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CARACTERIZACAO ENZIMATICA E MOLECULAR DE UMA POPULACAO DE
Meloidogyne goeldii PROVENIENTE DE CAFEEIRO DO ESTADO DE MINAS GERAIS.

RESUMO

Os nematoides das galhas, classificados no género Meloidogyne Goeldi, 1887, sdo fator limitante para a
cultura do cafeeiro. As perdas causadas por esse género de nematoides na cultura do café estdo estimadas
em 15% de toda a safra mundial. No Brasil as espécies mais importantes para a cafeicultura séo M. exigua,
M. paranaensis e M. incognita. A identificagdo correta desses nematoides € essencial para o controle
principalmente, quando se trata do uso de variedades resistentes. O objetivo do presente trabalho foi fazer
a caracterizacdo isoenzimatica, molecular e analise filogenética de uma populacdo proveniente de
Araguari, MG (faz. Araras). Identificada como M. goeldii Santos, 1997, pelo préprio coletor da espécie.
Embora essa espécie tenha sido descrita como nova espécie na tese de doutorado do autor, o trabalho
nunca foi publicado e, recentemente, foi clasificada como nomen nudum. Vérias fémeas foram utilizadas
na determinacédo do fenotipo de esterase (Est), em géis de poliacrilamida. Foi também extraido DNA de
juvenis de segundo estadio (J2) para realizacdo dos testes com marcador SCAR e sequenciamento das
regides ITS1-ITS2 e D2D3. A populacédo estudada demonstrou ter concentracdo de esterase muito baixa,
necessitando de mais de 30 fémeas para a revelacdo do perfil Est E1, Rm 1,5, sendo esse o perfil tipico
de M. exigua. O resultado com o marcador SCAR condiz com o padrdo isoenzimatico, demonstrando
uma banda tipica de M. exigua (fragmento de 562 pb). Nos cladogramas realizados a partir dos fragmentos
clonados e sequénciados, essa populacdo agrupou-se com populacdes de M. exigua com alto suporte de
bootstrap. Os resultados demonstraram que essa populacdo de M. goeldii é uma variante de M. exigua.
Estudos futuros como a caracterizacdo morfoldgica e morfométrica de M. goeldii serdo essenciais para

uma correta identificacdo dessa espécie como uma variante de M. exigua .

Palavras chave: café, diagnose, Meloidogyne exigua, nematoide das galhas, variabilidade genética



ENZYMATIC AND MOLECULAR CARACTERIZATION OF A Meloigodyne goeldii
POPULATION FROM COFFEE PLANTS OF MINAS GERAISSTATE.

ABSTRACT

The root-knot nematodes, classified in the genus Meloidogyne Goeldi, 1887, are a limiting factor to coffee
production. The losses caused by nematodes of this genus on coffee crop are estimated at 15% of the
world crop. In Brazil, the most important species for the coffee plantations are M. exigua, M. paranaensis
and M. incognita. The correct identification of these nematodes is essential for their control, using
resistant varieties. The objective of this work was to do the enzymatic characterization and phylogenetic
analysis of a population identified as M. goeldii Santos, 1997, by the collector of the species. Although
this species was described as a new one in the author’s doctoral thesis, the paper was never published and
recently the specie was classified as nomen nudum. Several females were used to determine the esterase
phenotype (Est), on polyacrylamide gels. DNA was extracted from second stage juveniles (J2) to carry
out tests with SCAR marker and sequencing the regions ITS1-ITS2 and D2D3. The studied population
showed very low concentration of esterase, needing more than 30 females to reveal the enzymatic profile
El, Rm 1.5, typical profile of M. exigua. The results with the SCAR marker confirmed the enzymatic
results, demonstrating a typical band of M. exigua (562 BP fragment). In the dendograms were made from
cloned and sequenced fragments, this population clustered with other M. exigua populations with high
bootstrap support. The results suggest that this population of M. goeldii is a variant of M. exigua. Future
studies using morphometric and morphological characterization of M. goeldii are essential for a correct

identification of this species as a variant of M. exigua.

Key words: coffee, diagnose, genetic variability, Meloidogyne exigua, root-knot nematode



INTRODUCAO

O café, introduzido no Brasil em 1727 (Filetto, F. 2000), logo se tornou o principal produto de
exportacdo Brasileira.Atualmente o café continua sendo uma das culturas de maior destaque na
agricultura brasileira. De acordo com o relatorio mensal do Conselho dos Exportadores de Café do Brasil
(CECAFE) (agosto de 2015 a julho de 2016), as exportacGes geraram uma receita de mais de 5 bilhdes
de ddlares, com um volume de mais de 34 milhdes de sacas, esse volume, exportado pelo Brasil,
corresponde a pouco mais de 27% do café exportado no mundo, de acordo com a Organizacdo
Internacional do Café (ICO), indicando que ha mercado para expansao.

Dentre os nematoides fitoparasitas que parasitam o cafeeiro, os nematoides de galha que
pertencem ao género Meloidogyne Goeldi, 1892 sdo os mais importantes. Esse género de fitonematoides
coonstitue um grupo de nematoides parasitas obrigatdrios, de habito sedentario, e que apresentam um tipo
de parasitismo altamente especializado e distribuicdo global (Moens et al., 2009).

