande parte ou toda a folhagem (MENEZES, 2002). A podridao verde, causada
por Penicillium sclerotigenum Yamamoto, foi relatada no Brasil por Moura et al. (1976)
em tuberas de Dioscorea spp., e € a principal doenca pds-colheita na cultura. Na literatura
ha relatos de outros géneros fungicos associados ao inhame como Fusarium spp.,
Aspergillus spp., Rhizopus sp., Lasiodiplodia theobromae Pat., Muccor circinelloides
Tiegh., Sclerotium rolfsii Sacc. (AMUSA et al, 2003).

O inhame pode ser infectado por diversas espécies de virus, dentre elas, viroses
dos géneros Badnavirus e Potyvirus, considerados os mais importantes, em razdo da
associacdo da alta incidéncia e potencial para provocar prejuizos na producdo, com
destaque para a ocorréncia das espécies Yam mosaic virus (YMV) e Yam mild mosaic
virus (YMMV) (COSTA et al., 2017).

Os nematoides sdo particularmente importantes porque além de afetarem a planta
durante seu desenvolvimento, associam-se a bactérias e fungos dando continuidade aos
danos a cultura, mesmo apds a colheita (SIQUEIRA, 2011). A presenca de fitonematoides
reduz a produtividade do inhame, destacando-se Meloidogyne spp., Scutellonema bradys
(Steiner & LeHew) Andréssy e Pratylenchus spp. (TESSON, 2004).

Pratylenchus brachyurus (Godfrey) Filipjev & Schuurmans Stekhoven e P.
coffeae (Zimmermann) Filipjev & Schuurmans Steckhoven, causadores da casca-preta,

principal doenca do inhame, atacam tuberas-comerciais e tuberas-semente de Dioscorea
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spp. Distribuidos nas diversas areas produtoras, esses fitopatdgenos reduzem
significativamente a produtividade da cultura (ANDRADE, 2010; MOURA, 2016).

O género Pratylenchus, também conhecido como nematoide das lesGes
radiculares, possui cerca de 104 espécies, ampla gama de hospedeiros e esta distribuido
geograficamente em areas de clima tropical e subtropical (ARAYA et al., 2016). Os danos
nas tlberas acontecem na epiderme, inicialmente, com sintomas discretos abaixo da
cuticula com pequenos pontos de coloragdao amarela ou parda. Com a evolugdo da doenca,
0s tecidos tornam-se marrons a negros com rachaduras e, em ataques severos, pode
ocorrer a total deterioracdo durante o armazenamento (MOURA, 2006).

A ocorréncia de Pratylenchus spp. em inhame representa o principal problema
fitossanitario devido a permanente disseminacdo destes nematoides, ocasionada pela
comercializacdo e plantios sucessivos de tuberas-sementes contaminadas; pouca
resisténcia das tuberas infectadas ao transporte e armazenamento; predisposicdo das
tuberas parasitadas as infec¢Ges por outros patdgenos; dificuldades de controle; e por
inviabilizar a comercializacdo (MOURA, 2006). Além disto, durante 0 armazenamento,
as tuberas infectadas perdem peso e organismos secundarios podem invadir as lesdes
provocadas pelo nematoide, causando podrides (BAIMEY et al., 2009).

A doenca meloidoginose do inhame é ocasionada por fitonematoides do género
Meloidogyne (Figura 1). Na Africa Ocidental, especialmente na Nigéria, Meloidogyne
incognita (Kofoid & White) Chitwood, e M. javanica (Treub) Chitwood sdo comumente
relatados a tubérculos de inhame (ONKENDI et al., 2014). Em levantamento realizado
por Kolombia et al. (2017), em diferentes areas de cultivo de Dioscorea spp. na Nigéria,
foram identificadas as espécies M. incognita, M. javanica, M. enterolobii Yang &
Eisenback e M. arenaria (Neal) Chitwood.

Figura 1. Sintomas tipicos de meloidoginose em tiberas de inhame (Dioscorea spp.)
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Duas espécies desse género incidem com maior frequéncia sobre o inhame no
Nordeste do Brasil: M. incognita e M. arenaria, apresentando alta incidéncia e severidade
nas areas de produgéo, ocasionando, em muitos casos, elevados prejuizos & producgéo e a
comercializacdo. A espécie M. incognita é a mais encontrada, provoca danos ao sistema
radicular, formacdo de inumeras galhas (partes hipertrofiadas), dentro das quais vive
como parasita sedentario, formando células gigantes que chegam a cobrir toda a extenséo
das tiberas (MOURA,; FREITAS, 1983).

3. O género Meloidogyne

Os nematoides do género Meloidogyne, também conhecidos como nematoides das
galhas (NG), sdo os mais economicamente importantes em diferentes culturas, devido a
ampla distribuicdo mundial, resultando em efeitos sobre a qualidade e rendimento das
culturas, causando importantes impactos financeiros (MOENS; PERRY; STARR, 2009).

Os nematoides das galhas sdo parasitas obrigatorios, que se nutrem somente a
partir de células vegetais vivas. Embora possam se alimentar de 6rgdos subterraneos de
plantas, raizes, rizomas, tubérculos e bulbos constituem as principais fontes de alimento.
O processo de alimentacdo reduz a absor¢do de agua e nutrientes pela planta,
desfavorecendo a tolerancia a outros tipos de estresse, tais como seca (WILLIAMSON,;
HUSSEY, 1996). O género apresenta dominancia em regides de clima temperado e
tropicais quentes (MOENS; PERRY; STARR, 2009).

Os nematoides das galhas tiveram seu primeiro relato em 1855, por Berkeley, em
raizes de pepino, na Inglaterra (MOURA, 1996). No Brasil, foi relatado apenas em 1878,
por C. Jobert. Porém, somente em 1887, Emilio Goeldi atribuiu ao género Meloidogyne
0 nematoide associado a raizes de cafeeiro, com sintomas tipicos de galhas (FERRAZ;
MONTEIRO, 1995).

Os nematoides das galhas pertencem ao Reino Animal, Divisdo Bilaterata, Filo
Nematoda, Classe Chromadorea, Subclasse Chromadoria, Ordem Rhabditida, Subordem
Tylenchina, Infraordem Tylenchomorpha, Superfamilia Tylenchoidea, Familia
Meloidogynidae, Subfamilia Meloidogyninae, Género Meloidogyne (FERRAZ;
MONTEIRO, 2011).
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Meloidogyne spp. apresentam dimorfismo sexual, as fémeas se diferenciam dos
machos pelo formato aberrante em forma de pera, com mobilidade apenas na regido
anterior do corpo para alimentacdo, além da producdo média 400 a 500 ovos em uma
Gnica matriz gelatinosa, chamada de massa de ovos. Os machos sdo vermiformes e
geralmente ndo sdo presentes nas raizes, mas ainda ndo ha explicagdo clara do seu
mecanismo de alimentacdo (MOENS; PERRY; STARR, 2009).

Em condi¢des ambientais favoraveis ao nematoide, é observado que o nimero de
individuos machos em populacBGes partenogenéticas obrigatorias de Meloidogyne
geralmente é baixo. Porém em condicdes de estresse, ha o fendbmeno oposto, com elevada
guantidade de machos. Este mecanismo é fundamental para garantir a sobrevivéncia das
fémeas ja estabelecidas nas plantas hospedeiras (FREITAS et al., 2006; FERRAZ;
BROWN, 2016). O parasitismo ocasionado por Meloidogyne spp. no sistema radicular
afeta a fisiologia da planta, principalmente devido ao desvio de nutrientes durante o
processo de alimentacdo do nematoide, além da diminuicdo da absorcao e translocacdo
de &gua pelas raizes (HUSSEY; WILLIAMSON, 1998).

O género Meloidogyne contém mais de 100 espécies descritas e cada uma dessas
espécies geralmente possui ampla gama de hospedeiros, parasitando aproximadamente
3000 espécimes de plantas (TRUDGILL; BLOK, 2001). Além da diversidade em relacédo
a gama de hospedeiros, hd variagdo na citogenética e no modo de reproducdo do
nematoide (PERRY; MOENS; STARR, 2009).

A caraterizacdo morfoldgica ainda € bastante utilizada na classificacdo e
taxonomia em Meloidogyne spp. (EISENBACK; HUNT, 2009). A identificacdo de
espécies dos nematoides das galhas apresenta diversas dificuldades, devido a morfologia
conservada, morfometria bastante varidvel, reacdo ao hospedeiro, variagdes
intraespecificas, meio de reproducdo partenogenética, além da presenca de espécies
cripticas. Consequentemente, é fundamental o conhecimento da variabilidade dos dados
morfoldgicos e morfométricos em determinadas espécies em diferentes condicGes
edafoclimaticas (HUNT; HANDOO, 2009).

Durante muitos anos, a identificacdo de espécies de Meloidogyne foi realizada
principalmente com base nos caracteres morfoldgicos, por meio de caracteristicas das
fémeas, machos e juvenis de segundo estadio (EISENBACK; TRIANTAPHYLLOU,
1991), porém tais caracteristicas apresentam alta variabilidade fenotipica (HUNT;
HANDOO, 2009). A identificacdo ao nivel especifico, baseada apenas em caracteres
morfoldgicos, além de ser demorada, é pouco precisa (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001) e



16

dificultada pelo surgimento de populagbes com configuracdes atipicas. Posteriormente,
fenotipos de isoenzimas foram utilizados para a identificacdo de muitas espécies de
Meloidogyne (CARNEIRO; ALMEIDA; QUENEHERVE, 2000), sendo considerados de
custo baixo e de 6timos resultados. A premissa basica adotada ao utilizar dados
isoenzimaticos é que diferencas na mobilidade de isoenzimas em um campo elétrico séo
resultantes de diferencas nas sequéncias de DNA, as quais codificam tais enzimas.

Além da utilizagdo de marcadores isoenzimaticos como os perfis de esterase
(EST) e malato desidrogenase (MDH) de fémeas de Meloidogyne por eletroforese em gel
de poliacrilamida (CARNEIRO et al., 2000; ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU,
1991), marcadores moleculares também vém sendo utilizados na identificacdo de varias
espeécies de Meloidogyne (BLOK; POWERS, 2009).

O polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) foi uma das
primeiras técnicas utilizadas na diagnose molecular de espécies de Meloidogyne
(CURRAN et al., 1985). Posteriormente, com o surgimento da técnica da PCR
(Polymerase Chain Reaction ou Reacdo em cadeia da Polimerase), novos métodos de
diagnose para o0 género Meloidogyne foram desenvolvidos, utilizando primers
especificos. Logo, primers para o diagnéstico de diferentes espécies de Meloidogyne
foram desenvolvidos baseados em regides conservadas do DNAr (PERRY et al., 2007).

