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RESUMO 

 

CUNHA, Tiago Garcia da, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 
2017. Distribuição e identificação do nematoide-de-galhas na cultura da 
cenoura em Minas Gerais. Orientadora: Liliane Evangelista Visôtto. 
Coorientadores: Everaldo Antônio Lopes e Danielle Ribeiro de Barros. 

 

A cenoura (Daucus carota) é cultivada em várias regiões do Brasil, incluindo 

Minas Gerais. O estado possui três pólos principais de produção: Alto Paranaíba, 

Triângulo Mineiro e Campos das Vertentes. O nematoide-de-galhas do gênero 

Meloidogyne está entre os fatores mais importantes na redução de produção de 

diversas culturas, e a identificação acurada desses fitopatógenos é fundamental 

para o sucesso das práticas de manejo. Diferentes metodologias são usadas 

para a diagnose do nematoide-de-galhas. A análise do padrão perineal de 

fêmeas foi a principal técnica de identificação de espécies de Meloidogyne por 

vários anos, sendo complementada, a partir da década de 70 e 80, pela técnica 

de eletroforese de isoenzimas. Atualmente, as técnicas moleculares vêm sendo 

cada vez mais usadas para diagnose desses patógenos, com diversos 

protocolos e sequências de DNA disponíveis. Apesar da importância do 

nematoide-de-galhas para a cultura da cenoura, não há nenhum levantamento 

sistemático de ocorrência e distribuição do patógeno nessa cultura no estado de 

Minas Gerais. Mediante ao exposto, o presente trabalho objetivou caracterizar, 

através de técnicas morfológicas, bioquímicas e moleculares, as principais 

espécies de Meloidogyne presentes em áreas de cultivo de cenoura em Minas 

Gerais. Amostras de raízes e solo foram coletadas em áreas infestadas por 

Meloidogyne spp. na regiões do Alto Paranaíba, Triângulo Mineiro e Campo das 

Vertentes. A identificação das espécies foi realizada por análise do padrão 

perineal, eletroforese de isoenzimas e por PCR com primers SCAR específicos. 

As espécies encontradas foram Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica e 

Meloidogyne polycephannulata. M. incognita foi a espécie mais frequente, 

ocorrendo em 9 amostras (60%), seguida de M. javanica (26,6%).  M. incognita 

foi identificado em amostras provenientes das três regiões, enquanto M. javanica 

em amostras do Alto Paranaíba e Campo das Vertentes. No Alto Paranaíba foi 

identificada também uma população de Meloidogyne polycephannulata. 
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ABSTRACT 

 

CUNHA, Tiago Garcia da, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, March, 2017. 
Distribution and identification of root-knot nematode in carrot crops in 
Minas Gerais. Advisor: Liliane Evangelista Visôtto. Co-advisors: Everaldo 
Antônio Lopes and Danielle Ribeiro de Barros. 
 
Carrots (Daucus carota) are grown in different regions of Brazil, including Minas 

Gerais.  The state has three main production poles: Alto Paranaíba, Triângulo 

Mineiro and Campos das Vertentes. The root-knott nematode of the genus 

Meloidogyne is among the most important factors in the reduction of production 

of several crops, and the accurate identification of these phytopathogen is 

fundamental for the success of the management practices. Different 

methodologies are used for the diagnosis of the root-knott nematode. The 

analysis of the perineal pattern of females was the main technique of identification 

of Meloidogyne species for several years, being complemented, from the decade 

of 70 and 80, by the technique of electrophoresis of isoenzymes. Currently, 

molecular techniques have been increasingly used for the diagnosis of these 

pathogens, with several protocols and available DNA sequences. Despite the 

importance of root-knott nematode for carrot culture, there is no systematic study 

of the occurrence and distribution of the pathogen in this crop in the state of Minas 

Gerais. The present work aimed to characterize, through morphological, 

biochemical and molecular techniques, the main species of Meloidogyne present 

in areas of carrot cultivation in Minas Gerais. Root and soil samples were 

collected in areas infested by Meloidogyne spp. in the regions of Alto Paranaíba, 

Triângulo Mineiro and Campo das Vertentes. The identification of the species 

was performed by perineal pattern analysis, isoenzyme electrophoresis and by 

PCR with specific SCAR primers. The species found were Meloidogyne incognita, 

Meloidogyne javanica and Meloidogyne polycephannulata. M. incognita was the 

most frequent species, occurring in 9 samples (60%), followed by M. javanica 

(26.6%). M. incognita was identified in samples from the three regions, while M. 

javanica in samples from Alto Paranaíba and Campo das Vertentes. In Alto 

Paranaíba a population of Meloidogyne polycephannulata was also identified. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

A cenoura (Daucus carota) é uma hortaliça da família Apiacea, apreciada 

in natura e em alimentos processados pela indústria. A produção de cenouras é 

estimada em 750 mil toneladas por ano, cultivada em mais de 20 mil ha, com os 

principais estados produtores: Bahia, Minas Gerais, Paraná e São Paulo 

(VILELA & BORGES, 2008). Em Minas Gerais, os pólos produtores são Alto 

Paranaíba, Triângulo Mineiro e Campo das Vertentes.  

Inúmeros fatores influenciam a redução da produtividade da cultura da 

cenoura, com destaque para os nematoides (LOPES et al., 2008). No Brasil, 

alguns dos problemas mais significativos são resultantes do ataque dos 

nematoides-de-galhas, do gênero Meloidogyne (PINHEIRO et al., 2010). O 

desenvolvimento da doença se dá com a colonização da região do córtex da raiz, 

levando à hipertrofia e hiperplasia de células e causando as galhas (PINHEIRO 

et al., 2010). Células gigantes e diversas alterações morfológicas, bioquímicas e 

anatômicas se desenvolvem (SIDDIQUI et al., 2014; BALDACCI-CRESP et al., 

2015). Todas essas modificações levam à obstrução dos feixes vasculares, 

impedindo o fluxo normal de fotoassimilados, água e nutriente, prejudicando o 

desenvolvimento da planta (SIDDIQUI et al., 2014). A deformação das raízes é 

sintoma comum, incluindo subcrescimento, bifurcação e alteração visual devido 

à formação de galhas. Com isso, as raízes não atendem a padrões comerciais 

de classificação e são descartadas (PINHEIRO & HENZ, 2008; Pinheiro et al., 

2010). 

A associação de condições ambientais predominantes nas principais 

áreas de cultivo e a suscetibilidade de cultivares favorece a ocorrência da 

meloidoginose (VILELA & BORGES, 2008). O manejo do patógeno requer o uso 

integrado de várias estratégias, incluindo práticas culturais, cultivares 

resistentes, controle biológico e tratamento químico do solo (PINHEIRO et al., 

2010). Entretanto, o êxito do manejo depende da identificação da espécie do 

nematoide e da determinação da densidade populacional no solo (MITKOWSKI 

& ABAWI, 2003). 

Para a identificação de espécies de Meloidogyne, diversas técnicas têm 

sido usadas ao longo das últimas décadas. A observação dos padrões perineais 

foi o método padrão de identificação por muito tempo (HARTMAN & SASSER, 
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1985). No entanto, os padrões perineais de algumas espécies são similares e 

dificultam a acurácia no diagnóstico. A eletroforese de isoenzimas passou então 

a ser a técnica padrão de diagnose de espécies de Meloidogyne (ESBENSHADE 

& TRIANTAPHYLOU, 1990; CARNEIRO & ALMEIDA, 2001). Atualmente, 

inúmeros métodos moleculares foram desenvolvidos e, com a redução dos 

custos dos equipamentos e dos reagentes, tendem a se tornar cada vez mais 

populares em procedimentos de rotina (HAN et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2011; 

AKYASI & FELECK, 2013; HUMPHREYS-PEREIRA & ELLING, 2014).  

Este trabalho foi dividido em dois capítulos, sendo que no primeiro 

capítulo, as principais técnicas de identificação de espécies de Meloidogyne 

serão relatadas, bem como as vantagens e limitações das mesmas. Em seguida, 

no capítulo 2, serão apresentados os resultados do levantamento das principais 

espécies de Meloidogyne encontradas em áreas de cultivo de cenoura em 

diferentes regiões produtoras do estado de Minas Gerais. 
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CAPÍTULO I 

 

Métodos diagnósticos usados na identificação de espécies de 

nematoides-de-galhas 

 

RESUMO 

Nematoides do gênero Meloidogyne são conhecidos como nematoide-de- galhas 

e causam danos às principais culturas agrícolas de interesse comercial em todo 

o mundo. Mais de 100 espécies de Meloidogyne são conhecidas e uma mesma 

cultura pode hospedar várias espécies. A identificação acurada do patógeno é 

fundamental para seu manejo no campo ou mesmo em atividades de pesquisa. 

Vários métodos são usados na identificação de espécies de Meloidogyne, 

incluindo métodos baseados em morfologia, em perfis eletroforéticos e em 

análise de DNA. A observação do padrão perineal de fêmeas foi a técnica mais 

usada na diagnose de rotina de espécies do nematoide-de-galhas por muito 

tempo. Com a crescente descrição de novas espécies de Meloidogyne, 

percebeu-se similaridade entre padrões perineais de espécies distintas, o que 

dificultava a acurácia no diagnóstico. A partir da década de 1990, a eletroforese 

de isoenzimas passou a ser usada como técnica de referência para identificação 

do nematoide-de-galhas. Recentemente, técnicas baseadas em análise de DNA 

estão sendo validadas para a diagnose de Meloidogyne, como, por exemplo, 

PCR e suas variações, LAMP, microarranjos e sequencimento. Com a redução 

dos custos de equipamentos e reagentes, possivelmente essas técnicas serão 

cada vez mais usadas em procedimentos de rotina.  

 

Palavras-chaves: Meloidogyne, biologia molecular, DNA, PCR, esterase, 

padrão perineal. 
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Diagnostic methods used in the identification of species of root-knot 

nematodes 

 

ABSTRACT 

Nematodes of the genus Meloidogyne are known as root-knot nematodes and 

cause damage to major agricultural crops of commercial interest around the 

world. More than 100 species of Meloidogyne are known and the same culture 

can host several species. Accurate identification of the pathogen is essential for 

its management in the field or even in research activities. Several methods are 

used in the identification of Meloidogyne species, including methods based on 

morphology, electrophoretic profiles and DNA analysis. The observation of the 

perineal pattern of females was the technique most commonly used in the routine 

diagnosis of species of the root-knot nematode for a long time. With the 

increasing description of new species of Meloidogyne, similarity between perineal 

patterns of distinct species was observed, which made accuracy difficult to 

diagnose. Since the 1990s, isoenzyme electrophoresis has been used as a 

reference technique to identify the root-knot nematode. Recently, techniques 

based on DNA analysis have been validated for the diagnosis of Meloidogyne, 

such as, for example, PCR and its variations, LAMP, microarray and sequencing. 

By reducing equipment and reagent costs, these techniques are likely to be 

increasingly used in routine procedures. 

