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RESUMO

Ocorréncia de Meloidogyne spp. em diferentes fitofisionomias do Cerrado e

hospedabilidade de plantas nativas a Meloidogyne javanica

O Cerrado (Savana brasileira) é formado por um mosaico heterogéneo de tipos de vegetacao,
solo e clima, com grande diversidade bioldgica. Apesar desta biodiversidade, a fauna
nematolégica nesse bioma € pouco estudada, principalmente no que se refere aos
nematoides do género Meloidogyne. O objetivo deste trabalho foi identificar espécies de
Meloidogyne presentes em diferentes fitofisionomias de Cerrado do Parque Nacional de
Brasilia (PNB) e da Fazenda Agua Limpa (FAL) no Distrito Federal. Objetivou-se também
validar os marcadores SCAR para as diferentes espécies de Meloidogyne associadas a
vegetacao nativa do Cerrado e verificar a hospedabilidade de plantas nativas do Cerrado a
Meloidogyne javanica. Foram realizadas coletas de solo em cinco fitofisionomias de Cerrado,
totalizando 125 amostras em cada um dos locais de estudo (PNB e FAL). Tomateiros
suscetiveis a varias espécies de Meloidogyne foram cultivados em vasos contendo solo de
vegetacdo nativa do Cerrado e avaliados aos 90 dias apds o plantio. A identificacdo das
espécies encontradas foi realizada com base em fenotipos da isoenzima esterase e por
marcadores moleculares. Das 125 amostras de solo coletadas no PNB, 9 (7,2 %) estavam
infestadas e na FAL das 125 amostras coletadas, 48 (38,4 %) apresentaram 0S nematoides
de galhas. De modo geral, foram detectadas 66 populacdes de Meloidogyne pertencentes a
cinco espécies: M. javanica (75,76 %), M. incognita (10,60 %), M. hapla (9,1 %), M.
morocciensis (3,03 %) e M. arenaria (1,51 %). Os pares de primers SCAR incK14F/R, F/Rar,
F/Rjav e F/Rh amplificaram os fragmentos especificos de M. incognita (399 pb), M.

morocciensis (420 pb), M. javanica (670 pb) e M. hapla (610 pb), evidenciando sua



especificidade e maior eficiéncia em detectar misturas de espécies em comparagdo com a
técnica de eletroforese de isoenzimas. Das 17 espécies de plantas nativas testadas quanto a
hospedabilidade a M. javanica, apenas Mimosa caesalpiniifolia mostrou ser boa hospedeira

com fator de reproducao de 22,73.

Palavras-chaves: Cerrado, esterase, hospedabilidade, marcadores SCAR, nematoide-das-

galhas, plantas nativas, savana brasileira.



ABSTRACT

Occurrence of Meloidogyne spp. in different physiognomic vegetation of Cerrado, and

host suitability of native plants to Meloidogyne javanica

Cerrado (Brazilian savannah) is a highly diverse ecosystem composed of a heterogeneous
mosaic of vegetation, climates and soils. Despite its biodiversity, there are few studies with
nematodes, especially those of the genus Meloidogyne. The objectives of this work were (i) to
characterize and identify Meloidogyne species in different physiognomic vegetation of
Cerrado located at the National Park (PNB) and Aguas Limpas farm (FAL), (ii) to validate
SCAR markers for different Meloidogyne spp., found in these sites and (iii) to assess the host
responses of Cerrado’s native plant to Meloidogyne javanica. A total of 125 soil samples in the
rhizosphere per area of study (PNB and FAL) were collected in five types of physiognomic
vegetation, Soil samples were planted with a susceptible tomato plantlet and evaluated for the
presence of root-knot nematodes at 90 days after. Meloidogyne spp. were identified using
esterase phenotypes and species-specific SCAR-PCR markers. Nine out of 125 samples from
PNB (7.2 %) and 48 (38.4 %) from FAL were infested with Meloidogyne spp. Overall, there
were five species of Meloidogyne, including M. javanica (75.76 %), M. incognita (10.60 %), M.
hapla (9.1 %), M. morocciensis (3.03 %) and M. arenaria (1.51 %). The SCAR primer pairs
incK14F/R, F/Rar, F/Rjav and F/Rh amplified fragments species-specific for M.incognita (399
bp), M. morocciensis (420 bp), M. javanica (670 bp) and M. hapla (610 bp) respectively, and
was consistent with the enzymatic phenotypes and more efficient to detected mixed species.
Most of the 17 native plant species tested had a reproduction factor (RF) < 1 and only the
species Mimosa caesalpiniifolia was considered a good host for M. javanica, with a RF of

22.73.



Key-words: Brazilian Savannah, Cerrado, esterase phenotype, host suitability, native plants,

root-knot nematodes, SCAR markers.



1. INTRODUCAO

O Cerrado é o segundo maior bioma da América do Sul sendo superado apenas pela
Amazébnia, € 0 mais ameacado entre os biomas brasileiros. Ocupando cerca de 20% do
territério nacional (WWF, 2010), também é o segundo mais rico em fauna e flora. Cerca de
80% da vegetacdo de Cerrado encontra-se distribuida pelos estados de Minas Gerais, Goias,
Mato Grosso do Sul e Distrito Federal conforme revisado por Cares & Huang, 1991, abrigando
uma grande diversidade de plantas endémicas, mamiferos, anfibios, répteis e invertebrados
(Prevedello & Carvalho, 2006).

O clima em éareas de Cerrado € tropical, com uma estacdo seca e uma estacao
chuvosa bem definida, com amplitude térmica variando de 20 a 26°C e precipitacdo anual de
1.000 a 2.000 mm (Garrido et al., 1982; Azevedo & Adamoli., 1988). A topografia da regiao
varia entre plana a suavemente ondulada, favorecendo a agricultura mecanizada e a
irrigacao.

No Cerrado, a vegetacdo herbacea coexiste com mais de 420 espécies de arvores e
arbustos esparsos (WWF, 2010), formando tipologias vegetacionais adaptadas a diferentes
tipos de solos como o Cambissolos, Latossolos, Neossolos e Quartzarénicos, 0s quais
apresentam altos teores de aluminio e baixa disponibilidade de macro e micronutrientes
(Toledo et al., 2009).

As fitofisionomias predominantes no Cerrado sdo: cerraddo (com arvores altas,
densidade maior e composicdo distinta), cerrado sensu stricto (com arvores baixas e
esparsas), campo cerrado (predominio de gramineas, pequenas arvores e arbustos bastante
esparsos entre si), campo sujo (presenca marcante de arbustos e subarbustos entremeados

no estrato herbaceo), campo limpo (com progressiva reducdo da densidade arboérea) e


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81rvores

floresta de galeria (mata ciliar com formacgdes florestais geralmente associadas a cursos
d’agua) (Ribeiro & Walter, 1998).

A vegetacdo natural do bioma Cerrado é dominada por seis familias botanicas:
Fabaceae, Poaceae, Asteraceae, Rubiaceae, Arecaceae e Cyperaceae (Goodland, 1970),
sendo essa diversidade de plantas maior em cerrado sensu stricto, seguida por cerradéo,
depois pelos campos e por Ultimo por matas de galeria conforme revisado por (Cares &
Huang, 2008).

A vegetacao nativa do Cerrado vem sendo gradativamente afetada pela expansao da
fronteira agricola de forma extensiva e intensiva. O desequilibrio ambiental em é&reas de
Cerrado nativo € causado pelo desmatamento e contaminagcéo do solo e de fontes de agua
natural devido ao uso indiscriminado de insumos agricolas (Mattos, 1999).

Para o entendimento dos processos envolvidos na dinamica da cadeia alimentar do
solo faz-se necessario buscar indicadores biologicos das alteracdes ocorridas nos diferentes
ambientes. No solo, os nematoides aparecem como um grupo capaz de detectar disturbios
ambientais caso ocorra mudancas na estrutura de sua comunidade. A remocao de plantas
nativas em areas preservadas pode causar impactos na comunidade de nematoides do solo,
podendo interferir na abundancia de espécies fitoparasitas. Dentre 0s nematoides
fitoparasitas, espécies endoparasitas sedentarias como Meloidogyne Goeldi, 1887, que
dependem de plantas da vegetacdo nativa para a sua sobrevivéncia, podendo ser fortemente
afetadas pela remocéo das mesmas. O parasitismo de plantas nativas por Meloidogyne spp.
se da pela capacidade do nematoide de parasitar plantas das mais diversas familias
botanicas (Moura, 1996).

A biodiversidade do Cerrado é um dos recursos mais valiosos para sua preservacao e
exploracdo sustentavel. No entanto, pouco se conhece da microbiota presente em seus

solos, havendo a necessidade de estudos voltados a sua identificacéo.



Conhecer a biodiversidade em biomas naturais é de importancia estratégica para
qualquer pais, com diversas implicagbes e usos possiveis, seja para a deteccdo de
alteracbes ambientais, da qualidade do solo ou da sustentabilidade da producdo agricola
(Goulart, 2007). Como os nematoides séo bioindicadores das condigcbes ambientais (Huang et
al., 1996), levantamentos da fauna nematolégica tornam-se importantes para a deteccao de
distdrbios no meio ambiente.

Apesar da sua relevancia, a fauna nematologica tem sido pouco estudada no Cerrado,
principalmente aquela referente aos nematoides formadores de galhas do género
Meloidogyne. Esse nematoide causa enormes perdas anualmente na agricultura mundial, sdo
parasitas obrigatorios de raiz, estdo entre os mais importantes problemas fitossanitarios por
serem polifagos e parasitarem varias culturas (Silva, 2005). Este nematoide apresenta uma
ampla disseminacdo e alta capacidade destrutiva, sendo assim considerado o mais
importante nematoide fitoparasita na agricultura mundial (Campos et al., 1990).

Especula-se que haja uma maior diversidade em sistemas nativos do que em areas
agricolas ou degradadas. Estudos anteriores relataram géneros de diversos nematoides no
Cerrado (Huang et al.,1996; Huang & Cares, 1995; Cares & Huang, 1991), mas poucos séo
os estudos em nivel de espécie. Essas informacdes sdo importantes na descoberta de novas
plantas hospedeiras e para um melhor conhecimento das estratégias gerais de manejo deste
grupo de nematoides em areas agricolas implantadas em areas de Cerrado e cultivadas com

culturas econdémicas como soja, milho, algodéo, entre outras.



2. OBJETIVOS

v' Estudar a ocorréncia de Meloidogyne spp. em diferentes fitofisionomias do
Cerrado do Parque Nacional de Brasilia e Estacdo Ecolégica da Universidade de
Brasilia;

v ldentificar espécies de Meloidogyne spp. associados a vegetacao nativa do
Cerrado, com base no fenétipo da isoenzima esterase;

v Validar primers SCAR para as diferentes espécies de Meloidogyne encontradas
no Cerrado;

v' Verificar a hospedabilidade de plantas nativas do Cerrado a Meloidogyne

javanica.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O bioma Cerrado

Cerrado é uma palavra de origem espanhola que significa fechado. Este termo busca
traduzir a caracteristica geral da vegetacao arbustivo-herbacea densa que ocorre na formacgéo
savanica. Esse termo também tem sido usado para designar tipos de vegetacdo (tipos
fisiondbmicos), quanto para definir formas de vegetacdo (formagcéo ou categoria fisionGmica)
(Ribeiro & Walter, 1998).