Mais recentemente, as analises filogenéticas comecaram a ser realizadas
utilizando sequéncias de DNAr (DNA ribossémico), a pequena subunidade ribossomal
(SSU ou 18S) (DE LEY et al., 2002), e a grande subunidade ribossomal (LSU ou 28S)
(CASTILLO et al., 2003), e sequéncias de DNA mitocondrial (DNAmt) (TIGANO et al.,
2005).

O DNA ribossdmico nuclear é atualmente o marcador molecular mais empregado
extensivamente na sistematica molecular do género Meloidogyne. As variagdes
encontradas no DNAr, ou seja, as taxas de mutacdo observadas entre diferentes genes e
espacadores entre unidade de transcri¢do resultam em regides que séo Uteis nos estudos
taxonbmicos em Meloidogyne (HILLIS; DIXON, 1991). Isso inclui as regides
conservadas e variavel das subunidades 18S e 28S, e a regido ITS (Internal Transcribed
Spacer). Estas trés regides do DNAr sdo os marcadores moleculares mais comumente
empregados nos estudos filogenéticos em Meloidogyne spp. (LANDA et al., 2008).

O DNA mitocondrial (DNAmt), apesar da aparente baixa diversidade genética
entre populagcdes de M. arenaria, M. javanica e M. incognita (HUGALL et al., 1997;
STANTON et al., 1997), possui sequéncias abrangendo o COI (citocromo c oxidase



17

subunidade 1), que é bastante utilizado na diagnose molecular de espécies de Meloidogyne
(BLOK et al., 2002; BRITO et al., 2004). O genoma mitocondrial da maioria do
nematoides inclui 12 genes codificadores de proteinas, todos componentes da fosforilacdo
oxidativa, o sistema incluindo subunidades do citocromo ¢ oxidase (COI-COIIl); os 22
RNAs de transferéncia (RNALt) e dois RNAs ribossomais (RNAr), sendo uma importante
fonte de informacao genética extra-nuclear (PERRY et al., 2007).

Além disso, ha geralmente um regido nao-codificadora ricaem AT, ou uma regido
com elevados niveis dos nucleotideos adenina e timina contendo sitio de iniciacdo para
replicacéo e transcrigdo. O arranjo de genes no genoma mitocondrial ndo é Gnico dentro
do filo Nematoda. Os nematoides s@o caracterizados por uma surpreendente varia¢do na
ordem dos genes no genoma mitocondrial (PERRY et al., 2007).

A principal funcdo da mitocéndria € liberagdo de energia gradualmente das
moléculas de acidos graxos e glicose, para producgdo de calor e moléculas de ATP, mas
também participam de atividades ligadas a replicacdo e transcricio do DNAmt
(ALBERTS et al., 2004). O sequenciamento de DNAmt fornece dados que podem ser
empregados nos diversos estudos evolutivos e filogenéticos, por meio de analise
comparativa da informagdo do DNA mitocondrial do nematoide para resolver relagdes
em diferentes niveis de divergéncia (SULTANA et al., 2013).

O primeiro método de sequenciamento, chamado de método de Sanger (SANGER
et al., 1977), foi desenvolvido em 1977, e € utilizado até os dias de hoje (CARRILLO-
FASIOetal., 2021; YE etal., 2021). Porém, com o advento do sequenciamento genémico
em 2000, as plataformas de sequenciamento, também conhecidas como NGS (Next-
Generation Sequencing, Sequenciamento de Ultima geracdo), tém sido bastante utilizadas,
devido a capacidade de produzir um elevado volume de pares de bases, sequenciando
varios genomas ao mesmo tempo, levando a otimizacdo do tempo por corrida
(CARVALHO:; SILVA, 2010). E esperado que haja uma tendéncia nos proximos anos da
migracdo da técnica de padrdo, sequenciamento Sanger, para a de NGS (LIU et al., 2012;
PHAN et al., 2021).

Apesar dos aspectos negativos do impacto de fitonematoides na cultura do
inhame, a identificacdo de espécies de Meloidogyne é realizada por meio de
caracteristicas morfoldgicas baseadas na configuracdo perineal de fémeas e na
caracterizacdo bioquimica de perfil de esterase, porem ndo ha trabalhos identificando
isolados de Meloidogyne na cultura do inhame por meio da taxonomia integrativa com a

implementagdo de marcadores moleculares. Desta forma, permanece a necessidade de
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estudos utilizando marcadores moleculares de alta informatividade filogenética para a
identificacdo das espécies de Meloidogyne associadas a cultura do inhame na regido
Nordeste Brasileira, onde nenhum estudo foi desenvolvido para investigagédo da etiologia
dessa doenca, uma vez que as estratégias de manejo podem diferir conforme a espécie
prevalente, bem como a diversidade destes isolados.

Diante disso, 0s objetivos desse estudo foram analisar a etiologia e a diversidade
genética de populaces de Meloidogyne na cultura do inhame da regido Nordeste do
Brasil, gerando informacdes que possam auxiliar no estabelecimento de um sistema de
manejo eficiente do inhame para a doenca. Além disso, avaliar a distribuicéo,
agressividade e prevaléncia de Meloidogyne spp. na cultura do inhame na regido Nordeste
do Brasil e a agressividade de Meloidogyne spp. na cultura do inhame (D. cayennensis)

em condigdes de casa de vegetacéo.
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RESUMO

A producéo da cultura do inhame no Brasil se concentra na regido nordeste, onde
sdo cultivadas principalmente as espécies Dioscorea cayennensis e D. alata, com
destaque para os estados da Paraiba, Pernambuco, Alagoas e Bahia em funcdo da alta
produtividade. Um dos problemas na cultura do inhame sdo os nematoides das galhas
(Meloidogyne spp.) que séo considerados um dos grupos de fitonematoides mais
agressivos e prejudicais economicamente a cultura, representando um fator limitante na
producéo e na qualidade das tuberas. Porém héa poucas informacdes sobre a etiologia da
doenga na regido Nordeste do Brasil, portanto o objetivo do estudo foi realizar a
identificacdo das espécies de Meloidogyne associadas a Dioscorea spp. na regido nordeste
brasileira, bem como determinar a distribuicdo e prevaléncia dessas espécies. A
identificacdo foi realizada utilizando caracteres morfoldgicos, bioquimicos e moleculares.
Foram identificadas quatros espécies: Meloidogyne incognita, M. javanica, M.
enterolobii e M. arenaria associadas a trés espécies de inhame: Dioscorea cayennensis,
D. alata e D. trifida no nordeste brasileiro, com prevaléncia de M. incognita com 35,5%
das ocorréncias, seguido por M. javanica com registro de 33,3% dos isolados, M.
enterolobii obteve o assinalamento em 17,7% das amostras e M. arenaria identificado em

13,3% das amostras.

Palavras-chave: Detec¢do molecular; Diversidade; Nematoide das galhas; Taxonomia

integrativa; inhame
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ABSTRACT

The production of the yam crop in Brazil is concentrated in the northeast region, where
Dioscorea cayennensis and D. alata are mainly cultivated, with emphasis on the states of
Paraiba, Pernambuco, Alagoas and Bahia due to their high productivity. One of the
problems in the yam crop is root-knot nematodes (Meloidogyne spp.) which are
considered one of the most aggressive and economically harmful phytonematode groups,
representing a limiting factor in the production and quality of tubers. However, there is
little information about the etiology of the disease in the Northeast region of Brazil, so
the objective of the study was to identify the Meloidogyne species associated with
Dioscorea spp. in the Brazilian northeast region, as well as to determine the distribution
and prevalence of these species. Identification was performed using morphological,
biochemical and molecular characters. Four species were identified: Meloidogyne
incognita, M. javanica, M. enterolobii and M. arenaria associated with three yam species:
Dioscorea cayennensis, D. alata and D. trifida in northeastern Brazil. With a prevalence
of M. incognita with 35.5% of the occurrences, followed by M. javanica with a record of
33.3% of the isolates, M. enterolobii was identified in 17.7% of the samples and M.
arenaria identified in 13.3% of samples.

Keywords: Molecular detection; Diversity; Root-knot nematode; Integrative taxonomy;
Yam

INTRODUCAO

O inhame (Dioscorea spp.) é uma planta da familia Dioscoreacea, com habito
herbaceo e ciclo anual. O género Dioscorea é formado por aproximadamente 630
espécies, com distribuicdo na Asia, Africa, América Central e América do Sul
(Aumsuwan et al., 2016). A cultura do inhame produz tubérculos em seu
desenvolvimento vegetativo, com alto valor energético e nutricional utilizado na
alimentacdo de pequenos produtores rurais, também possuem propriedades medicinais
(Senanayake et al., 2012; Dantas et al., 2013). A producéo e area plantada de inhame vém
expandindo-se ao longo dos anos, registrando-se em 2018 &rea plantada mundial de
aproximadamente 8,500.000 hectares (FAO, 2020).

No Brasil a producdo da cultura do inhame se concentra na regido nordeste,

cultivando principalmente as espécies Dioscorea cayennensis Lam e D. alata L., com
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destaque para os estados da Paraiba, Pernambuco, Alagoas e Bahia devido a
produtividade (Siqueira, 2011; Silva et al., 2012; Mesquita, 2002). Outra importante
espécie de Dioscorea cultivada no pais é D. trifida L. que possui centro de origem na
América do Sul, com destaque de producdo e consumo na regido norte do Brasil (Rocha
et al., 2020). Em 2019, o Brasil produziu quase 250 mil toneladas de inhame, com
aproximadamente 90% da producao nacional produzida na regido nordeste (Assis Moura
and Silva, 2017; FAO, 2021).

Dentre os problemas fitossanitarios que ocorrem na cultura do inhame, ha as
doengas ocasionadas por nematoides, como a casca preta e a meloidoginose (Oliveira et
al., 2005; Seal and Muller, 2007; Siqueira, 2011; Leite and Nascimento, 2018). O
nematoide das galhas, pertencente ao género Meloidogyne Goeldi, € considerado um dos
mais importantes para a cultura (Lilley et al., 2012; Moura, 2017). Fitonematoides desse
género tém ampla distribuicdo mundial, alto indice de reproducdo e agressividade, e sdo
parasitas obrigatdrios com habito sedentario (Moens et al., 2009). Tais caracteristicas
favorecem para que esse grupo de fitonematoides seja o responsavel pela diminuigéo e

perda da produtividade na cultura do inhame (Barbosa et al., 2010; Siqueira, 2011).

