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Resumo & @

A fruticultura é uma atividade realizada em todas as regides do Brasil, aprése o grande
importincia econdmica e social para o pais, com produgado superior a 40 milhde eladas por ano,
ocupando a terceira posi¢do no ranking mundial. Durante o processo produtivo diversos fatores podem
causar prejuizos aos produtores, dentre os quais, a ocorréncia de problemas‘fitossanitdrios, como a
presenca de nematoides, destacam-se como uma das principais caus ematoides do género
Meloidogyne sdo os principais, popularmente conhecidos como nem %d galhas, ocasionando
importante doenga em frutiferas no Brasil, incluindo as culturas da geiaba e do mamao, responséveis
por causar danos econdmicos. Com isso, o presente trabalho t cf&’objetivo caracterizar isolados
de Meloidogyne enterolobii e M. konaensis associados a c goiaba e mamao do Estado do
Ceara, utilizando marcadores enzimaticos e moleculares. Os isolados de M. enterolobii € M. konaensis
foram obtidos da Colecdo de Fitonematoides do Laboratérigéde Fitopatologia da Universidade Federal
do Ceara (UFC). Para a identificacdo molecular realizgu-se o sequenciamento das regides D2-D3 do
28S rDNA e a regido ITS. Os cladogramas redli %nesse trabalho a partir do sequenciamento
obtido, agruparam as populagdes de M. enterol, % . konaensis com base na andlise da maxima
verossimilhanca com isolados do Brasil e de s paises, atingindo 98-99% de similaridade. Duas
espécies de Meloidogyne foram identifica N terolobii (MeCE-01) e M. konaensis (MKCE-01).
A identificacdo precisa de espécies de Meloidogyne é necessdria para a adogdo de medidas de manejo
da doenca que preconizem a reducd populacdes deste nematoide, principalmente, quando hé
interesse de se utilizar variedades e? tes.
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Abstract e %
The fruit cult is“an activity carried out in all regions of Brazil, presenting great economic and
social imp ce for the country, with a production exceeding 40 million tons per year, ranking third
worldwi@)uring the production process, various factors can cause losses to producers, among
whith phytosanitary problems, such as nematodes, stand out as one of the main causes. Nematodes of
the“Meloidogyne genus are the main ones, popularly known as root-knot nematodes, causing an
important disease in fruit crops in Brazil, including guava and papaya cultures, where they are
responsible for causing economic damage. Therefore, the present study aimed to characterize isolates
of Meloidogyne enterolobii and M. konaensis associated with guava and papaya crops in the State of
Ceard, using enzymatic and molecular markers. The isolates of M. enterolobii and M. konaensis were
obtained from the Phytonematode Collection of the Laboratory of Phytopathology at the Federal
University of Ceard. For molecular identification, sequencing of the D2-D3 regions of 28S rDNA and
the ITS region was performed. Based on the obtained sequencing, the cladograms generated in this
study grouped the populations of M. enterolobii and M. konaensis through maximum likelihood
analysis with isolates from Brazil and other countries, reaching 98-99% similarity. Two species of
Meloidogyne were identified: M. enterolobii (MeCE-01) and M. konaensis (MkCE-0I). Accurate



identification of Meloidogyne species is necessary for the adoption of disease management measures
aimed at reducing the populations of these nematodes, especially when there is interest in using
resistant varieties.
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1 Introducao

A fruticultura brasileira € um setor que nos ultimos anos vem crescendo, tanto na produgdo
quanto na quantidade colhida em cada safra (Duarte, 2018), o que torna a participagdo do pais
significativa no ranking mundial, estando na terceira posicdo, atris apenas da India, que ocupa o
segundo lugar e da China que é o maior produtor mundial (FAO, 2021). No Brasil mais de 40 milhdes
de toneladas de frutas sdo colhidas (Kist; Carvalho; Beling, 2021), sendo os maiores produtorés os
estados de Sdo Paulo, Bahia, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Pard, com destaque para as. culturas
da laranja, limdo, tangerina, banana, abacaxi, coco-da-bafa, melancia e mamao (Gerum et ).