O Cerrado € um complexo vegetacional que possui relacdes ecoldgicas e fisionbmicas
com outras savanas da América tropical e de continentes como Africa e Australia (Ribeiro &
Walter, 1998).

No Brasil, o bioma Cerrado ocupa 20% do territorio (WWF, 2010), sendo encontrado
nos estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso do Sul, no oeste e no norte de Minas Gerais,
oeste da Bahia e no Distrito Federal. Esses estados sdo considerados centros de éareas
nucleares do Cerrado, compartilhando espécies animais e vegetais com a maioria dos biomas
brasileiros e apresentando uma biodiversidade comparavel a da Floresta Amazoénica (Eiten,
1972). Fora do Brasil, o Cerrado ocupa areas na Bolivia e no Paraguai, enquanto paisagens
semelhantes sdo encontradas na Colémbia, Guianas, Suriname e Venezuela (Ribeiro &
Walter, 1998).

O Bioma Cerrado constitui grande rigueza endémica presente tanto em sua fauna
guanto em sua flora. Essa biodiversidade se distribui em um diversificado mosaico de
vegetacles (Silva, 2009), apresentando desde formas campestres, como 0s campos limpos
de cerrado, até formas relativamente densas, como os cerraddes. Entre estes dois extremos

fisiondbmicos, encontra-se toda uma gama de formas intermediarias, como as areas de



savana, 0S campos sujos, campos cerrados, o cerrado sensu stricto e a mata de galeria

(Ratter & Dargie, 1992).

3.2 Nematoides no Cerrado

Os nematoides sédo organismos invertebrados, integrantes da microfauna do solo.
Dentre os animais multicelulares, os nematoides sdo os mais abundantes. Constituem grupo
diverso pertencente a filo préprio (Nematoda). Possuem diversos habitos alimentares e
diferentes papéis ecoldgicos no solo, sendo relacionados com a condicdo ecoldgica dos solos
(Yeates et al., 1993).

Os nematoides apresentam grande potencial para serem utilizados como indicadores
de alterac6es ambientais. Estudos de diversidade de nematoides poderiam ser aplicados para
avaliar a qualidade ou sanidade de solos, como bioindicadores do impacto de atividades
humanas que causam alteragcdes ambientais e da sustentabilidade produtiva (Neher, 2001).

O estudo da biodiversidade em solos agricolas ou nado, tem despertado interesse
cientifico nas Ultimas décadas. Agrossistemas sao geralmente estabelecidos com
monoculturas e praticas de manejo que causam modificacdes na estrutura dos solos, 0s quais
por consequéncia, passam a mostrar maiores flutuacbes de umidade e temperatura. Em
funcdo disso, esses habitats instaveis, resultantes da acdo do homem, acabam por inibir o
estabelecimento e/ou a permanéncia de varios nematoides (Goulart et al., 2003).

Souza et al. (1994) estudando a ocorréncia de Meloidogyne spp. associados a
vegetacao nativa do em Cerrado do Distrito Federal, detectaram Meloidogyne javanica (Treub,
1885) Chitwood, 1949, em 26,25% e M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949, em 4,7% de
um total de 320 amostras coletadas.

Cares & Huang (1991) relataram a ocorréncia de géneros de nematoides em areas de

Cerrado nativo e cultivado, e encontraram que nematoides dos géneros Ditylenchus e
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Tylenchus adaptaram-se melhor em sistemas de cultivo anuais do que em sistemas perenes,
enquanto outros como Ecphyadophora spp. e Trophotylenchulus spp. estabeleciam-se bem
apenas em sistemas perenes. Cares & Huang (1991) também compararam a prevaléncia de
géneros de nematoides em campo cerrado, mata de galeria e campo Uumido. De acordo com
0s autores, espécimes dos géneros Aorolaimus, Coslenchus, Criconema, Discocriconemella,
Hemicriconemoides e Trophotylenchulus foram encontrados com maior frequéncia em areas
de cerrado stricto sensu, enquanto o0s géneros Meloidogyne, Hemicycliophora,
Aphelenchoides, Malenchus, Helicotylenchus e Ditylenchus em mata de galeria. Nos campos
umidos, os géneros encontrados com maior frequéncia foram Caloosia, Criconemella,
Filenchus, Pratylenchus, Xiphinema e Meloidogyne.

Huang & Cares (1995) avaliando a composicdo de comunidades de nematoides
parasitas de plantas em Cerrado nativo e cultivado do Brasil Central, considerando cinco
diferentes fitofisionomias e tipos de solos, observaram que 90% das amostras continham pelo
menos quatro géneros de fitonematoides, sendo que no Cerrado a comunidade de
nematoides era dominada por Helicotylenchus, Meloidogyne, Ecphyadophora,
Discocriconemella, Trophotylenchulus e Tylenchus.

Em estudo de grupos composicionais e tréficos de nematoides em amostras de solo
coletadas proximo a rizosfera de sucupira branca (Pterodon pubescens) em cerrado nativo,
observou-se que houve prevaléncia de nematoides fitoparasitas, sendo em sua maioria

espécies do género Trophotylenchulus, Coslenchus e Meloidogyne (Huang et al ., 1996).

3.3 Meloidogyne e sua biodiversidade
Os Nematoides das galhas sdo membros do género Meloidogyne Goeldi, 1887, e
constituem um grupo economicamente importante, distribuido em todo o mundo. Apresenta

espécies polifagas, altamente adaptadas a diferentes habitats, parasitas obrigatérias de
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plantas, parasitando mais de 2.000 espécies de plantas superiores (Moens et al., 2009). Na
agricultura, podem parasitar espécies de plantas de importancia agronémica como as
produtoras de graos, frutiferas e ornamentais (Cordeiro et al., 2008).

A primeira descricdo de um nematoide indutor de galhas em planta foi feita por Cornu
(1879), com base em nematoides encontrados em galhas de raiz de sanfeno (Onobrychis
sativus Lam.) no vale do Loire, Franca. Em 1887, Emilio Goeldi descreveu e ilustrou
brevemente um nematoide das galhas encontrado em plantas de café no Brasil e 0 nomeou
como Meloidogyne exigua Goeldi, 1887 (espécie tipo do género) (Moens et al., 2009).

Meloidogyne spp. se alimentam de células vegetais modificadas no interior das raizes
das plantas, onde induzem a formacdo de galhas, recebendo o nome de nematoide das
galhas (Moens et al., 2009).

Segundo Karssen & Moens (2006), mais de 90 espécies de Meloidogyne ja foram
descritas. Dentre essas, a maioria apresenta reproducdo partenogenética. A sistematica
desses organismos nao pode ser incluida na definicdo classica de espécie, a qual se baseia
em formas de reproducédo anfimitica. A diversidade bioldgica e genética que ocorre em
Meloidogyne spp. é bastante complexa e dificil de ser compreendida. Por um lado, a
reproducdo partenogenética forma organismos polipléides e estabiliza o0 genoma da sua
descendéncia. No entanto, cada mutante que conseguir se reproduzir dara origem a um clone

diferente da populacao original (Trintaphyllou, 1985).

3.4 Taxonomia de Meloidogyne spp.

As espécies do género Meloidogyne constituem uma pequena parte do Filo Nematoda,
gue inclue parasitas de plantas, de animais e espécies de vida livre em solo, agua doce e no
mar, além de parasitas do homem (Maggenti, 1981). Meloidogyne spp. fazem parte da classe

Chromadorea, ordem Rhabditida, subordem Tylenchina, infraordem Tylenchomorpha,
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superfamilia Tylenchoidea e familia Meloidogynidae (De Ley & Blaxter, 2002; Karssen &

Moens, 2006).

3.5 Ciclo de vida e comportamento de Melodogyne spp.

Os ovos dos nematoides das galhas sdo envolvidos por matrizes gelatinosas, que sdo
geralmente depositadas na superficie das galhas. As vezes as massas de ovos ocorrem sem
gue haja a presenca de galhas. O desenvolvimento embrionario resulta no juvenil de primeiro
estagio (J1) que passa por uma ecdise ainda no ovo, dando origem ao juvenil de segundo
estagio (J2). A eclosdo dos ovos de Meloidogyne spp. é influenciada principalmente pela
temperatura. Para a maioria das espécies, a eclosdo dos ovos nao é dependente de estimulo
de exsudatos radiculares das plantas. Entretanto, os exsudatos radiculares as vezes
estimulam essa ecloséo (Karssen & Moens, 2006).

Para que a eclosdo ocorra, o involucro que envolve o ovo de Meloidogyne torna-se
flexivel e a sua estrutura € alterada pela acdo de enzimas. Quando os J2 eclode do ovo, eles
infectam a mesma raiz ou penetram em raizes proximas. Os J2s e 0s machos sao os estadios
do ciclo de Meloidogyne que podem ser encontrados livremente no solo. Em algumas
espécies, formas J2 podem sobreviver no solo em estado de quiescéncia por um longo
periodo de tempo. Entretanto, durante esse periodo, ha o consumo de reservas alimentares
acumuladas no intestino dos juvenis. Como a infectividade esta relacionada ao conteudo
dessas reservas, ela podera ser reduzida depois de longos periodos fora das raizes (Karssen
& Moens, 2006).

Os J2 sédo atraidos pelas raizes das plantas e a sua localizacdo depende da percepcao
dos gradientes de atrativos que emanam das raizes. Os J2s infectivos acumulam-se na regido

de elongacao celular, logo atras da coifa, mesmo em plantas resistentes aos nematoides das
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galhas. Eles também s&o atraidos pelos meristemas apicais, pontos de emergéncia de raizes
laterais e locais de penetracao de outros J2s.

Quando os nematoides das galhas entram em contato com as raizes, eles geralmente
penetram imediatamente. O J2 penetra as paredes celulares rigidas da raiz por uma
combinacdo de danos fisicos, através da perfuracdo com o estilete e da acdo de enzimas
celuloliticas e pectoliticas (Karssen & Moens, 2006).

Depois da penetracdo das raizes, os J2s migram entre as células em direcédo ao cortex,
na regido de diferenciacdo celular. Essa migracdo através da lamela média causa a
separacédo das células. Para contornar a barreira formada pela endoderme, os J2s migram em
direcdo a ponta da raiz, contornando-a até encontrar a regido meristematica apical. Em
seguida, eles percorrem o cilindro vascular até a zona de diferenciacdo. Posteriormente, eles
tornam-se sedentarios no tecido cortical na zona de diferenciacéo (Karssen & Moens, 2006).