Existem mais de 100 espécies descritas do género Meloidogyne, dentre essas,
Meloidogyne incognita (Kofoid & White), M. javanica (Treub.) e M. arenaria (Neal) ja
foram identificadas em levantamento realizado anteriormente na cultura do inhame no
Brasil (Hunt and Handoo, 2009; Silva et al., 2016; Moura, 2017). Diante dos prejuizos
ocasionados por Meloidogyne spp. nessa cultura, é essencial a identificagdo das espécies
de nematoides das galhas, visando o manejo da doenca (Coyne et al., 2006). Portanto, o
objetivo do estudo foi realizar a identificacdo das espécies de Meloidogyne associadas a
Dioscorea spp. na regido nordeste brasileira, bem como determinar a distribuicéo e

prevaléncia dessas espécies.

MATERIAIS E METODOS
Obtencéo dos isolados.

As coletas das populacBes de nematoides presentes nas areas produtoras de
inhame foram oriundas de diferentes campos de producéo da regido nordeste do Brasil

(Tabela 1). Taberas e solo de areas infestadas foram coletados e encaminhados ao
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Laboratdrio de Fitonematologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
As populacbes de Meloidogyne spp. foram purificada e multiplicada em tomateiro
(Solanum lycopersicum L.) cv. Santa Cruz Kada em casa de vegetacéo, para identificacdo

da espécie.

Caracterizacdo morfolodgica, bioquimica e molecular de Meloidogyne spp.

Cortes perineais foram realizados de acordo com a metodologia de Taylor e
Netscher (1974). A determinagéo do perfil da esterase foi feita de acordo com Carneiro
and Almeida (2001), utilizando duas fémeas por amostra. Apds prévia identificacdo e
purificacdo, para cada isolado foi feita a extracdo do DNA genémico com o kit AxyPrep
Multisource Genomic DNA Miniprep (Axygen®), conforme protocolo descrito pelo
fabricante, e a qualidade e a quantidade de DNA foram estimadas respectivamente em gel
de agarose 0,8% e NanoVueTM (GE Healthcare®). Para identificagdo molecular foram
sequenciados trés fragmentos do DNA ribossomal (rDNA) (regido D2-D3 do 28S rRNA,
ITS, e 18S rRNA) e duas regides do mtDNA (coxl e coxll-16S). A regido D2-D3 do
segmento 28S rDNA foi amplificada usando os primers D2A e D3B. A regido ITS foi
amplificada usando os primers 18S e Vrain2R, enquanto 18S rRNA foi amplificada
usando os primers 988F, 1912R, 1813F e 2646R. O gene coxl do mtDNA foi amplificado
usando C2F3 e MRH106. A regido coxIl-16S do mtDNA foi amplificada usando primers
JB3 e JB5. As amplificacbes em PCR foram realizadas em volume final de 25ul,
utilizando PCR Master Mix (2X) (Fermentas®) conforme recomendagdes do fabricante.
As reacOes foram realizadas em termociclador Biocycler MJ 96+ (Biosystems®),
detalhes dos protocolos das PCR estdo descritos em Powers e Harris (1993). Os produtos
de PCR foram visualizados em gel de agarose 2% e purificados com o kit AxyPrepTM
PCR Cleanup (Axygen®), e posteriormente sequenciados nos dois sentidos com 0s

mesmos primers utilizados na amplificagéo.

Andlises filogenéticas

As sequéncias consenso foram montadas a partir de duas sequéncias usando o
pacote Staden (Staden et al. 1998). Essas foram utilizadas para uma pesquisa de Blastn

em banco de dados de nucleotideos do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Mdltiplos
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alinhamentos de sequéncia foram realizados com a versao online do MAFFT 7, utilizando
0 método de refinamento iterativo L-INS-i (Katoh e Toh 2008, Katoh 2013), para cada

gene individual e regido.

As relacBes filogenéticas foram realizadas usando as andlises da Maxima
Verossimilhanga (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB) feitas tanto para os locus individuais
como para concatenado. As analises da MV foram realizadas utilizando os programas
RAXML-HCP2 v.7.0.4 (Stamatakis et al. 2008) implementadas no CIPRES Portal v.2.0
(https://www.phylo.org/portal2/home.action). A analise de inferéncia bayesiana (IB) foi
realizada utilizando os programas RAXML-HCP2 v.7.0.4 (Stamatakis 2006; Stamatakis
et al. 2008) e MrBayes v 3.2.1 (Roquist et al. 2012) ambos implementados no Portal
CIPRES v. 2.0. O programa MrModeltest 2.3 foi utilizado para buscar o0 modelo mais
adequado de evolugdo de nucleotideos de acordo com os parametros AICc (Nylander
2004). Os modelos de substituicdo de nucleotideos de melhor ajuste foram selecionados
usando AICc em jModelTest2 v. 2.1.6 (Darriba et al., 2012, Guindon e Gascuel 2003).
No IB a anélise foi realizada utilizando o modelo GTR+I+G com quatro cadeias Markov
Chain Monte Carlo (MCMC), 5x107 gerages com amostragens a cada 1000 geragoes.

Os primeiros 25% das geracdes foram descartados.

Prevaléncia de espécies de Meloidogyne

Baseado no nimero de populacGes de cada espécie de Meloidogyne identificada,
a frequéncia relativa de cada espécie foi calculada em relagdo ao numero total de isolados
e ao numero de isolados por area/estado. Os valores de frequéncias relativas foram

expressos em percentagem.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas 300 populac6es de Meloidogyne spp. associadas a Dioscorea spp.
provenientes dos nove estados da regido nordeste do Brasil, sendo 61 populacdes do
estado de Alagoas, 48 populagdes do estado do Maranhéo, 43 populac¢des do estado de
Pernambuco, 39 populacdes do estado da Bahia, 32 populacdes do estado de Sergipe, 31
populacdes do estado da Paraiba, 30 popula¢c6es do Rio Grande do Norte, dez populacdes

do estado do Ceara e seis populagdes do estado do Piaui. Posteriormente, foi realizada a
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selecdo de isolados de diferentes espécies de Meloidogyne com base nas caracteristicas
morfoldgicas e bioquimicas, sendo escolhido a espécie do nematoide em cada espécie
vegetal de inhame por estado. Os 45 isolados de Meloidogyne spp. selecionados e
purificados foram utilizados para a realizagdo da caracterizacdo molecular, conforme
Tabela 1.

A analise preliminar utilizando dados moleculares do 18S rRNA de 45 isolados
separou quatro haplotipos diferentes (M01-M45), 16 isolados foram representados por
trés haplotipos e as sequéncias foram agrupadas para Meloidogyne sp.1, 15 isolados em
dois hapl6tipos agrupados nas sequéncias de Meloidogyne sp.2, um haplétipo foi
separado para Meloidogyne sp.3 com oito isolados e um hapl6tipo foi separado para
Meloidogyne sp.4 com seis isolados (Figura 1). Um total de sete isolados representativos
dos hapldtipos foram escolhidos de cada espécie vegetal para o sequenciamento do locus

remanescente e analises subsequentes (Tabela 2).

Os padrdes perineais de fémeas da populagdo de Meloidogyne sp. 2 mostraram
arco dorsal alto e quadrado, com estrias onduladas dobradas em direcao as linhas laterais
e auséncia de entalhes distintos nas linhas laterais, caracteristico de M. icognita. Os
padrdes perineais das fémeas de Meloidogyne sp. 2 eram arredondados com o arco dorsal
baixo, estrias suaves e linhas laterais paralelas destacadas em ambos os lados, tipico de
M. javanica. Os padrdes perineais das fémeas de Meloidogyne sp. 3. apresentaram
formato oval com arcos dorsais altos, com estrias e as linhas laterais finas. Estas
caracteristicas morfologicas corresponderam a descrigdo original de M. enterolobii. As
configuracdes perineais das fémeas de Meloidogyne sp. 4 apresentaram arco dorsal baixo,
arredondado e recuado perto dos campos laterais, com estrias curtas e irregulares, com

bifurcacdo, carateristico de M. arenaria.

Os polimorfismos das bandas de esterase por eletroforese revelaram o fendtipo 11
(Rm 1,0) tipico de M. incognita nos isolados de Meloidogyne sp. 1. Os isolados de
Meloidogyne sp. 2 apresentaram fenotipo J3 (Rm: 1,0, 1,20, 1,35) caracteristico de M.
javanica. Constatou-se também a presenca de fendtipo M2 (Rm: 0,7 e 0,9), bandas
caracteristicas de M. enterolobii nos isolados de Meloidogyne sp. 3. Foi observado em
Meloidogyne sp. 4 o fenotipo A2 (Rm: 1.20, 1.30), tipico de M. arenaria (Figura 2).
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Os isolados selecionados foram distribuidos entre quatro clados bem suportados
em andlises multilocus da Méaxima Verossimilhanca (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB).

Arvores multilocais e locus individuais apresentaram topologia semelhante (Figura 3).

Os isolados de Meloidogyne de Dioscorea spp. foram identificados em quatros
espécies: trés isolados foram agrupados com o clado M. incognita com suporte maximo
na analise multilocus IB; outros trés isolados agruparam com isolados de M. javanica;
dois isolados agrupados com o clado M. arenaria com alto suporte nas analises multilocus
concatenadas de IB; e outros dois isolados agrupados com o clado M. enterolobii (Yang
and Eisenback). No total, trés representantes de M. incognita, trés de M. javanica, dois
de M. arenaria e dois de M. enterolobii foram isolados por inferéncia dos representantes
dos haplétipos.

Portanto, foram identificadas as espécies M. incognita, M. javanica, M.
enterolobii e M. arenaria associadas a trés espéecies de inhame: Dioscorea cayennensis,
D. alata e D. trifida no nordeste brasileiro (Figura 4), com prevaléncia de M. incognita
em 35,5% das ocorréncias, seguido por M. javanica com registro em 33,3% dos isolados,
M. enterolobii obteve o assinalamento em 17,7% das amostras e M. arenaria identificado
em 13,3% das amostras. A espécie D. cayennensis registrou 53,3% dos assinalamentos
de espécies de Meloidogyne em todos os nove estados estudados, seguido por D. alata
com 42,2% de isolados de toda regido nordeste e 4,5% dos registros foram feitos em D.

trifida, com identificacdo desta espécie de inhame apenas no estado do Maranhé&o.

