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Caracterizacao molecular de
populacdes de Meloidogyne
enterolobii e M. konaensis no
estado do Cear3, Brasil

RESUMO: A fruticultura é uma atividade econdmica e social significativa em
todas as regides do Brasil. Com uma producao anual superior a 40 milhdes de
toneladas, o pais ocupa o terceiro lugar no ranking mundial. Varios fatores podem
causar perdas aos produtores durante o processo de producao - entre eles, a
ocorréncia de problemas fitossanitarios, como a presenca de nematoides, esta
entre as principais causas. Os nematoides-das-galhas, do género Meloidogyne,
sdo os principais patdgenos que afetam as frutiferas no Brasil, incluindo goiaba
e mamao, levando a perdas econdmicas substanciais. Dado esse contexto,
o presente estudo teve como objetivo caracterizar isolados de Meloidogyne
enterolobii e M. konaensis associados as culturas de goiaba e mamao no estado do
Cear3, usando marcadores enzimaticos e moleculares. Os isolados foram obtidos
da Colecao de Fitonematoides do Laboratério de Fitopatologia da Universidade
Federal do Ceara (UFC). A identificacdo molecular foi realizada por meio do
sequenciamento das regides D2-D3 do 28S rDNA e da regido ITS. Os cladogramas
gerados a partir dos dados de sequenciamento agruparam as populagdes de
M. enterolobii e M. konaensis com base na analise de maxima verossimilhanca,
com isolados do Brasil e de outros paises exibindo 98%-99% de similaridade.
Duas espécies de Meloidogyne foram identificadas: M. enterolobii (MeCE-01)
e M. konaensis (MkCE-01). A identificacdo precisa de espécies de Meloidogyne é
essencial para a implementagdo de estratégias de manejo que visem reduzir as
populagdes desse nematoide, principalmente quando ha interesse de se utilizar
variedades resistentes.

Palavras-chave: 28S; esterase; identificacao; ITS; nematoide-das-galhas.

Molecular characterization of
Meloidogyne enterolobii and M. konaensis
populations in the state of Ceard, Brazil

ABSTRACT: fruit cultivation is a significant economic and social activity in all
regions of Brazil. With annual production exceeding 40 million tons, the country
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ranks third worldwide. Various factors can cause producers losses during the production
process, with phytosanitary issues, such as the presence of nematodes, being among
the primary causes. Root-knot nematodes of the genus Meloidogyne are the main
pathogens affecting fruit crops in Brazil, including guava and papaya, leading to
substantial economic losses. Given the context, the present study aimed to characterize
isolates of Meloidogyne enterolobii and M. konaensis associated with guava and papaya
crops in Ceard, using enzymatic and molecular markers. The isolates were obtained
from the Phytonematode Collection of the Laboratory of Phytopathology at the Federal
University of Ceard (UFC). Molecular identification was performed through sequencing
of the D2-D3 regions of 28S rDNA and the ITS region. The cladograms generated
from the sequencing data grouped M. enterolobii and M. konaensis populations
based on maximum likelihood analysis, with isolates from Brazil and other countries
reaching 98%-99% similarity. Two Meloidogyne species were identified: M. enterolobii
(MeCE-01) and M. konaensis (MkCE-01). Accurate identification of Meloidogyne species
is essential for implementing management strategies aimed at reducing nematode
populations, particularly when there is interest in using resistant varieties.

Keywords: 28S; esterase; identification; ITS; root-knot nematode.

1Introducao

A fruticultura brasileira € um setor que, nos ultimos anos, tem apresentado crescimento
tanto na produgdo quanto na quantidade colhida a cada safra (Duarte, 2018). Esse avanco
contribui para a significativa participacdo do pais no ranking mundial, o qual ocupa a
terceira posicdo, atras apenas da india, que se encontra em segundo lugar, e da China,
maior produtora mundial (FAO, 2021). No Brasil, sdo colhidas mais de 40 milhdes de
toneladas de frutas por ano (Kist; Carvalho; Beling, 2021), sendo os principais estados
produtores Sao Paulo, Bahia, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Para. Destacam-se,
entre as culturas, a laranja, o limfo, a tangerina, a banana, o abacaxi, o coco-da-baia, a
melancia € 0 mamao (Gerum et al., 2019).