Esses nematoides constituem uma ameaca a regides produtoras de café (Carneiro et al, 2005),
onde causam prejuizos a cafeicultura sejam pelo seu parasitismo propriamente dito, reduzindo a
produtividade das plantas, ou encarecendo os custos de producdo pela necessidade de adubagdes
constantes e métodos de controle. Estima-se que as perdas de produtividade possam chegar em até 45%
em cafeeiros parasitados por Meloidogyne exigua Goeldi, 1892 (Barbosa et al, 2004). Dessa forma a
correta identificacdo é extremamente importante para a adogdo de métodos de controle mais eficazes e
menos oneroso ao produtor, a sociedade e ao meio-ambiente.

Atualmente, 17 espécies de Meloidogyne infectam cafeeiros e a sua identificacdo se da
primordialmente por caracteres morfolégicos de fémeas, machos e juvenis de segundo estadio. A
principal fonte de caracteres morfoldgicos para distingdo de espécies de Meloidogyne que infectam o
cafeeiro foi considerado durante muitos anos o padréo perineal das fémeas (Campos & Villain, 2005).
Esse método, apesar de ser o mais comum para identificacdo das espécies, é também um desafio mesmo
para 0s taxonomistas mais experientes pois ndo permite a distingdo de varias espécies como é o caso de
M. incognita e M. paranaensis (Carneiro & Cofcewicz, 2008) e, portanto, falhas na identificagio séo
comuns (Carneiro et al., 2004).

Com os avancos na biologia molecular, metodologias mais modernas como, eletroforese de
isoenzimas e técnicas de PCR vem ganhando destaque cientifico. Das 17 espécies que parasitam o
cafeeiro, 11 podem ser identificadas pelos fenotipos de isoenzimas (esterase) (Carneiro & Cofcewicz,

2008). A metodologia proposta por Carneiro & Almeida (2001) foi essencial, por permitir a identificacéo



a partir de algumas fémeas e a comparacgéo de varias fémeas no mesmo gel. Essa técnica pode ser usada
rotineiramente para identificacdo de populacdes, em levantamento para estudos da distribuicdo de
Meloidogyne spp. em diferentes culturas, e purificacdo de populagdes coletadas a campo para posteriores
estudos taxonémicos e moleculares (Carneiro & Cofcewicz, 2008). Mais recentemente, foram
desenvolvidos os marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Region), que permitirama
identificacdo precisa de espécies de Meloidogyne, assim como o uso da reacdo em multiplex para as trés
mais importantes espécies de Meloidogyne do cafeeiro do Brasil: M. exigua, M. incognita e M.
paranaensis. (Randig et al., 2002). Essa técnicapermite a utilizacdo de poucos juvenis de segundo estadio
para identificacdo e pode ser usada para populacdes puras ou mesmo em mistura de cerca de 1% (Randig
etal.,2004). Esses marcadores também foram validados para diferentes populacées e fenotipos de esterase
de M. exigua (Muniz et al., 2009) e M. incognita (Santos et al., 2012).

Meloidogyne goeldii Santos, 1997 foi descrito como uma nova espécie de nematdide das galhas,
infectando cafezais no estado de Sao Paulo. A caracteristica que sugeriu a hipotese de uma nova espécie
foi a auséncia de bandas na caracterizagdo do fenétipo das esterases. Considerando a fraca resolugdo dessa
enzima para a caracterizacdo de M. exigua (Carneiro et al., 1996) e a grande diversidade genética dessa
espécie (Muniz et al., 2009), suspeitava-se que M. goeldii fosse um variante de M. exigua.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a identidade taxondmica de uma populacdo de M. goeldii
proveniente do estado de Minas Gerais, usando técnica de eletroforese enzimatica com um grande nimero
de fémeas, marcadores SCAR e andlises filogenéticas, a partir do sequenciamento dos fragmentos ITS e
D2D3.



Revisao de literatura

1.1 O Cafeeiro

O cafeeiro (Coffea sp.) € uma planta originaria das terras altas etiopes. Seu primeiro cultivo data
do século VIII e ganhou popularidade no mudo arabe a partir do Yemen e do Egito, sendo cultivado
comercialmente no século XVII. No século XVIII os holandeses comegaram o cultivo do café nas suas
colbnias das Américas e na Asia, assim como os franceses fizeram na Guiana. Ja no Brasil, chegou em
1727 proveniente da Guiana Francesa, por meio do sargento-mor Franciso de Mello Palheta
(Taunay,1945; Romero & Romero, 1997).

O cafeeiro € uma planta arbustiva ou arborea de caule lenhoso, cilindrico. Apresenta dimorfismo
entre 0s ramos sendo que 0s troncos ou hastes sdo chamados de ortotropicos, enquanto 0S ramos
secundarios, perpendiculares aos ortotropicos sdo chamados de plagiotrdpicos, sao nesses ramos que as
gemas florais surgem (Matiello et al., 1981). O sistema radicular é pivotante, podendo atingir até 3 metros
de profundidade, sendo que a maior parte se concentra na regido de 0 a 60 cm. Contudo, a distribuigdo

do sistema radicular depende da oferta de agua e estrutura do solo (Rena & Guimarées, 2000).

1.2 Classificacdo do género Meloidogyne

O género Meloidogyne faz parte de uma pequena parte do Filo Nematoda (Maggenti, 1981), dentro
da Classe Chromadorea, Ordem Rhabditida, Subordem Tylenchina, Infraordem Tylenchomorpha,

Superfamilia Tylenchoidea e familia Meloidogynidae (De Ley & Blaxter, 2002; Karssen & Moens, 2006).