 

Key words: Meloidogyne, molecular biology, DNA, PCR, esterase, perineal 

pattern. 
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INTRODUÇÃO 

 

 O gênero Meloidogyne é composto por mais de 100 espécies (HUNT & 

HANDOO, 2009) e a sua gama de hospedeiros ultrapassa 3000 espécies de 

plantas (TRUDGILL & BLOK, 2001). Esses nematoides são amplamente 

distribuídos pelo mundo, sendo encontrados principalmente em regiões 

temperadas e tropicais (MOENS et al., 2009). As principais espécies 

encontradas no Brasil são: Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, 

Meloidogyne arenaria, Meloidogyne hapla, Meloidogyne exigua, Meloidogyne 

paranaensis, Meloidogyne enterolobii (=Meloidogyne mayaguensis), 

Meloidogyne ethiopica e Meloidogyne coffeicola (CARNEIRO et al., 1996a, 

1996b, 2000, 2004; CASTRO et al., 2003; COFCEWICZ et al., 2004; Ferraz, 

2008; MUNIZ et al., 2008; SANTOS et al., 2012).  

 Os nematoides-de-galhas radiculares são endoparasitos sedentários em 

que, dos ovos depositados pelas fêmeas, eclodem juvenis de segundo estádio 

(J2), que apresentam corpo filiforme. Os J2 penetram nas raízes das plantas, 

estabelecem um sítio permanente de alimentação formado por células nutridoras 

(ou células gigantes) e tornam-se obesos. Proliferação de organelas, núcleos, 

invaginações da membrana celular, aumento da espessura da parede celular e 

metabolismo intensificado são alterações comuns nas células-gigantes. A 

composição de solutos e a pressão da parede celular também são alteradas, 

bem como a necessidade de ATP e, aparentemente, de substâncias 

transportadoras de sacarose e aminoácidos, que são utilizadas na nutrição do 

nematoide (BALDACCI-CRESP et al., 2015). O xilema e o floema ficam 

obstruídos em decorrência dessas modificações, comprometendo o fluxo normal 

de fotoassimilados, água e nutrientes da planta (SIDDIQUI et al., 2014).  

 Por outro lado, os danos que causam nas raízes, principalmente pela 

formação de galhas e diminuição do número de raízes finas, são visíveis e 

geralmente muito comprometedores. Galhas são protuberâncias que ocorrem 

nas raízes infestadas por nematoides do gênero Meloidogyne, razão do nome 

vulgar desses parasitos. As galhas são formadas no local em que fêmeas de 

Meloidogyne estão localizadas. Quando uma galha é aberta cuidadosamente, é 

possível visualizar uma ou mais dessas minúsculas fêmeas. As consequências 

das alterações bioquímicas e morfológicas causadas pelo nematoide são o 
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crescimento anormal das plantas, o amarelecimento das folhas e as raízes 

reduzidas, com deformações e bifurcações devido à intensa formação de galhas 

(PINHEIRO et al., 2010). Em determinadas circunstâncias, a perda de peso não 

é tão significativa quanto as alterações no formato das raízes. As deformações 

nas raízes afetam diretamente a qualidade de alguns produtos agrícolas, a 

exemplo da cenoura, batata e beterraba (PINHEIRO & HENZ, 2008; PINHEIRO 

et al., 2010). 

 Em razão da importância econômica dos nematoides-de-galhas, a 

identificação acurada das espécies é crucial para a elaboração de estratégias de 

manejo. A diagnose baseada em caracteres morfológicos predominou por muito 

tempo, com destaque para a observação do padrão perineal das fêmeas 

(SEESSAO et al., 2016). Posteriormente, a técnica de eletroforese de 

isoenzimas passou a ser adotada em procedimentos de rotina. Na última década, 

vários protocolos de diagnose por meio de técnicas moleculares baseadas em 

DNA foram desenvolvidos. Devido à crescente redução dos custos associados 

a esses métodos, é possível que a abordagem molecular seja usada na rotina 

de identificação de espécies do nematoide das galhas, principalmente de forma 

integrada com outros métodos (OLIVEIRA et al., 2011). Nesta revisão, os 

principais métodos usados na diagnose de espécies de Meloidogyne, suas 

vantagens e limitações e a contextualização do uso das técnicas para 

identificação dos agentes causais de meloidoginoses no Brasil serão abordados.  
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Métodos Diagnósticos 

 

1.1. Método baseado em morfologia: observação dos caracteres 

morfológicos dos machos 

 

Os caracteres morfológicos da região anterior dos machos podem auxiliar 

no diagnóstico de algumas espécies de Meloidogyne, principalmente na 

diferenciação de M. enterolobii, M. paranaensis e M. incognita. Algumas 

espécies (por exemplo, M. paranaensis) podem ser identificadas com segurança, 

desde que se obtenham montagens de lâminas de machos com espécimes em 

posição lateral. 

A região cefálica dos machos inclui um disco labial cercado por lábios 

laterais e medianos. O tamanho, a altura e a forma da região cefálica, a presença 

de anelações (estrias) na cápsula cefálica são características úteis para 

distinguir espécies e populações de Meloidogyne (EISENBACK & 

TRIANTAPHYLLOU, 1991). A distância entre a abertura da glândula dorsal 

esofagiana e a base dos nódulos basais do estilete (DGO) de machos também 

pode ser uma característica importante na identificação. Por exemplo, ALMEIDA 

et al. (2008) demonstraram ser essa uma variável importante para a distinção 

entre de M. enterolobii e M. incognita. Além disso, o tamanho do estilete e forma 

do cone, da haste e dos bulbos são importantes componentes na identificação 

das espécies. Porém, muitas vezes, há sobreposição dos valores do tamanho 

do estile, dificultando a separação de espécies com base somente nessa 

característica. As características úteis da região anterior dos machos das 

principais espécies de Meloidogyne que ocorrem no Brasil estão apresentadas 

na tabela 1. 
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Tabela 1 - Características da região anterior dos machos de Meloidogyne 

incognita, M. enterolobii, M. paranaensis e M. javanica. 

Características Espécies 
 M. 

incognita 
M.  

enterolobii 
M. 

paranaensis 
M. 

Javanica 

Fotografia da 
região anterior  

    

Região labial  Com estrias 
transversais 

Lisa Lisa, com 
algumas 
estrias 

incompletas 

Lisa 

Cápsula 
cefálica 

Alta, larga e 
com disco 

labial 
côncavo 

Disco labial 
não 

proeminente 
e lábios 

submedianos 
fundidos, 

pouco 
rebaixados. 

Placa labial 
mais larga 
que a base 
da região 

labial, com 
disco labial 

ovalado 

Alta, larga e 
com disco 

labial 
arredondado 

DGO* Curta 
(2 - 3 µm) 

Longa 
(4,1 - 4,7 µm) 

Longa 
(3,5 - 5,0 µm) 

Curta 
(2 - 3 µm) 

DGO * = Distância entre a abertura da glândula esofágica dorsal e a base dos 

nódulos basais do estilete. 
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1.2. Método baseado em morfologia: observação do padrão perineal de 

fêmeas 

  

 A principal técnica de identificação de espécies do nematoide-de-galhas 

baseada em morfologia é a observação do padrão perineal de fêmeas (FREITAS 

et al., 2016). O critério para distinção das espécies é a análise visual do padrão 

de marcas cuticulares (estrias, campos laterais, arco dorsal e fasmídios) na 

região do períneo das fêmeas, onde estão localizados a vulva e o ânus, conforme 

figura 1 (HUNT & HANDOO, 2009). 

 

 

Figura 1 – Padrões perineais de doze espécies de Meloidogyne. (A, B): M. 

arenaria; (C, D): M. hapla; (E, F): M. incognita; (G, H): M. javanica; (I, J): M. 

Enterolobii; (K, L): M. exigua; (M): M. ethiopica and (N, O): M. paranaensis. 

Fonte: adaptado de HUNT & HANDOO, 2009. 
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 Para isso, as fêmeas são cortadas e a região da cutícula contendo o 

períneo é colocada em lâmina de microscopia para análise. É uma técnica 

barata, pois demanda apenas microscópio, lâminas de microscopia, ácido lático 

e glicerina. Detalhes sobre o preparo dos cortes perineais podem ser 

encontrados em TAYLOR & NETSCHER (1974) e FREITAS et al. (2016). Em 

1949, o uso desta técnica foi proposto para identificação das quatro principais 

espécies de Meloidogyne: M. incognita, M. javanica, M. arenaria e M. hapla 

(CHITWOOD, 1949). No entanto, com a descoberta de novas espécies do 

patógeno percebeu-se que essa técnica não era acurada o suficiente para 

permitir a distinção entre as várias espécies (INOMOTO et al., 2016). A 

identificação errônea das espécies M. enterolobii e M. inornata como sendo M. 

incognita, devido à semelhança do padrão perineal, é um exemplo notório dessa 

situação (CARNEIRO et al., 2016). Além disso, a identificação morfológica 

demanda conhecimentos taxonômicos especializados (CORDEIRO et al., 2008; 

OLIVEIRA et al., 2011) e apenas as fêmeas do nematoide podem ser usadas no 

processo, o que significa que raízes com as fêmeas devem estar disponíveis 

para a diagnose (SEESSAO et al., 2016). 

 

1.3. Método bioquímico: eletroforese de isoenzimas 

  

 A eletroforese de isoenzimas é a principal técnica bioquímica usada na 

diagnose de espécies de Meloidogyne (ESBENSHADE & TRIANTAPHYLLOU, 

1990; CARNEIRO et al., 2000; CARNEIRO & ALMEIDA, 2001). Baseia-se na 

mobilidade relativa das enzimas extraídas de fêmeas adultas em oviposição. É 

eficiente na distinção de espécies do nematoide e demanda relativamente pouco 

tempo (duas a três horas, entre processamento das amostras e etapas de 

preparo, corrida e revelação do gel). Tem sido o método diagnóstico de espécies 

do nematoide-de-galhas mais usado em rotina (BLOK & POWERS, 2009; HUNT 

& HANDOO, 2009).  

 Para o estudo do polimorfismo de isoenzimas, uma a dez fêmeas adultas 

são excisadas das raízes com auxílio de estilete de ponta fina e 

estereomicroscópio. As fêmeas são transferidas para microtubos contendo 

tampão de extração (CARNEIRO & ALMEIDA, 2001), maceradas com pistilo e 

aplicadas em cavidade formadas no gel de poliacrilamida. O extrato proteico de 
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amostras de culturas puras de M. javanica (Treub) Chitwood é aplicado em duas 

cavidades de cada gel e é usado como referência de comparação entre os 

fenótipos das demais amostras (Figura 2) (CARNEIRO & ALMEIDA, 2001). 
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Figura 2 – Perfil fenotípico da enzima esterase das principais espécies de 

Meloidogyne descritas no Brasil. Caixas incolores representam bandas fracas, 

caixas preenchidas representam bandas fortes. Rm: Razão de migração em 

relação à banda mais lenta (Rm = 1,0) de M. javanica. E1, I1, I2, J3, A2, H1, P1, 

Co2, En2 e E3: códigos utilizados para identificação do padrão de bandas de 

esterase de M. exigua, M. incognita, M. incognita = M. polycephannulata, M. 

javanica, M. arenaria, M. hapla, M. paranaensis, M. coffeicola, M. enterolobii e 

M. ethiopica, respectivamente.  

Fonte: Adaptado de CARNEIRO et al. (2016).  
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 A revelação do gel para exibição de fenótipos de esterase (EST) é a 

principal forma usada para distinção das espécies de Meloidogyne 

(ESBENSHADE & TRIANTAPHYLLOU, 1990; CARNEIRO et al., 1996b; 

CARNEIRO & ALMEIDA, 2001), embora outras enzimas também podem ser 

usadas de forma complementar, como, por exemplo, malato desidrogenase 

(MDH), superóxido desmutase (SOD) e glutamato oxaloacetato transaminase 

(GOT) (FREITAS et al., 2016). Em alguns casos, o fenótipo de EST é semelhante 

entre duas espécies, a exemplo de M. naasi e M. exigua. Nessa situação, o perfil 

de MDH pode ser usado para diferenciar as espécies (ESBENSHADE & 

TRIANTAPHYLLOU, 1990). 