No estado do Ceara, a fruticultura possui grande importancia econdmica ¢ social,
contribuindo significativamente para a geragdo de empregos diretos e indiretos, além
de possibilitar a diversificagdo da produg@o agrondmica. As condi¢des edafoclimaticas
da regido favorecem o cultivo de diversas frutas tropicais, entre as quais se destacam
a banana, o maracuja, o coco-da-baia e 0 mamao, amplamente demandados tanto no
mercado interno quanto no externo (IBGE, 2022b; Vidal, 2020). O cultivo de frutas nas
areas produtivas do Ceara impacta significativamente a geracao de renda em comunidades
rurais e o desenvolvimento de agroindustrias (Nascimento ef al., 2021).

A goiaba (Psidium guajava L.) tem destaque na produgdo nacional, sendo o Brasil o
maior produtor mundial de goiaba vermelha (Galeano ef al., 2023). No pais, as regides
Nordeste e Sudeste concentram a maior produ¢do, com Pernambuco, Bahia ¢ Ceara
figurando entre os estados nordestinos de maior relevancia (IBGE, 2022a). Assim
como ocorre em outras culturas, problemas fitossanitarios afetam a producéo de goiaba,
reduzindo a produtividade e comprometendo a qualidade dos frutos (Sussel, 2010). Entre
os principais agentes fitopatogénicos, destacam-se os nematoides do género Meloidogyne
Goeldi, sendo M. enterolobii Yang & Eisenback a principal espécie associada a goiabeira,
responsavel por perdas expressivas nos pomares (Silva; Santos; Silva, 2016).
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O mamoeiro (Carica papaya L.) também se destaca na fruticultura nacional, pois
apresenta boa adaptacdo a regides de clima tropical e subtropical (Kist et al., 2018).
Os estados brasileiros com maior producdo dessa fruta sdo Espirito Santo, Bahia e
Ceara (IBGE, 2022a), fomentando a cadeia produtiva e contribuindo para a geragdo de
emprego ¢ renda nas regides produtoras (Nunes ef al., 2021). No entanto, a cultura do mamao
¢ suscetivel a diversos fitopatogenos, incluindo os nematoides do género Meloidogyne,
frequentemente presentes nas lavouras e responsaveis por prejuizos consideraveis. As
espécies M. javanica (Treub) Chitwood e M. enterolobii sdo as mais comumente relatadas.
Entretanto, em levantamento realizado no estado do Ceara, M. konaensis Eisenback,
Bernard & Schmitt também foi identificada em areas de produgdo de mamao (Silva; Santos;
Silva, 2016).

Os nematoides parasitas de plantas estdo amplamente distribuidos no Brasil e sdo
capazes de causar danos significativos a agricultura, resultando em perdas substanciais
na produgdo. No entanto, esses patdgenos sao frequentemente negligenciados, uma vez
que o parasitismo nem sempre leva a sintomas especificos, podendo ser confundido com
déficit hidrico, caréncias nutricionais, fatores abidticos, manejos inadequados ou até mesmo
com outros patogenos (Ferraz; Brown, 2016). Como consequéncia, ha certa resisténcia ao
diagnostico preciso do problema e a adogdo de medidas de manejo adequadas, agravando
os prejuizos, sobretudo na fruticultura (Dias-Arieira et al., 2010).

O género Meloidogyne, conhecido como nematoide-das-galhas, é o mais relevante
economicamente para a agricultura global, podendo causar perdas de até 100% da produgdo,
dependendo da densidade populacional, das condigdes ambientais e da fisiologia da planta
hospedeira (Alfenas, 1998; Moens; Perry; Starr, 2009). Esse patdgeno apresenta ampla
distribuigdo e um vasto niimero de hospedeiros, sendo um endoparasita sedentario obrigatorio
altamente adaptado. A formacdo de galhas no sistema radicular das plantas hospedeiras
resulta em hiperplasia e hipertrofia, comprometendo a absor¢do de dgua e nutrientes
(Agrios, 2005; Jones et al., 2013; Karssen, Wesemael; Moens, 2013; Vovlas et al., 2005).