No estado do Cear4, a fruticultura ¢ uma atividade agricola de grande importa Ci @6mica e
social, contribuindo significativamente para a geracdo de empregos diretos € i i&s, além de
possibilitar a diversificacio da produgcdo agrondmica. As condigdes edaf icas da regido
favorecem o cultivo de uma ampla variedade de frutas tropicais, entre as quais banana, maracuja,
coco-da-bafa e mamao, que tém grande demanda tanto no mercado interno nto no externo (IBGE,
2022a; Vidal, 2020). O cultivo de frutas em dreas de produgdo cearense%ﬁn-\ impacto expressivo
também na geracdo de renda em comunidades rurais € no dese@v ento de agroindistrias
(Nascimento et al., 2021).

A goiaba (Psidium guajava L.) é uma fruta que apre aque na producdo do Brasil, o
maior produtor mundial de goiaba vermelha (Galeano et al., . No pafis, as regides Nordeste e
Sudeste sdo as maiores produtoras, com Pernambuco, Bahia ¢ Ceara sendo os estados nordestinos com
maior releviancia na producdo (IBGE, 2022b). Assim €omo em outras culturas, os problemas
fitossanitarios afetam a produgdo de goiaba, que @equentemente reduzem a produtividade e
diminuem a qualidade dos frutos (Sussel, 2010). ]%r esses problemas, destacam-se os nematoides
do género Meloidogyne Goeldi, sendo M. Q obii Yang & Eisenback a principal espécie

encontrada associada a goiabeiras, responsdvel“por perdas expressivas nos pomares (Silva; Santos;

Silva, 2016). Y
O mamoeiro (Carica papaya L. m possui importancia no Brasil, pois € uma cultura com
boa adaptacdo em regides de climé ical e subtropical (Kist ef al., 2018). Os estados brasileiros que

se destacam na producdo desta frutais@o Espirito Santo, Bahia e Cearda (IBGE, 2022b), fomentando
assim a cadeia produtiva, %esenta relevincia na geracdo de emprego e renda nas regides
produtoras (Nunes et al., 2 . No entanto, 0 mamao ¢ suscetivel a fitopatégenos, como nematoide
Meloidogyne, que possui presenca frequente nas lavouras, causando elevados prejuizos, com as
espécies M. javanic ) Chitwood e M. enterolobii as mais comumente relatadas. Porém, em
levantamento reali o estado do Ceard, a espécie M. konaensis Eisenback, Bernard & Schmitt
também foi idéntifi€ada nas dreas de produc¢do de mamao (Silva; Santos; Silva, 2016).

Os ne l&kzs parasitas de plantas sdo patdgenos disseminados por praticamente todas as
regides do il, apresentando capacidade de causar enormes prejuizos a agricultura, ocasionando
perdas vadas na producdo. No entanto, por vezes, sdo negligenciados, pois o parasitismo
enfc ndo conduz a sintomas especificos, podendo ser confundido com déficit hidrico ou
nutrigional, fatores abidticos, tratos culturais incorretos ou até mesmo outro patégeno (Ferraz; Brown,
2016). Por esses motivos, gera-se certa incredulidade em relacdo ao diagndstico do problema e
resisténcia a adocdo de medidas de manejo, o que agrava os prejuizos, principalmente em frutiferas
(Dias-Arieira et al., 2010).

O género Meloidogyne, também conhecido como nematoide das galhas, é o que apresenta maior
importincia econdmica mundial para a agricultura, ocasionando grandes danos as culturas, podendo
chegar a 100% da producdo, a depender da densidade populacional, condi¢cdes ambientais e
fisiol6gicas da planta (Alfenas, 1998; Moens; Perry; Starr, 2009). Estd amplamente distribuido e
possui uma enorme gama de hospedeiros, sendo um endoparasita sedentdrio e obrigatdrio altamente
adaptado capaz de formar galhas no sistema radicular que causam hiperplasia e hipertrofia, reduzindo




o potencial de absorcdo de dgua e nutrientes pela planta (Agrios, 2005; Jones et al., 2013; Karssen,
Wesemael; Moens, 2013; Vovlas et al., 2005).