 Segundo CARNEIRO et al. (2016), o primeiro estudo com uso de 

esterases de fêmeas individualizadas foi realizado por JANATI et al. (1982), que 

conseguiram identificar 75 dentre as 86 populações analisadas. Ainda nos anos 

1980, ESBENSHADE & TRIANTAPHYLLOU (1985) usaram a técnica para 

estudar 300 populações de Meloidogyne vindas de 65 países. Essa técnica 

também foi empregada para identificação de espécies de Meloidogyne na África 

(FARGETTE, 1987) e em Portugal (PAIS & ABRANTES, 1989). Carneiro e sua 

equipe realizaram várias pesquisas no Brasil usando eletroforese de isoenzimas 

(CARNEIRO et al., 1996a, b, 2000). Em 1996, essa técnica foi responsável pela 

correta identificação da espécie M. paranaensis, erroneamente identificada 

como M. incognita por 14 anos (CARNEIRO et al., 1996b). Em 2007, a técnica 

foi empregada para estudos de Meloidogyne em arroz (STEFFEN et al., 2007) e 

cana-de-açúcar no sul do Brasil (BELLÉ et al., 2016). A partir dos anos 

1990, a técnica passou a ser mais difundida e usada em várias partes do mundo 

(ESBENSHADE & TRIANTAPHYLLOU, 1990). 

  A disponibilização de diagramas esquemáticos ou fotos dos perfis 

eletroforéticos de referência das espécies contribuiu para a popularização da 

técnica, somado à redução dos custos dos equipamentos e reagentes (Figura 2) 

(CARNEIRO et al., 2016). O custo de sistemas de eletroforese tem reduzido 

muito nos últimos anos e tornado essa técnica comum mesmo em laboratório 

com poucos recursos. No entanto, variações intraespecíficas podem ocorrer em 

algumas espécies e dificultar a acurácia da diagnose, como, por exemplo, em M. 

javanica, M. arenaria, M. exigua e M. paranaensis (CARNEIRO et al., 2016). 

Além disso, fêmeas maduras são requeridas para identificação e, no caso de 
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espécies com fêmeas pequenas, tal qual M. exigua, vários indivíduos são 

necessários (CARNEIRO et al., 2000). A exigência do uso apenas de fêmeas 

maduras também é uma desvantagem, uma vez que os ovos e juvenis de 

segundo estádio são as formas de Meloidogyne mais comumente encontradas 

no solo.  

 De fato, eletroforese de isoenzimas é uma técnica de grande valia para 

caracterizar as espécies de Meloidogyne que já foram previamente estudadas 

bioquimicamente e possuem padrões isoenzimáticos; assim estudos podem ser 

realizados viabilizando e facilitando os levantamentos no campo, determinando 

a frequência e a distribuição relativa das espécies; detectando populações 

misturadas para proceder à purificação dessas populações antes de conduzir 

estudos em resistência de plantas ou especificidade de hospedeiros; e 

caracterizar fenótipos atípicos, ou seja, espécies ainda não descritas 

(CARNEIRO et al., 2000). 

 Entretanto, esta técnica apresenta algumas limitações como não permitir 

a separação de raças fisiológicas, utilizar apenas fêmeas maduras (conforme 

relatado anteriormente) e não existir perfis caracterizados para todas as 

espécies de Meloidogyne descritas. No entanto, CARNEIRO et al. (2016) 

apresentaram os perfis para 20 populações brasileiras de Meloidogyne spp, 

enquanto que BLOK & POWERS (2009), revisando o assunto, sumarizaram as 

informações dos perfis típicos e atípicos de esterase e malato desidrogenase 

para 44 espécies de nematoide-de-galhas.  

 

1.4. Métodos moleculares 

 

 As técnicas moleculares baseiam-se na dissimilaridade genética entre 

táxons, expressa por variações em regiões do DNA genômico. Os genes 18S, 

28S, 5.8S (Figura 3), que codificam o RNA ribossômico, as regiões do espaçador 

interno transcrito (ITS), espaçador externo transcrito (ETS) e espaçador 

intergênico (IGS) são regiões do DNA amplamente utilizadas na identificação e 

estudos filogenéticos de fitonematoides, incluindo Meloidogyne (BLOK & 

POWERS, 2009). A base multicópia do DNA que codifica rRNA contém variação 

e estabilidade para discriminação da maioria das espécies sendo encontrada 
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variação intraespecífica (ZIJLSTRA et al., 1995; HUGALL et al.,1999; ADAM et 

al., 2007; BLOK & POWERS, 2009).  

 

 

 

Figura 3 - Diagrama da organização da região de DNA ribossomal de 

Meloidogyne artiella. 

Fonte: Adaptado de VERONICO et al., 2004.  

 A subunidade menor do ribossomo (18S rDNA ou SSU rDNA – Small 

Subunit RNA) tem sido usada em estudos envolvendo relações entre-gêneros, 

por ter baixa taxa de evolução (ROBERTS et al., 2016). Em análise filogenética 

com 12 espécies de Meloidogyne usando o marcador 18S, por exemplo, foi 

possível agrupá-las em três clados distintos: Clado I: M. incognita, M. arenaria e 

M. javanica; Clado II: M. hapla raças A e B, M. duytsi e M. maritima e Clado III: 

M. exigua, M. graminicola e M. chitwoodi (DE LEY et al., 2002). A subunidade 

maior do ribossomo (28S rDNA ou LSU rDNA – Large Subunit RNA) possui 

regiões conservadas e outras com maior taxa de variação, como a região de 

expansão D2/D3. Por isso, essa região tem sido selecionada como alvo para 

desenvolvimento de diagnósticos em níveis taxonômicos mais estreitos, como 

espécies (ROBERTS et al., 2016). Análise filogenética envolvendo nove 

espécies de Meloidogyne usando como alvo a região 28S (TENENTE et al., 

2004) também agrupou as espécies de forma similar ao uso da região 18S (DE 

LEY et al., 2002). 

 As regiões espaçadoras (ITS, ETS e IGS) são frequentemente usadas 

para o desenvolvimento de diagnósticos de fitonematoides, com destaque para 

as regiões ITS. A existência de múltiplos tipos de ITS é uma desvantagem do 

uso dessa região no desenvolvimento de protocolos de diagnóstico (ROBERTS 

et al., 2016). PCR-RFLP e PCR-RAPD usando as regiões ITS foram utilizados 

para identificar M. arenaria, M. camelliae, M. mali, M. marylandi, M. 

suginamiensis (ORUI, 1999), M. incognita, M. javanica, M. hapla, M. chitwoodi, 

M. fallax (ZIJLSTRA et al., 1995) e M. naasi (SCHMITZ et al., 1998). 
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 O uso integrado de diagnósticos cujos alvos são as regiões ITS, 18S e 

D2/D3 (28S) pode ajudar a identificar corretamente espécies de difícil 

diferenciação (BLOK & POWERS, 2009). Meloidogyne hispanica e M. ethiopica 

podem ser diferenciadas se o alvo for a região D2/D3, mas o mesmo não ocorre 

se o alvo for a região ITS (LANDA et al., 2008; BLOK & POWERS, 2009). A 

região IGS pode ser usada para distinguir M. chitwoodi e M. fallax de outras 

espécies, incluindo M. enterolobii, M. hapla, M. incognita, M. javanica, M. 

arenaria (BLOK et al., 1997a; PETERSEN et al., 1997; BLOK et al., 2002; 

WISHART et al., 2002). 

 Além do rDNA, o DNA mitocondrial (mtDNA) também pode ser usado na 

identificação e análises filogenéticas de nematoides, especialmente o gene 

citocromo oxidase subunidades I (COI, CO1 ou COX 1) e II (COII, COII ou COX 

2) (Figura 4) (BLOK & POWERS, 2009). Múltiplas cópias do mtDNA são 

encontradas por célula, o que facilita sua amplificação. Além disso, é altamente 

conservado entre animais e possui regiões variáveis flanqueadas por regiões 

conservadas, permitindo o desenho de primers capazes de amplificar 

fragmentos distintos entre espécies (ROBERTS et al., 2016). A unidade COI 

pode ser usada em estudos filogenéticos e na diagnose de fitonematoides 

(ZHAO et al., 2008; KUMARI et al., 2010; TOUMI et al., 2013), incluindo 

nematoide-de-galhas (KIEWNICK et al., 2014; JANSEN et al., 2016; JOSEPH et 

al., 2016). 

 

Figura 4 - Mapas lineares dos genomas mitocondriais de Meloidogyne hapla e 

M. incognita. 

Fonte: Adaptado de GARCÍA & SÁNCHEZ-PUERTA, 2015. 
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 Ao contrário da eletroforese de isoenzimas e da observação dos padrões 

perineais nos quais fêmeas são usadas nos procedimentos diagnósticos, nos 

métodos moleculares outros estádios podem ser usados, a exemplo de juvenis, 

machos e ovos (OLIVEIRA et al., 2011). Outra vantagem associada aos métodos 

moleculares é que profissionais altamente especializados em taxonomia não são 

necessários, bastando apenas noções elementares da morfologia do patógeno. 

Além disso, como os conhecimentos sobre os protocolos moleculares de 

identificação de nematoides são similares aos aplicados a outros organismos, a 

caracterização molecular pode ser realizada por profissionais que não são 

especialistas em nematologia (BERRY et al., 2008). Devido à redução dos custos 

dos equipamentos e reagentes usados em biologia molecular, o uso desses 

métodos em diagnose de nematoides está cada vez mais acessível (BERRY et 

al., 2008). 

 

1.4.1. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

Nos anos de 1990, a técnica de PCR passou a ser usada em diversas 

áreas da ciência. Com uso de primers específicos para amplificação de 

determinadas regiões do genoma, a PCR tem sido usada para diagnóstico de 

diversos gêneros de fitonematoides (OLIVEIRA et al., 2011). Vários primers 

estão disponíveis para diagnose do nematoide-de-galhas (Tabela 2). A 

especificidade dos primers para determinado alvo é uma vantagem, mas requer 

desenho criterioso das sequências, a ponto de considerar as variações 

intraespecíficas (ROBERTS et al., 2016). 
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Tabela 2 – Primers universais e espécie-específicos utilizados na identificação 

de algumas espécies de nematoide-de-galhas através da reação em cadeia da 

polimerase. 

Código  Sequência 
(5’→ 3’) 

Taman
ho do 

Amplic
on (pb) 

Especificidade e 
Gene 

Referência 

194 
195 

TTAACTTGCCAGATCGGACG 
TCTAATGAGCCGTACGC 

720 Universal 
(5S – 18S rDNA) 

Blok et al. 
(1997) 

D2 
D3 

ACAAGTACCGTGAGGGAAAGT 
TGCGAAGGAACCAGCTACTA 

500 Universal 
(D2/D3 28S rDNA) 

Nunn 
(1992) 

C2F3 
1108 

GGTCAATGTTCAGAAATTTGTGG 
TACCTTTGACCAATCACGCT 

- Universal 
(COII 16S mtRNA) 

Powers & 
Harris 
(1993) 

Far 
Rar 

TCGGCGATAGAGGTAAATGAC 
TCGGCGATAGACACTACAAACT 

420 M. arenaria 
(SCAR) 

Zijlstra et 
al. (2000) 

- 
- 

TCGAGGGCATCTAATAAAGG 
GGGCTGAATAATCAAAGGAA 

950 M. arenaria 

(SCAR) 
Dong et al. 