Os J2s alimentam-se de células especiais denominadas células nutridoras (células
gigantes multinucleadas), onde passam por mudancas morfologicas, passando por trés
ecdises para se transformarem em juvenis de terceiro e quarto estadios. Formando a fémea
jovem iniciando a fase sedentaria do nematoide, a qual durara até o final de seu ciclo de vida
com o amadurecimento da fémea, formacao e liberacdo de ovos. As células adjacentes as
células gigantes sofrem disturbio hormonal (hiperauxina), levando a hiperplasia e hipertrofia
das mesmas, dando origem as galhas, principal sintoma causado por nematoides desse
género em plantas (Moens et al., 2009). Durante esse desenvolvimento pds-embrionario, o
sistema reprodutivo desenvolve-se e as gbnadas tornam-se funcionais (Eisenback &
Triantaphyllou, 1991).

A mudanca de forma nos machos (piriforme para adulto vermiforme) ocorre antes da
ecdise de J4 para adulto. Nesse periodo, 0 J4 passa por uma metamorfose na qual o corpo se

alonga, assumindo o macho uma forma vermiforme (Eisenback & Triantaphyllou, 1991). A
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duragéo do ciclo de vida dos nematoides das galhas é bastante afetada pela temperatura. As
fémeas produzem ovos por cerca de dois a trés meses, depois cessam a producéo, podendo
viver um pouco mais. Os machos vivem semanas e os J2s podem viver de poucos dias a

meses (Taylor & Sasser, 1983; Eisenback & Triantaphyllou, 1991).

3.6 Identificagdo de Meloidogyne spp.
3.6.1 Configuracao da regiao perineal

A identificacao das espécies do género Meloidogyne que ocorrem em uma determinada
area é um item fundamental na adocdo de estratégias de controle. Rotineiramente, o
reconhecimento da identidade especifica dos Meloidogyne, de importancia agricola, é feito
por meio do exame da configuracdo perineal da fémea ao microscépio 6ptico (Carneiro et al.,
2000).

A regido perineal € o nome dado ao desenho formado pelas dobras da cuticula da
fémea ao redor do anus e da vulva, que formam para cada espécie, um arranjo tipico, um
desenho proprio, caracterisitco ao microscopio Optico (Carneiro & Almeida, 2001). Com o
aumento rapido no namero de espécies descritas no género, a identificacdo baseada na
configuracdo da regido perineal tem se tornado cada vez mais inapropriada, devido as
variacdes ja detectadas nesses padrdes e, sobretudo, a similaridade e a sobreposicado dessas
caracteristicas entre espécies (Carneiro et al., 2000). Além disso, € comum o surgimento de
populacdes com configuracdes perineais atipicas, o que aumenta a dificuldade de utilizacao
dessas caracteristicas para fins taxonémicos (Carneiro et al., 2008a).

Métodos morfolégicos também sédo usados na identificacdo de Meloidogyne spp.,
utilizando-se fémeas, machos e juvenis de segundo-estadio (J2). Identificacdo precisa e

confiavel, baseada somente na morfologia é tarefa ardua mesmo para nematologistas

qualificados e especializados em Meloidogyne (Esbenshade & Triantaplhyllou, 1990).
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3.6.2 Analise bioquimica e molecular

Em razdo das dificuldades encontradas com a utilizagdo da configuracdo perineal em
trabalhos de diagnose no Brasil e no exterior, 0 uso da eletroforese de isoenzimas vem sendo
proposto como o mais adequado em estudos de levantamento de Meloidogyne spp. O avango
alcancado com essa metodologia transformou-a numa ferramenta indispensavel a diagnose
diferencial (Carneiro et al., 1996, 2000; Esbenshade & Triantaphyllou, 1985; Castro et al.,
2003; Cofcewicz et al., 2004).

Atualmente, a melhor forma de caracterizacdo das diferentes espécies de Meloidogyne
faz-se pelo polimorfismo das esterases de fémeas, sendo uma técnica bastante confiavel
(Carneiro et al., 2000).

Estudos bioquimicos envolvendo proteinas soltuveis foram realizados nos ultimos 30
anos, demonstrando que varias espécies de nematoides das galhas podem ser diferenciadas,
em nivel especifico, através de fendtipos enzimaticos, que podem ser obtidos através de
eletroforese em géis de poliacrilamida (Carneiro et al., 2000).

Os primeiros estudos com enzimas de nematoides usavam extratos de varios
individuos (Dickson et al.,, 1971; Hussey et al.,, 1972). Mais tarde, foi desenvolvida uma
técnica que permitiu a extracdo e eletroforese de enzimas e proteinas de um so individuo
(Dalmasso & Berge, 1978), permitindo a utilizacdo de um gel fino, contendo varias fémeas
individualizadas. Alguns fendtipos de esterase foram definidos como especificos e receberam
designacdes que representavam as espécies (Janati et al., 1982).

Estudos enzimaticos extensivos, com cerca de 800 populacbes originarias de
diferentes paises, tém demonstrado que as espécies de Meloidogyne podem ser
diferenciadas por meio de marcadores enzimaticos, sobretudo as esterases (EST) e malato
desidrogenases (MDH) (Esbenshade & Triantaphyllou 1985; Carneiro et al., 1996; 2000).

Infelizmente, ndo existem padrbes enzimaticos para todas as espécies descritas e esses
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perfis ndo fornecem informagdes suficientes para estudos de racas fisiolégicas e variabilidade
intraespecifica.

A variabilidade intraespecifica em nivel enzimatico € geralmente muito baixa. Isso pode
ser explicado pelo fato das enzimas serem produzidas, através da expressdo de genes
altamente conservados e representarem apenas uma fracdo muito pequena do genoma,
enquanto que as regides nao codantes sdo mais abundantes e submetidas a extensivas
mudancas evolutivas (Mclain et al., 1987).

Castro et al. (2003) caracterizaram isoenzimaticamente populacdes de Meloidogyne
spp., provenientes de regides brasileiras produtoras de soja e constataram, através de
revelacdo das esterases, populacdes de M. javanica, M. incognita (Kofoid & White, 1919)
Chitwood, 1949, M. arenaria, M. paranaensis Carneiro, Carneiro, Abrantes, Santos &
Almeida, 1996 e algumas nao identificadas a nivel de espécie, sendo prevalente o fenotipo de
M. javanica com 64,10% das 78 populacdes caracterizadas enzimaticamente.

O desenvolvimento de técnicas moleculares abriu novas perspectivas quanto a
identificacdo de espécies e estudos de variabilidade intraespecifica dos nematoides de
galhas. O advento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) fez progredir de maneira
consideravel os métodos de analise, sendo que diferentes estudos sobre DNA gendmico,
mitocondrial e ribossémico foram realizados em isolados de Meloidogyne spp. (Harris et al.,
1990; Powers et al., 1997; Zijlstra et al., 1997).

Uma abordagem mais recente € a conversdo dos marcadores RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) em SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions). SCAR &
um termo cunhado por Paran & Michelmore (1993) para definir marcadores RAPD cuja
sequéncia interna tenha sido determinada, permitindo compor primers mais longos, ricos em

GC (Guanina-Citosina) e de sequéncia especifica.
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Entre as vantagens dos marcadores SCAR, em relagdo aos RAPD, destaca-se a sua
maior reprodutibilidade, pois a técnica RAPD, quando executada sob diferentes condicoes,
tais como qualidade e quantidade de DNA, marcas de enzima e de termociclador, pode
apresentar variagcdo no perfil de bandas amplificadas (Jones et al., 1997). Os marcadores
SCAR podem ser utilizados como pontos de referéncia fisica do genoma, servindo para
mapeamento, ou como marcadores genéticos, quando estdo associados a algum
genotipo/fendtipo de interesse (Mienie et al., 2002; Noir et al., 2003).

Para os nematoides das galhas, marcadores SCAR ja foram desenvolvidos para
identificar duas espécies quarentenarias, M. chitwoodi Golden, O’Bannon, Santo & Finley,
1980 e M. fallax Karssen, 1996, e espécies de clima temperado como M. hapla
Chitwood,1949, ou ainda, para separar as trés espécies mais comuns: M. incognita, M.
javanica e M. arenaria, presentes principalmente em regides tropicais e subtropicais ou em
plantios em sistema protegido (Zijistra, 2000; Zijlstra et al., 2000; Fourie et al., 2001; Meng et
al., 2004). Marcadores SCAR espécie-especificos também foram definidos para trés das
principais espécies de Meloidogyne parasitas do cafeeiro: M. exigua Goldi, 1887, M. incognita

e M. paranaensis (Zijlstra et al., 2000; Randig et al., 2002).

3.7 Plantas hospedeiras de Meloidogyne spp.

Os nematoides das galhas sédo espécies polifagas e de facil disseminacdo. Esses
nematoides ocorrem mais frequentemente em &areas cultivadas, podendo ser encontrados
também em areas nativas. Cares & Huang (1991) relataram a ocorréncia de Meloidogyne em
maior frequéncia em Cerrado natural, principalmente em mata de galeria, do que em areas

cultivadas.
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Huang et al. (1991) relataram a ocorréncia de M. javanica e M. arenaria em raizes de
arvores do Cerrado virgem do Brasil Central como faveira (Dimorphandra mollis Benth.) e
Cybianthus gardneri (A. DC.), respectivamente.

Em estudo de grupos composicionais e troficos de nematoides em amostras de solo
coletadas préximas a rizosfera de sucupira branca (Pterodon pubescens Benth.) em Cerrado
nativo, observou-se que dentre os nematoides fitoparasitas encontrados, Meloidogyne foi um
dos predominantes (Huang et al., 1996).

Lima et al. (2005) relataram o parasitismo de nematoides formadores de galhas em
dois tipos de vegetacdo da Mata Atlantica no estado do Rio de Janeiro, Floresta de altitude e
Restinga, tendo sido identificados M. javanica. M. exigua, M. incognita, M. arenaria e M.
enterolobii Yang & Eisenback, 1983 (sin. M. mayaguensis Rammah & Hirschmann, 1988).

Mattos et al. (2008) estudando comunidades de nematoides do solo relacionadas a
coberturas vegetais nativas e cultivadas, constataram a prevaléncia de Meloidogyne em
sistemas de cultivo, sendo encontrado em citrus, café, feijao-vagem, milho e tomate.

A ocorréncia de Meloidogyne spp. também foi constatada em diversas amostras de
solos e raizes de hortalicas no Distrito Federal. Em pepino, quiabo, feijdo-vagem, cenoura,
jil, berinjela, almeirdo e alface foi encontrado M. javanica; em quiabo, feijdo-vagem, cenoura,
jilo, berinjela e pimentdo foi encontrado M. incognita; em iacom e tomateiro foi detectado M.
ethiopica Whitehead, 1968 e um fendtipo atipico de Meloidogyne também foi encontrado

parasitando pepino, alface, brécolis, quiabo, feijdo-vagem e iacom (Carneiro et al., 2008a).