A taxonomia classica do género Meloidogyne ¢ realizada em laboratério, com base nas
caracteristicas morfologicas das fémeas, dos machos e dos juvenis de segundo estadio (J2),
juntamente com as plantas diferenciadoras para a determinacdo da raga das principais
espécies: M. incognita, M. javanica, M. arenaria e M. hapla (Hartman; Sasser, 1985; Taylor;
Sasser, 1978). Entretanto, a identificacdo morfologica ¢é subjetiva, exigindo a atuagdo de
nematologistas taxonomistas experientes, e mesmo assim, pode estar sujeita a erros devido
as variacdes intraespecificas. Isso tem motivado a busca por métodos mais precisos para a
identificagdo das espécies (Carneiro; Lima; Correia, 2017; Silva et al., 2014).

A caracterizagdo molecular do género Meloidogyne utiliza técnicas baseadas em DNA,
o que tem se mostrado essencial para garantir uma identificagdo mais rapida e precisa
(Castagnone-Sereno; Vanlerberghe-Masutti; Leroy, 1994; Silva, 2014; Silva; Santos;
Silva, 2016). Além disso, essa abordagem proporciona um diagnodstico mais acurado,
viabilizando a adog@o de estratégias de manejo mais eficazes para reduzir as populagdes de
Meloidogyne spp.

Os métodos moleculares também sdo utilizados no monitoramento geografico de regides
agricolas, permitindo a obtengao de informacdes quantitativas sobre o nivel de infeccdo e a
progressao do patdogeno em areas vizinhas. Essas técnicas possibilitam, ainda, a identificagdo
de variagoes intraespecificas ou o surgimento de novas espécies, o que € essencial para a
formulagao de estratégias eficazes de manejo, visando tanto o controle quanto a prevencao
da introdugdo de fitopatdgenos em areas ainda ndo afetadas (Bell et al., 2021).

No Laboratorio de Fitopatologia da Universidade Federal do Ceara (UFC), sao
mantidas espécies de Meloidogyne naturalmente presentes em diferentes culturas no
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estado do Ceara, incluindo M. enterolobii, amplamente disseminada em diversas regides
¢ hospedeiros no Brasil, e M. konaensis, cuja ocorréncia no pais tem sido relatada apenas
no estado do Ceara. Considerando a relevancia dessas espécies para a regido, este estudo
teve como objetivo caracterizar isolados de M. enterolobii e M. konaensis provenientes de
areas de cultivo cearenses, investigando suas relagdes filogenéticas com isolados descritos
em outros paises, por meio do sequenciamento das regides D2-D3 do 28S rDNA ¢ ITS.

Diante da escassez de dados filogenéticos do género Meloidogyne que correlacionem
populacgdes do Ceara com outras populagdes globais, a secdo 2 apresenta a metodologia
empregada, incluindo os locais de coleta e as caracterizagdes morfoldgica, morfométrica,
bioquimica e molecular das populacdes de Meloidogyne spp. do estado. Na secdo 3,
sdo apresentados e discutidos os resultados, destacando a identificagdo das populagdes
amostradas e suas relacdes filogenéticas com isolados de outros paises, cujos dados
das regides D2-D3 do 28S rDNA e ITS estdo depositados no GenBank. Por fim, na
secdo 4, sdo expostas as conclusodes e as perspectivas para estudos futuros a partir das
informacdes obtidas.