(2001b) 
- 
- 

GAAATTGCTTTATTGTTACTAAG 
TAGCCACAGCAAAATAGTTTTC 

322 M. enterolobii 
(SCAR) 

Blok et al. 
(2002) 

MK7-F 
MK7-R 

GATCAGAGGCGGGCGCATTGCGA 
CGAACTCGCTCGAACTCGAC 

520 M. enterolobii 
(SCAR) 

Tigano et 
al. (2010) 

Me-F 
Me-R 

AACTTTTGTGAAAGTGCCGCTG 
TCAGTTCAGGCAGGATCAACC 

236 M. enterolobii 
(SCAR) 

Long et al. 
(2006)  

meth-F 
meth-R 

ATGCAGCCGCAGGGAACGTAGTTG 
TGTTGTTTCATGTGCTTCGGCATC 

350 M. ethiopica 
(SCAR) 

Correa et 
al. (2014) 

exD15-F 
exD15-R 

CATCCGTGCTGTAGCTGCGAG 
CTCCGTGGGAAGAAAGACTG 

562 M. exigua 
(SCAR) 

Randig et 
al. (2002) 

- 
- 

CAGGCCCTTCCAGCTAAAGA 
CTTCGTTGGGGAACTGAAGA 

960 M. hapla 
(SCAR) 

Williamson 
et al. 

(1997) 
- 
- 

TGACGGCGGTGAGTGCGA 
TGACGGCGGTACCTCATAG 

610 M. hapla 
(SCAR) 

Zijlstra, 
(2000) 

- 
- 

GGCTGAGCATAGTAGATGATGTT 
ACCCATTAAAGAGGAGTTTTGC 

1500 M. hapla 
(SCAR) 

Dong et al. 
(2001a) 

Finc 
Rinc 

CTCTGCCCAATGAGCTGTCC 
CTCTGCCCTCACATTAAG 

1200 M. incognita 
(SCAR) 

Zijlstra et 
al. (2000) 

- 
- 

TAGGCAGTAGGTTGTCGGG 
CAGATATCTCTGCATTGGTGC 

1350 M. incognita 
(SCAR) 

Dong et al. 
(2001a) 

Inc-K14-F 
Inc-K14-R 

GGGATGTGTAAATGCTCCTG 
CCCGCTACACCCTCAACTTC 

399 M. incognita 
(SCAR) 

Randig et 
al. (2002) 

MI-F 
MI-R 

GTGAGGATTCAGCTCCCCAG 
ACGAGGAACATACTTCTCCGTCC 

955 M. incognita 
(SCAR) 

Meng et al. 
(2004) 

Mi2F4 
Mi1R1 

ATGAAGCTAAGACTTTGGGCT 
TCCCGCTACACCCTCAACTTC 

300 M. incognita 
(SCAR) 

Kiewnick et 
al. (2013) 

Fjav 
Rjav 

GGTGCGCGATTGAACTGAGC 
CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC 

670 M. javanica 

(SCAR) 
Zijlstra et 
al. (2000) 

- 
- 

CCTTAATGTCAACACTAGAGCC 
GGCCTTAACCGACAATTAGA 

1650 M. javanica 
(SCAR) 

Dong et al., 
(2001b) 

- 
- 

ACGCTAGAATTCGACCCTGG 
GGTACCAGAAGCAGCCATGC 

517 M. javanica 

(SCAR) 
Meng et al., 

(2004) 
Par-F 
Par-R 

GCCCGACTCCATTTGACGGA 
CCGTCCAGATCCATCGAAGTC 

208 M. paranaensis 
(SCAR) 

Randig et 
al. (2004) 

JMV1 
JMV2 
JMV 

GGATGGCGTGCTTTCAAC 
TTTCCCCTTATGATGTTTACCC 
AAAAATCCCCTCGAAAAATCCACC 

440, 
540, 
670 

M. hapla, M. 
chitwoodi e M. 

fallax 
(IGS – SCAR) 

Wishart et 
al. (2002) 
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 Os principais métodos moleculares de diagnose de nematoides, que usam 

a PCR como técnica básica, serão discutidos a seguir, como RAPD, SCAR, 

AFLP, RFLP, microssatélites, qPCR e PCR multiplex (SEESSAO et al., 2016). A 

diagnose molecular de nematoides também pode ser feita por meio da 

amplificação isotérmica de DNA mediada por loop (LAMP), sequenciamento e 

microarranjos de DNA.  

 

1.4.1.1. Multiplex PCR (PCR multiplex) 

 

 Nessa variação da PCR, dois ou mais conjuntos de primers são usados 

para garantir a amplificação simultânea de vários alvos. Os primers 

correspondentes a cada um dos alvos são preparados em conjunto com os 

demais reagentes. Com isso, os produtos de amplificação dos diferentes alvos 

são visualizados em um único gel, economizando principalmente tempo, mão-

de-obra e reagentes. O inconveniente dessa reação é que os fatores de 

amplificação tempo/temperatura tem que ser coincidentes em todas as fases da 

reação. A capacidade de detecção de uma espécie em baixa densidade 

populacional na amostra pode também ser inibida quando uma alta 

concentração de DNA de outra espécie alvo se faz presente (ZIJLSTRA & VAN 

HOOF, 2006). Por exemplo, em uma reação multiplex, Xiphinema elongatum 

amplifica melhor que M. javanica e, esse último, amplifica melhor que 

Pratylenchus zeae (BERRY et al., 2008).  

 Alguns protocolos para PCR multiplex foram desenvolvidos para 

identificação de Meloidogyne. Na China, M. incognita, M. enterolobii e M. 

javanica foram identificados e detectados a partir de três pares de primers 

específicos e um universal (HU et al., 2011). Nesse caso, todas as espécies 

produziram bandas próximo de 500 pb com uso de primer universal (D2/D3), 

enquanto que primers específicos para M. incognita, M. enterolobii e M. javanica 

produziam bandas de aproximadamente 1000, 200 e 700 pb, respectivamente 

(HU et al., 2011). A espécie M. graminicola pode ser identificada com única 

reação de PCR com o uso conjunto de primers universais D2/D3 e os específicos 

Mg-F3/Mg-R2 (HTAY et al., 2016). A identificação das espécies tropicais M. 

incognita, M. javanica e M. arenaria também é possivel por meio de PCR 

multiplex (KIEWNICK et al., 2013).  
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1.4.1.2 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 

 

Na análise de RAPD, um único primer curto (8-12 nucleotídeos) é usado 

em reação de PCR para amplificar vários locos anônimos do genoma do 

organismo alvo (WILLIAMS et al., 1990). Não requer nenhum conhecimento 

específico sobre o genoma do nematoide. O custo da técnica é menor do que a 

PCR com primers específicos, requer menor número de etapas e é de fácil 

implementação. ORUI (1999), por exemplo, demonstrou que é possível distinguir 

10 espécies de Meloidogyne usando RAPD. No entanto, a repetibilidade é baixa 

e há pouca consistência entre diferentes laboratórios (FERREIRA & 

GRATTAPAGLIA, 1998), exigindo cumprimento rigoroso dos procedimentos 

(BLOK & POWERS, 2009). Essa técnica foi e ainda é muito útil para o 

desenvolvimento de primers SCAR (ZIJLSTRA et al., 2000; RANDING et al., 

2002; MENG et al., 2004; CORREA et al., 2014; BELLAFIORE et al., 2015; ALI 

et al., 2016).  

 

1.4.1.3. Sequence-characterized amplified region (SCAR) 

  

 Marcadores SCAR são desenvolvidos a partir da caracterização e 

sequenciamento de bandas polimórficas resultantes de análise de RAPD 

(PARAN & MICHELMORE, 1993). Primers são desenhados para amplificar parte 

do fragmento polimórfico via PCR, podendo resultar em especificidade de 

diagnóstico. Os primers SCAR possuem sequência mais longa do que aqueles 

usados em RAPD e, talvez por isso, resultem em maior reprodutibilidade. 

Marcadores SCAR foram desenvolvidos para a identificação de M. arenaria, M. 

incognita, M. javanica, M. paranaensis, M. exigua, M. enterolobii e M. ethiopica, 

conforme dados apresentados na tabela 2 (WILLIAMSON et al., 1997; ZIJSTRA 

et al., 2000; DONG et al., 2001a; DONG et al., 2001b; BLOK et al., 2002; 

WISHART et al., 2002; MENG et al., 2004; RANDIG et al., 2004; LONG et al., 

2006; TIGANO et al., 2010; CORREA et al., 2014). Recentemente, marcadores 

SCAR foram usados na análise de 24 populações de M. graminicola do Vietnã, 

Brasil e Filipinas (BELLAFIORE et al., 2015) e também no estudo da distribuição 

de espécies de Meloidogyne em oliveira no Marrocos (ALI et al., 2016).  

1.4.1.4. Restriction fragment length polymorphism (RFLP)  
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 Nesse método, o DNA é amplificado por meio de PCR usando primers 

universais e, em seguida, é submetido a clivagem por enzimas de restrição. 

Como as sequências de nucleotídeos variam entre as espécies, os sítios de 

restrição diferem quanto às suas localizações ao longo do genoma, resultando 

em fragmentos de tamanhos diferentes que são separados por migração 

eletroforética (SEESSAO et al., 2016). Muitos autores adotam essa técnica para 

fins de estudos mais detalhados que a PCR unicamente (SEESAO et al., 2016). 

A capacidade de distinção de organismos que apresentam o mesmo 

comprimento de produto de PCR, mas que são polimórficos quanto à sequência 

dentro da região amplificada é uma vantagem dessa técnica. Com o uso de 

primers que amplificam a região entre COII e LrRNA do DNA mitocondrial, uma 

banda de 500 pb é formada a partir de amostras de DNA de M. hapla, enquanto 

uma banda de 1,7 kb é formada para amostras de M. incognita e M. arenaria 

(HAN et al., 2004). Para distinção entre as duas últimas espécies, os produtos 

da PCR são clivados com as enzimas de restrição Hinf I e Alu I, resultando em 

fragmentos de tamanhos distintos entre M. incognita e M. arenaria, permitindo 

assim sua diagnose (HAN et al., 2004). No entanto, a possível ocorrência de 

falsos-positivos a partir de organismos não alvos é uma desvantagem associada 

com a PCR-RFLP (ROBERTS et al., 2016). 

 

1.4.1.5. Microssatélites 

  

 O genoma de seres eucariotos possuem sequências repetidas com alto 

grau de polimorfismo e que podem ser usadas como marcadores genéticos 

(FERGUSON et al., 1995; MILACH, 1998; MATIOLI, 2001; SALLES et al., 2003). 

Esses marcadores são caracterizados por sequências de um a seis nucleotídeos 

que podem estar repetidos em tandem (SALLES et al., 2003). São conhecidos 

como sequências simples repetidas (SSR) ou microssatélite. São altamente 

polimórficos e informativos; codominantes; ocorrem abundantemente no genoma 

de eucariotos; necessitam de pequena quantidade de DNA; estão presentes em 

regiões codificadoras e não-codificadoras; estão bem dispersos no genoma e os 

locos são frequentemente conservados entre espécies relacionadas (LIMA, 

1998; MOREIRA, 1999; ZANE et al., 2002; SALLES et al., 2003). 
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 Ainda que pouco estudados, esses marcadores podem ser úteis na 

diagnose de espécies de Meloidogyne. O microssatélite GAAA, por exemplo, 

permite a identificação de Meloidogyne artiella (DE LUCA et al., 2002). 