3.8 Areas de preservacao de vegetacdo nativa de Cerrado no Distrito Federal
O Parque Nacional de Brasilia (PNB) € a maior unidade de conservacdo de protecao
integral no Distrito Federal, com 42.389 ha, area correspondente a 7,31% do Distrito Federal

(Ministério do Meio Ambiente & The Nature Conservancy, 2007). O PNB localiza-se dentro
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dos limites do Distrito Federal, pela sua posicédo no Brasil Central, apresentando clima tropical
com temperatura média anual de 21°C e duas estacdes bem definidas, uma seca e outra
chuvosa. Apresenta vegetacao predominante de Cerrado, em sua maior parte Cerrado sensu
stricto (Aquino et al., 2009).

A Estacdo Bioldgica da Fazenda Agua Limpa (FAL) representa uma das areas
ambientalmente preservadas do Distrito Federal, inserida nas Areas de Protecdo Ambiental
(APAs) do Gama e Cabeca de Veado. Essa area apresenta 4.340 ha (42,36 Km?) e esta
localizada na porcéo Sul-Sudoeste da regidao administrativa do Lago Sul (Lacerda et al., 2007;

Doyle, 2009).
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4. Material e Métodos
4.1 Areas de estudo
O presente estudo foi realizado no Parque Nacional de Brasilia (PNB) e na Estacdo

Ecoldgica da Fazenda Agua Limpa (FAL) (Fig. 1 A-B). Estas areas foram selecionadas por

apresentarem parte da vegetacao nativa de Cerrado preservada.

Figura 1. Areas de estudo. A- Parque Nacional de Brasilia, B- Fazenda Agua Limpa.
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4.2 Coletas de solo em diferentes fitofisionomias do Cerrado

As coletas foram realizadas entre o periodo de janeiro de 2010 a Maio de 2011. Foram
realizadas coletas de solo em cinco diferentes fitofisionomias de vegetagéo nativa do Cerrado,
sendo elas: cerrado sensu stricto, campo cerrado, campo limpo, campo sujo e mata de
galeria. Em cada fitofisionomia, amostras foram coletadas em quadrantes de 50m x 50m
(2.500 m? com cinco repeticbes selecionadas aleatoriamente. Em cada quadrante foram
coletadas amostras em cinco pontos, sendo estes localizados na proximidade dos quatro
vértices e ao centro (Fig. 2).

As amostras coletadas nos vértices foram feitas adentrando-se 3 metros em direcdo ao
centro do quadrante. Em cada vétice e no centro dos quadrantes, foram coletadas quatro
subamostras equidistantes em um metro (Fig.2), essas subamostras foram misturadas
formando uma amostra composta, totalizando, 20 amostras simples e cinco amostras
compostas por quadrante. As coletas foram feitas com trado a uma profundidade de 0 a 20
cm. Os pontos de coleta foram demarcados por GPS e as imagens foram geradas pelo
software Google Earth com as coordenadas obtidas, visando a localizacdo espacial dos
pontos de coleta. Foram coletadas ao todo 25 amostras compostas por fitofisionomia no PNB

e na FAL, totalizando 125 amostras compostas por area e 250 amostras nas duas areas.
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Figura 2. Esquema ilustrativo dos pontos de coleta em cada um dos quadrantes amostrados.

4.3 Cultivo de tomateiro em solo de vegetacao nativa nao estéril

Sementes de tomateiro (cv. Santa Cruz Kada) foram semeadas em sementeiras de
isopor contendo o substrato Bioplant®. Cada amostra (5 amostras compostas/quadrante)
foram colocadas em vasos de aluminio previamente autoclavados e misturadas 1:1 (v/v) com
o substrato Bioplant. Para cada vaso foi transplantada uma muda de tomateiro com £ 10 a 15
cm de altura e 4 folhas definitivas. Os tomateiros foram cultivados em vasos por 90 dias em

casa de vegetacdo com temperatura entre 26 e 30°C e umidade relativa em torno de 80%.
4.4 Avaliacdo dos tomateiros e caracterizacao isoenzimatica de Meloidogyne spp.

Apods 90 dias do transplantio dos tomateiros, os mesmos foram retirados dos vasos,

lavados e avaliados quanto a presenca de galhas e massas de ovos no sistema radicular.

23



A caracterizacdo enzimatica das populacdes de Meloidogyne spp. foi realizada com
base no fendtipo isoenzimatico para esterase (Est), de acordo com a metodologia descrita por
Carneiro & Almeida (2001).

Varias fémeas adultas de cada populacdo de Meloidogyne spp., de coloracao branco-
leitosa, iniciando a fase de oviposicdo foram extraidas, individualmente de raizes de tomateiro
com auxilio de um estilete, sob microscopio estereoscépico e transferidas para tubos
hematdcrito, contendo 3 pl do tampdo de extracdo (sacarose/Triton X-100, para esterase —
EST). Os tubos foram mantidos em recipiente com gelo durante todo o processo de extragao
das amostras. As fémeas foram maceradas contra o fundo e paredes dos tubos de extracéo
por meio de um bastdo de aco de extremidade arredondada. O extrato obtido foi aplicado,
com o auxilio de uma seringa Hamilton, sobre papel Whatman 3mm com dimensdes de 1,5 x
4,0 mm e, apos este procedimento, foi colocado nas cavidades do gel de poliacrilamida a 7%.

Extratos protéicos de fémeas de isolados puros de M. javanica foram usados na
primeira cavidade de cada gel, como fenétipos-referéncia para a caracterizacdo das esterases
(Est). Gotas de bromofenol (azul de bromofenol a 0,1%) foram colocadas sobre as amostras
para acompanhamento da migracdo. A corrida de migracdo seguiu a voltagem de 80-120 V
em temperaturas médias de 4-8°C durante 2 horas.

Os padrbes de bandas no gel de poliacrilamida foram obtidos com as solucdes
reveladoras especificas para a isoenzima esterase (alfa-naftil-acetato, fast blue RR salt e
tampéo fosfato de sdodio) preparadas imediatamente antes do seu uso. Apds incubacao no
escuro, a 37°C, por aproximadamente 20-60 minutos, os géis foram lavados em agua corrente
e fixados em solucdo composta de agua destilada, alcool metilico e &cido acético na
proporcao (5:5:1) (v/v) por 30 minutos. Em seguida os géis foram secos entre folhas de papel

celofane.
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ApGs serem caracterizadas, essas populacbes foram multiplicadas em tomateiro
contendo solo estéril, por um periodo de 90 dias para posterior extracdo de ovos com a
finalidade de validar marcadores SCAR espécie-especificos e confirmar a identificacdo das

espécies coletadas em vegetacdo nativa do Cerrado.

4.5 Extragao de ovos de Meloidogyne spp.

A extracdo de ovos foi feita através do método descrito por Carneiro et al. (2004), 90
dias apos inoculagdo dos tomateiros. As raizes foram lavadas cuidadosamente, cortadas em
pedacos de + 2cm, homogeneizadas em solugédo de hipoclorito de sédio (NaOCl) a 1,25% e
trituradas em liquidificador por 1 minuto a baixa rotacdo. Em seguida, a suspensao foi
passada por um conjunto de peneiras sobrepostas (20-100-500 mesh). Os residuos das
raizes e os ovos de Meloidogyne foram lavados com agua corrente e coletados em peneira de
500 mesh.

A suspenséao foi distribuida em tubos de 15 ml, aos quais adicionou-se uma colher de
cha de caulim homogeneizando-se a suspensdo. Apos centrifugacédo a 2.000 rpm 5 minutos, o
sobrenadante foi eliminado. O volume dos tubos foram completados com solucédo de sacarose
30% a 4°C e centrifugados na mesma velocidade por 2 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi vertido em peneira de 500 mesh e lavado com agua destilada.

Os ovos foram colocados em tubos de 15 ml, completando-se o volume com agua
estéril e centrifugados por 3 minutos a 2.000 rpm. O sobrenadante foi vertido
cuidadosamente, sendo os ovos pipetados e transferidos para tubos “eppendorf” de 1,5 ml.
Apos centrifugacdo a 10.000 rpm por 2 minutos, a agua foi eliminada e os ovos armazenados

a -80°C, até serem submetidos a extracao de DNA.
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4.6 Extracao de DNA

O DNA genbmico de todas as populacdes de nematoides foi extraido de aliquotas de
200 a 300 pl de ovos, de acordo com o método descrito por Randig et al. (2002).

Ovos armazenados a -80°C foram macerados em almofariz de porcelana com
nitrogénio liquido. Apos o resfriamento, o material foi recuperado em tubos de 2 ml, aos quais
foram adicionados 500 pl de tampéo de extracao - NIB (0,1 M NaCl; 30 mM Tris-HCI pH 8; 10
mM EDTA; 0,7 mM [(-mercaptoetanol; 5 mM Triton X-100 - NPHO). Efetuada a
homogeneizacgéo, as amostras foram centrifugadas duas vezes a 14.000 rpm por 2 minutos e
eliminado o sobrenadante. Em seguida, foram acrescentados 800 ul de tampéao de
homogeneizagéo (0,1 M NaCl; 0,2 M sacarose; 10 mM EDTA) e 200 ul do tampéo de lise
(0,125 M EDTA; 0,5 M Tris-HCI pH 9,2; 2,3% SDS). Apés a homogeneizacdo, as amostras
foram incubadas a 55°C por 30 minutos e deixadas a temperatura ambiente por 10 minutos.

A purificacdo foi realizada adicionando-se 1:1 (v/v) de fenol (1 ml), seguindo-se a
homogeneizacéo e centrifugacédo a 14.000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi recuperado
e misturado a 1:% (v/v) fenol (500 ul) + 1:% (v/v) de cloroférmio (500 ul) e centrifugados a
14.000 rpm por 3 minutos. Ao sobrenadante foram adicionados 200 ul de éter. Apds
centrifugacdo a 14.000 rpm por 3 minutos, o éter foi eliminado com auxilio de uma
micropipeta.

Para precipitacdo do DNA, 1:1 (v/v) de etanol a 100% foi adicionado ao sobrenadante,
efetuando-se a homogeneizacdo e observando-se a formacdo do pellet. O DNA foi
recuperado com auxilio de uma pipeta Pasteur esterilizada de ponta fechada, em seguida,
lavado com etanol 70%, seco a temperatura ambiente, recuperado em 20 ul de agua
deionizada e esterilizada (Milli-Q) e armazenado a -20°C. Aplicou-se também o método
adicional quando o DNA apresentava-se fragmentado. Para isso, a precipitacéo foi efetuada a

-80°C durante 30 minutos. Em seguida efetuou-se uma centrifugacéo a 14.000 rpm por 10
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minutos. O sobrenadante foi descartado e sobre o precipitado adicionou-se etanol 70%. Apos
a centrifugacdo a 14.000 rpm por 5 minutos, eliminou-se o etanol. O precipitado foi seco a
temperatura ambiente, recuperado em 10-20 pl de agua esterilizada e deionizada (Milli-Q) e
armazenado a -20°C. A concentragcdo de DNA foi estimada em gel de agarose a 1% por
comparacdo do DNA total com diferentes concentracdes de DNA lambda (GibcoBRL®). O

DNA das amostras foi armazenado a -20°C.