2 Método da pesquisa

As populacdes de Meloidogyne spp. utilizadas neste estudo foram obtidas a partir
da colegdo de fitonematoides do Laboratério de Fitopatologia da UFC. Os isolados
de M. enterolobii ¢ M. konaensis foram extraidos de raizes infectadas de plantas de goiaba
e mamao, coletadas em pomares localizados nos municipios de Acarat e Guaiuba, ambos
no estado do Ceara (CE) (Silva; Santos; Silva, 2016). A identificacdo das espécies de
Meloidogyne foi realizada com base em caracteristicas morfologicas, por meio da analise
de padrdes perineais (Hartman; Sasser, 1985); morfométricas; bioquimicas, utilizando
eletroforese da isoenzima esterase (Carneiro; Almeida; Quénéhervé, 2000; Esbenshade;
Triantaphyllou, 1990); e moleculares, com o uso do marcador SCAR (Monteiro et al., 2016;
Silva; Santos, 2017). As populagdes de Meloidogyne spp. foram mantidas e multiplicadas
a partir de uma tnica massa de ovos de cada populagdo, garantindo a obtengdo de amostras
puras dos nematoides, as quais foram inoculadas em plantas de coleus (Plectranthus
scutellarioides (L.) R.Br.) (Silva; Santos, 2012), sob condi¢des controladas de casa de
vegetagdo (29 =4 °C).

Para a caracterizag@o das populacoes de M. enterolobii e M. konaensis, foram extraidas
quatro fémeas de cada espécie das raizes de coleus, utilizando microscopio estereoscopio
e estilete, apds lavagem do sistema radicular em 4agua corrente, conforme metodologia
descrita por Christoforou, Orford e Tsaltas (2017). As fémeas extraidas foram transferidas
para tubos contendo tampao de extracdo, sendo alocadas duas fémeas por tubo. A extracao
do DNA genomico foi realizada utilizando o protocolo WLB — Worm Lysis Buffer
(Waeyenberge et al., 2000), no qual as fémeas foram retiradas das raizes e transferidas
para uma solu¢ao salina contendo 1 M NaCl (29,22 g NaCl em 500 mL de agua destilada).
Em seguida, foram individualmente colocadas em microtubos de 0,2 mL contendo 20 pL
de solucdo WLB e, com o auxilio de uma pinga, suas cuticulas foram rompidas para
extravasamento do conteudo interno na solugdo. O material foi incubado a 60 °C por uma
hora, com agitagdo manual a cada 15 minutos, seguida de aquecimento a 95 °C por 15 minutos
e resfriamento a 4 °C. Ao término do processo, foram obtidas quatro amostras de DNA: duas
do isolado MeCE-01 (Mspl e Msp2) e duas do isolado MkCE-01 (Msp3 e Msp4).

A qualidade do DNA extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 0,8%,
corado com 0,25 pg/ml de brometo de etidio em TBE 1X, submetido a uma tensdo elétrica
de 100 V (1 V/cm a 5 V/em de comprimento do gel) por 30 minutos. A integridade do
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Quadro1V

Primers utilizados

para a amplificacdo da

regiao D2-D3 do 28SrDNA e
das regides ITS de populacdes
de Meloidogyne spp.

Fonte: De Ley et al. (1999) e
Vrain et al. (1992)
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DNA foi analisada sob luz UV, e a quantificacao foi realizada em um espectrofotometro
NanoVue™ (GE Healthcare®), utilizando 3 pL da amostra. A extragdo foi considerada
adequada quando a razdo 260/280 variou de 1,8 a 2,0.

Para a obtengdo das sequéncias de nucleotideos dos isolados MeCE-01 ¢ MkCE-01,
com o objetivo de estudos filogenéticos subsequentes, foram amplificados dois
fragmentos do DNA ribossomal (rDNA): a regido D2-D3 do 28S rDNA e a regido ITS.
A amplificagdo da regido D2-D3 do segmento 28S rDNA foi realizada com os pares de
primers D2A e D3B, enquanto a regido ITS foi amplificada com os primers 18S e Vrain2R
(Quadro 1). Essas regides foram selecionadas por apresentarem alta informatividade e
pela disponibilidade de diversas sequéncias depositadas em bancos de nucleotideos, fator
essencial para estudos de relagdes filogenéticas.