 

1.4.1.6. PCR em tempo real (Real-Time PCR) 

  

 A PCR em tempo real ou PCR quantitativa (qPCR) permite a detecção e 

quantificação de DNA com base na emissão de fluorescência. O termociclador 

possui sistema óptico de captura de fluorescência e os dados são processados 

por um computador, sendo calculado o “cycle threshold” (CT), ou seja, o número 

de ciclos necessários para início da amplificação da sequência-alvo. Os dois 

principais sistemas usados na produção de fluorescência em qPCR são sondas 

de hidrólises (denominada anteriormente de Taqman®) e o corante SYBR 

Green®. No primeiro, sondas fluorescentes hibridizam na região complementar-

alvo. A sonda emite fluorescência na sua extremidade 5’, devido a presença de 

fluoróforo conhecido como “repórter”. Na extremidade 3’ da sonda existe um 

composto (“quencher”) que absorve a fluorescência do repórter, impedindo que 

seja detectada pelo sistema óptico do termociclador. No entanto, quando a sonda 

hibridiza na região-alvo e ocorre a amplificação, a enzima Taq DNA polimerase 

degrada a sonda e a fluorescência emitida pelo repórter é captada pelo sistema 

óptico do equipamento. A emissão de luz é aumentada de forma exponencial a 

medida em que ocorre a amplificação. Na tela do computador integrado ao 

termociclador, é possível detectar e quantiticar em tempo real a amplificação 

(KUBISTA et al., 2006).  

 No segundo sistema, o composto SYBR Green® se liga a fitas duplas de 

DNA, emitindo fluorescência. Durante a extensão de novas fitas duplas por ação 

da DNA polimerase, a fluorescência é emitida. A amplificação também é 

proporcional à fluorescência e é detectada e quantificada em tempo real 

(PONCHEL et al., 2003). Esse sistema é mais barato do que as sondas de 

hidrólise, mas possui o inconveniente da possibilidade de superestimar a 

concentração do fragmento alvo, uma vez que pode se ligar a todo DNA fita dupla 

na reação, incluindo os formados por primers.  

 Geralmente, plataformas de qPCR são baseadas normalmente em placas 

de 96 poços que permitem a análise de 80 ou mais amostras simultaneamente 
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(deixando espaço para os padrões internos). Os protocolos de qPCR podem ser 

utilizados para identificação e quantificação de nematoides na amostra, além de 

proporcionarem novas possibilidades para analisar um grande número de 

amostras, principalmente no serviço de certificação fitossanitária, através da 

automatização da extração e procedimentos moleculares que aumentam a 

velocidade e precisão dos resultados. Diagnósticos com base em qPCR estão 

disponíveis para detecção de M. incognita (TOYOTA et al., 2008; MIN et al., 

2012), M. javanica (BERRY et al., 2008), M. arenaria (AGUDELO et al., 2011) e 

M. hapla (SAPTOKA et al., 2016) (Tabela 3).  

 Em relação à PCR convencional, essa técnica é mais rápida, sensível, 

quantitativa e dispensa o preparo e a revelação de géis. Atualmente, os altos 

custos dos equipamentos e dos reagentes ainda são desvantagens dessa 

técnica em relação à PCR convencional. No entanto, como o custo de 

equipamentos e reagentes decresce continuamente, a tendência é que essa 

principal desvantagem (alto custo) da qPCR deixe de ser um empecilho. 
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Tabela 3- Primers e sondas para identificação de algumas espécies de 

Meloidogyne por PCR em tempo real. 

Espécie Código Sequência (5’→3’) Referência 

M.  

arenaria* 

QareF 

QareR 

TCCATTTCTCCTTGGGTTTG 

GCCATCCCTTCACACGTTAT 

Agudelo et al. 

(2011) 

M. 

incognita* 

RKNf 

RKNr 

GCTGGTGTCTAAGTGTTGCTGATAC 

GAGCCTAGTGATCCACCGATAAG 

Toyota et al. 

(2008) 

M. 

Hapla 

Foward 

Reverse 

Sonda 

TGGTTCAGGGTCATTTTTCTATAAAGT 

CAAATCGCTGCGTACCAACA 

FAM-CCATTGGCACTATAAC-MGB 

Saptoka et al. 

(2016) 

M. 

enterolobii 

Ment17F 

Ment17R 

Sonda (LNA 

probe 17) 

TGTGGTGGCTCATTTTCATTA 

AAAAACCCTAAAAATACCCCAAA 

AGGAGCTG 

Kiewnick et 

al. (2015) 

M. 

minor 

Mminor_f299 

Mminor_r362 

P_Mm_MGB

321 

CCGTGACTGAATATGAGGTGA 

GAGGCTCATTAAGTCTTACGATTAT 

FAM-ATGTTAGGATTATCG-MGBNFQ 

De Weerdt et 

al. (2011) 

Meloidogyne 

spp.* 

Melo-R long 

Melo-R short 

GGCCTCACTTAAGAGGCTCA 

TATACAGCCACGGACGTTCA 

Berry et al. 

(2008) 

*Sistema SYBR Green 

 

1.4.1.7. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

 

 A técnica de amplificação de DNA mediada por loop (LAMP) foi 

desenvolvida no ano 2000 (NOTOMI et al., 2000). Ela permite amplificar ácidos 

nucléicos com alta especificidade, sensibilidade (até 10 vezes mais sensível do 

que a PCR), eficiência e rapidez em condições isotérmicas. Esse procedimento 

requer o uso de quatro a seis primers (FIP, BIP, F3, B3, podendo ter até dois 

primers adicionais para aumentar a eficiência de amplificação – LB e LF) e uma 

enzima de polimerase de DNA com atividade de deslocamento de fita (Bst 

polimerase). Todo o procedimento é finalizado em pouco mais de 1 h e as 

condições isotérmicas (60 – 65ºC) podem ser alcançadas com uso de 

equipamentos simples, como banho-maria ou bloco de aquecimento (NOTOMI 

et al., 2000). A visualização dos produtos finais da reação pode ser feita a olho 

nu. 
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 LAMP tem sido usada com sucesso na medicina, veterinária, 

microbiologia de alimentos e em fitopatologia, especialmente envolvendo a 

diagnose de fungos e vírus. Essa técnica ainda foi pouco explorada na diagnose 

do nematoide-de-galhas, com exceção de um diagnóstico com primers 

universais para o gênero Meloidogyne, além de protocolos específicos para M. 

incognita, M. enterolobii e M. hapla (Tabela 4). 

 

Tabela 4- Primers para identificação de espécies de Meloidogyne por LAMP 

Especificidade Primers (5’→3’) Referência 
Meloidogyne 
spp. (Universal) 

RKN-F3  
CTGCCCTTTGTACACACC 

Niu et al. 
(2011) 

RKN-B3  
GACACCAGCGACAGCCGTT 
RKN-FIP 
CTGCGATTAAATTGGTTTCCATCAACGGGACTGAGCCATTTCG 
RKN-BIP 
GCTTGAACCGGGCAAAAGTCCATAAAGTAATGATCCAGCAGC 
RKN-LB  
GTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAAC 

M. incognita Mi-F3  
TATGTCAGCCCCCGGTTC 

Niu et al. 
(2011) 

Mi-B3  
GAGAAGGAAAAGAGTGCCAA  
Mi-FIP 
CTTTCCTTGGAATTGGAACAGGGTCAATTGCTTTATATCAAACACC 
Mi-BIP 
GGACGGAGAAGTATGTTCCTCTCTGGAAAAGAAAAATCAGTCTT 

M. enterolobii Me-F3  
CCAAGTACTAAGGAAGCCC 

Niu et al. 
(2012) 

Me-B3  
ATCCTAATTTTYCTCCCACACA 
Me-FIP 
ACAGTGATTACGACCATACCGCGTTCGTTGCTTAACTTGCCAGA 
Me-BIP 
TCTAAGGCAAAGTGGGCGGAGCTCTYTTTGCCTTAAACCATTCCC 
Me-LF  
AAGCACGCCATCCCGTC 
Me-LB  
TGTTGTTCGCTGTTCGC 

M. hapla Mh-F3  
GAATATGAGGTGACATGTTAGG 

Peng et al. 
(2017) 

Mh-B3  
TCAATGTTTCTGCAGTTCG 
Mh-FIP 
TGAAAAAAATATTGCTGGCGTCCACCTTAATCGGGTTTAAGACT 
Mh-BIP 
TCTATCCTTATCGGTGGATCACTCCACAAATTATCGCAGTTAGCT 
Mh-LB  
GGCTCGTGGATCCATGAAGAACG 
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1.4.2. Sequenciamento 

 

 A caracterização do genoma dos fitonematoides pode ajudar a elucidar 

aspectos relacionados ao parasitismo e direcionar estratégias de manejo 

(LOPES et al., 2014). Além disso, o sequenciamento parcial ou total do genoma 

de determinada espécie pode facilitar o desenvolvimento de diagnósticos 

específicos. Desde seu advento na década de 1970 até os dias atuais, o método 

de Sanger (SANGER et al., 1977) tem sido o método padrão de sequenciamento 

de DNA. A partir de 2005, novos sequenciadores foram criados, dando origem à 

era das tecnologias de sequenciamento de nova geração (Next Generation 

Sequencing - NGS). Com esses equipamentos, o número de dados genômicos 

tende a crescer muito nos próximos anos (SEESSAO et al., 2016). Isso porque 

os novos sequenciadores (2ª, 3ª e 4ª gerações) são mais rápidos do que os que 

usam o método de Sanger. No entanto, esses novos equipamentos ainda são 

muito caros. Outro desafio associado às novas tecnologias de sequenciamento 

é o processamento de grande volume de dados gerados. 

 Várias espécies de nematoides tiveram parte de seu genoma 

sequenciado ao longo das últimas décadas (BESNARD et al., 2014; SEESSAO 

et al., 2016). Essas informações estão disponíveis em bancos de dados, sendo 

o GenBank o mais popular (www.ncbi.nlm.nih.gov). Além de fragmentos 

genômicos de várias espécies do nematoide-de-galhas, os genomas completos 

de M. incognita (ABAD et al., 2008) e M. hapla (OPPERMAN et al., 2008) já foram 

sequenciados até o momento. O genoma de M. incognita possui 86 Mb e 19.212 

genes, enquanto o de M. hapla é bem menor, com 54 Mb e 14.420 genes.  

 

1.4.3. Microarranjos de DNA  

 

 Nessa técnica, uma sonda (cDNA ou oligonucletotídeo) é hibridizada com 

uma molécula-alvo marcada com fluoróforo, usualmente um cDNA, produzido a 

partir da conversão de RNA total ou mRNA extraídos da amostra de interesse. A 

tecnologia vem se apresentando promissora à identificação em vários campos 

da ciência (FRANÇOIS et al., 2006; BLOK & POWERS, 2009). Com essa 

técnica, é possível detectar vários alvos ao mesmo tempo, sem problemas 

associados à competição pela amplificação de alvos distintos, perdas de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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especificidade e dificuldade de separação dos produtos no gel, como podem 

ocorrer com a PCR multiplex (FRANÇOIS et al., 2006). Além disso, a 

amplificação de contaminantes que acabam gerando o falso-positivo é outro 

problema significativo das reações PCR e que não ocorrem com uso da técnica 

de microarranjos de DNA (FRANÇOIS et al., 2006).  