4.7 Marcadores espécie-especificos para identificacdo de Meloidogyne incognita, M.
javanica e M. hapla

Marcadores SCAR espécie-especificos, desenvolvidos por Zijlstra (2000), Zijistra et al.
(2000) e Randig et al. (2002) foram usados para identificacdo de populacdes de Meloidogyne
spp. (Tabela 1).

As reacdes de amplificacdo SCAR-PCR foram realizadas em um volume final de 25 pl,
contendo 2 ul de DNA total [3ng/ul]; 1pl de cada primer [10 uM]; 4 ul de dNTPs [1,25 mM]
(Invitrogen); 2,5 pl tampéo 10X + MgCl, (Phoneutria Biotecnologia e Servicos-pht); 0,25 ul da
enzima Taqg DNA polimerase [5U/ ul] (pht) e 14,25 ul de agua deionizada (Milli-Q). Em cada
tubo foi adicionada uma gota de Oleo mineral para prevencdo de evaporacdo. As
amplificacBes foram realizadas em termociclador PTC-100. (MJ Research) programado de
acordo com as condicfes descritas para cada par de primers: incK14F/R (Randig et al., 2002):
desnaturacao inicial do DNA por 5 min. a 94 °C, 30 ciclos de 30 seg. a 94 °C, 45 seg. a 64 °C,
1 min. a 70 °C e extensao final de 8 min. a 70 °C. Para os primers Far/Rar (Ziljstra et al.,
2000): 2 min. a 94 °C, 35 ciclos de 30 seg. a 94 °C, 30 seg. a 61 °C, 1 min. a 72 °C e extenséo
final de 8 min. a 70 °C. As condicdes para os primers Fjav/Rjav (Ziljstra et al., 2000): 2 min. a
94 °C, 35 ciclos de 30 seg. a 94 °C, 30 seg. a 64 °C, 1 min. a 72 °C e extensao final de 8 min.

a 70 °C; para os primers hF/hR (Ziljstra, 2000): 2 min. a 94 °C, 30 ciclos de 30 seg. a 94 °C,
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30 seg. a 60 °C, 1 min. a 72 °C e extenséo final de 8 min. a 70 °C. Para M. morocciensis, 0

marcador usado foi 0 mesmo de M. arenaria (Zijlstra et al., 2000) pois ndo h& marcador

especifico desenvolvido para essa espécie. No entanto, em se tratando de espécie proxima a

M. arenaria, foram realizadas reacdes de PCR com marcador especifico para M. arenaria

(Zijlstra et al., 2000), no sentido de testar a especificidade desse marcador. No caso de M.

arenaria, a populacédo encontrada néo foi possivel ser multiplicada em vasos, pois nao havia

in6culo suficiente, uma vez que a populacédo encontrada estava em quantidade infima.

Para as amostras que apresentaram misturas de espécies, além do teste simples com

SCAR-PCR, foi feito também um SCAR-PCR multiplex de acordo com as condi¢des relatadas

para M. hapla (Zijlstra, 2000), exceto para a temperatura de anelamento (Tm), a qual foi

estabelecida a 61 °C e 35 ciclos de amplificagéo.

Tabela 1. Caracteristicas de marcadores SCAR espécie-especificos para Meloidogyne spp.

Espécie Primer Sequéncia (5 — 3) Fragmento (pb) Referéncia
SCAR
M. incognita inc-K14-F GGGATGTGTAAATGCTCCTG 399 Randig et al.
(2002)
inc-K14-R CCCGCTACACCCTCAACTTC
M. arenaria Far TCGGCGATAGAGGTAAATGAC 420 Zijlstra et al.
(2000)
M. morocciensis Rar TCGGCGATAGACACTACAACT
M. javanica Fjav GGTGCGCGATTGAACTGAGC 670 Zijlstra et al.
(2000)
Rjav CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC
M. hapla hF TGACGGCGGTGAGTGCGA 610 Zijlstra (2000)
hR TGACGGCGGTACCTCATAG

pb: pares de bases.
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4.8 Avaliacédo da hospedabilidade em plantas nativas a Meloidogyne javanica
4.8.1 Coleta, identificacdo e propagacéao de espécies vegetais nativas

Para esse experimento foram utilizadas sementes de 17 espécies arboreas nativas
coletadas no Cerrado do Distrito Federal, (Tabela 2), as quais foram identificadas segundo
Lorenzi (1992; 1998) ou mediante consulta a especialista junto aos Departamentos de
Botanica ou de Engenharia Florestal da Universidade de Brasilia.

Essas sementes foram semeadas em sementeiras de isopor preenchidas com
substrato autoclavado contendo solo do tipo latossolo vermelho de textura
média/areia/composto organico/vermiculita, nas proporcdes de 3:1:1:1. Para sementes ndo
apropriadas para semeadura em sementeiras, realizou-se a semeadura em vasos de 2 litros.

Escarificagdo mecanica foram realizadas em quase todas as sementes segundo
Almeida et al. (1998), exceto, Magonia pubescens St. Hil., Tabebuia impetiginosa (Mart. ex
DC.) Standl, Mimosa caesalpiniifolia Benth. e Dalbergia miscolobium Benth. Plantulas foram
transplantadas para vasos de aluminio contendo até 2 litros de solo esterilizado e ao atingirem
entre 10 a 15 cm de altura foram inoculadas com 10.000 ovos de M. javanica por planta.
Plantas de tomateiro cultivar Santa Cruz Kada, (Solanum lycopersicum) foram inoculadas com
M. javanica como descrito acima e serviram de controle positivo por se apresentarem

altamente suscetiveis ao nematoide.
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Tabela 2. Espécies botanicas nativas do Cerrado avaliadas em relacdo a hospedabilidade a

Meloidogyne javanica.

Espécie botanica Nome popular Familia
Amburana cearensis (Freire Alleméo) A. C. Smith  Amburana Fabaceae
Dalbergia miscolobium Benth. Jacaranda-do- cerrado  Fabaceae
Dimorphandra mollis Benth. Faveira Fabaceae
Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong. Orelha de macaco Fabaceae
Enterolobium gummiferum (Mart.) Macb. Tamboril Fabaceae
Eugenia dysenterica Mart. ex DC. Cagaita Myrtaceae
Hymenaea stigonocarpa Mart. Ex Hayne Jatoba-do-cerrado Fabaceae
Kielmeyera coriacea Mart. ex Saddi Pau santo Guttiferae
Lafoensia pacari St. Hil. Pacari Lythraceae
Magonia pubescens St. Hil. Tingui Sapindaceae
Mimosa caesalpiniifolia Benth. Sabia Fabaceae
Ormosia arborea (Vell.) Harms. Olho de cabra Fabaceae
Platypodium elegans Vog. Canzileiro Fabaceae
Qualea grandiflora Mart. Pau terra Vochysiaceae
Solanum lycocarpum St. Hil. Lobeira Solanaceae
Stryphnodendron adstringens mart. coville Barbatimao Fabaceae
Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl Ipé roxo Bignoniaceae

O experimento foi mantido em casa de vegetacdo com temperatura variando de 25 a
30 °C. O ensaio foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado com

17 tratamentos, cinco repeticdes e uma testemunha positiva (tomateiro).
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4.8.2 Producao de indéculo e inoculacdo de Meloidogyne javanica em plantas nativas
Meloidogyne javanica foi escolhida para as inoculagbes em plantas nativas por ter sido
a espécie mais frequente nas amostras de solo coletadas. A populacdo usada no bioensaio foi
coletada no Parque Nacional de Brasilia na fitofisionomia campo limpo, coordenadas
geogréficas 15°39'77.7"S; 47°57'52.2"W. A confirmacdo da identidade taxondmica dessa
populacdo foi feita através do fenétipo das esterases (Est) (Carneiro & Almeida, 2001) e do
marcador SCAR (Zijlstra et al., 2000). Os ovos desta populacéo foram extraidos pelo método
de Hussey & Barker (1973) modificado por Boneti & Ferraz (1981) com 0,5% de hipoclorito de
sédio (NaOCI). A concentracdo de ovos foi determinada em lamina de Peters ao microscopio
optico, para inoculacéo de 10.000 ovos/planta. As plantas inoculadas foram mantidas em casa

de vegetacao por seis meses até serem avaliadas.

4.8.3 Bioensaio para avaliacdo da infec¢do causada por Meloidogyne javanica e
determinacédo do Fator de Reproducéo (FR)

Seis meses apoOs a inoculacdo, as partes aéreas de cada planta foram cortadas e
descartadas. Os sistemas radiculares foram retirados dos vasos, lavados, pesados e corados
com floxina B a 0.0015% (15 mg/l) por cerca de 20 minutos; posteriormente foram avaliados
os indices de galhas e de massas de ovos, de acordo com a escala de Taylor & Sasser
(1978): 0= nenhuma galha ou massa de ovos; 1= 1-2 galhas ou massas de ovos; 2= 3-10; 3=
11-30; 4= 31-100; 5= > 100 galhas ou massas de ovos.

Para a extracdo de ovos de raizes utilizou-se a metodologia proposta por Hussey &
Barker (1973), modificada por Boneti & Ferraz (1981). Triturou-se, em liquidificador, o sistema
radicular de plantas individuais (raizes foram cortadas em pedacos de + 2 cm) em solucéo de
hipoclorito de sodio (NaOCI) a 1% por 2 minutos. Em seguida, a suspenséao foi passada por

um conjunto de peneiras de 20, 100 e 500 mesh. Os ovos foram recuperados da peneira de
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500 mesh e o volume padronizado para 100 ml. A quantificacao foi realizada em lamina de
Peters ao microscopio 6ptico. Foram feitas trés contagens de cada amostra de raiz e a média
das contagens utilizada para o calculo do FR. O FR foi calculado, dividindo-se o numero total
de ovos/planta pelo numero de ovos inoculados (10.000). Foram consideradas mas

hospedeiras as espécies que apresentaram FR<1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ocorréncia de Meloidogyne spp. no Parque Nacional de Brasilia (PNB) e Fazenda
Agua Limpa (FAL)

Das 125 amostras de solo coletadas no PNB, nove estavam infestadas com
Melodogyne spp., totalizando um percentual de 7,2 %. Das nove amostras infestadas, sete
apresentaram M. javanica, fenétipo de esterase (EST) J3 (Rm: 1,0, 1,25, 1,4) e duas M.
morocciensis EST A3 (Rm: 1,1, 1,2, 1,3). Nessas amostras nao foram encontradas
populacBes com misturas de espécies. Em quase todas as fitofisionomias do PNB estudadas
foram encontrados nematoides das galhas, exceto em campo sujo. Em campo limpo
encontrou-se o maior niumero de populacdes: trés de M. javanica e uma de M. morocciensis

(Tabela 3, Fig. 3).