Primer Sequéncia (5’ -3’) Regido Tamanho Referéncia
D2A ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG
28S 700 pb De Ley et al. (1999)
D3B TCGGAAGGAACCAGCTACTA
18S TTGATTACGTCCCTGCCCTTT
ITS 750 pb Vrain et al. (1992)
VRAIN2R TTTCACTCGCCGTTACTAAGGGAATC

[1] GenBank. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank.
Acesso em: 18 maio 2024.

[2] BLASTn. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.
Acesso em: 18 maio 2024.

Na reagdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction), foi utilizado
o kit PCR Master Mix (2X) (Fermentas®), com um volume final de 25 pL, seguindo os
protocolos do fabricante. Para a amplificagdo dos isolados de M. enterolobii e M. konaensis,
empregou-se o termociclador Biocycler MJ 96+ (Biosystems®), conforme os protocolos
descritos por Powers e Harris (1993). As condigdes da PCR para a amplificagdo dos segmentos
variaram: para 28S, realizou-se a desnaturacdo a 95 °C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos
de 95 °C por 1 minuto, 68 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto, com extensdo final a 72 °C
por 7 minutos; para ITS, a desnaturacdo ocorreu a 94 °C por 1 minuto, seguida de hibridizagao
a48 °C por 1 minuto e extensdo a 70 °C por 2 minutos, repetidos por 45 ciclos, com extensao
final a 72 °C por 7 minutos. Foram analisadas duas amostras de DNA de cada espécie de
nematoide. Os fragmentos amplificados foram visualizados em gel de agarose a 2%, e as
impurezas foram removidas por meio do kit AxyPrepTM PCR Cleanup (Axygen®). Apos
a verificag¢@o da qualidade da amplificago das regides ITS e D2-D3 no gel de agarose, os
quatro isolados foram enviados para sequenciamento utilizando a tecnologia de Sanger
no sequenciador automatico 3500 DNA Analyzer (Applied Biosystems®), conforme as
especificagdes do fabricante.

Uma analise preliminar da regido ITS foi realizada para identificar haplotipos
por meio do software DnaSP v.5 (Librado; Rozas, 2009), a fim de selecionar isolados
representativos para o sequenciamento da regido D2-D3 do 28S. Em seguida, as
sequéncias das duas regides foram alinhadas e ajustadas manualmente por inspecao
visual para garantir o maximo de alinhamento e similaridade, excluindo-se das analises
regides com sequéncias 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, utilizando o programa BLASTn? para
localizar sequéncias similares as sequéncias consenso de MeCE-01 e MkCE-01 por meio
de alinhamento local.

Apos o sequenciamento, a andlise filogenética foi conduzida pelo método da
Maxima Verossimilhanca (MV) (Bryant; Galtier; Poursat, 2005). As sequéncias dos
isolados-tipos de Meloidogyne foram obtidas no GenBank (Quadro 2) ¢ utilizadas como
referéncia para a realizacao dos alinhamentos multiplos das sequéncias de M. enterolobii

Rev. Principia, Jodo Pessoa, v. 62, e8337, 2025. [ 5]


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.en
https://openaccessbutton.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
https://periodicos.ifpb.edu.br/index.php/principia/index
https://portal.issn.org/resource/ISSN/2447-9187

revistom

Quadro2 Vv

Isolados de Meloidogyne
utilizados na analise das
sequéncias das regides ITS e
D2-D3 do 28S rDNA.

Fonte: GenBank (2024)
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e M. konaensis, empregando-se o programa MAFFT (Katoh; Standley, 2013). O programa
MrModeltest (Nylander, 2004), implementado no PAUP (Phylogenetic Analysis Using
Parsimony, v.4.0 b10), foi utilizado para determinar os melhores modelos para cada
analise. A confiabilidade dos n6s das arvores filogenéticas foi avaliada por meio do
método de bootstrap com 1.000 simulagdes, considerando-se apenas valores de suporte
superiores a 70%, conforme estudo conduzido por Powers (2004).