A taxonomia cldssica do género Meloidogyne ¢é realizada em laboratérios por meio de
caracteristicas morfoldgicas das fémeas, dos machos e de juvenis de segundo estddio (J2), juntamente
com as plantas diferenciadoras, que sdo empregadas na definicdo da raca das principais espécies de
Meloidogyne: M. incognita, M. javanica, M. arenaria € M. hapla (Taylor; Sasser, 1978; Hartman;
Sasser, 1985). Entretanto, as caracteristicas morfoldgicas sdo subjetivas, o que exige um nematologista
taxonomista experiente, e ainda assim, com possibilidade de equivocos na identificacdo, uma vez que
existem variagdes intraespecificas. Com isso, impulsionou-se a busca pelo uso de métodos mais
precisos para uma melhor descri¢do das espécies (Carneiro; Lima; Correia, 2017; Silva et al., 2014).

Para a caracterizagdo molecular do género Meloidogyne sao empregadas técnicas base na
utilizacdo do DNA, o que se tornou bastante importante para garantir uma identificacdo mai ae
segura (Castagnone-Sereno; Vanlerberghe-Masutti; Leroy, 1994; Silva, 2014; Silva, S ; Silva,

2016). Além disso, conduz a um diagndstico mais preciso, possibilitando a adoca deg égias de
manejo que visem diminuir as populacdes de Meloidogyne spp. de maneira mais efici

Os métodos moleculares tém sido utilizados no monitoramento geografico iversas regides
com atividade agricola, o que possibilita a obten¢do de informacdes quantitativas sobre o nivel de
infeccdo e a progressdo em dreas circunvizinhas. Além disso, essas técnigas ibilitam a deteccdo de
variagdes dentro da espécie ou o surgimento de novas espécies, um%ec mento essencial para
estabelecer estratégias adequadas dentro de um programa de manejo ﬂ‘%@ te, visando o controle e a
prevencgdo da introdugdo de fitopatdgenos em dreas previamente as (Bell et al., 2021).

No Laboratério de Fitopatologia da Universidade lydo Ceard (UFC), sio mantidas
espécies de Meloidogyne de ocorréncia natural em diferentes c as cultivadas no estado do Ceara,
dentre essas, M. enterolobii, que tem se disseminado largamente em diversas regides e hospedeiros no
Brasil, e M. konaensis, relatada no pafs como presente somente no estado do Ceard. Diante da
importincia dessas duas espécies para a regido, O@etivo do presente trabalho foi caracterizar
isolados de M. enterolobii e M. konaensis originari areas de cultivo cearense, buscando investigar
o relacionamento filogenético dessas espécie outros isolados descritos em outros paises do
mundo, utilizando dados do sequenciamento do D2-D3 do 28S rDNA e regido ITS.

Ao avaliar a auséncia de dados filogenéticos do género Meloidogyne que relacionam populacdes
do estado do Ceard com outras populagdes“existentes no mundo, este trabalho detalha, na secdo 2, a
metodologia utilizada, apresenti: locais de coleta e as caracterizacdes morfoldgicas,
morfométricas, bioquimica e m(ﬁi r das populagdes de Meloidogyne spp. cearenses. Na secdo 3,
sdo exibidos os resultado cussdes; como resultado tem-se a identificacdo das populagdes
amostradas, M. enterolobii . konaensis, e a relacdo filogenética de ambas com isolados de
Meloidogyne spp. de os paises que possuem dados das regides D2-D3 do 28S rDNA e ITS
depositados no Ge %Na discussdo sdo trazidas pesquisas que endossam a 1mportan01a da
abordagem f110g de espécies de Meloidogyne. Para finalizar, na secdo 4 € apresentada a
conclusdo e os os futuros que podem ser desenvolvidos a partir das informacdes fornecidas