Tabela 3. Espécies de Meloidogyne encontradas em diferentes fitofisionomias do Parque
Nacional de Brasilia.

Fitofisionomia do N° de Espécies Fenotipo Rm*

Cerrado populacdes enzimatico

Cerrado sensu stricto 1 M. morocciensis A3 111213
Campo cerrado 2 M. javanica J3 1,01,251,4
Campo limpo 3 M. javanica J3 1,01,251,4
1 M. morocciensis A3 111213

Campo sujo - - - -
Mata de galeria 2 M. javanica J3 1,01,251,4

* Rm= Mobilidade relativa
(-) Auséncia de Meloidogyne spp.
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No PNB, o percentual de ocorréncia encontrado para amostras de solo infestadas esta
de acordo com valores relatados por Souza et al. (1994).

Na FAL, das 125 amostras analisadas, 48 apresentaram Meloidogyne spp. (38,4 %),
sendo 41 populagbes de ocorréncia isolada e sete populagdes com mistura de espécies. A
elevada ocorréncia de Meloidogyne spp. em amostras coletadas na FAL, quando comparada
com a pequena ocorréncia encontrada em amostras coletadas no PNB e por outros autores
(Cares & Huang, 1991; Souza et al., 1994), indica que a frequéncia de ocorréncia, bem como
a diversidade de espécies, pode estar relacionada a vegetacao presente nos sitios de coleta,
determinada também pelo tipo de solo presente. Segundo Huang & Cares (1995) a maior
densidade de nematoides fitoparasitas foi encontrada em areas contendo solo do tipo
acrisolos com vegetacao perene.

Em ambos os locais, PNB e FAL, houve predominancia de espécies em ocorréncia
isolada, como demonstrado anteriormente por Carneiro et al. (2008a) para espécies de
Meloidogyne parasitas de hortalicas no Distrito Federal.

Na FAL foram detectadas 57 populacdes, sendo 43 identificadas como M. javanica EST
J3eJ2(Rms: 1,0, 1,25, 1,4 e 1,0, 1,25), sete como M. incognita EST 11 e I2 (Rms: 1,0 e 1,1,

1,2), seis M. hapla EST H1 (Rm: 1,2) e 1 M. arenaria EST A2 (Rm: 1,2 1,3) (Tabela 4, Fig. 3).
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Tabela 4. Espécies de Meloidogyne encontradas em diferentes fitofisionomias da Fazenda

Agua Limpa.
Fitofisionomia do N° de Espécies Fendtipo Rm*
Cerrado populagdes enzimético
Cerrado sensu stricto 4 M. javanica J3 1,01,251,4
Campo cerrado 3 M. javanica J3 1,01,251,4
M. javanica J2 1,0 1,25
Campo limpo 18 M. javanica J3 1,01,251,4
M. incognita 12 1,11,2
3 M. javanica/ J3+12 1012514/
M. incognita 1,11,2
Campo sujo 7 M. javanica J3 1,01,251,4
2 M. hapla H1 1,2
1 M. incognita 12 1,11,2
1 M. javanica/  J3+A2+H1 1,01,251,4/
M. arenaria/ 1,213/1,2
M. hapla
3 M. javanica/ J3+H1 1,01,251,4/
M. hapla 1,2
Mata de galeria 2 M. javanica J3 1,01,251,4
1 M. javanica J2 1,0 1,25
1 M. incognita 12 1,11,2
1 M. incognita 11 1.0

*Rm= Mobilidade relativa

Das amostras coletadas nas diferentes fitofisionomias ocorrentes na FAL, as que
apresentaram um maior nimero de amostras positivas para Meloidogyne foram campo limpo

com 22 amostras, sendo 21 infestadas com M. javanica e campo sujo com 14 amostras (11
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infestadas com M. javanica). Porém, também foram encontrados Meloidogyne spp. em campo
cerrado, cerrado senso stricto e mata de galeria, embora em menor frequéncia (Tabela 4, Fig.
3). Esses dados contrastam com os relatados por Cares & Huang (1991) que relataram a
mata de galeria como a fitofisionomia de maior ocorréncia de Meloidogyne sp.

Esperava-se que a diversidade de espécies fosse maior em cerrado senso stricto, uma
vez que essa fitofisionomia apresenta uma maior diverdidade de plantas (Cares & Huang,
2008). Porém, a maior diversidade de espécies de Meloidogyne ocorreu em campo sujo, um
tipo fisionbmico exclusivamente herbaceo-arbustivo, com arbustos e subarbustos esparsos,
cujas plantas, muitas vezes, sdo constituidas por individuos menos desenvolvidos do que as
espécies arboreas de Cerrado senso stricto (Ribeiro & Walter, 1998).

A grande frequéncia de M. javanica no Cerrado pode ser explicada por se tratar de uma
espécie de grande ocorréncia e distribuicdo em regides tropicais e subtropicais, devido a sua
ampla gama de hospedeiros (Dong et al., 2001; Meng et al., 2004).

De maneira geral, os resultados desse estudo estdo de acordo com os de Souza et al.
(1994), com prevaléncia de M. javanica em relacdo a outras espécies de Meloidogyne.
Segundo esses autores, dos 99 isolados estabelecidos em vasos, oriundos de solo de
vegetacao nativa do Cerrado, 84 ou 85% dos mesmos foram identificados como M. javanica
fendtipo EST J3. Nesse estudo, M. javanica ocorreu em 75,76 % das amostras que continham
Meloidogyne spp. coletadas vegetacao nativa do Cerrado, com populacdes apresentando dois

fendtipos distintos para esterase, EST J3 e J2 (Tabelas 3 e 4, Fig. 3).
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Figura 3. Perfis de esterase (EST) de populacbes de Meloidogyne spp. encontradas no
cerrado do Parque Nacional de Brasilia e da Estacdo Ecoldgica da UnB localizada na
Fazenda Agua Limpa. J3- M. javanica, J2- M. javanica, A3- M. morocciensis, 11, 12- M.

incognita, A2- M. arenaria, H1- M. hapla. M. javanica (J3) foi usado como padréo de EST.

Meloidogyne javanica também tem se mostrado predominante em levantamentos
realizados na Mata Atlantica (Lima et al., 2005) e em areas agricolas cultivadas com culturas
de importancia econémica como soja (Castro et al., 2003) e banana (Cofcewicz et al., 2004).

A deteccdo de dois perfis distintos de esterase em populacdes de M. javanica do
Cerrado indica a presenca de variantes populacionais, aos quais deverdo ser consideradas

em maior detalhe em estudos posteriores (Fig. 3). Variantes populacionais de M. javanica com
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os fenotipos EST J2 e J3 (com banda intermediaria mais clara) ja haviam sido observados e
estudados anteriormente no Brasil por Carneiro et al. (1996), Castro et al.,(2003) e Cofcewicz
et al. (2004) em culturas de importancia econdbmica em areas de producao comercial.

A deteccao de M. hapla nos Cerrados do DF amplia a lista de espécies de Meloidogyne
associadas a vegetacdo nativas desse bioma, uma vez que ndo héa relato anterior dessa
espécie para o Cerrado. Apesar de M. hapla ser uma espécie de clima temperado, também
pode ser encontrado em altitudes mais elevadas nos trépicos (Hunt & Handoo, 2009). No
Brasil € comum a sua ocorréncia na regido sul. Essa espécie apresenta uma distribuicao
restrita no Brasil e ja foi detectada em temperaturas de 15 a 25 °C (Lordello, 1992). Randig et
al. (2002), estudando duas populacdes brasileiras de M. hapla provenientes de Caxias do Sul
(clima temperado) e Botucatu (clima tropical de altitude), observaram através de analises
moleculares, uma variabilidade de cerca de 67,5 % indicando uma alta diversidade genética.
Apesar de M. hapla se reproduzir por partenogénese, seja meiotica facultativa (n= 13-17 ou
polipléides n= 28 e 34) ou mitotica obrigatdria (2n= 30-32, 43-48) (Chitwood & Perry, 2009), a
grande variagdo no numero de cromossomos é um indicativo dessa variabilidade, a qual
necessita ser estudada em detalhe (Chitwood & Perry, 2009).

Meloidogyne morocciensis (Sin. M. arenaria EST A3) ja havia sido relatada em raizes
de mudas de mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Tréc.), planta nativa do Cerrado, por
Carneiro et al., (2006). No entanto, a planta foi cultivada em area experimental da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, ndo se tratando de uma populacéo nativa do Cerrado.

Anteriormente, Souza et al. (1994) haviam detectado em solo de vegetacdo nativa do
Cerrado do Distrito Federal o fendtipo EST A3, atribuido a época a M. arenaria.
Recentemente, Carneiro et al. (2008b), com base em caracteres morfolégicos/morfométricos,
citogenéticos e moleculares demonstraram que o fenétipo EST A3, antes atribuido a M.

arenaria, pertence a M. morocciensis.
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Meloidogyne arenaria ja havia sido detectado no Cerrado do Distrito Federal por Souza
et al. (1994), em 15 % das amostras coletadas. Nesse levantamento, M. arenaria e M.
javanica (85 %) foram as Unicas espécies encontradas. Meloidogyne arenaria foi relatado
também parasitando raizes de Cybianthus gardneri A. DC. (Myrsinaceae), planta nativa do
Cerrado (Huang et al., 1991). Dados desse estudo indicaram a presenca de apenas uma
populacdo de M. arenaria, detectada em mistura com M. javanica e M. hapla em campo sujo.

Meloidogyne incognita foi encontrado nas fitofisionomias campo limpo (uma populacdo
isolada e outras trés em mistura com M. javanica), campo sujo (uma populagéo isolada) e
mata de galeria (duas populacdes isoladas), totalizando 10,60 % das populacdes
encontradas. Nas sete populacbes relatadas nesse trabalho, foram encontrados dois
fenotipos para esterase, EST I1 e 12, sendo EST 12 o mais comumente encontrado (6
populacdes) e o fendtipo 11 encontrado somente em mata de galeria (Tabela 4, Fig. 3). Trata-
se de uma das mais bem sucedidas espécies de Meloidogyne, a qual ocorre mundialmente e
parasita plantas das mais diferentes familias botéanicas, incluindo espécies de maior
importancia agricola. Apesar de M. incognita ocorrer em areas de producdo agricola no
Cerrado, este foi o primeiro relato desse nematoide em solo de vegetacao nativa preservada
do Cerrado. Anteriormente, M. incognita ja havia sido detectado em solo de vegetacdo nativa

de Mata Atlantica, no Estado do Rio de Janeiro por Lima et al. (2005).