 O uso de microarranjos de DNA ainda é limitado em nematologia, mas a 

utilidade dessa tecnologia na diagnose de Meloidogyne já foi comprovada. 

FRANÇOIS et al. (2006) usaram essa tecnologia para a identificação de M. 

chitwoodi, uma espécie quarentenária em várias partes do mundo, inclusive no 

Brasil. Microarranjos de DNA também foram desenvolvidos para a detecção de 

M. hapla (SZEMEZ et al., 2005; VAN DOORN et al., 2007).  

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

 A taxonomia clássica, baseada em estudos morfológicos e morfométricos, 

com auxílio de microscópio de luz e os métodos bioquímicos têm sido 

tradicionalmente utilizados na diagnose de nematoides, incluindo os nematoides 

das galhas. No entanto, devido ao número limitado de características 

taxonômicas e o declínio no interesse em taxonomia clássica, observa-se um 

esforço crescente direcionado no desenvolvimento de diagnóstico baseado em 

técnicas moleculares. Espera-se que as técnicas moleculares forneçam um 

diagnóstico rápido e fácil de espécies de Meloidogyne spp., permitindo que 

pesquisadores e profissionais possam utilizar essas técnicas na rotina de um 

laboratório de fitossanidade. No entanto, para aprimorar a resolução e 

confiabilidade da filogenética e diagnose, os estudos devem combinar os dados 

morfológicos e moleculares. As técnicas moleculares não devem ser 

consideradas de maneira isolada, mas como uma ferramenta de auxílio para a 

identificação segura e correta das inúmeras espécies de Meloidogyne, de acordo 

com o conceito proposto de taxonomia integrativa. 
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CAPÍTULO II 

 

Identificação de espécies de Meloidogyne na cultura da cenoura nas três 

principais regiões produtoras do estado de Minas Gerais 

 

RESUMO 

Nematoides do gênero Meloidogyne, comumente conhecidos como nematoide-

de-galhas, são um dos principais fatores limitantes à produção de cenoura 

(Daucus carota). Os danos à cultura da cenoura incluem principalmente a 

deformação das raízes, tornando-as inviáveis para comercialização. Apesar da 

importância do nematoide-de-galhas para a cultura da cenoura, não há nenhum 

levantamento sistemático publicado até o momento, sobre a distribuição do 

patógeno, em Minas Gerais, um dos principais pólos produtores dessa hortaliça 

no Brasil. Com o objetivo de caracterizar e identificar as principais espécies de 

Meloidogyne spp. presentes em lavouras no estado de MG, amostras de raízes 

e solo foram coletadas em áreas de cultivo de cenoura infestadas por 

Meloidogyne em localidades do Alto Paranaíba, Triângulo Mineiro e Campo das 

Vertentes. Os nematoides foram extraídos do solo e das raízes e conservados 

em geladeira. Amostras de raízes e de solo foram usadas para multiplicação do 

patógeno em tomateiros cultivados em casa de vegetação. A identificação das 

espécies foi realizada por análise do padrão perineal, eletroforese de isoenzimas 

e caracterização molecular através de amplificação com primers SCAR espécie-

específico. As espécies encontradas foram M. incognita, M. javanica e M. 

polycephannulata. M. incognita foi a espécie mais frequente, ocorrendo em 9 

amostras (60%), seguida de M. javanica (26,6%).  M. incognita foi identificado 

em amostras provenientes das três regiões, enquanto M. javanica em amostras 

do Alto Paranaíba e Campo das Vertentes. No Alto Paranaíba foi encontrada 

uma população de M. polycephannulata.  

 

Palavras-chave: fitonematoides, esterase, perineal, PCR/ primers SCAR, 

nematoide-de-galhas. 
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ABSTRACT 

Nematodes of the genus Meloidogyne, commonly known as root-knot 

nematodes, are one of the main limiting factors for carrot production (Daucus 

carota). The damages to the carrot crop mainly include the deformation of the 

roots, making them unviable for commercialization. Despite the importance of the 

root-knot nematode for the carrot crop, there is no systematic study published so 

far on the distribution of the pathogen in Minas Gerais, one of the main producing 

states of this vegetable in Brazil. In order to characterize and identify the main 

species of Meloidogyne spp. present in crops in the state of MG, root and soil 

samples were collected in carrot cultivation areas infested by Meloidogyne in Alto 

Paranaíba, Triângulo Mineiro and Campo das Vertentes. The nematodes were 

extracted from soil and roots and stored in a refrigerator. Root and soil samples 

were used for multiplication of the pathogen in tomato plants grown in 

greenhouse. The identification of the species was performed by perineal pattern 

analysis, isoenzyme electrophoresis and molecular characterization through 

amplification with species-specific SCAR primers. The species found were M. 

incognita, M. javanica and M. polycephannulata. M. incognita was the most 

frequent species, occurring in 9 samples (60%), followed by M. javanica (26.6%). 

M. incognita was identified in samples from the three regions, while M. javanica 

in samples from Alto Paranaíba and Campo das Vertentes. In Alto Paranaíba a 

population of M. polycephannulata was found. 

 

Key words: Phytonematoids, esterase, perineal pattern, PCR / SCAR primers, 

root-knot nematode. 
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1. INTRODUÇÃO  

A cenoura (Daucus carota) é uma hortaliça da família Apiacea, do grupo 

das raízes tuberosas, apresenta alto conteúdo de vitamina A (12.000 UI/100 g), 

textura macia e paladar agradável. Além do consumo in natura, é utilizada como 

matéria prima pelas indústrias processadoras de alimentos, que a comercializam 

na forma de seleta de legumes, alimentos infantis e sopas instantâneas 

(EMBRAPA, 2004). A produção de cenoura é estimada em 750 mil toneladas por 

ano, cultivada em mais de 20 mil ha distribuídos entre os estados produtores da 

Bahia, Minas Gerais, Paraná e São Paulo (VILELA & BORGES, 2008). Em Minas 

Gerais, os pólos produtores são Alto Paranaíba, Triângulo Mineiro e Campos das 

Vertentes.  

Inúmeros fatores reduzem a produtividade da cultura da cenoura, entre 

eles, destacam-se mais de quinze doenças, causadas por fungos, vírus, 

bactérias e nematoides. Destas, um número relativamente pequeno é 

responsável pela maior parte dos danos ocorridos na cultura, destacando-se os 

nematoides (LOPES et al., 2008). No Brasil, os problemas mais significativos são 

resultantes do ataque do nematoide-de-galhas (Meloidogyne spp.), em especial, 

as espécies M. incognita e M. javanica, que são amplamente distribuídas 

(PINHEIRO et al., 2010). Meloidogyne hapla e Meloidogyne arenaria também já 

foram relatados, mas em áreas isoladas (PINHEIRO et al., 2010).  

Após a penetração nas raízes, o nematoide-de-galhas induz alterações 

fisiológicas na planta, principalmente hipertrofia e hiperplasia na região do córtex 

(PINHEIRO et al., 2010). A hipertrofia celular resulta na formação de células-

gigantes, localizadas próximo à região bucal do patógeno (SIDDIQUI et al., 

2014). Diversas alterações morfológicas, bioquímicas e anatômicas se 

desenvolvem. Proliferação de organelas, núcleos, invaginações da membrana 

celular, aumento da espessura da parede celular e metabolismo intensificado, 

composição de solutos e a pressão da parede celular são alteradas, bem como 

a necessidade de ATP e, aparentemente, de substâncias transportadoras de 

sacarose e aminoácidos, que são utilizadas na nutrição do nematoide 

(BALDACCI-CRESP et al., 2015). Todas essas modificações levam a obstrução 

dos feixes vasculares, impedindo o fluxo normal de fotoassimilados, água e 

nutriente, prejudicando o desenvolvimento da planta (SIDDIQUI et al., 2014).  
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A intensa formação de galhas leva à deformação das raízes, produzindo 

bifurcações e redução de tamanho (Figura 1A, B e C). A planta, no entanto, 

provém modificações físicas e químicas nas raízes a fim de reagir ao ataque do 

nematoide. Em alguns casos, não ocorre redução significativa na massa da raiz 

em decorrência do ataque de nematoides, porém, a alteração no seu formato 

tem interferência direta na classificação comercial do produto, resultando em 

descarte e enorme desperdício (PINHEIRO & HENZ, 2008; PINHEIRO et al., 

2010). 

 

Figura 1- Presença de galhas nas raízes secundárias (A) e na raiz principal 

acarretando alterações com aspecto pipoca (B); bifurcações nas raízes de 

cenouras (C) causadas pela injúria por nematoides-de-galhas (Meloidogyne 

spp.).  

Fotos: LOPES, E.A.  

As condições ambientais predominantes nas principais áreas de cultivo 

associadas à suscetibilidade de cultivares favorecem a ocorrência da 

meloidoginose (VILELA & BORGES, 2008). Além do mais, os nematoides são 

organismos de manejo difícil. A combinação de diferentes táticas de manejo, 

incluindo práticas culturais (rotações com culturas não hospedeiras e o uso de 

culturas de cobertura que favoreçam o incremento na população de antagonistas 

dos nematoides), cultivares resistentes, e tratamento químico do solo, se 

necessário, geralmente permitem controle razoável do nematoide-de-galhas 

(PINHEIRO et al., 2010). A extensão deste sucesso, entretanto, depende da 

identificação da espécie do nematoide e da determinação da densidade 

populacional do patógeno no solo (MITKOWSKI & ABAWI, 2003). 

A 

B C A 
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O cultivo de cenoura ocorre mesmo em áreas com histórico de ocorrência 

do nematoide-de-galhas, principalmente nas regiões mineiras do Alto Paranaíba 

e Triângulo Mineiro, dois importantes pólos produtores da hortaliça, onde poucas 

áreas isentas do patógeno estão disponíveis para cultivo (VILELA & BORGES, 

2008). Diante da importância da doença na cultura da cenoura, o conhecimento 

da distribuição geográfica e a identificação acurada das espécies prevalentes em 

áreas produtoras são importantes para o delineamento de estratégias de 

manejo.  

As espécies de Meloidogyne são rotineiramente identificadas usando a 

técnica de eletroforese de isoenzimas (ESBENSHADE & TRIANTAPHYLOU, 

1990; CARNEIRO & ALMEIDA, 2001) ou a observação de padrões perineais 

(HARTMAN & SASSER, 1985). A análise da configuração perineal, ou 

simplesmente corte perineal, foi muito utilizada como procedimento de rotina no 

passado, sendo sucedido em importância pela eletroforese de isoenzimas. A 

primeira técnica, embora ainda seja útil, requer habilidade manual do 

laboratorista e pode resultar em identificações não acuradas, em razão da 

similaridade entre padrões perineais de espécies distintas, como, por exemplo, 

M. incognita e Meloidogyne enterolobii (CORDEIRO et al., 2008). A eletroforese 

de isoenzimas possibilita identificação mais acurada que a análise do corte 

perineal e é relativamente de simples execução. Em ambos os casos, a 

identificação das espécies depende de fêmeas na amostra e, todavia, juvenis de 

segundo estádio são os mais abundantes no solo. Atualmente, ferramentas 

moleculares, como amplificação em cadeia da polimerase (PCR), vêm sendo 

cada vez mais utilizadas. Isto porque esta técnica permite a amplificação de 

pequenas quantidades de DNA que podem ser extraídas de nematoides únicos, 

ovos, fêmeas ou juvenis. Além disso, a maioria dos laboratórios de diagnose está 

preparada para a realização da PCR, sendo esta técnica a mais aplicável para a 

identificação de espécies (YE et al., 2015). 