1.3 Biologia

O ciclo de vida de Meloidogyne inicia-se com a fémea ovipositando em uma matriz gelatinosa,
formando uma massa de ovos. Cada massa de ovos contém aproximadamente de 400 a 500 ovos e pode
formar-se em meio ao parénquima cortical (internas) ou sobre a superficie das raizes (externas). O
desenvolvimento do embrido resulta no juvenil de primeiro estadio (J1), esse por sua vez passa por uma
ecdise ainda dentro do ovo, dando origem ao juvenil de segundo estadio (J2). Quando eclodem, as formas
J2 pré-infectivas migram em direcéo as raizes de plantas hospedeiras, guiadas por exsudatos radiculares.
Quando chegam a raiz, os J2 utilizando enzimas degradadoras de parede celular, penetram nas raizes,
migrando intercelularmente em direcdo ao cilindro vascular, onde estabelecem o seu sitio de alimentacéo,

com a formacgdo de células gigantes multinucleadas (Taylor & Sasser, 1983). Apo6s a indugdo do
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desenvolvimento do sitio de alimentagdo, o0 nematoide passa por todas as outras ecdises (J2, J3, J4) até
chegar ao estadio adulto (Eisenback & Triantaphyllou, 1991). Quando a fémea jovem é formada, continua
a fase sedentéria do nematoide, a qual durara até o final do ciclo de vida. As células adjacentes as células
gigantes sofrem hiperplasia devido a disturbio hormonal (hiperauxina), das mesmas, originando o
principal sintoma causado por nematoides desse género em plantas, as galhas (Moens et al., 2009).
Durante esse desenvolvimento pos-embrionario, o sistema reprodutivo desenvolve-se e crescem as
gonadas (Eisenback & Triantaphyllou, 1991). A mudanca de forma nos machos (piriforme para adulto
vermiforme) ocorre durante o quarto estadio juvenil (J4), passando por uma metamorfose na qual o corpo
se alonga, assumindo o macho uma forma vermiforme e desenvolvendo o sistema reprodutivo masculino.
Os machos saem da raiz e movem-se livremente no solo e ndo se alimentam. Nota-se que ndo ha
acasalamento nas espécies partenogenéticas, permanecendo os machos no solo até a morte (Eisenback &
Triantaphyllou, 1991).

A duracdo do ciclo de vida do nematoide das galhas é fortemente afetada pela temperatura,
umidade e planta hospedeira. Em condicfes favoraveis, quase a totalidade dos adultos formados séo
fémeas. Contudo, em condigBes ambientais desfavoraveis tais como declinio da planta hospedeira com
elevada populacdo de nematoides na raiz ou resisténcia da planta hospedeira, os J4 podem tornam-se
machos, com o desenvolvimento do primordio sexual em testiculos em vez de ovarios. Esse fendmeno é
conhecido por reversdo sexual e € um dos mecanismos de sobrevivéncia desses nematoides, pois menos
ovos serdo produzidos, o parasitismo sobre a planta infectada serd mais brando, garantindo a
sobrevivéncia da hospedeira por mais tempo e, consequentemente, das poucas fémeas formadas (Freitas
etal., 2012).

1.4 Métodos de identificacdo de Meloidogyne a nivel de espécie

A identificacdo a nivel de espécie em Meloidogyne é dificil e muitas vezes, baseada em caracteres
subjetivos. A diagnose € dificultada pelo grande nimero de espécies descritas, muitas vezes com
diagnoses equivocadas, presenca de espécies cripticas e pela existéncia de variabilidade intraespecifica;
além do problema com o conceito de espécie para organismos predominantemente partenogenéticos
(Trudgill, 1991; Hunt & Handoo, 2009).

As metodologias mais empregadas na diagnose de Meloidogyne spp. séo: a configuracdo da regido
perineal de fémeas, a morfologia da regido anterior e do estilete de machos, fémeas e juvenis de segundo

estadio (J2) e, com destaque, a identificagdo bioquimica e molecular (Eisenback & Hunt, 2009).



1.5 Identificacdo morfoldgica, bioquimica e molecular.

A configuracdo da regido perineal de fémeas maduras é a abordagem morfoldgica mais utilizada
na identificacdo de espécies de Meloidogyne, pelo fato dessa regido conter varias estrias formando
desenhos, as vezes caracteristicas da espécie, se assemelhando a uma impressao digital. Contudo, se
utilizado como Unico método na identificacdo de espécies pode causar erros na identificacdo, por serem
0s padrbes algumas vezes ndo especificos, como o caso de M. paranaensis, que foi erroneamente
identificado como M. incognita a partir da configuracdo da regido perineal (Carneiro et al., 1996).
Existem outras técnicas muito mais precisas como a caracterizacdo enzimatica e a caracterizacao
molecular (Carneiro et al., 2000; Carneiro & Cofcewicz, 2008).