5.2 Identificacdo molecular: marcador espécie-especifico SCAR

Das 66 populacdes identificadas por eletroforese de isoenzimas, 42 foram reproduzidas
com éxito em tomateiros e testadas com marcadores espécie-especificos SCAR-PCR. Quatro
pares de primers espécie-especificos (Tabela 1) foram testados para 42 populacdes, sendo

sete do PNB e 35 da FAL.
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Os resultados do SCAR-PCR confirmaram a identificacdo por eletroforese de
isoenzimas, com uma pequena vantagem na identificacdo de misturas de espécies (Tabela 5,
Fig. 4). Das 42 populagdes testadas com SCAR, 37 estavam puras e 5 misturadas.

O método SCAR-PCR permitiu a diferenciacao das principais espécies de Meloidogyne
encontradas, através da amplificacdo de fragmentos especificos para as populacdes de M.
incognita (399 pb), M. morocciensis (420 pb), M. javanica (670 pb) e M. hapla (610 pb) (Fig.
4). Os marcadores SCAR nao permitiram a diferenciacédo de varia¢des intra-especificas, como
as encontradas em popula¢gdes de M. incognita e M. javanica com fenétipos isoenzimaticos
distintos (Est 11 e 12) (Est J2 e J3) respectivamente. A técnica SCAR-PCR multiplex,
adaptada de Zijlstra (2000), foi utilizada na identificacdo de misturas de populacdes de M.
javanica com M. hapla e de M. javanica com M. incognita (Fig. 4). O par de primers Far e Rar
(Zijlstra et al., 2000), desenhados provavelmente com base em DNA de populacdes de M.
arenaria de fenotipos distintos (Est A2 e Est A3= M. morocciensis) reagiram positivamente
com uma populacdo de M. morocciensis. A populacdo de M. arenaria Est A2 ndo se
multiplicou em vasos, pois ndo havia indculo suficiente, uma vez que a populacdo encontrada
estava em quantidade infima. Sendo assim, ndo foi possivel extrair DNA para as reacdes
SCAR-PCR.

A identificacdo realizada com marcadores SCAR é simples, rapida, sensivel e de baixo
custo, permitindo o processamento de um grande numero de amostras de Meloidogyne spp.
ao mesmo tempo (Muniz et al., 2008).

O alto grau de sensibilidade e especificidade do método é evidenciado pela deteccdo
de misturas de espécies (Tabela 5), amplificando a espécie alvo a partir de 1% de DNA em
mistura (Randig et al., 2004). Além da alta sensibilidade, o0 método SCAR-PCR apresenta

outras vantagens como: analises com base em DNA obtido a partir de qualquer estadio de
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desenvolvimento do nematoide e a simplicidade da interpretacdo dos resultados de
amplificagdo, com respostas do tipo “positiva/negativa” (Randig et al., 2002).

Os primers utilizados nesse estudo, com excessao de hF e hR (Zijlstra, 2000), foram
testados anteriormente por Adam et al. (2007) para 7 populacdes de nematoides de galha,
incluindo M. javanica, M. incognita, M. arenaria e M. hapla, originarias de paises como Libia,
Grécia, Franca, Holanda e Porto Rico. Os autores comprovaram reacfes especificas dos
primers para as populacdes testadas.

Os primers Fjav e Rjav e Far e Rar ja haviam sido testados anteriormente por Zijlstra et
al. (2000), para 33 isolados pertencentes a 7 espécies de Meloidogyne, e por Meng et al.
(2004), para 42 isolados pertencentes a 5 espécies de nematoides de galha, confirmando a
sua eficacia para as populacdes testadas. Wishart et al. (2002) e Tzortzakakis et al. (2005)
também testaram com sucesso o0s primers Fjav e Rjav em reacdes de PCR com DNA extraido
a partir de fémeas individuais. No entanto, segundo Carneiro et al. (2008b), os primers Far e
Rar, testados anteriormente por Zijlstra et al.(2000), Meng et al.(2004), Adam et al. (2007),
Wishart et al. (2002) e Tzortzakakis et al. (2005), ndo amplificaram todas as populacbes de
M. arenaria testadas, além de ndo permitir a diferenciacdo de M. arenaria de M. morocciensis.
Portanto, eletroforese de isoenzimas ainda € a técnica mais recomendada para a identificacao
de M. arenaria e M. morocciensis.

Os resultados obtidos com este estudo confirmam e validam os marcadores SCAR
usados na identificacdo de M. incognita, M. javanica e M. hapla, M. morocciensis (Sin. M.
arenaria Est A3) encontradas nesse estudo associada a vegetacao nativas do Cerrado.

A técnica SCAR-PCR se confirmou como ferramenta confidvel na identificacédo
molecular dessas espécies mesmo em campo, onde a variacdo entre isolados € maior
dependendo da espécie. Uma das limitacbes dessa técnica reside no pequeno namero de

primers espécie-especificos até entdo desenvolvidos para Meloidogyne (Blok & Powers,
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2009), a nao especificidade e inconsisténcia de alguns primers para uso em diagnosticos de

rotina (Adam et al., 2007), para os quais DNA oriundo de nematoides individuais ndo é

detectavel por PCR.

poderosa e confiavel ferramenta na identificacdo de espécies de Meloidogyne.

Considerando os resultados obtidos, os primers SCAR-PCR representam uma

Tabela 5. Comparacdo dos resultados obtidos com utilizacdo da técnica eletroforese de

isoenzimas, fendtipos de esterase (EST), e a técnica SCAR-PCR, com a utilizacdo de

marcadores para as espécies de Meloidogyne encontradas no Parque Nacional de Brasilia e

na Fazenda Agua Limpa e seus respectivos pontos de coleta.

N° da Local Fitofisionomia Coordenadas geograficas Espécies identificadas
amostra
EST SCAR
1 PNB Cerrado sensu 15° 41' 25.80"S 15° 41' 25.80"W M. morocciensis (A3) -
stricto
2 PNB Campo cerrado 150 42" 47.58"S 47° 55’ 56.58"W M. javanica (J3) -
3 PNB Campo cerrado 150 42" 47.76"S 47° 55’ 55.02"W M. javanica (J3) M. javanica
4 PNB Campo limpo 15° 39" 46.62"S 47° 57'31.32"W M. javanica (J3) M. javanica
5 PNB Campo limpo 15° 43" 38.28"S 47° 55’ 36.90"W M. javanica (J3) M. javanica
6 PNB Campo limpo 15° 43’ 37.26"S 47° 55’ 37.38"W M. morocciensis (A3) M. morocciensis
7 PNB Campo limpo 15° 43’ 38.70"S 47° 55'37.92"W M. javanica (J3) M. javanica
8 PNB Mata de galeria 150 41’ 20.28"S 48° 01’ 26.94"W M. javanica (J3) M. javanica
9 PNB Mata de galeria 15° 44'13.68"S 47° 55’ 6.60"W M. javanica (J3) M. javanica
10 FAL Cerrado sensu 15° 55'55,4"S 47° 55' 32,2"W M. javanica (J3) M. javanica
stricto
11 FAL Cerrado sensu 15° 55'54,7"S 47° 55' 30,9"W M. javanica (J3) -
stricto
12 FAL Cerrado sensu 15° 55'55,8"S 47° 55' 31,2"W M. javanica (J3) M. javanica
stricto
13 FAL Cerrado sensu 15° 56' 15,3"S 47° 55' 42,0"W M. javanica (J3) M. javanica

stricto
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Tabela 5. Continuacao

N° da Local Fitofisionomia Coordenadas geogréficas Espécies identificadas
amostra
EST SCAR
14 FAL Campo cerrado 15° 58’ 53,1"S 47° 56’ 43,1"W M. javanica (J3) -
15 FAL Campo cerrado 15° 56’ 47,2"S 47° 57’ 00,7"W M. javanica (J3) M. javanica
16 FAL Campo cerrado 15° 56’ 12,9"S 47° 54’ 20,8"W M. javanica (J3/J2) -
17 FAL Campo limpo 15° 58' 46,8"S 47° 56' 57,6"W M. javanica (J3) M. javanica
18 FAL Campo limpo 15° 58' 48,2"S 47° 56' 58,4"W M. javanica (J3) -
19 FAL Campo limpo 15° 58'47,5"S 47° 56' 59,9"W M. javanica (J3) M. javanica
20 FAL Campo limpo 15° 58' 46,1"S 47° 56' 59,2"W M. javanica (J3) M. javanica
21 FAL Campo limpo 15° 58'47,3"S 47° 56' 58,8"W M. javanica (J3) M. javanica
22 FAL Campo limpo 15° 58' 32,7"S 47° 56' 55,5"W * M. javanica (J3) / M. javanica
M. incognita (12)
23 FAL Campo limpo 15° 58' 34,2"S 47° 56' 56,1"W M. javanica (J3) M. javanica
24 FAL Campo limpo 15° 58' 33,8"S 47° 56' 57,8"W M. javanica (J3) M. javanica
25 FAL Campo limpo 15° 58' 32,2"S 47° 56' 57,2"W M. javanica (J3) M. javanica /
M. hapla
26 FAL Campo limpo 15° 58' 33,4"S 47° 56' 56,6"W M. javanica (J3) M. javanica
27 FAL Campo limpo 15° 58'43,0"S 47° 56' 21,3"W M. javanica (J3) M. javanica
28 FAL Campo limpo 15° 58'41,2"S 47° 56' 21,3"W M. javanica (J3) M. javanica
29 FAL Campo limpo 15° 58'41,4"S 47° 56' 23,1"W M. javanica (J3) M. javanica
30 FAL Campo limpo 15° 58'42,1"S 47° 56' 22,1"W M. javanica (J3) -
31 FAL Campo limpo 15° 58' 36,2"S 47° 56' 11,4"W M. javanica (J3) M. javanica
32 FAL Campo limpo 15° 58' 36,1"S 47° 56' 09,8"W M. javanica (J3) M. javanica
33 FAL Campo limpo 15° 58' 35,3"S 47° 56' 10,6"W M. javanica (J3) M. javanica
34 FAL Campo limpo 15°57'12,0"S 47° 56' 03,5"W M. javanica (J3) / M. javanica /
M. incognita (12) M. incognita
35 FAL Campo limpo 15° 57' 09,7"S 47° 56' 03,0"W M. javanica (J3) M. javanica
36 FAL Campo limpo 15° 57' 10,7"S 47° 56' 04,3"W M. javanica (J3) M. javanica /
M. incognita
37 FAL Campo limpo 15°57'11,2"S 47° 56' 02,0"W M. incognita (12) -
38 FAL Campo limpo 15°57'10,6"S 47° 56' 03,1"W * M. javanica (J3) / M. javanica
M. incognita (12)
39 FAL Campo sujo 15° 56'52,2"S 47° 57' 27,9"W M. javanica (J3) M. javanica
40 FAL Campo sujo 15° 56'51,4"S 47° 57' 27,7"W M. javanica (J3) -
41 FAL Campo sujo 15° 56'10,2"S 47° 54' 16,0"W * M. javanica (J3) / M. javanica
M. arenaria (A2) /
M. hapla (H1)
42 FAL Campo sujo 15° 56' 08,0"S 47° 54' 15,2"W M. hapla (H1) M. hapla
43 FAL Campo sujo 15° 56' 08,9"S 47° 54' 16,6"W * M. javanica (J3) / M. M. javanica

hapla (H1)
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Tabela 5. Continuacéo