neste estudoi .5

2 Mé o pesquisa

opulacdes de Meloidogyne spp. utilizadas neste estudo foram provenientes da colecdo de
fitonematoides do Laboratério de Fitopatologia da UFC, a partir de isolados de M. enterolobii e M.
konaensis obtidos de raizes infectadas de plantas de goiaba e mamdo coletadas em pomares dos
municipios de Acarad e Guaiuba, os dois no estado do Ceard (CE), respectivamente (Silva; Santos;
Silva, 2016). As espécies de Meloidogyne foram identificadas por meio das caracteristicas
morfolégicas utilizando padrdes perineais (Hartman; Sasser, 1985), morfométricas, bioquimicas
através da eletroforese da isoenzima esterase (Carneiro; Almeida; Quénéhervé, 2000; Esbenshade;
Triantaphyllou, 1990) e técnica molecular utilizando marcador SCAR (Monteiro et al., 2016; Silva;
Santos, 2017). As populacdes de Meloidogyne spp. foram mantidas e multiplicadas utilizando uma
Unica massa de ovos de cada populagdo, visando obter amostras puras dos nematoides inoculadas em
plantas de coleus (Plectranthus scutellarioides (L.) R.Br.) (Silva; Santos, 2012) sob condi¢des de casa
de vegetacdo (29 + 4 °C).




Inicialmente, para a caracterizagdo das populacdes de M. enterolobii e M. konaensis utilizou-se
quatro fémeas de cada espécie, sendo extraidas individualmente das raizes de coleus, sob microscépio
estereoscopio com auxilio de estilete, apds lavagem do sistema radicular em dgua corrente segundo
metodologia de Christoforou, Orford e Tsaltas (2017). Posteriormente, foram transferidas para tubo
contendo tampao de extracdo, colocando duas fémeas por tubo. Para a extragdo do DNA gendmico
utilizou-se o protocolo WLB — Worm Lysis Buffer (Waeyenberge et al., 2000), onde as fémeas foram
retiradas das raizes e transferidas para solug@o salina a 1 M NaCl (29,22 g NaCl + 500 mL &4gua
destilada). Depois colocadas individualmente em microtubos de 0,2 mL contendo 20 pL. de solucdo
WLB e, posteriormente, com o auxilio de uma pinca, as fémeas foram pressionadas até que sua
cuticula fosse rompida e extravasasse o contetido interno para a solu¢do contida no microtubo. O
material foi incubado a 60 °C durante 1 hora, com agita¢cdo manual a cada 15 minutos, e aquecido‘a 95
°C por 15 minutos, completando com o resfriamento a 4 °C. Ao final do procedimento for: das
quatro amostras de DNA: duas amostras do isolado de MeCE-01 (Mspl e Msp2) e duas @stras do
1solado de MKCE-01 (Msp3 e Msp4). Para estimar a qualidade do DNA extraido, fei lg o gel de
agarose (0,8%) corado com 0,25 pg/ml de brometo de etidio em TBE 1X, ajus‘uﬂ Itagem de 100
V (1-5 V/cm de comprimento do gel) durante 30 min, fotografada sob luz ara observar a
integridade do DNA, e para a quantidade um espectrofotdmetro NanoVue ™ (GE Healthcare®) com 3
uL da amostra. Considerou-se a extragdo como adequada quando a razdo 0 variou de 1,8 a 2,0.

Para a obtencdo de sequéncias de nucleotideos dos isolados M%—(Ol e MKCE-01, visando
estudo filogenético posterior, procedeu-se a amplificacdo de dois fr%e tos do DNA ribossomal
(rDNA): regido D2-D3 do 28S rDNA e regido ITS, utilizando e primers D2A e D3B para
amplificar a regido D2-D3 do segmento 28S rDNA e os prim Sie"Vrain2R para a amplificacio da
regido ITS (Tabela 1). A regides selecionadas, por serem as s informativas e possuir diversas
sequéncias depositadas em bancos de nucleotideos, fator dfjun amental importancia para estudos de
relagdes filogenéticas.