A perda na producdo de inhame por espécies dos nematoides das galhas pode se
aproximar de 90%, com diminuicdo do valor de comercializacdo em até 52% (Nwauzor
and Fawole, 1981). M. incognita e M. javanica sdo as principais espécies associadas a
cultura do inhame, com reducéo significativamente na producéo de tubérculos (Adesiyan
and Odihirin, 1978; Mohandas and Ramakrishnan, 1997). Ha registro de reducdo de até
80% na producdo de inhame ocasionada por M. arenaria em infestacdo severa (Gao,
1992).

Na literatura, ha registro de meloidoginose em D. trifida realizado por
Humphreys-Pereira et al. (2017) na Costa Rica com o assinalamento de M. incognita. No
Brasil, foram identificadas duas espécies, M. incognita e M. javanica em D. trifida (Souza

Junior et at., ndo publicado).
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No Brasil, M. enterolobii é um importante patégeno na cultura da goiabeira na
regido nordeste, em razdo das severas perdas que ocasiona e das quedas de producéo,
levando a inviabilidade econémica da cultura, em alguns casos (Charchar et al., 2009).
Na cultura do inhame s6 hé dois registros de assinalamento de M. enterolobii, o primeiro
realizado Kolombia et al. (2016) na Nigéria no inhame branco (Dioscorea rotundata L.)
e 0 segundo no Brasil em Dioscorea spp. registrado por Souza Junior et al. (ndo

publicado).

O registro da ocorréncia de Meloidogyne arenaria associada a cultura do inhame
ja foi amplamente realizado, com assinalamentos na Asia, América Central, Latina,
Africa e Caribe (Schieber and Lassmann 1961; Jenkins and Bird, 1962; Moura, 2006;
Moura et al., 2010; Gao et al., 2000; Kolombia et al., 2017; Souza Junior et al., ndo
publicado). No nordeste brasileiro, M. arenaria ¢ uma das principais espécies de

nematoides das galhas que ocorrem na regido (Santos et al., 2007).

Na literatura ha relatos da ocorréncia de mais de uma espécie de nematoide das
galhas em uma Unica tabera de inhame, como descrito por Kolombia et al. (2017) que
verificaram infec¢do multipla em 4% de suas amostras com a presenga de M. enterolobii,
M. incognita e M. javanica. Embora no presente estudo ndo tenha sido detectada infeccao
multipla, foi observado dentro de uma mesma area de amostragem a ocorréncia de mais
de uma espécie de Meloidogyne. Outras espécies desse género como M. hapla foram
relatadas parasitando o inhame em outros paises (Kawamura and Hirano, 1961; Park et

al., 1998; Kolombia et al., 2016), no entanto, ndo foram detectadas no presente trabalho.

A relevancia em conhecer os impactos que Meloidogyne spp. podem exercer sobre
a cultura do inhame, bem como suas interacdes intra e interespecificas, e sua correta
identificacdo sdo caracteristicas fundamentais para que praticas de manejo possam ser
adequadamente recomendadas. Diante do exposto, a ocorréncia de espécies de
Meloidogyne em &reas de producdo de inhame ressalta sua importancia como agente

indutor de danos na cultura, contribuindo para reducdo na produtividade.
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Figura 1. Arvore da Méaxima Verossimilhanca de isolados de Meloidogyne associados a

Dioscorea spp. inferidas por meio dos alinhamentos dos fragmentos do 18S rRNA.

Xiphinema index foi usado como outgroups. A barra de escala indica 0 nimero esperado

de substituicdes por site.
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Figura 2. Fendtipos de esterase de populagfes de Meloidogyne spp. isolada da cultura do
inhame no Brasil. A) Mj: fenétipo de M. javanica (padrdo) e Ma: M. arenaria com duas
bandas. B) Mj: fendtipo de M. javanica (padrdo) e Mi: M. incognita com uma banda. C)

B) M;j: fendtipo de M. javanica (padrdo) e Me: M. enterolobii com duas bandas.
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Figura 3. Arvore da Méaxima verossimilhanca de espécies de Meloidogyne inferida por

meio da concatenada dos alinhamentos dos fragmentos do DNA ribossomal (rDNA)
(regido D2-D3 do 28S rRNA, ITS e 18S rRNA) e genes coxl e coxll. Os valores de

suporte de bootstrap (MV> 70) e os valores de probabilidade posterior IB (PP>0,95) sdo

mostrados nos nés. Xiphinema index NEM90 e NEM95 foram usados como outgroups.

A barra de escala indica 0 numero esperado de substituicdes por site.
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Figura 4. Distribuicdo de isolados de Meloidogyne identificados em Dioscorea spp. no

nordeste brasileiro.
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Tabela 1. Isolados de Meloidogyne spp. associados a Dioscorea spp. no Brasil.

Cadigo de isolados Espécies de Dioscorea Espécies de Estado
Meloidogyne
MO01 D. cayennensis M. incognita Alagoas
MO02 D. cayennensis M. incognita Bahia
MO03 D. cayennensis M. incognita Ceard
MO04 D. cayennensis M. incognita Maranh@o
MO5 D. cayennensis M. incognita Paraiba
MO06 D. cayennensis M. incognita Pernambuco
MO7 D. cayennensis M. incognita Piaui
M08 D. cayennensis M. incognita Rio Grande
do Norte
MQ9 D. cayennensis M. incognita Sergipe
M10 D. cayennensis M. javanica Alagoas
M11 D. cayennensis M. javanica Bahia
M12 D. cayennensis M. javanica Ceara
M13 D. cayennensis M. javanica Maranhdo
M14 D. cayennensis M. javanica Paraiba
M15 D. cayennensis M. javanica Pernambuco
M16 D. cayennensis M. javanica Rio Grande
do Norte
M17 D. cayennensis M. javanica Sergipe
M18 D. cayennensis M. enterolobii Alagoas
M19 D. cayennensis M. enterolobii Bahia
M20 D. cayennensis M. enterolobii Maranhdo
M21 D. cayennensis M. enterolobii Paraiba
M22 D. cayennensis M. arenaria Alagoas
M23 D. cayennensis M. arenaria Paraiba
M24 D. cayennensis M. arenaria Pernambuco
M25 D . alata M. incognita Alagoas
M26 D . alata M. incognita Bahia
M27 D . alata M. incognita Maranh@o
M28 D . alata M. incognita Paraiba
M29 D . alata M. incognita Pernambuco
M30 D . alata M. incognita Rio Grande
do Norte
M31 D . alata M. javanica Alagoas
M32 D . alata M. javanica Bahia
M33 D . alata M. javanica Maranhédo
M34 D . alata M. javanica Paraiba
M35 D . alata M. javanica Pernambuco
M36 D . alata M. javanica Rio Grande
do Norte
M37 D . alata M. enterolobii Alagoas
M38 D . alata M. enterolobii Bahia
M39 D . alata M. enterolobii Pernambuco
M40 D . alata M. enterolobii Paraiba
M41 D . alata M. arenaria Alagoas
M42 D . alata M. arenaria Paraiba
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M43
M44

M45

D . alata
D. trifida

D. trifida

M. arenaria
M. incognita
M. javanica

Pernambuco
Maranhao

Maranhdo
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Tabela 2. Lista de isolados de Meloidogyne utilizados no trabalho com as informacdes sobre: hospedeiro, localizagcdo e nimero de acesso no
GenBank das sequéncias génicas ITS, 28S, 18S, COI1 e COII.

Espécie Codigo de Hospedeiro Local GenBank
acesso
D2-D3 ITS 18S COll/16S Col
M. baetica AR025 Olea europaea Espanha MH011971 MH011977 MH011982 MG996756 MG996760
M. exigua 237A Coffea arabica Costa Rica  KF993622 - - KF993640 -
M. exigua Mex Coffea arabica CostaRica  KF993623 MK212184 KF993650 KF993634 -
M. hapla JAO41 Olea europaea Espanha MHO011972 MHO011978 MHO011983 MG996757 -
M. naasi 010 Stenotaphrum EUA - JN241873 JN241842 JN241897 -
secundatum
M. aberrans GZ Actinidia China KU598837 KU598838 KU598836 - -
chinensis
M. africana T646 Coffea arabica Tanzania KY433425 KY433430 - - KY433441
M. africana T647 Coffea arabica Tanzania KY433423 KY433428 KY433422 - KY433434
M. arenaria MA-36 Solanum Brasil MF157436 MF168953 MF157416 - -
tuberosum
M. arenaria sp 3 Dioscorea spp. Brasil
M. arenaria 4331 Vietna MH332655 KU521798 - MH332685 MH332666
M. arenaria 4346 Vietna MH332656 MG773546 - MKO033428 MH332667
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Tabela 2. Lista de isolados de Meloidogyne utilizados no trabalho com as informagdes sobre: hospedeiro, localizagdo e nimero de acesso no GenBank

das sequéncias génicas ITS, 28S, 18S, COI1 e COIl.

M. camelliae L84 Camellia Italia - KF542872 - - KF542874
sasanqua

M. camelliae L82 Camellia Italia - KF542871 - - KF542873
sasanqua

M. enterolobii sp4 Dioscorea spp. Brasil

M. enterolobii Jerusalem  Solanum Brasil KX767845 - - KX767844 -

cherryl pseudocapsicum

M. enterolobii D12 Cereus Portugal - - - MK387171 MK387170
hildmannianus

M. graminicola 4177 Vietna MH332658 MG773552 - MH332684 MH332671

M. graminicola MG-1 Oryza sativa China MG273441 - MG273438 - MG917042

M. incognita P118094  Solanum EUA MF673762 MG194429  AY284621 KX214347 MH128424
tuberosum

M. incognita P121032 Solanum EUA MF673761  KT258980 KC875376 MK®861920 MH128427
tuberosum

M. incognita P73085 Phaseolus EUA - - - - MH128422
vulgaris

M. incognita CNO0004 Spondias spp. Brasil MN661335 MN661332 MN661338 - -

M. incognita MI-16 Daucus carota Brasil MF157444  MF168965 MF157421 - -
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Tabela 2. Lista de isolados de Meloidogyne utilizados no trabalho com as informagdes sobre: hospedeiro, localizacdo e nimero de acesso no GenBank

das sequéncias génicas ITS, 28S, 18S. COIl1 e COIl.
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Resumo