Cédigo do GenBank
Espécies Hospedeira Local
D2-D3 ITS
M. arenaria Gramineas China KP901082 MF168954
M. arenaria Gramineas China KX151138 MF168955
M. chitwoodi Solanum tuberosum EUA KP901080 U96302
M. chitwoodi Solanum tuberosum Holanda AF435802 AY281852
M. enterolobii Zingiber officinale China MF467276 KP901058
M. enterolobii* Psidium guajava Brasil PP564852 PP555601
M. ethiopica Solanum tuberosum Brasil KF482372 MF168951
M. ethiopica Solanum lycopersicum Africa do Sul — LN626966
M. fallax Solanum physalifolium | Nova Zelandia FN429017 -
M. graminis Gramineas EUA JN019331 -
M. graminis Gramineas EUA KP901077 -
M. hapla Solanum tuberosum EUA MN475814 AF516722
M. hapla Solanum lycopersicum Etiopia KU587712 -
M. haplanaria Solanum tuberosum EUA - MK102773
M. haplanaria Solanum tuberosum EUA — MK102772
M. hispanica Morus spp. Ira KT359553 -
M. hispanica Prunus domestica 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 IN157852 MK102781
M. marylandi Solanum tuberosum EUA MK102782 MK102774
M. minor Gramineas Reino Unido JN157846 AY281855
M. minor Solanum lycopersicum Nova Zelandia KX671113 -
M. paranaensis Coffea arabica Brasil — KY911110

*Isolados identificados neste estudo
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Figura1p»

PCR da regiao ITS dos
isolados de MeCE-01
(Msp1e Msp2) e MkCE-01
(Msp3 e Msp4).

Fonte: dados da pesquisa
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3 Resultados e discussoes

Inicialmente, foi analisada a integridade do DNA dos isolados MeCE-01 (Mspl e
Msp2) e MkCE-01 (Msp3 e Msp4) para posterior amplificacao das regides ITS e D2-D3.
A eletroforese realizada apos a extragdo do DNA de todos os isolados indicou que as
amostras estavam adequadas para as amplificacdes.

Os isolados foram classificados em dois haplotipos diferentes (H1-H2), sendo
dois deles representados pelo haplétipo H1, com suas sequéncias agrupadas em
Meloidogyne 1 (MeCE-01), e os outros dois pelo haplétipo H2, identificados como
Meloidogyne 2 (MkCE-01). Dois isolados representativos desses haplotipos foram
selecionados a partir da analise da regido ITS para o sequenciamento do locus restante
e analises subsequentes. Em seguida, foi avaliada a amplifica¢do dos isolados MeCE-01
(Msp1 e Msp2) e MKCE-01 (Msp3 e Msp4) por PCR, por meio da técnica de eletroforese
em gel de agarose, nas regioes ITS (Figura 1) e D2-D3.

Nota: M: marcador de peso molecular de 1 Kb; Mspl-Mps2: isolados de
M. enterolobii; Msp3-Mps4: isolados de M. konaensis

Foram obtidas quatro sequéncias de nucleotideos: duas da regido ITS,
com 724 bp cada, e duas da regido D2-D3 do 28S, sendo a de MeCE-01 com 755 bp e
a de MkCE-01 com 750 bp. A analise das sequéncias estudadas indicou que os isolados
MeCE-01 e MkCE-01 foram agrupados em um clado bem sustentado, com analises
multilocais de MV em arvores para locus individuais, apresentando topologia semelhante.
Constatou-se, ainda, que os alinhamentos de multiplas sequéncias indicaram uma
ancestralidade comum entre as bases, conforme relatado por Schneider (2003).