N° da Local

Fitofisionomia

Coordenadas geograficas

Espécies identificadas

amostra
EST SCAR
44 FAL Campo sujo 15° 56' 09,4"S 47° 54' 14,4"W M. javanica (J3) / -
M. hapla (H1)
45 FAL Campo sujo 15° 56' 09,0"S 47° 54' 15,4"W * M. javanica (J3) / M. javanica
M. hapla (H1)
46 FAL Campo sujo 15° 55'47,4"S 47° 54' 31,0"W M. javanica (J3) -
47 FAL Campo sujo 15° 55'49,0"S 47° 54' 30,6"W M. hapla (H1) M. hapla /
M. javanica
48 FAL Campo sujo 15° 55' 48,7"S 47° 54' 29,0"W M. javanica (J3) -
49 FAL Campo sujo 15° 55'14,3"S 47° 55' 37,4"W M. javanica (J3) M. javanica
50 FAL Campo sujo 15° 55' 13,9"S 47° 55' 39,1"W M. javanica (J3) -
51 FAL Campo sujo 15° 54' 53,8"S 47° 55' 16,6"W M. javanica (J3) -
52 FAL Campo sujo 15° 54' 53,9"S 47° 55' 14,9"W M. incognita (12) -
53 FAL Mata de galeria 15° 56’ 23.6"S 47° 56’ 20.8"W M. incognita (11) M. incognita /
M. javanica
54 FAL Mata de galeria 15°56'24.8"S 47° 56’ 22.0"W M. javanica (J3) -
55 FAL Mata de galeria 15° 56’ 24.6"S 47° 56’ 20.6"W M. javanica (J3) M. javanica /
M. incognita
56 FAL Mata de galeria 15° 57" 19.7"S 47° 57" 43.1"W M. javanica (J2) M. javanica
57 FAL Mata de galeria 15° 55'53,4"S 47° 55' 49,9"W . incognita (12) M. incognita

(-) Populacéo identificada apenas por eletroforese de isoenzimas (fenétipos de esterase)

(*) Apenas a populacdo multiplicada com éxito para o SCAR.

PNB: Parque Nacional de Brasilia; FAL: Fazenda Agua Limpa.
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Figura 4. Perfis de amplificacdo do DNA gendmico das populactes de Meloidogyne incognita
(399 pb), M. morocciensis (420 pb) , M. javanica (670 pb), M. hapla (610 pb) e de populacdes
misturadas: M. javanica + M. hapla e M. javanica + M. incognita oriunda do Parque Nacional
de Brasilia e da Fazenda Agua Limpa. Dados representam SCAR-PCR simples e multiplex.
(C-): Reacdo sem DNA, (M): 1 kb marcador de peso molecular (invitrogen), (pb): pares de

bases.

5.3 Hospedabilidade de plantas nativas do cerrado a Meloidogyne javanica
As plantas inoculadas ndo apresentaram sintomas tipicos de meloidoginose na parte
aérea como clorose e queda de folhas (Fig. 5), e poucas apresentaram galhas no sistema

radicular.
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Figura 5. Plantas nativas do Cerrado em casa de vegetacdo inoculadas com Meloidogyne

javanica.

Caracteristicas inerentes a algumas espécies vegetais nativas do Cerrado como a
presenca de raizes de coloracdo escura, ou mesmo de raizes espessas com poucas raizes
secundarias pode ter contribuido para a ndo formacéo de galhas ou mesmo dificultado a sua
visualizacdo. No entanto, galhas quando induzidas por Meloidogyne spp. em raizes de plantas
nativas, nem sempre séo faceis de serem visualizadas.

Do total de dezessete espécies nativas testadas, dezesseis foram consideradas mas
hospedeiras a M. javanica, apresentando um fator de reproducdo (FR) menor que 1 (Tabela
6). Das dezessete espécies vegetais, seis apresentaram sintomas de galhas causados por M.
javanica (Fig. 6), embora cinco dessas espécies tenham apresentado um pequeno nimero de

galhas e massas de ovos (Enterolobium contortisiliquum, E. gummiferum, Ormosia arborea,
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Solanum lycocarpum, Tabebuia impetiginosa), com o fator de reproducéo variando de 0,008 a
0,47, permanecendo as demais espécies com fator de reproducdo zero (Tabela 6). O baixo
FR apresentado pela maioria das espécies vegetais estudadas evidencia que, provavelmente,
ou 0 nematoide ndo conseguiu penetrar nas raizes ou penetrou mas ndo conseguiu

estabelecer sitios de alimentagdo adequados ao seu desenvolvimento e reproducao.

Figura 6. Aspecto da raiz de Solanum lycocarpum (Lobeira), evidenciando sintomas de
meloidoginose (galhas) no sistema radicular apds serem inoculadas com M. javanica. Setas

indicam as galhas.

De maneira geral, as espécies nativas testadas neste estudo foram consideradas mas
hospedeiras de M. javanica quando comparadas a uma espécie suscetivel como o tomateiro,
gue nesse ensaio atuou como controle positivo, apresentando FR igual a 125,43 (Tabela 6,

Fig. 7). Por outro lado, Mimosa caesalpiniifolia foi a planta nativa que apresentou o maior
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namero de galhas e massas de ovos, além de um fator de reproducéo 22,73 (Tabela 6). Esse
resultado demonstra que essa espécie € uma excelente hospedeira de M. javanica e
provavelmente tem contribuido para a sobrevivéncia desse nematoide em areas de Cerrado
virgem.

Este é o primeiro estudo envolvendo a producdo de mudas de plantas nativas do
Cerrado em solo estéril, objetivando testar a hospedabilidade das mesmas a espécies de
Meloidogyne encontradas em vegetacao nativa do Cerrado, no caso M. javanica. Dos estudos
realizados até entdo para o Cerrado, ha relatos de associacdes de Meloidogyne com a
rizosfera de plantas nativas (Cares e Huang, 1991; Huang & Cares, 1996). O Unico relato de
infeccdo causada por Meloidogyne em raizes de plantas do Cerrado é um resumo em
congresso (Huang et al., 1991), em que Dimorphandra mollis é relatada como hospedeira de
M. javanica e Cybianthus gardneri como hospedeira de M. arenaria. No entanto, ndo ha relato
do fator de reproducao desses nematoides nas respectivas hospedeiras. Além disso, ndo esta
descartada a ocorréncia de raizes de outras plantas em mistura com as raizes dessas
hospedeiras, ja que as mesmas nao foram cultivadas em vaso a partir de sementes.

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, D. mollis ndo hospeda M. javanica.
No entanto, fatores como variabilidade genética da planta, aliada as condicbes em que o
ensaio foi realizado podem ter contribuido para um resultado negativo.

A descoberta dessa hospedeira de Meloidogyne abre caminho para novos estudos
visando conhecer a hospedabilidade de outras plantas nativas a M. javanica, com o intuito de
explicar a presenca do mesmo em solos sob cobertura vegetal de Cerrado virgem. O
conhecimento das espécies vegetais hospedeiras de M. javanica no Cerrado pode ser util em

caso de recomposicao de areas degradadas com espécies nativas.
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Tabela 6. Hospedabilidade de plantas nativas do Cerrado a Meloidogyne javanica.

Plantas inoculadas Peso 1G> IMO? N° Total Netotal de  FR®
fresco das
raizes’ de ovos ovos/grama
deraiz

Amburana cearensis (Freire Allem&o) A. C. Smith 33 0 0 0
Dalbergia miscolobium Benth. 7,1 0 0 0
Dimorphandra mollis Benth. 5,17 0 0 0
Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong. 49,2 4 3,8 4.700 95,52 0,47
Enterolobium gummiferum (Mart.) Macb. 19,9 1 0,8 86,66 4,35 0,008
Eugenia dysenterica Mart. ex DC. 3,6 0 0 0 0 0
Hymenaea stigonocarpa Mart. Ex Hayne 18,7 0 0 0 0 0
Kielmeyera coriacea Mart. ex Saddi 6,5 0 0 0 0 0
Lafoensia pacari St. Hil. 14,5 0 0 0 0 0
Magonia pubescens St. Hil. 12,83 0 0 0 0 0
Mimosa caesalpiniifolia Benth. 36,33 4,66 4,66 227.333,33 6.256,88 22,73
Ormosia arborea (Vell.) Harms. 7,0 2 1.4 2.286,67 326,66 0,22
Platypodium elegans Vog. 9,9 0 0 0 0 0
Qualea grandiflora Mart. 5,25 0 0 0 0 0
Solanum lycocarpum St. Hil. 96,1 1 1 2.320 24,14 0,23
Stryphnodendron adstringens mart. coville 2,33 0 0 0 0 0
Tabebuia impetiginosa (Mart. Ex DC.) Standl 14,4 1,2 0,8 386,66 26,85 0,03
*Solanum lycopersicum (tomateiro) 56,5 5 5 1.254x10° 22.200,58 125,43

! Valores médios do peso fresco das raizes (g).

% ndices de galhas e massas de ovos de acordo com a escala de Taylor & Sasser (1978). 0= nenhuma galha ou
massas de ovos; 1= 1-2 galhas e massas de ovos; 2= 3-10; 3= 11-30; 4= 31-100 galhas e massas de ovos e 5=
acima de 100 galhas e massas de ovos.

® FR= fator de reproducéo (populacgéo final/populacgédo inicial)

* Tomateiro: Usados como controle positivo.

49



Figura 7. Raiz de Solanum lycopersicum (tomateiro) com sintomas de galhas induzidas por

Meloidogyne javanica
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6. CONCLUSOES

v' Meloidogyne javanica, M. arenaria, M. incognita, M. morocciensis e M. hapla sédo
espécies que ocorrem associadas a vegetacdo nativa do Cerrado do Distrito
Federal,

v' Meloidogyne hapla, M. incognita foram relatados pela primeira vez em Cerrado
nativo;

v' Das amostras de solo infestadas, 75,76 % continham M. javanica, 10,60 % M.
incognita, 9,1 % M. hapla, 3,03 % M. morocciensis e 1,51 % M. arenaria.

v" Dos marcadores SCAR testados, Finc e Rinc reagiram especificamente com M.
incognita, enquanto hF e hR e Fjav e Rjav foram especificos para M. hapla e M.
javanica, respectivamente.

v" A maior ocorréncia de Meloidogyne spp. se deu nas fitofisionomias campo limpo
e campo sujo, Meloidogyne javanica foi a espécie predominante em todas as
fitofisionomias amostradas.

v' Das plantas nativas inoculadas com M. javanica, apenas Mimosa caesalpiniifolia
apresentou um fator de reproducdo elevado, sendo considerada uma boa

hospedeira desse nematoide em Cerrado virgem.
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