Anaélises bioquimicas, envolvendo proteinas sollveis (isoenzimas), tém se destacado como uma
das técnicas mais confiaveis na identificacdo de Meloidogyne spp., por serem as esterases espécie-
especificas e malato desidrogenases auxiliares, sendo possivel a identificacdo de cerca de 40 espécies
diferentes (Blok & Powers, 2009). A utilizagdo da isoenzima esterase e os marcadores SCAR sdo técnicas
que permitem de forma ndo subjetiva a identificacdo de espécies mistas e a purificacdo das mesmas
atraves da técnica enzimatica (Carneiro & Almeida, 2001; Randig et al., 2002). Das isoenzimas mais
estudadas, as esterases sdo as Unicas espécie-especificas e ainda existem. Outras isoenzimas como malato-
desidrogenase (MDH), superdxido dismutase (SOD) e glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) que
sdo apenas utilizadas com o propdsito de auxiliar na caraterizacdo ou mostrar a variabilidade existente
(Esbenshade & Triantaphyllou, 1985).

A identificacdo de racas fisioldgicas em espécies do género Meloidogyne é realizada pelo teste de
hospedeiros diferenciadores estabelecidos na Carolinaq do Norte (Hartman & Sasser, 1985). Racas
fisiologicas ja foram relatadas em importantes espécies como M. javanica (Carneiro et al., 2003), M.
incognita e M. arenaria (Hartman & Sasser, 1985), M. hapla, M. exigua (Silva, 2005; Muniz et al., 2008)
e M. chitwoodi Santo & Finley, 1980 (Mojtahedi et al., 1988).

Embora a caracterizacao das principais espécies de Meloidogyne tenha sido alcancada por meio
de isoenzimas, essa técnica ndo permite distinguir racas de uma mesma espécie (Janati et al., 1982;
Esbenshade & Triantaphyllou, 1990).

O advento e popularizagdo da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) fomentou
consideravelmente métodos de anélise de DNA, assim como, incentivou a descricdo de novos métodos
moleculares, que associadas as técnicas de clonagem e sequénciamento de DNA, possibilitam uma rapida
aquisicao de informagdes sobre a estrutura dos genomas (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Apesar de ainda ndo abranger todas as espécies, as técnicas moleculares sdo excelentes métodos

de diagndstico para Meloidogyne spp.. Tém a vantagem de serem independentes da variagdo fenotipica
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das esterases, que as vezes envolvem interpretacdo mais complexa. Os marcadores moleculares permitem
a identificacdo simples, precisa e rapida (Blok & Powers, 2009), contudo ndo permitem a detecgdo de
novas especies.

Contudo nem todas as espécies descritas de Meloidogyne apresentam padrdes enzimaticos de
esterase, sobretudo as descritas antes de 2009. A partir dessa data, esses padrdes passaram a ser exigidos
nas novas descri¢des (Eisenback & Hunt, 2009). Essas enzimas sdo sintetizadas pela expressédo de genes
altamente conservados, representando uma pequena fragdo do genoma e levando a outro ponto negativo
do método, ndo poder ser utilizado para estudos de variabilidade intraespecifica(Arias et al., 2001;
McLain et al., 1987), embora algumas espécies apresentem polimorfismo enzimatico.

A partir de 1985, estudos baseados em andlise de DNA se intensificaram. A técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction) tornou propicio o desenvolvimento de métodos de anélise de DNA, levando
a descricdo de outras classes de marcadores moleculares.

A técnica RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA), é uma técnica que gera bandas a
partir de primers pouco especificos de sequéncia aleatoria. E amplamente utilizada para estudos genéticos
de diversidade e filogenia de muitas espécies de Meloidogyne (Cenis, 1993; Castagnone-Sereno et al.,
1994; Blok et al., 1997; Randig et al., 2002). Recentemente, a conversdo dos marcadores RAPD em
SCAR, tem ganhado destaque. O termo SCAR foi designado por Paran & Michelmore (1993) ao definir
a sequéncia interna marcadores RAPD, permitindo a composi¢do de primers mais longos, ricos em
guanina e citosina (GC), e por consequéncia, a geracdao de primers de sequéncia especifica. Permite
também a deteccdo de espécies presentes em mistura de populacdes, em proporcdes iguais ou inferiores
a 1% e, portanto, é uma ferramenta muito sensivel (Fourie et al., 2001; Randig et al., 2004).

Marcadores SCAR ja foram desenvolvidos para separar M. incognita, M. javanica e M. arenaria,
presentes principalmente em regides tropicais e subtropicais (Zijlstra, 2000; Meng et al., 2004), M. hapla
(Zijlstra et al., 2000), e espécies quarentenarias como M. chitwoodi e M. fallax (Karssen, 1996). Foram
também desenvolvidos para as trés principais espécies de Meloidogyne parasitas de cafeeiro no Brasil:
M. incognita, M.exigua e M. paranaensis (Randig et al., 2002) e, mais recentemente, incluidos nesse kit
SCAR-café, M. arabicida e M. izalcoensis (Correia et al., 2013). Foram também desenvolvidos
marcadores SCAR para M. enterolobii (Tigano et al., 2010) e para M. ethiopica (Correia et al., 2014).

Hé& alguns exemplos da utilizagdo de véarios primers SCAR em conjunto, em reagdo multiplex
(Zijlstra, 2000; Randig et al., 2004, Correa et al., 2013). Até agora, poucas espécies de Meloidogyne
podem ser identificadas por marcadores SCAR (Blok & Powers, 2009).