Na analise individual da regido ITS utilizando o MV, observou-se que o isolado
MeCE-01 formou um clado com um isolado de M. enterolobii, apresentando um valor
de bootstrap de 91. J4 o isolado MkCE-01 agrupou-se em um subclado com um isolado
de M. konaensis, com um bootstrap de 97, além de estar inserido em um clado com
isolados de M. arenaria, M. javanica e M. incognita, porém com um valor de bootstrap
de 66 (Figura 2). Esse resultado é comum em analises moleculares de fitonematoides
baseadas na regido ITS, pois essa regido possui baixa informatividade filogenética,
embora continue sendo amplamente utilizada devido a grande quantidade de sequéncias
depositadas no GenBank, conforme relatado por Alvarez-Ortega, Brito e Subbotin (2019)
e Ye et al. (2021). Os elevados valores de suportes registrados nos subclados dos isolados
MeCE-01 e MkCE-01 nas anélises filogenéticas da regido ITS foram compativeis com
os valores aceitaveis estabelecidos por Rost (1999).
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Figura 2 »

Relacdo filogenética de
espécies de Meloidogyne
baseada no alinhamento
sequencial da regiao ITS.
Fonte: dados da pesquisa

I xl 2447-9187

MF168966 Meloidogyne incognita
MF168972 Meloidogyne javanica

MF16897 3 Meloidogyne javanica

|| KY911100 Meloidogyne konaensis
97|l Meloidogyne konaensis (MkCE-01)

AF51672 3 Meloidogyne incognita

81 MF168965 Meloidogyne incognita
MF168954 Meloid ogyne arenaria

MF168955 Meloidogyne arenaria

3] MK102773 Meldidogyne haplanaria
MK102772 Meloidogyne haplanaria

21 51| KP901058 Meloidogyne enterlobii
| Meloidogyne enterolobii (MeCE-01)

KY911110 Meloidogyne paranaensis

MF168951 Meloidogyne ethiopica

94 LN626966 Meloidegyne ethiopica
65

AF516722 Meloidogyne hapla
61 32[ MK102781 Meloidogyne marylandi
MK 102774 Meloidogyne marylandi

71

AY281855 Meloidogyne minor

85| U96302 Meloidogyne chitwoodi
L AY281852 Meloidogyne chitwoodi

KMO094 195 Pratylenchus scribneri

0.050

Nota: A arvore filogenética foi estimada por Maxima Verossimilhanga. Pratylenchus scribneri foi utilizado como outgroup

Nas pesquisas do BLASTn com as sequéncias de rDNA de ITS, o isolado de
MeCE-01 (PP555601) apresentou 98% de similaridade com isolados de M. enterolobii
dos Estados Unidos (KP901058), enquanto o isolado MkCE-01 (PP555602) exibiu
identidade de 99% com o isolado de M. konaensis do Brasil (KY911100), sendo este o
unico registro da regido ITS para essa espécie de nematoide no pais (Figura 2).

A analise individual da regido D2-D3 do 28S revelou que, de forma semelhante a
andlise da regido ITS, o isolado MeCE-01 (PP564852) agrupou-se em um clado com
valor de bootstrap de 91 com isolados de M. enterolobii. O isolado MkCE-01 (PP564853)
também se agrupou no mesmo clado, juntamente com populagdes de M. arenaria,
M. javanica e M. incognita, com um bootstrap de 92, além de um subclado contendo
isolados de M. konaensis, com um bootstrap de 99 (Figura 3). Em estudo realizado por
Monteiro et al. (2016) com a espécie M. konaensis, foi observado comportamento similar,
embora sem a presenca de M. javanica. Esse clado, formado por diferentes espécies
de Meloidogyne, também foi registrado por Furtado et al. (2023), sendo constatada
significativa variabilidade intraespecifica.

A utilizag@o de diversas copias do rDNA das regides ITS e D2-D3 do 28S como
base proporciona uma amostra-alvo para a amplificacdo por PCR, permitindo a detec¢ao
de variagdes intraespecificas em populagdes de Meloidogyne spp. (Adam; Phillips;
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Blok, 2007; Zijlstra et al., 1995). A regido D2-D3 do 28S rDNA conservou dominios e
segmentos de expansdo, sendo altamente relevante na elaboragdo de diagnosticos para
a identificacao de espécies (Roberts et al., 2016).