As principais espécies do nematoide-de-galhas que causam prejuízos em 

cenoura em todo o mundo são M. javanica, M. incognita (KOFOID & WHITE, 

1919) Chitwood, M. hapla Chitwood, M. arenaria (Neal) Chitwood, Meloidogyne 

fallax Karssen, Meloidogyne chitwoodi Golden, Bannon, Santo & Finley 

(KARSSEN, 1996; DAVIS & RAID, 2002; WALKER, 2004; WESEMAEL & 

MOENS, 2008). No Brasil, nenhum levantamento sistemático foi realizado até o 
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momento, visando à caracterização das espécies do patógeno na cultura da 

cenoura. De forma geral, assume-se que M. incognita e M. javanica são as mais 

comumente encontradas no campo (NEVES et al., 2011). Para elucidar a 

distribuição das espécies de Meloidogyne em cenoura cultivada em Minas 

Gerais, foram coletadas amostras em áreas infestadas nos três pólos produtores 

do estado e as principais espécies foram identificadas através de técnicas 

morfológicas, bioquímicas e moleculares de diagnose. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1- Coleta das populações do nematoide-de-galhas 

As populações de Meloidogyne foram coletadas em áreas com histórico 

de ocorrência recente de danos, nos três principais pólos de produção de 

cenoura do estado de Minas Gerais (Alto Paranaíba, Triângulo Mineiro e Campo 

das Vertentes). Os locais de coleta foram georreferenciados com auxílio de 

receptor GPS (Garmin, modelo Etrex H), conforme apresentado na figura 1. 

 

Figura 2 – Localização das regiões de coleta das populações de nematoides-

de-galhas no estado de Minas Gerais.  

Foram coletadas amostras de raízes com sintomas da doença e porções 

de solo adjacente a essas raízes. As amostras de uma mesma área foram 

reunidas para a obtenção de amostra composta de 500 cm3 de solo e 500 g de 

raízes. Os solos foram acondicionados em sacos plásticos e as raízes em sacos 

de papel. Caixas de isopor foram utilizadas para acondicionamento e transporte 

das amostras ao Laboratório de Fitopatologia, Bioquímica e Genética Molecular 

da Universidade Federal de Viçosa - Campus Rio Paranaíba (UFV/CRP), onde 

foram identificadas e armazenadas (Tabela 1). 

 

  

Tabela 1- Região de coleta, município, dados geográficos e código de 

identificação das amostras de solo e raízes contendo nematoides-de-galhas.  
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Região de Coleta Município Dados 
Geográficos 

Código de 
Identificação 

Alto Paranaíba Rio Paranaíba S 19º27’41,2’’ 
W 46º12’59,3’’ 

RIO03 
 

Alto Paranaíba Rio Paranaíba S 19º27’56,5’’ 
W 46º12’42,8’’ 

RIO04 

Alto Paranaíba Rio Paranaíba S 19º27’18,7’’ 
W 46º12’36,3’’ 

RIO05 
 

Alto Paranaíba Rio Paranaíba S 19º26’27,2’’ 
W 46º09’41,1’’ 

RIO06 
 

Alto Paranaíba Rio Paranaíba S 19º28’09,7’’ 
W 46º15’4,8’’ 

RIO09 
 

Alto Paranaíba Rio Paranaíba S 19º12’35,3’’ 
W 46º07’59,2’’ 

RIO10 

Alto Paranaíba Rio Paranaíba S 19º12’35,3’’ 
W 46º07’59,2’’ 

RIO11 
 

Alto Paranaíba Rio Paranaíba 
 

S 19º28’84,5’’ 
W 46º18’73,9’’ 

RIO16 

Campo das 
Vertentes 

Carandaí 
 

S 20º57’27,4’’ 
W 43º54’14,8’’ 

CAD01 
 

Campo das 
Vertentes 

Carandaí 
 

S 20º57’59,7’’ 
W 43º54’14,8’’ 

CAD02 
 

Campo das 
Vertentes 

Carandaí 
 

S 20º58’08,9’’ 
W 43º54’13,8’’ 

CAD09 
 

Campo das 
Vertentes 

Carandaí S 20º57’53,1’’ 
W43º53’40,9’’ 

CAD10 

Triângulo Mineiro Santa Juliana S 19º18’22,1’’ 
W 47º34’05,6’’ 

TRI06 

Triângulo Mineiro Santa Juliana S 19º18’14,3’’ 
W 47º29’07,1’’ 

TRI07 

Triângulo Mineiro Santa Juliana S 19º22’12,4’’ 
W47º31’07,6’’ 

TRI08 

 

2.2- Extração, multiplicação e manutenção dos inóculos 

As amostras de solo foram homogeneizadas e uma fração de 100 cm3 foi 

separada para a extração de nematoides pelo método de flutuação centrífuga 

em solução de sacarose (JENKINS, 1964). O restante do solo foi armazenado 

em geladeira, a 4°C, para eventual utilização. Os inóculos foram multiplicados e 

mantidos em plantas de tomate, variedade Santa Cruz Kada, cultivadas em 

vasos de 3 L (três repetições por população), conduzidas em casa de vegetação 

localizadas na Universidade Federal de Viçosa - Campus Rio Paranaíba e no 

Instituto Federal de Minas Gerais - Campus Bambuí. O substrato empregado 

para cultivo do tomateiro foi composto de solo e areia na proporção de 1:1 (v:v), 

previamente autoclavado em 2 ciclos com intervalo de 24 horas a 120°C por 1 h. 
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A renovação das plantas com novo substrato ocorreu em intervalos de 30 a 60 

dias. 

 

2.3. Identificação das espécies de Meloidogyne 

 

2.3.1 Identificação por morfologia da região perineal 

A partir das populações de Meloidogyne spp. de cada amostra, procedeu-

se a caracterização morfológica de fêmeas adultas pela configuração da região 

perineal. Os cortes foram realizados em 10 fêmeas de cada uma das populações 

e para a identificação utilizou-se observação em microscópio de luz da região 

posterior do corpo da fêmea. Características como a conformidade e tamanho 

de estrias, forma do arco dorsal, distância entre o ânus e a vulva, presença de 

pontuações na região perineal foram comparadas às características descritas na 

literatura (HARTMAN & SASSER, 1985).  

 

2.3.2. Identificação por eletroforese de isoenzimas 

Para a análise do polimorfismo de isoenzimas por eletroforese, a proteína 

analisada foi a esterase (EST), a qual permite a identificação de um maior 

número de espécies de Meloidogyne. (ESBENSHADE & TRIANTAPHYLLOU, 

1990; CARNEIRO & ALMEIDA, 2001). Para isso, dez fêmeas adultas do 

nematoide-de-galhas foram excisadas de raízes com auxílio de estilete de ponta 

fina e estereomicroscópio. As fêmeas foram transferidas para tubos contendo de 

3 a 5 mL do tampão de extração (CARNEIRO & ALMEIDA, 2001), maceradas 

com pistilo e aplicadas em cavidade formadas no gel de poliacrilamida. Cultura 

pura de Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood foi o padrão de referência 

comparativa entre os fenótipos encontrados no campo. O extrato enzimático de 

cada amostra foi aplicado em uma cavidade do gel. A identificação dos fenótipos 

foi realizada através do cálculo da mobilidade relativa (Rm) de cada banda 

polimórfica comparada ao padrão. 

 

2.3.3. Identificação por PCR e primers SCAR 

 As espécies de Meloidogyne coletadas no campo foram identificadas 

usando a chave de identificação molecular proposta por ADAM et al. (2007).

 Um a dez nematoides (juvenis ou fêmeas) foram transferidos para 
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microtubos contendo 15 μL de água livre de nuclease e 3 μL de tampão 5X Green 

GoTaq® Flexi (Promega, Madison, USA). Em seguida, quatro a cinco esferas de 

vidro de 1 mm foram adicionadas em cada microtubo. Os microtubos foram 

levados ao amalgamador (Dentomat®, Modelo 600 BR, Degussa, Alemanha) por 

30 s a 50/60 Hz para rompimento da cutícula do nematoide. Em seguida, 2 μL 

de proteinase K (100 mg/mL) foram adicionados a cada microtubo. Por fim, os 

microtubos foram mantidos a 60°C por 60 min, 95°C por 15 min e 15°C por 2 

min. O DNA extraído foi mantido congelado a -20°C. 

 A amplificação dos fragmentos de DNA por PCR foi realizada em 

termociclador Veriti® (Applied Biosystems, Foster City, USA). O volume final de 

cada reação foi de 12,5 μL, sendo composta por 1,0 μL de DNA do patógeno; 

0,5 μL de cada par de primers (10 mM); 0,0625 μL de GoTaq® Flexi DNA 

polimerase (Promega, Madison, WI, USA); 1,25 μL de dNTP a 2 mM; 0,75 μL de 

MgCl2 (25 mM); 2,5 μL de tampão 5X Green GoTaq® Flexi e água livre de 

nuclease (Promega, Madison, USA) para completar o volume. Os conjuntos de 

primers e as condições de amplificação usadas estão descritos nas tabelas 5 e 

6, respectivamente. 

Os produtos da amplificação foram separados por eletroforese em tampão 

TBE a 90 V usando gel de agarose corado com brometo de etídio ou Sybr Safe 

(10.000 x, Invitrogen, Carlsbad, USA). Marcadores moleculares 100 pb DNA 

Ladder RTU (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil) foram usados para comparação dos 

produtos da amplificação. O gel foi visualizado em transiluminador de luz UV 

(Wealtec, Model MD-20, 312 mm) e, em seguida, fotografado.  
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Tabela 5- Primers utilizados na identificação de espécies de Meloidogyne. 

Adaptado de ADAM et al. (2007).  

Código  Sequência do primer 5’→3’ Especificidade e referência 

194  
195 

TTAACTTGCCAGATCGGACG  
TCTAATGAGCCGTACGC 

Região 5S-18S rDNA 
Blok et al. (1997) 

Fjav  
Rjav 

GGTGCGCGATTGAACTGAGC  
CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC 

Meloidogyne javanica - primer 
específico (SCAR) 
Zijlstra et al. (2000) 

Far  
Rar 

TCGGCGATAGAGGTAAATGAC  
TCGGCGATAGACACTACAAACT 

Meloidogyne arenaria - primer 
específico (SCAR) 
Zijlstra et al. (2000) 

MI-F  
MI-R 

GTGAGGATTCAGCTCCCCAG  
ACGAGGAACATACTTCTCCGTCC 

Meloidogyne incognita - primer 
específico (SCAR) 
Meng et al. (2004) 

JMV1  
JMV2 
JMV hapla 

GGATGGCGTGCTTTCAAC  
TTTCCCCTTATGATGTTTACCC 
AAAAATCCCCTCGAAAAATCCACC 

M. hapla, M. chitwoodi e M. fallax 
– primer específico (IGS – 
SCAR) 
Wishart et al. (2002) 

 

Tabela 6- Condições de amplificação da PCR utilizando diferentes primers para 

a identificação de espécies de Meloidogyne.  

Adaptado de ADAM et al. (2007).  