A regido Nordeste do Brasil é a principal produtora e consumidora de inhame do pais. Os
nematoides, em particular Meloidogyne spp., sdo um grande risco para a producdo da
cultura. Sendo assim o objetivo desse estudo foi avaliar a distribui¢do e prevaléncia das
espécies de Meloidogyne associada a cultura do inhame e estabelecer o nivel de dano do
nematoide em tlberas de inhame (Dioscorea cayennensis) em casa de vegetacdo. A
incidéncia e severidade dos sintomas foram avaliados em 300 tuberas de diferentes areas
de producdo de Dioscorea spp. nos estados da regido Nordeste brasileira. Foram
selecionados 24 isolados de Meloidogyne que foram inoculados em mudas de D.
cayennensis em condicOes de casa de vegetacdo. A incidéncia de sintomas foi de 100%
de galhas em todas as tuberas examinadas, com diferentes graus de severidade. A espécie
com maior ocorréncia foi Meloidogyne incognita com 51% dos registros em Dioscorea
spp., seguido por M. javanica (29%), M. enterolobii (15%) e M. arenaria (4%) Isolados
de M. enterolobii apresentaram niveis de agressividade superiores as demais espécies
avaliadas. Este estudo mostra que Meloidogyne spp. estdo presentes em todas as areas
examinadas de producdo da cultura de inhame nos diferentes estados da regido e exigem

um manejo eficaz de nematoides de inhame na regido
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Palavras-chave: Dioscorea, Meloidogyne, sintomas

Abstract

The Northeast region of Brazil is the main producer and consumer of yam in the country.
Nematodes, in particular Meloidogyne spp., are a major risk to crop production.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the distribution and prevalence of
Meloidogyne species associated with yam culture and to establish the level of nematode
damage in yam tubers (Dioscorea cayennensis) in a greenhouse. The incidence and
severity of symptoms were evaluated in 300 tuberas from different areas of Dioscorea
spp. in the states of the Brazilian Northeast region. Twenty-four Meloidogyne isolates
were selected and inoculated into D. cayennensis seedlings under greenhouse conditions.
The incidence of symptoms was 100% of galls on all tubers examined, with different
degrees of severity. The species with the highest occurrence was Meloidogyne incognita
with 51% of records in Dioscorea spp., followed by M. javanica (29%), M. enterolobii
(15%) and M. arenaria (4%). superior aggressiveness of the other evaluated species. This
study shows that Meloidogyne spp. is present in all yam production areas examined in the
different states of the region and requires effective management of yam nematodes in the
region

Keywords: Dioscorea, Meloidogyne, symptoms

INTRODUCAO

O inhame (Dioscorea spp.) pertence a familia Dioscoreaceae, € uma planta de
habito herbaceo, com distribuicdo em regibes tropical, subtropical e temperada, com
prevaléncia na Africa, América do Sul e Central e Asia (AUMSUWAN et al., 2016). No
ranking mundial, o Brasil ocupa a 132 posi¢ao, com producdo anual de aproximadamente
250 mil toneladas, em uma &rea de cerca de 26 mil ha e rendimento médio de 9,8 t/ha
(FAO, 2018). Nacionalmente, a regido nordeste destaca-se como a principal produtora,
sendo responsavel por 90% do total de inhame produzido no pais (ASSIS MOURA;
SILVA, 2017). A cultura do inhame possui importancia na regido nordeste brasileira,
principalmente em razdo de servir de fonte alimentar para produtores da agricultura
familiar (DIAS et al., 2011).

As principais espécies de inhame cultivadas na regido nordeste do Brasil em
relacdo ao volume de producdo e area de cultivo sdo Dioscorea alata L. e D. cayennensis
Lam, porém héa pequenos cultivos de D. bulbifera L. e D. trifida L. (DIAS et al., 2011,

SIQUEIRA et al., 2014). Os principais fitonematoides assinalados na cultura do inhame
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sdo: Scutellonema bradys (Steiner e Le Hew) Andrassy, Pratylenchus spp. (De Man) e
Meloidogyne spp. (Goeldi) (PINHEIRO et al., 2016).

A ocorréncia de nematoides do género Meloidogyne no inhame no Brasil € um
dos principais problemas fitossanitarios na cultura, pois, além de reduzir a produtividade,
afeta diretamente o produto comercializado (LILLEY et al., 2012; MOURA, 2017). As
espécies de Dioscorea cultivadas sdo suscetiveis ao nematoide, consequentemente, as
populacdes de Meloidogyne spp. permanecem nas areas de cultivo da cultura, resultando
na inviabilizacdo de novos plantios em razdo do aumento populacional desses
fitopatdgenos (PINHEIRO et al., 2016).

O género Meloidogyne Goeldi, conhecido como nematoide das galhas, apresenta
ampla distribuicdo mundial, alto indice de reproducdo e agressividade, € parasita
obrigatério com habito sedentario (MOENS et al., 2009). Os sintomas causados nas
tiberas ocasionam deformacdes nos tubérculos e reducdo da qualidade (HUMPHREY S-
PEREIRA et al., 2014, 2017; KOLOMBIA et al., 2014, 2017).

Apesar da importancia econdmica da doenca, ha poucos dados disponiveis do
parasitismo de nematoides de galhas em relacdo a incidéncia, agressividade e distribuicao
nas principais areas de cultivo de inhame do Brasil. Tais informag6es sdo fundamentais
para o desenvolvimento de estratégias de manejo de Meloidogyne spp. na cultura, visando
a reducdo das perdas de producdo. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
distribuicéo, agressividade e prevaléncia de Meloidogyne spp. na cultura do inhame na
regido Nordeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Distribuicdo e frequéncia de Meloidogyne spp. associadas ao inhame no Nordeste
brasileiro

Durante os meses de setembro a dezembro de 2019, 450 amostras constituidas por
tuberas de inhame com sintomas de meloidoginose foram coletadas em areas de cultivo
nos nove estados brasileiros que formam a regido Nordeste. Cada amostra teve registrada
as coordenadas geogréficas da localizagdo e espécies vegetais de Dioscorea spp., sendo
posteriormente lavadas e secas na casa de vegetacdo do Laboratorio de Nematologia
(LAFNEMA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). A avaliacédo da
severidade dos danos fundamentou-se na escala diagramatica desenvolvida por Kolombia

et al. (2020), distribuindo notas de 1 a 5, sendo: 1 = atribuido a auséncia de sintoma na
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superficie da tubera, 2 = sintoma leve (1-25% dos sintomas na superficie da tubera), 3 =
sintoma médio (26-50% dos sintomas na superficie da tubera), 4 = sintoma pesado (51-
75% dos sintomas na superficie da tdbera) e 5 = sintoma grave (> 75% dos sintomas na
superficie da tabera).

Os J2 foram extraidos de pequenos fragmentos da casca da tibera pesando 10g de
acordo com o método de funil de Baermann otimizado, descrito em Machado e Silva
(2019). As suspensdes de nematoides obtidas foram mantidas sob refrigeracéo (4-6°C),
realizando-se a contagem dos nematoides em laminas de Peters, sob microscopio
estereoscopio, com média de duas leituras. Os resultados foram computados em nimero
de individuos dos nematoides por 10g de taberas. A identificacdo ao nivel de género dos

nematoides foi feita com chave de identificacdo de Mai et al., (1996).

Avaliacao da agressividade de isolados de Meloidogyne

Foram selecionados 24 isolados de Meloidogyne obtidos dos noves estados,
elegendo-se aqueles que no seu isolamento apresentaram nota 3 na escala diagramatica
de Kolombia et al. (2020), visando uniformidade dos isolados (Tabela 1). Todos os
isolados foram identificados ao nivel de espécie utilizando dados morfoldgicos,
bioquimicos e moleculares. As populacdes puras dos 24 isolados foram multiplicadas em
tomateiro (Solanum lycopersicum L. ‘Santa Clara’) para serem utilizadas nas inoculagdes.

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Departamento de Fitotecnia
da Universidade Federal do Ceard (UFC), com temperatura média de 30° + 3 °C. Tuberas
sadias de D. cayennensis (450-500g) foram utilizadas no ensaio, realizando-se o
procedimento desenvolvido por Almeida et al. (2020) para garantir a qualidade
fitossanitaria das tuberas. Posteriormente, as tuberas foram plantadas em vasos com
capacidade de 8 L com solo previamente esterilizado. Ap6s 30 dias do plantio, mudas de
inhame com aproximadamente 10 cm foram inoculadas com 10.000 ovos+J2
individualmente com cada isolados de Meloidogyne spp. (Tabela 1). Como testemunha,
foi aplicada apenas agua destilada nas mudas de inhame. O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado, com 25 tratamentos (24 isolados +

testemunha) e cinco repetic¢des, totalizando 125 unidades experimentais.
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Tabela 1. Isolados de Meloidogyne spp. obtidos de areas de producdo de Dioscorea

cayennensis de diferentes estados da regido Nordeste utilizados no experimento.

ISOLADOS ESPECIES CIDADE/ESTADO LOCALIZACAO

11 Goiana, Pernambuco 7°38'15" S; 34°57'15" O
12 Conde, Paraiba 7°18'36" S; 34°52' 30" O
13 Morada Nova, Ceara 5°6'37"S; 38°22'54" O
14 Vera Cruz, Rio Grande do Norte 6°3'2"S;35°26'29" O
15 M. incognita Picos, Piaui 7°5'4"S;41°29'15" O
16 Séo Jodo dos Patos, Maranhéo 6°29'26" S; 43° 44' 28" O
17 Séo Felipe, Bahia 12° 46'44" S; 39° 4' 43" O
18 Séo Cristévao, Sergipe 11°0'20" S; 37° 13'32" O
19 Vicosa, Alagoas 90 25'24" S; 36°13'17" O
J1 Goiana, Pernambuco 7°38'30"S; 34°57'11" O
J2 Conde, Paraiba 7°17'50" S; 34°52'57" O
J3 Morada Nova, Ceara 5°6'48" S; 38° 22'58" O
J4 ) ) Vera Cruz, Rio Grande do Norte 6°1'46"S; 35° 25'34" O
J5 M- Javanica S&o Jodo dos Patos, Maranhdo 6°29'58"S; 43°43'12" O
J6 Maragogipe, Bahia 12°51' 20" S; 38° 54' 34" O
J7 Séo Cristovéo, Sergipe 11°0'3"S; 37°13'0" O
J8 Mar Vermelho, Alagoas 9°26'56" S; 36° 23' 58" O
El Conde, Paraiba 7°18'36" S 34°52'32" O
E2 B Quebrangulo, Alagoas 9°14'59" S; 36°22'48" O
E3 M. enterolobi Sé&o Felipe, Bahia 12°46'54" S; 39°4'42" O
E4 Paraibano, Maranhéo 6°24'43" S; 43° 59'42" O
Al Goiana, Pernambuco 7°38'28"S; 34°57' 16" O
A2 M. arenaria Mataraca, Paraiba 6°35'40" S; 35° 04' 09" O
A3 Atalaia, Alagoas 9031'39" S; 36°03' 20" O

Ap0s sete meses do plantio, as plantas e tiberas foram coletadas para avaliacéo
das seguintes variaveis: biomassa fresca da parte aérea da planta (BFPAP), biomassa seca
da parte aérea da planta (BSPAP), peso das tuberas (P), nivel do sintoma (NS) segundo
Kolombia et al. (2020), nimero de ovos (NO), nimeros de massas de ovos (NMO), fator
de reproducao (FR) e nimero de juvenis de segundo estadio (J2).