Figura 3 »

Relagao filogenética de
espécies de Meloidogyne
baseada no alinhamento
sequencial da regido D2-D3
do segmento 28S rDNA.
Fonte: dados da pesquisa

Nota: A arvore filogenética foi estimada por Maxima Verossimilhanga. Pratylenchus scribneri foi utilizado como outgroup
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Para as sequéncias da regido D2-D3 do 28S, complementando a analise da MV, as
pesquisas BLASTn indicaram que o isolado MeCE-01 apresentou 99% de similaridade
com isolado de M. enterolobii da China (MF467276) (Figura 3). Esses resultados foram
semelhantes aos do estudo realizado por Souza Junior ef al. (2021), que investigou
populagoes de M. enterolobii isoladas da regido Nordeste do Brasil.

O isolado MkCE-01 demonstrou identidade de 99% com isolados de M. konaensis
Estados Unidos (AF435797) (Figura 3). A espécie de M. konaensis foi inicialmente
identificada em cafeeiros (Coffea arabica L.) nos Estados Unidos (Schmitt; Zhang;
Meisner, 2001), mas também possui hospedeiros nas familias Araceae, Bromeliaceae,
Brassicaceae, Cucurbitaceae, Cyperaceae, Convolvulaceae, Fabaceae, Poaceae,
Solanaceae, Rubiaceae e Zingiberaceae (Ferris, 2010). No Brasil, M. konaensis foi
relatada no estado do Ceara em cultivos de repolho, mamao, noni e canapum (Silva;
Santos; Silva, 2016). Apesar da ampla gama de hospedeiros, poucos estudos moleculares
foram conduzidos sobre essa espécie, com apenas nove sequéncias depositadas no
GenBank: duas do gene COI (citocromo oxidase subunidade I), duas da regido D2-D3
do 28S, duas do gene MAP1 (proteinas associadas aos microtiibulos), duas de 18S e
outra da regido ITS (NCBI, 2024).

Portanto, os isolados de Meloidogyne provenientes da goiabeira e do mamoeiro
utilizados no presente estudo foram identificados como pertencentes a duas espécies
distintas: 0 MeCE-01 foi caraterizado como M. enterolobii, enquanto o MKCE-01 foi
identificado como M. konaensis (Figuras 2 e 3). A avaliagdo das regides ITS e D2-D3
dos nematoides M. enterolobii € M. konaensis isolados do Ceara revelou grande
afinidade com M. enterolobii da China, isolado do gengibre (Zingiber officinale Roscoe)
(Xiao et al., 2018), e com M. konaensis do Havai (De Ley et al., 2005).

Os dados moleculares obtidos para M. enterolobii nesta pesquisa servirdo como
base para estudo futuros sobre o manejo desse nematoide, que possui uma ampla
gama de hospedeiros, incluindo vegetais, plantas ornamentais, goiabeiras e ervas
daninhas (Brito et al., 2004; EPPO, 2016; Overstreet ef al., 2018; Rutter et al., 2019;
Schwarz et al., 2020; Ye et al., 2021; Ye et al., 2013). Um ponto adicional de preocupagio
¢ a capacidade de M. enterolobii de se desenvolver em genotipos de culturas que
apresentam genes de resisténcia aos nematoides das galhas radiculares, como Mi-1,
Mh, Mirl, N, Tabasco e Rk, afetando cultivos de tabaco, tomate, soja, batata, feijao,
batata-doce e algoddo (Kiewnick ef al., 2009).

4 Consideracoes finais

Este estudo representa a primeira investigacdo em nivel molecular sobre populagdes
de Meloidogyne enterolobii no estado do Ceard, contribuindo para o conhecimento
da comunidade de nematoides fitoparasitas. Essas informacdes sdo essenciais para o
desenvolvimento de programas de manejo integrado voltados a redugdo das populagdes
desse fitonematoide em areas de producao.

Além disso, o estudo oferece uma contribui¢do para futuras pesquisas filogeograficas
sobre espécies do género Meloidogyne, por meio do depodsito das sequéncias no GenBank.
A partir dos resultados obtidos, novos estudos poderao ser conduzidos para investigar a
relagdo entre M. enterolobii ¢ a microbiota do solo, explorando como essas intera¢des
podem ser manipuladas para o controle populacional desses fitonematoides.
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