®
Tabela 1 — Primers utilizados para amplificar da regiﬁ@a de 28S rRNA e regides ITS de populagdes de

Mel yne spp

Primer Sequéncia (5’ - 3°) Regido Tamanho Referéncia
D2A ACAAGTACCGTGAGGGAm 288 7000b De Ley et al.
D3B TCGGAAGGAACCAC;‘§C A P (1999)
18S TTGATTACGTCCC’& TTT .
VRAIN2R | TTTCACTCGCCGTT GGGAATC ITS 730pb - Vrain ef al. (1992)
Fonte: De Ley et al. (1999) e Vrain et

Na PCR (Polymerase Chain Reaction), foi utilizado o kit PCR Master Mix (2X) (Fermentas®),
com um volume fin 25 pL, seguindo os protocolos descritos pelo fabricante. Para as

amplificacdes dos is&J de M. enterolobii e M. konaensis, foi utilizado o termociclador Biocycler
MJ 96+ (Biosyst , de acordo com as descri¢gdes dos protocolos de Powers e Harris (1993). As
condicdes da a a amplificacdo dos segmentos foram diferentes: 28S - desnaturacio por 95 °C
por 3 minutgs, seguido por 35 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 68 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto e
extensaofinal a 72 °C por 7 minutos; ITS — desnaturacio a 94 °C por 1 minuto, hibridiza¢do a 48 °C
por. i e extensdo a 70 °C por 2 minutos, repetidos por 45 ciclos, e extensdo final a 72 °C por 7

oram utilizadas duas amostras de DNA de cada espécie de nematoide. Os fragmentos de
PCR"amplificados foram visualizados em gel de agarose a 2% e as suas impurezas foram removidas
usando o kit AxyPrepTM PCR Cleanup (Axygen®). Apés conferir a qualidade da amplificagio das
regides do ITS e D2-D3 no gel de agarose, os quatro isolados foram encaminhados para o
sequenciamento usando a tecnologia de Sanger através do sequenciador automditico 3500 DNA
Analyzer (Applied Biosystems®) de acordo com as descri¢des sugeridas pelo fabricante.

Uma andlise preliminar foi realizada utilizando a regido ITS com o intuito de identificar
haplétipos através do software DnaSP v.5 (Librado; Rozas, 2009), para escolher isolados
representativos para o sequenciamento da regido D2-D3 do 28S. Em seguida, procedeu-se aos
alinhamentos das duas regides sequenciadas, ajustando-as manualmente por meio de inspecdo visual
para alcancar o mdximo de alinhamento e similaridade, excluindo das andlises a ocorréncia de regides



que apresentassem sequencias ambiguas. Posteriormente, as sequéncias de nucleotideos dos isolados
(MeCE-01 e MKCE-01) foram depositadas no GenBank', e comparadas com outras sequéncias de
Meloidogyne depositadas usando o programa BLASTn® para localizar sequéncias de DNA do banco de
dados similares as sequéncias consenso de MeCE-01 e MkCE-01 por meio de um alinhamento local.

Apos o sequenciamento, procedeu-se a andlise filogenética utilizando-se 0 método da Maxima
Verossimilhanga (MV) (Bryant; Galtier; Poursat, 2005). As sequéncias dos isolados tipos de
Meloidogyne foram obtidas através do GenBank (Tabela 2) e utilizadas como referéncia para realizar
os alinhamentos multiplos das sequéncias de M. enterolobii e M. konaensis com o auxilio do programa
MAFFT (Katoh; Standley, 2013). O programa MrModeltest (Nylander, 2004) implementado no PAUP
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony; v.4.0 b10) foi usado para determinar os melhores modelos
de cada anélise. A confiabilidade dos nds das drvores filogenéticas foi checada via bootstr om
1.000 simulacdes e apenas valores de suporte acima de 70% foram considerados, conform 1zado
em estudo realizado por Powers (2004).