Para as variaveis do parasitismo, as tuberas foram lavadas em agua corrente e
secas em casa de vegetacdo para realizacdo da avaliacdo do nivel dos sintomas segundo
a escala diagramaética desenvolvida por Kolombia et al. (2020). Posteriormente, as tiberas
foram transferidas para o Laboratorio de Fitopatologia da UFC para pesagem e extracéo
do nematoide. Os nematoides foram extraidos de pequenos fragmentos da casca da tubera
pesando 10g segundo meétodo de funil de Baermann otimizado, descrito em Machado e
Silva (2019). As suspensdes de nematoides obtidas foram mantidas sob refrigeracéo (4-
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6°C), realizando-se a contagem dos nematoides em laminas de Peters, sob microscépio
estereoscopio, com media de duas leituras. Todo o experimento foi realizado duas vezes.

Os dados foram submetidos a analise descritiva, sendo avaliados quanto a
distribuicdo Normal através do teste de aderéncia a normalidade de Kolmogorov-Smirnov
ao nivel de 5% de significncia e os que apresentaram elevados coeficientes de variagdo
sofreram transformacéo logaritmica log(x+1). Posteriormente os dados foram submetidos
a andlise de variancia, e quando significativas a 5%, as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando-se o programa SISVAR (Ferreira, 2014)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Distribuicéo e frequéncia de isolados de Meloidogyne spp. associadas ao inhame.

Foram isoladas 300 populages de diferentes espécies de Meloidogyne provenientes
de tdberas de inhames de diferentes areas de producdo da cultura da regido nordeste
brasileira (Tabela 2).

Tabela 2. Numeros de populagdes de Meloidogyne spp. obtidas de diferentes areas de

cultivo de inhame (Dioscorea spp.) na regido Nordeste do Brasil.

Estado Dioscorea spp. Meloidogyne spp. Nivel do Sintoma* Quantidade de

isolados

. 2 6
D. cayennensis
3 5
) . 2 7
M. incognita
3 6
D. alata
4 5
5 1
2 4
D. cayennensis 3 2
) ) 4 2
M. javanica
2 5
Alagoas D. alata 3 2
4 1
2 2
D. cayennensis 3 2
5 2
M. enterolobii
2 2
D. alata 3 1
5 1
) 2 2
D. cayennensis .
M. arenaria 3 1
D. alata 2 1
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. cayennensis

3 1
2 2
3 3
4 1
) . 5 1
M. incognita
2 4
3 4
. alata
4 1
5 1
. . 2 4
Bahia . cayennensis
) . 3 2
M. javanica
2 4
. alata
3 2
3 1
. cayennensis 4 1
a 5 2
M. enterolobii
3 4
. alata 4 1
5 1
. 2 1
. cayennensis
) . 3 2
M. incognita
2 2
. alata
Cearad 3 1
. 2 1
. cayennensis . .
M. javanica 3 2
. alata 2 1
2 6
) 3 6
. cayennensis
4 2
. . 5 1
M. incognita
2 5
3 4
. alata
4 2
Maranhéo
5 1
) 2 2
. cayennensis . .
M. javanica 3 4
. alata 2 2
3 6
. cayennensis M. enterolobii 4 3
5 4
2 3
. 3 2
. cayennensis
4 1
) . 5 1
M. incognita
Paraiba 2 2
3 2
. alata
4 2
5 1
. cayennensis M. javanica 2 1
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. cayennensis

. alata

M. enterolobii

. cayennensis

. alata

M. arenaria

Pernambuco

Piauf

. cayennensis

. alata

M. incognita

. cayennensis

. alata

M. javanica

. cayennensis

. alata

M. enterolobii

. cayennensis

. alata

M. arenaria

. cayennensis

M. incognita

Rio Grande do Norte

. cayennensis

. alata

M. incognita
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4 2
5 1
2 2
) 3 2
D. cayennensis
4 1
. . 5 1
M. javanica
2 3
3 2
D. alata
4 1
5 1
2 4
. 3 3
D. cayennensis
4 1
. . 5 2
M. incognita
2 3
. 3 3
Sergipe D. alata
4 2
5 2
. 2 2
D. cayennensis
. . 3 6
M. javanica
2 2
D. alata
3 2

*Sendo: 1 = atribuido a auséncia de sintoma na superficie da tubera, 2 = sintoma leve (1-
25% dos sintomas na superficie da tubera), 3 = sintoma médio (26-50% dos sintomas na
superficie da tubera), 4 = sintoma pesado (51-75% dos sintomas na superficie da tabera)

e 5 = sintoma grave (> 75% dos sintomas na superficie da tubera).

A espécie com maior ocorréncia foi Meloidogyne incognita com 51% dos
registros em Dioscorea spp., seguida por M. javanica (29%), M. enterolobii (15%) e M.
arenaria (4%) (Tabela 2). A espécie M. incognita foi encontrada em todos os nove
estados do levamento deste estudo, M. javanica s6 ndo foi observada no estado do Piaui,
ocorrendo nos demais estados, M. enterolobii identificada apenas em quatro estados
(Alagoas, Bahia, Maranhéo e Paraiba) e M. arenaria em trés estados (Alagoas, Paraiba e
Pernambuco) (Tabela 2). De modo geral, foram observados diferentes nivel de sintomas
nas tuberas de inhame, com destaque de agressividade para 28 isolados que receberam
nota 5, sendo 16 isolados de M. incognita de oito estados da regido, dez isolados de M.
enterolobii de cinco estados (Alagoas, Bahia, Maranhdo, Pernambuco e Rio Grande do
Norte) e dois isolados de M. javanica provenientes do estado do Rio Grande do Norte
(Tabela 2).

Duas espécies de inhame hospedeiras do nematoides foram observadas: D.

cayennensis, que hospedou 56,67% dos isolados de Meloidogyne obtidos nos nove
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estados, e D. alata, com 43,33% das ocorréncias registradas em oito estados, exceto Piaui
(Tabela 2).

A incidéncia do nematoide das galhas em 100% das principais areas nordestinas
de cultivo de inhame é explicada em raz&o da utilizacdo de tuberas com poucas galhas
como material de plantio e, consequentemente, fonte principal de in6culo em novos
campos (BRIDGE, 1996). Neste estudo, nas tuberas examinadas ndo foi observada a
ocorréncia de infeccdo mista com outro género de fitonematoides, diferentemente de
Kolombia et al. (2020), que registrou, mesmo em baixa densidade, isolados de
Pratylenchus spp. e Scutellonema spp., em alguns casos. Porém, durante o levantamento
foi observado algumas tuberas com sintomas da casca-preta-do-inhame, ocasionada por
tais géneros, similar a observacéo feita na Costa Rica (HUMPHREYS-PEREIRA et al.,
2017).

Ademais, foi observado que tuberas de inhame que ndo apresentavam sintomas
de galhas também continham nematoides, embora em densidades baixas. Portanto,
tuberas assintomaticas podem estar infectadas, mas para a expressao dos sintomas, uma
densidade populacional de nematoides minima parece necessaria (BRIDGE, 1972;
COYNE et al., 2012).

Na literatura ha relato da ocorréncia de mais de uma espécie do nematoide das
galhas em uma Unica tubera de inhame, como relatado por Kolombia et al., (2017) que
verificaram infeccdo multipla em 4% de suas amostras com a presenca de M. enterolobii,
M. incognita e M. javanica. Porém, neste levantamento, ndo foi detectada infeccdo
multipla, embora dentro de uma mesma area de amostragem tenha ocorrido mais de uma
espécie de Meloidogyne. Outra espécie desse género, a M. hapla foi relatada parasitando
0 inhame em outros paises, no entanto, ndo foram detectadas no presente estudo
(KAWAMURA e HIRANO, 1961; PARK et al., 1998; KOLOMBIA et al., 2016).

Na deteccdo da primeira ocorréncia de meloidoginose em D. alata em
Pernambuco, Moura et al., (2010) identificaram as espécies M. incognita e M. arenaria.
Neste estudo foi observada a espécie M. arenaria parasitando D. cayennensis e D. alata.
Portanto € o primeiro relato do parasitismo em D. cayennensis para 0 estado de
Pernambuco.

A relevancia em conhecer os impactos que Meloidogyne spp. podem exercer sobre
a cultura do inhame, bem como suas interacGes intra e interespecificas, e sua correta
identificacdo sdo caracteristicas fundamentais para que praticas de manejo possam ser

adequadamente recomendadas. Ainda que sejam conhecidas as consequéncias do
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parasitismo de Meloidogyne spp. na cultura do inhame, ha poucos relatos com relacdo ao

comportamento especifico de cada espécie (BRIDGE et al., 2005).

Avaliacao da agressividade de isolados de Meloidogyne

Os dados das médias das variaveis de desenvolvimento da planta e do nematoide

sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios das variaveis biomassa fresca da parte aérea da planta (BFPAP),

biomassa seca da parte aérea da planta (BSPAP), peso das tuberas (P), nivel do sintoma

(NS), nimero de ovos (NO), numeros de massas de ovos (NMO), fator de reproducao

(FR) e nimero de juvenis de segundo estadio (J2) de isolados de Meloidogyne spp. seis

meses apds a inoculagdo em Dioscorea cayennensis.