1.6 Meloidogyne goeldii Santos, 1997



Em sua tese de doutorado, Santos (1997), descreveu Meloidogyne goeldii como sendo uma nova
espécie infectando cafezais no estado de S&o Paulo. Na ocasido, a coleta da populagdo que posteriormente
o autor viria chamar de M. goeldii foi amostrada em cafezal (Coffea arabica L.) cv. catuai no municipio
de Dracena, SP. A caracteristica, que abriu hipdtese para que a populacdo fosse considerada uma nova
espécie, foi a auséncia de banda na identificagdo do fendtipo isoenzimatico para esterases. A fim de
elucidar a hipotese, o autor recorreu, ainda em sua tese, as analises morfoldgicas e morfométricas, que
para ele bastaram para descrever a populacdo estudada como uma nova espécie. O autor continua
detectando essa espécie em cafezais do estado de Sdo Paulo e Minas Gerais e recentemente, uma amostra
dessa espécie foi enviada ao laboratério de Nematologia da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Contudo, essa nova especie, M. goeldii nunca foi descrita eo artigo publicado em revista cientifica. Essa

espécie é referida como Nomen nudum por Hunt & Handoo (2009).

1.7 Meloidogyne exigua Goeldi, 1892 e sua diversidade

De 1886 a 1887, Emiiio Augusto Goeldi relatava uma doenca que assolava os cafezais da entdo
Provincia do Rio de Janeiro. Na ocasido ele descreveu o género Meloidogyne e a espécie tipo do género,
Meloidogyne exigua. Além de se tratar de uma espécie de ampla distribuicdo nas Américas € também a
espécie dominante nos cafezais do Brasil, causando sérios danos as lavouras de café do pais (Campos &
Villain, 2005), seu parasitismo causa reducédo de vigor generalizada, podendo chegar a causar perdas de
até 45% (Barbosa et al., 2004). Um dos sintomas tipicos sdo galhas arredondadas presentes
principalmente em raizes jovens, a coloragdo das galhas varia de marrom amarelado a marrom escuro, de
acordo com a idade da planta. Nota-se também que as massas de ovos sdo depositadas no cortex da raiz,
podendo ser internas e externas (Campos & Villain, 2005).

Em 2000, Carneiro & Almeida observaram variacdes fisioldgicas que levaram a descricdo de trés
racas distintas de M. exigua, que foram confirmadas posteriormente por Muniz et al. (2009), sendo que a
raca 1 parasita plantas de pimenta e café, raca 2 plantas de tomate, pimenta e café e a raca 3 somente a
seringueira.

Como a reproducdo de M. exigua é por partenogénese meiética facultativa, a variabilidade
intraespecifica é favorecida por maior probabilidade de recombinacdo genética (Muniz et al., 2009). M.
exigua apresenta variagdes ndo apenas morfologicas, como também de hospedeiros (Santos, 1997). Em
estudos realizados com RAPD por Randig et al. (2002), M. exigua apresentou variabilidade genetica de
67,5%. Os fendtipos de esterase das populagdes de M. exigua analisadas por Muniz et al. (2009)

apresentaram 4 padrdes diferentes (E1, E2 e E3 referentes a populagdes oriundas de cafeeiro e EZ2a,
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oriunda de seringueira), reforcando ainda mais a hipdtese de alta variabilidade intraespecifica de M.
exigua. Nota-se também que a espécie possui baixa atividade da enzima (esterase) e, portanto, para que
o fenotipo seja revelado é necessario a utilizagdo de um maior nimero de fémeas (Carneiro et al.,
1996).0s estudos de Muniz et al. (2009) com vaérias populacdes diferentes de M. exigua confirmaram a
alta variabilidade intraespecifica dessa espécie , apresentando uma taxa de polimorfismo de até 59,6% e

confirmando a alta eficiéncia dos marcadores SCAR para identificar essa espécie.

MATERIAL E METODOS

Populacdo de nematoides

A populacdo estudada foi coleta da Fazenda Araras, localizada no municipio de Araguari — MG e
identificada como Meloidogyne goeldii (Santos, 1997). Foi mantida em plantas de café (Coffea arabica

cv. Novo Mundo), em condiges de casa de vegetacdo com temperatura de 22°C a 28°C.

Analises Bioquimicas

A caracterizacao da isoenzima esterase (Est) foi feita usando gel de poliacrilamida 7%, de acordo
com Carneiro & Almeida (2001).

Mais de trinta fémeas de coloracdo branco-leitosa de Meloidogyne sp., iniciando a fase de postura
de ovos, foram extraidas individualmente de raizes de cafeeiro com auxilio de um estilete, sob
microscopio estereoscépico e transferidas para tubos micro hematocrito, contendo 3 pl do tampdo de
extracdo (sacarose/Triton X-100). Os tubos foram mantidos em recipiente com gelo, durante todo o
processo de extracdo das amostras. As fémeas foram trituradas com um bastdo de aco de extremidade
arredondada e o extrato foi aplicado, com o auxilio de uma seringa Hamilton sobre papel Whatman 3
mm, com dimensdes de 1,5 x 4,0 mm e; apés esse procedimento, os papéis foram colocados nas cavidades
do gel de poliacrilamida. Extratos proteicos de fémeas de M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949
jovens e leitosas foram incluidos em cada gel como fendétipo padréo para a caracteriza¢do da esterase.
Gotas de bromofenol (azul de bromofenol a 0,1%) foram colocadas sobre as amostras para
acompanhamento da migracdo, que seguiu a voltagem de 80-120 V em temperaturas medias de 4-8 °C
durante 2h.