% R
Tabela 2 — Isolados de Meloidogyne utilizados nos estudos das sequéncias da regido D2-D de}s rRNA e

regido ITS
Cédigo,do GenBank
Espécies Hospedeira Local
D2-D\ ITS
M. arenaria Gramineas China KP901(§ MF168954
M. arenaria Gramineas China K MF168955
M. chitwoodi Solanum tuberosum EUA )I”%SO U96302
M. chitwoodi Solanum tuberosum Holanda AF435802 AY281852
M. enterolobii Zingiber officinale China F467276 KP901058
M. enterolobii* Psidium guajava Brasil PP564852 PP555601
M. ethiopica Solanum tuberosum Brasil KF482372 MF168951
M. ethiopica Solanum lycopersicum - LN626966
M. fallax Solanum physalifolium FN429017 -
M. graminis Gramineas Y JN019331 -
M. graminis Gramineas KP901077 -
M. hapla Solanum tuberosum MN475814 AF516722
M. hapla Solanum lycopersicum Eti6pia KU587712 -
M. haplanaria Solanum tubero @ EUA - MK102773
M. haplanaria Solanum tube‘p% EUA - MK102772
M. hispanica Morus spp. Ira KT359553 -
M. hispanica PrunuMnestica Espanha EU443606 -
M. incognita Daucus carota Brasil MF157447 MF168966
M. incognita Daucus carota Brasil MF157442 MF168965
M. javanica Solanum lycopersicum Brasil KY033196 MF168972
M. javanica ¢ Solanum lycopersicum Brasil MK410436 MF168973
M. konaensis Coffea arabica EUA AF435797 AF516723
M. konaensis Carica papaya Brasil PP564853 PP555602
M. lopezi® Coffea arabica Costa Rica KF993616 -
M. marylandi Gramineas Israel JN157852 MK102781
%ﬁmdi Solanum tuberosum EUA MK102782 MK102774
M. or Gramineas Reino Unido JN157846 AY281855
M. minor Solanum lycopersicum Nova Zelandia KX671113 -
M. paranaensis Coffea arabica Brasil - KY911110

*Isolados identificados neste estudo
Fonte: GenBank (2024)

3 Resultados e discussoes

' GenBank. Disponivel em: https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank. Acesso em: 18 mai. 2024.
> BLASTh. Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast. Acesso em: 18 mai. 2024.




Inicialmente, observou-se a integridade do DNA dos isolados de MeCE-01 (Mspl e Msp2) e de
MKCE-01 (Msp3 e Msp4) para posterior utilizagdo nas amplificacdes das regides ITS e D2-D3. O
resultado da eletroforese obtida na extragdo do DNA de todos os isolados indicou que as amostras
estavam aptas para serem utilizadas nas amplificacdes.

Os isolados foram separados em 2 haplétipos diferentes (H1-H2), sendo dois representados pelo
haplétipo (H1), com suas sequéncias agrupadas em Meloidogyne 1 (MeCE-01); e os outros dois
isolados representados pelo haplétipo (H2), com identificagdo de Meloidogyne 2 (MKCE-01). Um total
de dois isolados representativos dos dois hapldtipos foram escolhidos da andlise da regido ITS para o
sequenciamento do locus restante e andlises subsequentes. Posteriormente, foi verificado o resultado
das amplificac¢Oes dos isolados de MeCE-01 (Msp1 e Msp2) e de MKCE-01 (Msp3 e Msp4), por meio
da PCR através da técnica de eletroforese em gel de agarose, das regides ITS (Figura 1) e D2-D3.

Figura 1 — PCR da regido ITS dos isolados de MeCE-01 (Msp1 e Msp2) e MkCE-01 (Ms%?a e 4). M:
Marcador de peso molecular de 1 Kb; Msp1-Mps2: Isolados de M. enterolobii; Msp3-Mps§: )xl, de M.

konaensis

M Mspl Msp2  Msp3 Msp4

Fonte: dados da pesquisa (b
®
Quatro sequéncias de nucleotideos foram }as: duas da regido ITS com 724 bp cada uma; e
duas da regido D2-D3 do 28S, sendo a d& @-01 com 755 bp e MkCE-01 com 750 bp. Apds
andlise das sequencias estudadas, percebeu-s os isolados de MeCE-01 e de MkCE-01 foram
distribuidos em um clado bem apoi 0@1‘1 andlises multilocais de MV em 4rvores com locus

individual apresentando topologia ante. Na andlise foi registrado que os alinhamentos de
miltiplas sequéncias apresentar ancestralidade comum entre as bases, como relatada por

Schneider (2003).