TRAT NO* NMO* FR* J2* NS* pP* BFPAP* BSPAP*
11 12.874 gh 130,12 be 1,28 gh 63,22 f 20c 353,90 bcde 155,18 abc 135,01 a
12 10.914 h 111,08 be 1,17 h 82,56 cdef 20c 367,94 bcde 180,26 abc 151,42 a
13 14.276 efgh 124,04 be 1,42 efgh 79,50 def 20c 352,50 bcde 157,68 abc 132,45 a
14 22.626 cd 133,64 bc 2,26 cd 86,38 bedef 20c 332,22 cde 177,82 abc 149,37 a
15 13.362 gh 142,06 bc 1,33 gh 98,12 bedef 20c 351,48 bcde 12152 ¢ 102,08 a
16 21.401 cd 139,78 bc 2,14 cd 98,14 bedef 20c 336,80 cde 172,38 abc 129,29 a
17 13.824 fgh 103,98 hc 1,38 fgh 88,02 bedef 20c 386,10 bcde 183,36 abc 159,52 a
18 11.723 h 118,24 bc 1,17 h 92,16 bedef 20c 407,50 bcd 186,04 abc 158,13 a
19 17.984 defg 128,92 b 1,79 defgh 87,68 bedef 20c 375,24 bcde 131,84 b 112,06 a
J1 20.227 cde 150,70 bc 2,02 cde 94,88 bedef 20c 364,30 bcde 170,02 abc 127,52 a
J2 22.625 cd 172,05 b 2,26 cd 100,22 bcdef 20c 349,52 bede 216,84 abc 184,31 a
J3 19.787 cdef 150,68 bc 1,97 cdef 113,42 abcdef 20c 348,92 bcde 133,48 bc 113,46 a
J4 18.530 defg 147,50 bc 1,85 defg 131,84 abcd 20c 367,08 bcde 204,58 abc 177,98 a
J5 21.923 cd 154,42 bc 2,19 cd 96,06 bedef 20c 342,26 cde 190,06 abc 161,55 a
J6 14.452 efgh 143,60 bc 1,44 efgh 108,26 abcdef 20c 364,38 bcde 149,98 abc 130,48 a
J7 21.266 cd 143,24 bc 2,12 cd 103,58 abcdef 2,0c 331,26 cde 183,30 abc 159,47 a
J8 24.998 bc 157,54 b 2,49 be 108,44 abcdef 2,4bc 322,18 de 188,00 abc 163,56 a
E1l 31.733 a 347,64 a 3,17 a 154,14 a 2,6 bc 305,60 de 228,66 ab 198,93 a
E2 30.129 ab 319,68 a 3,01 ab 138,78 ab 2,2bc 291,02 e 139,00 abc 120,93 a
E3 29.174 ab 372,70 a 2,91 ab 134,02 ab 2,4 bc 296,38 e 206,36 abc 163,02 a
E4 30.838 ab 341,58 a 3,08 ab 119,50 abcde 30a 313,52 de 175,30 abc 149,01 a
Al 13.681 fgh 119,70 be 1,36 fgh 84,22 cdef 20c 449,66 ab 198,80 abc 168,98 a
A2 12.511 gh 103,86 bc 1,25 gh 89,24 bedef 2,0c 430,52 abc 220,90 abc 192,18 a
A3 14.009 efgh 75,98 cd 1,42 efgh 78,22 ef 2,0c 431,68 abc 238,50 a 207,50 a
Test 1,0d 527,72 a 232,50 ab 202,28 a
“ov 325 38,81 25,45 3142 3241 38,21 33,66 17,15

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na coluna pelo teste de Tukey a

5% de significncia. CV: Coeficiente de variag&o.

A média do niimero de ovos variou de 10.914 a 31.733, com maiores valores

registrados nos isolados de M. enterolobii, todos acimas de 29.000 ovos, seguido por M.

javanica com valores médios de 20.476 ovos e M. incognita e M. arenaria com média de
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15.442 e 13.400, respectivamente. Todos os isolados inoculados em D. cayennensis
completaram o ciclo de vida na hospedeira, com multiplicacdo da populacéo (Tabela 3).

Os valores médios do nimero de massas de ovos variaram de 372,70 a 75,98. As
maiores médias foram registradas nos isolados de M. enterolobii, todos com valores
médios superiores a 319 massas de ovos, diferindo estatisticamente dos demais
tratamentos. Os demais isolados de M. incognita, M. javanica e M. arenaria apresentaram
médias inferiores a isolados de M. enterolobii, ndo diferindo entre si estatisticamente
(Tabela 3). As medias do fator de reproducdo variaram de 1,17 a 3,17, com maiores
valores nos isolados de M. enterolobii, com médias superiores a 2,91, seguidos por M.
javanica, M. incognita e M. arenaria (Tabela 3).

O nUmero de J2 variou de 63,22 a 154,14. Os maiores valores médios foram
registrados em isolados de M. enterolobii, seguidos por M. javanica, M. incognita e M.
arenaria (Tabela 3).

A classificacdo sintomatoldgica das tlberas apresentou notas médias variando de
1 a 3. O tratamento E4 registrou a maior nota média no experimento, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos, os demais isolados de M. enterolobii
apresentaram as demais notas acima de 2 juntamente com J8. As demais tuberas
inoculadas com as espécies M. incognita, M. javanica e M. arenaria registraram notas
média de 2 (Tabela 3). A alta ocorréncia de Meloidogyne spp. € um dos principais
problemas para a cultura, pois afeta drasticamente o valor comercial das tuberas (Santos;
Macédo, 1998).

O parasitismo por Meloidogyne spp. ocasionou de modo geral nas plantas de D.
cayennensis reducdo de biomassa. A biomassa fresca da parte aérea da planta apresentou
reducbes médias de 30% em plantas inoculadas com M. incognita, 23% com M. javanica,
19% com M. enterolobii e 6% em M. arenaria, com destaque para o tratamento A3, que
teve aumento médio de 3% da biomassa fresca, com diferenca estatistica dos demais
isolados. O tratamento com maior reducdo foi 15, com 48% de perda de biomassa,
diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. Os demais tratamentos né&o diferiram,
inclusive da testemunha (Tabela 3). A biomassa seca da parte aérea da planta mostrou
reducdo semelhante a observada na BFPAP, com reducdes médias de 32% em plantas
inoculadas com M. incognita, com maiores redugdes em I5 e 19, 25% com isolados de M.
javanica, 22% de M. enterolobii e de 6% de M. arenaria. Todos os tratamentos ndo

apresentaram diferencas estatisticas significativa para essa variavel (Tabela 3).
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O peso médio das tdberas inoculadas apresentou reducéo variando de 18% a 45%
em relacdo a testemunha, as maiores reducdes foram registradas nos tratamentos com
isolados de M. enterolobii, todos com queda de peso acima de 40%. As tlberas inoculadas
com M. incognita e M. javanica apresentaram reducdo acima de 30%. Isolados de M.
arenaria ocasionaram as menores perdas, abaixo de 19%. As maiores reducdes foram
assinaladas nos tratamentos E2 e E3, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos
(Tabela 3). A reducéo do peso das tuberas de inhame infestadas com Meloidogyne spp.
foi observada por Moura et al. (2005), porém os autores ndo realizaram quantificacdo. Na
literatura ha registro da redugéo ocasionada por outros fitonematoides, com perda de 30%
por S. bradys (PINHEIRO et at., 2016). A reducdo da biomassa das plantas e peso das
tuberas € explicada pela presenca de fitonematoides no sistema radicular, que reduzem a
producéo da planta com visualizacdo de sintomas de galhas nas tiberas (NATALE et al.,
2009).

As espécies M. incognita e M. javanica sdo de modo geral as a espécies com maior
distribuicdo e prevaléncia na regido Nordeste, porém M. enterolobii é a espécie mais
agressiva, como foi observado tanto em condi¢6es de casa de vegetacdo, como observada
no levantamento utilizando a escala diagraméatica com apresentagdo de sintomas nivel
quatro e cinco. Tais informac@es sdo importantes tanto para o conhecimento da doenca
en nivel nacional e internacional, com a identificacdo de agentes causais e a determinacéo
de agressividade, dados este que eram carentes na principal regido produtora de inhame
do Brasil. Portanto é fundamental a correta diagnose do agente causal em areas de cultivo
de inhame com infestacdo deste género, pois a depender da espécie presente e prevalente,

sera realizado o manejo eficiente da doenca.

CONCLUSOES
e Quatros espécies de Meloidogyne estdo associadas a cultura do inhame na regido
Nordeste brasileira;
e Meloidogyne incognita ¢ a espécie mais frequente e com larga disseminagéo nas
areas produtores;
e Em condicgdes de casa de vegetagéo, M. enterolobii apresentou elevado grau de
agressividade na perda de componentes agronémicos e parametros de parasitismo

na cultura do inhame.
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ABSTRACT - One of the main phytosanitary problems of yellow yam (Dioscorea
cayennensis) is parasitism by Meloidogyne spp. due to the high susceptibility of the crop.
In production areas in Northeastern Brazil, tubers with symptoms of parasitism by root-
knot nematodes were collected in the city of Goiana. After the collections, the extractions
and identification of the nematodes were carried out according to the morphological,
biochemical and molecular characters. Meloidogyne arenaria was identified through
configuring the perineal region, analysis of the isoenzyme esterase, and molecular profile
of the ITS and 28S rDNA regions, and the pathogenicity was confirmed by Koch
postulates. The recognition of M. arenaria parasitizing D. cayennensis through molecular
biology techniques updates the information about the range species of root-knot
nematodes species associated with yellow yam in tropical areas.

Keywords: Molecular biology. Root-knot nematode. Yellow yam. Esterase.

MELOIDOGYNE ARENARIA EM DIOSCOREA CAYENNENSIS NO BRASIL

RESUMO - Um dos principais problemas fitossanitarios do inhame amarelo (Dioscorea
cayennensis) € o parasitismo por Meloidogyne spp. devido a alta suscetibilidade da
cultura. Em &reas de produgdo no Nordeste do Brasil, tubérculos com sintomas de

parasitismo por nematoides-das-galhas foram coletados na cidade de Goiana. Apds as
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coletas, foram realizadas as extracOes e identificacdo dos nematoides de acordo com 0s
caracteres morfologicos, bioquimicos e moleculares. Meloidogyne arenaria foi
identificada através da configuracdo da regido perineal, analise da isoenzima esterase e
perfil molecular das regides ITS e 28S rDNA, e a patogenicidade foi confirmada pelos
postulados de Koch. O reconhecimento de M. arenaria parasitando D. cayennensis por
meio de técnicas de biologia molecular atualiza as informacgdes sobre a variedade de
espécies do nematoide-das-galhas associada ao inhame amarelo em areas tropicais.

Palavras-chave: Biologia molecular. Nematoide-das-galhas. Inhame amarelo. Esterase.