Os padrdes de bandas no gel de poliacrilamida foram obtidos com as solugdes reveladoras
especificas para a isoenzima esterase (alfa-naftil-acetato, fast blue RR salt e tampdo fosfato de sddio)

preparadas no momento do uso. Apos incubagdo no escuro, a 37 °C, por aproximadamente 20-60 minutos,
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os geis foram lavados em agua corrente e fixados em solucdo composta de agua destilada, alcool metilico
e acido acético na proporcdo (5:5:1) (v/v) por 30 minutos. Em seguida os géis foram secos entre folhas
de papel celofane. Os fenotipos de esterase foram designados pelas letras sugestiva do nome da espécie,

acompanhada de um numero que indica 0 nimero de bandas (Esbenshade & Triantaphyllou, 1985, 1990).

Anélises moleculares

Os ovos para analises de DNA foram extraidos de raizes infectadas conforme a metodologia
descrita por Carneiro et al. (2004).

As raizes dos cafeeiros foram lavadas cuidadosamente, cortadas e trituradas em liquidificador com
500 ml de solucéo de hipoclorito de sddio (NaClO) a 1,25% por 40 segundos. Em seguida, o triturado foi
passado por um conjunto de peneiras sobrepostas de 50, 100 e 500 mesh. Os residuos da peneira de 500
mesh foram bem lavados com &gua corrente e coletados em um béquer.

A suspensdo coletada foi distribuida em tubos de Falcon de 50 ml, aos quais adicionou-se caulim
(aproximadamente 5 g) em cada tubo e esses foram centrifugados a 2500 rpm por 5 minutos. Apés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, e, 0s tubos foram completados com uma solucéo gelada (4
°C) de sacarose a 30%, a suspensdo foi homogeneizada, e centrifugada a 2500 rpm por 2 minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi passado em peneira de 500 mesh e lavado com &gua destilada para retirar os
residuos de sacarose.

Os ovos retidos na peneira de 500 mesh foram transferidos para tubos Falcon de 15 ml, o volume
do tubo foi completado com agua estéril e esses foram centrifugados a 2500 rpm por 3 minutos. O
sobrenadante foi descartado cuidadosamente com auxilio de uma pipeta (P5000), e o pelete formado foi
conservado no fundo do tubo. Em seguida, com auxilio de uma pipeta (P100), o pelete formado em cada
tubo Falcon (15 ml) foi distribuido em quantidades iguais para 4 ou 2 tubos eppendorf de 1,5 mi
(dependendo da quantidade do pelete formado), que foram centrifugados a 13000 rpm por 2 minutos com
0 objetivo de descartar 0 excesso de adgua contida na suspensdo de ovos. Por fim, foram estimados a
quantidade de ovos, e os tubos foram devidamente identificados e armazenados a -80°C para posterior
extragdo do DNA genbmico.

O DNA gendmico foi extraido e purificado de aliquotas de 200 — 300 ul de ovos e juvenis de
segundo estadio (J2), seguindo o procedimento classico, fenol — cloroférmio (Randig et al., 2002) e a
metodologia descrita por Castagnone-Sereno et al. (1995) e Staton et al. (1998). Os ovos foram
macerados em almofariz de porcelana com nitrogénio liquido, e o macerado recuperado em tubo
Eppendorf de 1,5 ml, ao qual foi adicionado 500 ul de NIB (0,1 M NaCl; 30 mM Tris pH 8; 10 mM
EDTA; 0,7 mM B mercaptoetanol; 5 mM Triton - NPHO). Apo6s a homogeneizacéo, os tubos foram
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centrifugados a 14000 rpm por dois minutos, e o sobrenadante foi descartado. Esta etapa foi repetida duas
vezes. Em seguida foram acrescentados 800 pl de tamp&o de homogeneizacdo (0,1 M NaCl; 0,2 M
sacarose; 10 mM EDTA) e 200 pl do tampao de lise (0,125 M EDTA; 0,5 M Tris pH 9,2; 2,3 % SDS),
0s tubos foram homogeneizados e incubados em banho maria a 55 °C por 30 minutos, seguido de 10
minutos a temperatura ambiente. A purificacdo foi realizada adicionando-se 1 V de fenol (1 ml),
seguindo-se & homogeneizacdo e centrifugacdo a 14000 rpm por trés minutos. O sobrenadante foi
recuperado e depois misturado a ¥2 V de fenol (0,5 ml) + % V de cloroférmio (0,5 ml) e centrifugado a
14000 rpm por trés minutos. O sobrenadante foi recuperado em novo tubo, adicionando 200 pl de éter, e
centrifugado a 14000 rpm por trés minutos. O éter foi eliminado com auxilio de uma pipeta. Para
precipitacdo do DNA, foi adicionado ao tubo 1 ml de etanol absoluto, seguido de homogeneizagéo e
observacao do pelet formado. O tubo foi entdo deixado a —80 °C durante 30 minutos. Em seguida efetuou-
se uma centrifugacdo a 14000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e, adicionou-se etanol
70%. Ap0s a centrifugacdo a 14000 rpm por 5 minutos, eliminou-se o etanol. O precipitado foi seco a
temperatura ambiente, e recuperado em volume de 10 a 20 ul de agua esterilizada (Milli-Q) e o DNA foi
armazenado a — 20 °C.