Para a andlise indiv(@da regido ITS utilizando a MV foi observado que o isolado MeCE-01
formou um clado com isolado’de M. enterolobii apresentando um boostrap de 91. Enquanto que o
isolado MkCE-01 foi rvado que além de agrupar em um subclado com um isolado de M.
konaensis com um strap de 97, também esteve agrupado em um clado com isolados das espécies
M. arenaria, M. ica € M. incognita, porém com valor de boostrap de 66 (Figura 2), o que é
comum em a moleculares de fitonematoides utilizando a regido ITS, pois esta regido possui
baixa info ividade filogenética, no entanto, continua sendo bastante utilizada devido elevada
quantid e depdsitos de sequéncias realizadas no Genbank, como foi registrado nos trabalhos de
A z-Oftega, Brito e Subbotin (2019) e Ye et al. (2021). Os elevados valores dos suportes
ré%‘o’s nos dois subclados dos isolados MeCE-01 e MKCE-01 nas anélises filogenéticas utilizando
aregrao ITS foram similares aos valores aceitdveis por Rost (1999).

Figura 2 — Relagdo filogenética de espécies de Meloidogyne baseada no alinhamento sequencial da regido ITS. A
arvore filogenética foi estimada por Mdxima Verossimilhanca. Pratylenchus scribneri foi utilizado como
outgroup
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e@s sequéncias de rDNA de ITS, o isolado de MeCE-01
dade com isolados de M. enterolobii da China (MT406251) e
kCE-01 (PP555602) exibiu identidade de 99% com o isolado de
1100), sendo o unico depdsito da regido do ITS para esta espécie do

Nas pesquisas do BLASTna
(PP555601) apresentou 98% de si
Taiwan (MT919378); e 01
M. konaensis do Brasil (
nematoide no pais (Figura 2).

O resultado d @e individual da regido D2-D3 do 28S revelou que, semelhante ao resultado
da andlise indivi% egido ITS, o isolado MeCE-01 (PP564852) agrupou em clado com valor de

boostrap de 9F olado de M. enterolobii, o isolado MkCE-01 (PP564853) também se agrupou no
mesmo clado-com.populagdes de M. arenaria, M. javanica e M. incognita com um boostrap de 92,
além de un‘&)clado com isolado de M. konaensis com um boostrap de 99 (Figura 3). Em estudo
realizadd por Monteiro et al. (2016) com a espécie M. konaensis, observou-se comportamento similar,
tanto. sem a presenga da espécie M. javanica. Esse clado formado com diferentes espécies de
oldogyne também foi registrado em estudo realizado por Furtado et al. (2023), sendo constatada
significativa variabilidade intraespecifica. A utilizacdo de diversas cpias do rDNA das regides ITS e
D2-D3 do 28S como base proporciona uma amostra alvo para a amplificacdo por PCR, permitindo a
detec¢do de variacdes intraespecificas em populacdes de espécies de Meloidogyne spp. (Adam;
Phillips; Block, 2007; Zijlstra et al., 1995). A regido D2-D3 do 28S rDNA conservou dominios e
segmentos de expansdo, sendo esta regido muito util na elaboracio de diagndsticos para identificagdo
de espécies (Roberts et al., 2016).