INTRODUCTION

The yellow yam 'Da Costa' (Dioscorea cayennensis Lam.) belongs to the class of
monocots and the family Dioscoreaceae, with herbaceous and climbing habit, the
fundamental characteristic for its cultivation, production and feeding is through its
vegetative development with the formation of tubers (SENANAYAKE et al., 2012;
DANTAS et al., 2013). Due to its wide dispersion, the 'Da Costa’' yam is grown mainly
in tropical and subtropical regions around the world, prevailing over other species of the
genus Dioscorea L. (NGO-NGWE et al., 2014). In Brazil, the Northeast region is the
largest producer, consumer and trader of yam culture in the country, which plays an
important social, cultural and economic role, Pernambuco being one of the highlights in
national production (BRITO et al., 2011).

For the culture of yellow yam, the occurrence of diseases becomes a limiting factor
of production, mainly those caused by nematodes of the genus Meloidogyne spp., also
known as gall nematodes (MUDIOPE et al., 2012). Gall nematodes correspond to the
most evolved organisms about plant root parasitism, being of great economic importance,
ranking first in the world in crop losses (JONES et al., 2013). In general, the decrease in
the quantity and/or quality of production is the result of a complex and highly adapted
nematode parasitism with almost all plant species, in addition to a wide geographical
distribution, although the impact is greater in tropical areas (MOENS; PERRY; STARR.,
2009; JONES et al., 2013).

The genus Meloidogyne has more than 100 described species, the most frequent
in Brazil being associated with the yam culture M. incognita (Kofoid and White), M.
javanica (Treub.) and M. arenaria (Neal) (PINHEIRO; PEREIRA; MADEIRA, 2016).
In the Northeast of Brazil, M. incognita and M. arenaria occur with greater assiduity on

the yam, presenting high severity in the production areas and causing, in many cases, high
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losses to production and commercialization (MOURA; OLIVEIRA; TORRES, 2005).
For the identification of Meloidogyne spp. it is necessary to apply the integrative
taxonomy, based on observations of the morphological characteristics of females, males
and J2, of the biochemical characters, through the analysis of the isoenzyme profile; and
use of molecular techniques, with the use of markers.

In view of the importance that Meloidogyne spp. exercise on crops, the correct
diagnosis of species is essential, as well as the distribution in the production areas, being
an important tool for the development of efficient management programs. Therefore, it is
necessary to integrate conventional methods, based on morphometry, and molecular

analyzes.

MATERIAL AND METHODS

In September 2019, samples of D. cayennensis tubers with symptoms of parasitism
by root-knot nematodes (Fig. 1A-B) were collected in the city of Goiana (7° 38' 28" S 34°
57' 16" W), in Pernambuco state, Brazil. The tubers were processed for nematode
extraction according to the method proposed by Coolen and D'Herde (1972). Perineal cuts
were made, using 20 females, according to the methodology of Taylor and Netscher
(1974). The determination of the esterase profile was made according to Carneiro and

Almeida (2001), using one female per sample with 20 repetitions (n = 20).

Figure 1. A) Yam tuber with symptoms of Meloidogyne arenaria; B) M. arenaria females viewed under a
stereoscopic microscope; C) Esterase profiles of M. arenaria (A2) detected in Dioscorea cayennensis and

reference isolate M. javanica (J3).
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Molecular identification was performed through the amplification and sequencing
of the D2-D3 regions of the 28S rDNA segment with the primers D2A (5'-

ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3) and D3B (5°-
TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3") (DE LEY etal., 1999) and ITS with the VRAIN2F
(5"-CTTTGTACACACCGCCCGTCGCT-3) VRAIN2R (5°-

TTTCACTCGCCGTTACTAAGGGAATC-3) (VRAIN et al, 1992). PCR
amplifications were performed as described in Powers and Harris (1993). The PCR
products were visualized on an agarose gel 2%, purified with the kit AxyPrep™ PCR
Cleanup (Axygen®) and sequenced in both directions with the same primers used in the
amplification.

Sequences of ex-type isolates were used as a reference, obtained from GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/) and multiple sequence alignments were performed with the
MAFFT (Katoh and Toh, 2013) manually adjusted to allow maximum alignment and
maximum similarity between sequences. The ambiguously aligned regions were excluded
from the analyzes. For each locus alignment, Maximum Likelihood (ML) method were
used to infer the phylogenetic relationships among species, using the RAXML-HCP2
v.8.2.8 (STAMATAKIS, 2014) implemented in CIPRES Portal v.2.0
(https://www.phylo.org/portal2/home.action) with 1,000 repetitions.

RESULTS AND DISCUSSION

The perineal patterns of Meloidogyne females (PEQ7) population showed a low, flat
dorsal arch with smooth and continuous streaks gently folded to the tip of the tail on the
lateral line, in addition to a distinct, slightly irregular lateral field.

In females, the body length was 1305.0+401.5um (1000.3-1750.5um); the stylus
measured 23.5£1.6um (22.0-24.1um) in length; the dorsal esophageal gland orifice
(DGO) was 4.84£0.7um (3.7-5.1um). For J2, the body length was 452.3+32.2um (410.2-
489.6um); stylus length 10.2+0.5um (9.6-11.0um); DGO equal to 4.7+0.7um (3.2-
6.2um); tail length = 45.8+0.5um (44.9-46.1um); hyaline tail terminus = 10.1+0.3um
(9.9-10.5um).

The polymorphisms of the esterase bands by electrophoresis revealed the phenotype
A2 (Rm 1,20, 1,30) typical of M. arenaria (Fig. 1C). The sequences of the studied rDNA
regions were submitted to GenBank (ITS: MT994682 e D2-D3 28S: MT997277).
Research at BLAST showed 98% to 97% identity with sequences of M. arenaria isolates
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from Brazil. Phylogenetic analyzes using MV, placed the Meloidogyne (PEQ7) population
isolated from D. cayennensis in a clade with the M. arenaria sequences from GenBank

(Fig. 2).

MF168955 Meloidogyne arenaria
MT994682 Meloidogyne arenaria
MF168954 Meloidogyne arenaria
MF168965 Meloidogyne incognita
MF168966 Meloidogyne incognita
MF168953 Meloidogyne arenaria
MF168973 Meloidogyne jovanica
MF168972 Meloidogyne javanica
AF516723 Meloidogyne incognita

KY911111 Meloidogyne paranaensis
KY911110 Meloidogyne paranaensis
KP901058 Meloidogyne enterolobii

{r MF168951 Meloidogyne ethiopica

%L LN626966 Meloidogyne ethiopica
oof MK102773 Meloidogyne haplanaria
MK102772 Meloidogyne haplanaria
1X885742 Meloidogyne hispanica
EU443614 Meloidogyne hispanica
MK102781 Meloidogyne marylandi
MK102774 Meloidogyne marylandi
of IN241896 Meloidogyne graminis
IN241895 Meloidogyne graminis
EU878542 Meloidogyne minor

AY281855 Meloidogyne minor

a9 AY281853 Meloidogyne fallax

6| | EU252022 Meloidogyne fallax

U96302 Meloidogyne chitwoodi

AY281852 Meloidogyne chitwoodi
4] AF516722 Meloidogyne hapla

—ir MK102780 Meloidogyne hapla

AF516721Meloidogyne hapla

85|

KMO094195 Pr scribneri

KP901082 Meloidogyne arenaria
KX151138 Meloidogyne arenaria

™ MT997277 Meloidogyne arenaria
MF157447 Meloidogyne incognita
MF157442 Meloidogyne incognita
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MK410436 Meloidogyne javanica

KY911105 Meloidogyne paranaensis

AF435799 Meloidogyne paranaensis
KF993616 Meloidogyne lopezi
KF482372 Meloidogyne ethiopica
KP901079 Meloidogyne enterolobii
MF467276 Meloidogyne enterolobii
KT359553 Meloidogyne hispanica
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Figure 2. Phylogenetic relationship of Meloidogyne species based on sequence alignment of the (A) ITS

rDNA region and (B) 28S rDNA D2-D3 expansion fragments. The phylogenetic tree was estimated by
Maximum Likelihood. The scale bar indicates the expected number of substitutions per site.
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To confirm the pathogenicity of M. arenaria (PEO7) as the disease causal agent in
D. cayennensis, seedlings were grown under greenhouse in 8 L pots, containing
autoclaved soil. One-month-old seedlings were inoculated with 10,000 eggs/J2 of the
PEOQ7 population. Six months after inoculation, roots and tubers exhibited gall symptoms.

Despite M. arenaria was reported by Leal and Ponte (1980) and Moura and Freitas
(1983) on yellow yam in Brazil, the identification was based on morphological
characteristics such as perineal patterns. This is the first record of M. arenaria parasitizing
D. cayennensis using molecular profile of the ITS and 28S rDNA regions, in addition to
analysis of the isoenzyme esterase and morphological characterization. The correct
species determining is of paramount importance, as this genus cause significant yield
losses in several agricultural crops (Ferraz and Brown, 2016). Thus, with the precise

diagnosis, the recommended management measures must be more effective.

CONCLUSION
The recognition of M. arenaria parasitizing D. cayennensis updates information
and entails new paradigm about the range species of root-knot nematodes associated with

yellow yam in tropical areas.
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CONCLUSOES GERAIS

As especies Meloidogyne incognita, M. javanica, M. enterolobii e M. arenaria
estdo presentes em areas produtoras de inhame do Nordeste do Brasil, sendo o
primeiro relato de M. enterolobii em Dioscorea spp. no pais.

As espécies de inhame Dioscorea cayennensis, D. alata e D. trifida s&o cultivadas
no Nordeste brasileiro, sendo o primeiro relato no Brasil da meloidoginose em D.
trifida;

No Nordeste brasileiro, ha prevaléncia da espécie M. incognita com 35,5% das
ocorréncias, seguido por M. javanica com registro de 33,3% dos isolados, M.
enterolobii (17,7%) e M. arenaria (13,3%).

A espécie D. cayennensis registrou 53,3% dos assinalamentos de espécies de
Meloidogyne em todos os noves estados levantados, seguido por D. alata com
42,2% de isolados de toda regido nordeste e D. trifida com 4,5% dos registros 0s
quais se restringiram ao estado do Maranhao.

A incidéncia de sintomas de galhas foi de 100% em todas as tUberas examinadas
das amostras coletadas, com diferentes graus de severidades.

Em condigbes de casa de vegetacdo, M. enterolobii tem elevado grau de
agressividade na perda de componentes agrondémicos e parametros de parasitismo
na cultura do inhame.

Meloidogyne spp. estdo presentes em todas as areas examinadas de producédo da
cultura de inhame nos diferentes estados da regido e exigem um manejo eficaz de

nematoides de inhame na regido.
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