As reacOes de PCR foram realizadas em volume final de 25 ul, contendo 2 pul de DNA genémico
[3 ng/ul], 1 pl de cada primer F e R (Operon Technologies, Alameda, CA, EUA) (tabelas 1 e 2) , 4 ul de
dNTPs [1,25 mM] (dATP, dTTP, dGTP e dCTP) (Invitrogen ®, Sdo Paulo, Brasil), 2,5 ul de tampéo de
reacdo 10X + MgCl. (Phoneutria Biotecnologia & Servicos-pht ®, S&o Paulo, Brasil), 0,25 ul da enzima
Tag DNA polimerase (pht ®) e 14,25 ul de dgua Milli-Q. As amplificacdes foram feitas usando o
termociclador PTC-100 programmable thermal controller (MJ Research) e as condigdes da PCR para M.
exigua foram 5 min. a 94 °C, 30 ciclos de 30 seg. a 94 °C, 45 seg. a 64 °C, 1min. a 70 °C e extensdo final
de 8 min. a 70 °C como descrito por Randig et al (2002). Os DNAs utilizados na PCR foram extraidos de
juvenis de segundo estadio (J2) segundo metodologia proposta por Castagnone-Sereno et al., (1995) e
Stanton et al., (1998). Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose a
1,5% e visualizados sob luz ultravioleta ap6s coloracdo com brometo de etidio [0,3 pg/ml].

O sequénciamento das regides ITS1 —5.8S - ITS2 e da subunidade D2-D3 do gene 28S do rDNA
foram realizados utilizando as metodologias descritas por Castillo et al. (2003), Tigano et al. (2005) e
Holterman et al. (2006). Para as andlises filogenéticas de regides especificas do rDNA, os fragmentos
foram amplificados com os conjuntos de primers ITS1-5.8S-1TS2 e 28 S (D2D3) (Tabela 2), utilizando
as condicoes de PCR descritas por Subbotin et al. (2000).
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Tabela 1. Sequéncias dos primers SCAR utilizados na amplificagdo do fragmento espécie

especifico de Meloidogyne spp.

Espécie Primer SCAR Sequéncias Referéncias
ex-D15-F 5-TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3
M. exigua Randig et al., 2002
ex-D15-R 5-TCCTCCGCTAAATGATATG-3

Tabela 2: Sequéncias dos primers ITS1-ITS2 e D2D3 utilizados na amplificagdo para clonagem e

sequénciamento.

Regibes Sequéncias Referéncias

Forward: 5-TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3
ITS1-5.85-1TS2 Schmitz et al., 1998

Reverse: 5-TCCTCCGCTAAATGATATG-3

Forward: 5-ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3
D2-D3 De Ley et al., 1999
Reverse: 5-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3

Os produtos de PCR dos fragmentos ITS1-ITS2 e D2D3 foram cortados do gel de agarose,
utilizando o kit de extracdo Wizard®SV Gel/PCR Clean Up (Promega, Inc®) e clonados com o Kit de
clonagem pGEM-T® Easy vector (Promega, Inc®), seguindo as instru¢des do fabricante.

O sequénciamento do inserto foi realizado em dois clones independentes pela Macrogen®. As
sequéncias de DNA das populacao de Meloidogyne goeldii foram alinhadas e comparadas com sequéncias
de populacdes de outras espécies de Meloidogyne spp. depositadas no banco de dados do NCBI
(GenBank) (Tabela 3), e também com todas as outras populagdes estudadas no presente trabalho (Tabela
4) através do programa ClustalX versdo 1.83 com parametros padrdes (Thompson et al., 1997) e o
cladograma foi gerada usando o Neighbour-Joining (Saitou & Nei, 1987) para as regides ITS1-5.8S-1TS2,
e parcimonia para os fragmentos D2D3 (28S), através do programa PAUP v 4.0 (Swofford, 2002). Uma
sequéncia de Pratylenchus zeae Graham, 1951 (KF765428.1) foi utilizada como “outgroup” no
cladograma das regides 1TS1-5.8S-ITS2, e P. vulnusAllen & Jensen, 1951 (JX047009.1) no cladograma
D2Da3.
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Tabela 3: Lista de numeros de acessos do NCBI (GenBank) usados para gerar as arvores

filogenéticas.

Regiédo ITS1-5.8S-1TS2

Regi&o D2D3 (28S)

Codigo do NCBI  Referéncias Espécies Caodigo do NCBI Referéncias
Kf765428.1 Waggle; al, M. exigua AF435795.1  Tenente etal., 2001

Pratylenchus vulnus

JX047009 Wang et al., 2012

Tabela 4: Populacdes de Meloidogyne spp. utilizadas nas analises nos estudos de filogenia.

Espécie (eserase) Origem

M. incognita (11) Londrina, PR
M. incognita (12) Londrina, PR
M. incognita (S2) Garga, SP

M. paranaensis (P1) Piumbi, SP

M. exigua (E1) Lavras, MG

M. paranaensis (P2) Herculandia, SP
M. paranaensis (P2a) Guatemala

M. exigua (E2) Canad, MG
Meloidogyne goeldii(E1) Araguari, MG

RESULTADOS E DISCUSSAO
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A populagéo
apresentou  bandas  de
sendo possivel a revelacdo
30 fémeas. Portanto essa
concentragdo de esterase,
por Santos, 1997 para M.
foi o Est E1, Rm 1,5, perfil
2000)

da descricdo de M. goeldii

(Carneiro et al.,

>

i

El 13

enviada como M. goeldii
esterase quase imperceptiveis,sé
quando foram utilizadas mais de
populacdo  apresentou  baixa
confirmando o que foi observado
goeldii. O perfil revelado em gel
esse, tipico de M. exigua
(Figura 1). Esse resultado difere

indicando que na realidade trata-

se de uma variante de M. exigua. Nota-se que a baixa concentracdo da enzima esterase também é

caracteristica de M. exigua (Carneiro et al., 1996, 2000), demonstrando entdo o motivo provavel pelo

qual Santos (1997) ndo obteve bandas especificas da populacdo descrita como M. goeldii.