Figura 3 — Relacdo filogenética de espécies de Meloidogyne baseada no alinhamento sequencial da regidao D2-D3
do segmento 28S rDNA. A 4rvore filogenética foi estimada por Mdxima Verossimilhanca. Pratylenchus
scribneri foi utilizado como outgroup
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Fonte: dados da pesquisa \( 4

Para as sequéncias da regido D2-D3 do 28S, complementando a anélise da MV, observou-se nas
pesquisas BLASTn que‘Giisolado MeCE-01 registrou o valor de 99% de similaridade com isolados de
M. enterolobii da % (MF467277), Brasil (KX767845), Estados Unidos (JF309158) e India
(KT271569) (Fig sses dados foram similares ao estudo realizado por Souza Junior ef al. (2021)
com populacd % . enterolobii de isolados da regido nordeste do Brasil.

Ois kCE-01 apresentou identidade de 99% com o isolados de M. konaensis do Brasil
(KYO911 e dos Estados Unidos (AF435797) (Figura 3). A espécie de M. konaensis foi inicialmente
i ifi em dreas da cultura do café (Coffea arabica L.) nos Estados Unidos (Schmitt; Zhang;
001), mas também possui hospedeiras nas familias da Araceae, Bromeliaceae, Brassicaceae,

itaceae, Cyperaceae, Convolvulaceae, Fabaceae, Poaceae, Solanaceae, Rubiaceae e
Zingiberaceae (Ferris, 2024). No Brasil, M. konaensis foi relatada no estado do Ceard em repolho,
mamao, noni e canapum (Silva; Santos; Silva, 2016). Apesar da ampla gama de hospedeiros, ha
poucos estudos a nivel molecular com esta espécie de Meloidogyne, com registro de apenas nove
sequéncias depositadas no Genbank (duas do gene COI - citocromo oxidase subunidade I, duas da
regido D2-D3 do 28S, duas do gene MAPI1 - proteinas associadas aos microtibulos, duas de 18S e
outra da regido ITS) (NCBI, 2024).

Portanto, os isolados de Meloidogyne da goiabeira e do mamoeiro, utilizados no presente
estudo, foram identificados em duas espécies: MeCE-01 caraterizada como M. enterolobii; enquanto
MKCE-01 ficou identificada como M. konaensis (Figuras 2 e 3). A avaliacdo das regides ITS e D2-D3




dos nematoides M. enterolobii € M. konaensis isolados do Ceard revelaram grande afinidade com as
espécies M. enterolobii da China isolada do gengibre (Zingiber officinale Roscoe) (Xiao et al., 2018) e
M. konaensis do Hawai (De Ley et al., 2005).

Os dados moleculares de M. enterolobii obtidos nesta pesquisa servirdo de base para estudo
futuros de manejo deste nematoide que tem como hospedeiro uma ampla gama de espécies agricolas,
incluindo vegetais, plantas ornamentais, goiabeiras e ervas daninhas (Brito et al., 2004; EPPO, 2016;
Overstreet et al., 2018; Rutter et al., 2019; Schwarz et al., 2020; Ye et al., 2021; Ye et al., 2013). Uma
preocupacdo adicional estd relacionada a capacidade do M. enterolobii se desenvolver em gendtipos de
culturas que apresentam genes de resisténcia aos nematoides das galhas radiculares, tais como Mi-1,
Mh, Mirl, N, Tabasco e Rk, no tabaco, tomate, soja, batata, feijdo, batata-doce e algodao (Kiewnick et
al., 2009).

4 Consideracoes finais "

Este é o primeiro estudo a nivel molecular com populacdes de Meloidogyne lobii no
estado do Ceard, contribuindo para o conhecimento sobre a comunidade de ne%es toparasitas,
sendo uma informacao essencial para o desenvolvimento de programas de manejo intégrado que visam
a diminuic¢ao das populagdes deste fitonematoide em areas de produgdo. ;

i

Além disso, fornece uma contribuicdo para futuros estudos filogeogedficos de espécies de

Meloidogyne, com o depdsito das sequencias no Genbank, permitindo, r dos resultados obtidos,
novos estudos a serem realizados para investigar a relacdo entre M. entérolobii e a microbiota do solo,
explorando como essas interacdes podem ser manipuladas ntrolar as populagdes dos
fitonematoides. @
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