O resultado do SCAR-PCR de juvenis de segundo estadio individuais dessa mesma populacao,

apresentou fragmentos de 562 pares de base, 0 que representa um resultado tipico de M. exigua, de acordo

com Randig et al. (2002) (Fig. 2), reforcando o resultado do perfil de esterase obtido.

Figura 1. Perfil de esterase (Est.) para Meloidogyne spp., M. javanica (Est J3) usado como

referéncia; M. goeldii (Est. E1). A seta indica esterase de M. goeldii.
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Figura 2. SCAR-PCR de uma populacdo de Meloidogyne goeldii, proveniente de cafezais de
Araguari (MG). (- ) DNA= controle negativo. Numeros (1-10) representam individuos J2. M= 1 kb DNA
ladder Plus
(Invitrogen).

SCAR-PCR —Individuos J2 Q%V
No M1 2 3 456 7 8 910 X
cladograma a partir de
sequéncias da regiao
D2D3 (28S), M. goeldii
Ch e e e s s s s s e 562 pb

se agrupou com as
demais

populagdes de M.

exigua, concomitantemente, aos demais Meloidogyne spp. que agrupam entre si. O outgroup é
representado por Pratylenchus vulnus, se mostrou completamente separado das outras espécies de
Meloidogyne. Todos os agrupamentos apresentaram boostrap significativos e altos (Figura 3).

Ja no cladograma do ITS1-5.8S-1TS2, M. goeldii agrupou-se com M. exigua proveniente de
Lavras, enquanto a populacdo deM. exigua de Canaé ndo se agrupou com M. exigua ou com as demais
populagGes de Meloidogyne spp. (Figura 4). M. exigua Canad também foi estudada por Muniz et al. (2008)
em analises de RAPD, e se mostrou com alta variabilidade intraespecifica, e muito distante das demais
populacdes de M. exigua, e portanto, seu comportamento no cladograma aqui apresentado €
compreensivel.

Quanto a morfologia, alguns caracteres relativos a descricdo de M. goeldii, aproximam-se de

caracteristicas descritas para M. exigua, embora o autor ndo tenha usado essa espécie na diagnose da tese,
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comparando M. goeldii com M. incognita e M. paranaensis (Santos, 1997), que sdo completamente
diferentes.

Todos esses resultados (enzimaticos e moleculares) reforcam a hipotese que M. goeldii foi descrita
como uma nova espécie por Santos (1997) trata-se de variante de M. exigua. A auséncia do perfil de
esterase retratada na descricdo de M. goeldii possivelmente se deu pela baixa atividade dessa enzima, o
que na verdade j& ocorre paraM. exigua. A variagdo morfoldgica (Santos, 1997) também j& era esperada,
uma vez que as populacBes de M. exigua apresentaram alta variabilidade genética (Muniz et al., 2008).
Uma populacdo de M. exiguada seringueira, que apresentou um perfil de enzima diferente e alta
variabilidade genética (Muniz et al., 2008), também apresentou variabilidade morfoldgica (Muniz et al.,
2009).

A alta variabilidade de M. exigua era esperada por se tratar de uma espécie cuja a reproducao é
por partenogénese meidtica facultativa, tais espécies apresentam maior variabilidade em relacdo as

espécies partenogénicas mitdticas (Triantaphyllou, 1985).

ITS

67 M. incognita 11 Londrina
—: M. incognita S2 Garca

M. incognita 12 Londrina

98 f
| S

97 B5 s M. paranaensis P1 Piumbi
L M paranaensis P2 Herculandia

99

M. paranaensis P2a Guatemala

M. exigua E2 Canaa
Pratylenchus zeae KF765428 1

Figura 3. Cladograma obtido com o0 método agrupamento de vizinhos (Neighbor-joining) a partir

do sequénciamento da regidolTS1-5.8S-1TS2 das populagdes relacionadas nas Tabelas 3 e 4.
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D2-D3 50 M. incognita |1 Londrina
80 [: M. incognita S2 Garca

76 M. incognita 12 Londrina

100 ssf— M. paranaensis P1 Piumbi

M. paranaensis P2a Guatemala

M. paranaensis P2 Herculandia

100

69

Pratylenchus vulnus JX047009.1

Figura 4. Cladograma obtido com o método agrupamento de vizinhos (Neighbor-joining) a partir
do sequénciamento da regido D2D3 (28S) das populacdes das Tabelas 3 e 4.

CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo permitiu evidenciar a partir de técnicas moleculares, que a populacéo de M. goeldii
estudada é possivelmente uma variante de M. exigua. Dessa maneira, mais estudos morfoldgicos e
morfométricos sao necessarios no sentido de caracterizar completamente essa populacgéo e esclarecer sua

identidade taxondmica.
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