                                      45 ciclos  
  50°C / 30 seg (194/195, JMV 

hapla, JMV1 e JMV2) 
61°C/30 seg (Far/Rar) 
64°C/30 seg (Fjav/Rjav) 
62°C/30 seg (MI-F/MI-R) 
 

   

94°C 
2 min 

94°C 
30 
seg 

 72°C 
90 seg (194/195, JMV 
hapla, JMV1 e JMV2) 
1 min (Fjav/Rjav, MI-
F/MI-R, Far/Rar)  

72°C 
7 
min 

10°C 
∞ 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

 A maioria dos estudos de identificação de espécies de Meloidogyne utiliza 

a combinação da configuração perineal e análise bioquímica, baseada no perfil 

dos fenótipos de esterases. No presente trabalho, utilizaram-se as duas 

ferramentas para determinar as espécies predominantes do nematoide-de-

galhas, em pólos produtores de cenoura importantes do estado de Minas Gerais. 

Análises moleculares também foram realizadas. 

 Foram obtidas 15 populações de Meloidogyne spp. provenientes de 

amostras coletadas em diferentes regiões. As configurações perineais 

permitiram a identificação preliminar das populações (Tabela 3). M. incognita foi 

a espécie mais frequente, ocorrendo em 9 amostras (60%), seguida de M. 

javanica (26,6%). Somente a amostra CAD02 apresentou mistura de espécies 

pela análise perineal (Tabela 3). M. polycephannulata foi identificado na 

população RIO16, coletada no Alto Paranaíba. 

 

Tabela 3- Identificação através da configuração perineal de populações de 

Meloidogyne spp. coletadas nas regiões do Alto Paranaíba, Carandaí e Triângulo 

Mineiro 

Código da amostra Espécies de Meloidogyne 
RIO03 
RIO04 
RIO05 

Meloidogyne incognita 
Meloidogyne javanica 
Meloidogyne incognita 

RIO06 
RIO09 
RIO10 

Meloidogyne javanica 
Meloidogyne incognita 
Meloidogyne javanica 

RIO11 
RIO16 

Meloidogyne javanica 
Meloidogyne polycephannulata 

CAD01 Meloidogyne incognita 
CAD02 
CAD09 
CAD10 
TRI06 
TRI07 
TRI08 

Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica 
Meloidogyne incognita 
Meloidogyne incognita 
Meloidogyne incognita 
Meloidogyne incognita 
Meloidogyne incognita 

 

 As amostras RIO04, RIO06, RIO10 e RIO11 coletadas no Alto Paranaíba 

e CAD02 coletada no Campo das Vertentes apresentaram arco dorsal baixo e 

arredondado, estrias suaves e a presença de duas incisuras laterais se 
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expandindo do setor dorsal para o ventral, características típicas de M. javanica 

(CHITWOOD, 1949), conforme apresentada na figura 3A. Um segundo padrão 

foi observado na amostra RIO16, também coletada no Alto Paranaíba e esta 

apresentou arco dorsal achatado a alto, arredondado e amplamente espaçado 

com estrias grossas, padrão correspondente a M. polycephannulata 

(CHARCHAR et al., 2009) (Figura 3B, C e D). Todas as demais amostras 

coletadas no Alto Paranaíba (RIO03, RIO05 e RIO09), Campos das Vertentes 

(CAD01, CAD02, CAD09 e CAD10) e Triângulo Mineiro (TRI06, TRI07 e TRI08) 

apresentaram as características típicas de M. incognita, com o arco dorsal alto e 

trapezoidal, estrias onduladas e bifurcações nas laterais (TAYLOR & SASSER, 

1978) (Figura 3E).  

 Dentre as quinze populações de Meloidogyne spp. estudadas foram 

identificadas 5 bandas esterásicas (Figura 4) e três fenótipos de esterase, os 

quais corresponderam às espécies M. incognita, M. javanica e M. 

polycephannulata. O fenótipo isoenzimático de esterase observado para M. 

incognita (Figura 4), é constituído por uma única banda na altura da banda de 

menor mobilidade do fenótipo de M. javanica. O fenótipo J3 de M. javanica, 

apresenta 3 bandas fortes com razão de mobilidade de 1,0, 1,25 e 1,40 (Figura 

4). M. polycephannulata tem duas bandas, uma forte com R.m. de 1,0 e outra 

fraca de R.m. 1,05 (Figura 4). Aproximadamente 70% dos resultados 

bioquímicos obtidos foram semelhantes aos encontrados na análise perineal, 

confirmando a identidade das populações CAD01, RIO03, RIO05, RIO09, TRI06, 

TRI07 e TRI08 como sendo M. incognita; RIO04, RIO10, RIO06 e RIO11 como 

M. javanica e RIO16 M. polycephannulata. Entretanto, a amostra CAD02 

apresentou correspondência a mistura de espécies M. javanica e M. incognita, 

pela análise perineal e o mesmo ocorreu com as amostras CAD09 e CAD10, 

mas no perfil esterásico. A mistura de espécies foi relatada por MEDINA (2014) 

e em outros por ele publicados. Nesse sentido, os resultados de eletroforese são 

cruciais, pois a análise perineal pode não ser totalmente confiável. Ao se usar a 

morfologia na caracterização de espécies é muito importante considerar a 

amplitude de variabilidades, pois existem variações intra-específicas que sofrem 

influência de outros fatores, como área geográfica, por exemplo (HUNT & 

HANDOO, 2009).  
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Figura 3 – Padrões perineais de espécies de Meloidogyne spp. em áreas de 

cultivo de cenoura em diferentes regiões do estado de Minas Gerais. A) M. 

javanica, B, C e D) M. polycephannulata e E) M. incognita.  
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Figura 4 – Fenótipos de esterase de 15 populações de Meloidogyne spp. 

coletadas em áreas de cultivo de cenoura em diferentes regiões do estado de 

Minas Gerais. 1 e 13: Padrão M. javanica; 2: CAD1 (M. incognita); 3: CAD2 (M. 

incognita); 4: CAD9 (M. incognita e M. javanica); 5: RIO3 (M. incognita); 6: 

CAD10 (M. incognita e M. javanica); 7: RIO5 (M. incognita); 8: RIO6 (M. 

javanica); 9: RIO9 (M. incognita); 10: RIO11 (M. javanica); 11: RIO16 (M. 

polycephannulata); 12: TRI8 (M. incognita); 14: RIO04 (M. javanica); 15: RIO10 

(M. javanica); 16: TRI06 (M. incognita) e 17: TRI07 (M. incognita). R.m.= razão 

de migração em relação da banda mais lenta (R.m= 1,0) de M. javanica. 

  

 PCR das amostras coletadas foram realizadas utilizando primers 

universais D2/D3 e 194/195. No entanto, poucas amostras amplificaram, 

provavelmente, devido a problemas na extração do DNA dos patógenos. O 

resultado da análise molecular, utilizando os primers D2/D3 pode ser observado 

na figura 5. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Produtos de amplificação de populações de Meloidogyne spp. com 

primers universais D2/D3. MM: marcador molecular 100 pb; 1: RIO04; 2: RIO06; 

3: RIO09; 4: RIO11; 5: CAD01; 6: CAD02 e 7: controle positivo. 
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 É possível visualizar bandas de produtos da PCR para as amostras 

RIO04, RIO09, CAD01 e CAD02, demonstrando que a extração do material 

genético dessas amostras foi eficiente, que o DNA apresentou boa qualidade e 

que houve sucesso no processo de amplificação. Esse resultado também 

confirma a presença de nematoide nessas amostras.  

 As amostras CAD02, RIO06 e RIO11 amplificaram com o primer espécie-

específico Fjav/Rjav, apresentando bandas próximas a 720 pb, característica de 

M. javanica (Figura 6). Tais resultados comprovam os encontrados nas análises 

morfológicas e bioquímicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Produtos de amplificação de populações de Meloidogyne spp. com 

primers espécie-específico para M. javanica, Fjav/Rjav. MM: marcador molecular 

100 pb; 1 e 2: CAD09; 3 e 4: RIO06; 5 e 6: RIO11; 7: controle negativo e 8: 

controle positivo. 

  

 As reações com o primer MIF/MIR, específico para M. incognita, não 

amplificaram para nenhuma amostra analisada. Tal resultado não era o 

esperado, já que as populações RIO03, RIO05, RIO09, CAD01, CAD02 e TRI8 

identificadas por analise perineal e do perfil esterásico como M. incognita, 

deveriam ter amplificado com primer espécie-específico, MIF/MIR. Uma hipótese 

a ser considerada nesse caso, é um possível problema com os primers MIF/MIR. 
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KIEWNICK et al. (2013) relataram diversas falhas ocorridas na identificação de 

populações de M. incognita usando os primers MIF/MIR em seu estudo de 

caracterização de espécies tropicais. 

M. javanica e M. incognita são as espécies de fitonematoides mais 

frequentes em diversas culturas, entre elas a cenoura. Elevados índices 

populacionais dessas espécies, em geral, afetam a produtividade e medidas de 

controle devem ser realizadas, afim de minimizar os danos causados por esses 

microrganismos (DIAS et al., 2010). CHARCHAR et al. (1999) testaram 

diferentes formas de controle de nematoides, em áreas de cultivo de hortaliças 

na região de Jaíba, norte de Minas Gerais. Os autores relataram que um 

levantamento realizado na região, revelou que as espécies, M. incognita e M. 

javanica, estavam presentes em populações mistas em 80% das amostras 

analisadas. Trabalhos realizados em outros locais do Brasil, como microrregiões 

de cultivo de hortaliças do estado do Ceará, M. incognita, M. enterolobii e M. 

javanica foram as espécies prevalentes (SILVA et al., 2016). Esses resultados 

vão ao encontro ao descrito por PINHEIRO et al. (2010), onde M. javanica e M. 

incognita foram as duas espécies predominantes em áreas de cultivo de 

cenoura, na região de Irecê - BA. Segundo esses mesmos autores, M. hapla e 

M. arenaria também foram encontrados, porém em áreas isoladas. Em batata, 

cultivada nos três estados do Sul, um levantamento conduzido por MEDINA 

(2014) detectou que a espécie M. javanica é predominante sobre as demais. 

GONÇALVES (2014) encontrou M. incognita em mais de 70% das amostras 

levantadas em estudo em áreas de olerícolas no centro-oeste de São Paulo. 

Elevada incidência das espécies M. javanica e M. incognita também foram 

relatadas em áreas de produção comercial de cana-de-açúcar nos estados de 

São Paulo (DINARDO-MIRANDA & FRACASSO, 2009) e Rio Grande do Sul 

(BELLÉ et al., 2014). 

 A predominância das espécies encontradas no presente trabalho, M. 

incognita e M. javanica, pode estar relacionada ao seu espectro de hospedeiros. 

Elas são conhecidas por parasitar numerosas espécies de plantas cultivadas, 

em especial hortaliças (CHARCHAR et al., 2009). Culturas anuais, como soja, 

também tem essas M. javanica e M. incognita como as principais causadoras de 

perdas (DIAS et al., 2010). Isso lhes dá vantagem competitiva, uma vez que a 

técnica de rotação de culturas fica limitada devido ao grande número de espécies 
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comerciais hospedeiras, o que reduz o intervalo de tempo de ausência do 

hospedeiro suscetível no campo. 

 CHARCHAR et al. (2009) detectaram a ocorrência de população em Rio 

Paranaíba descrita como uma nova espécie de Meloidogyne, M. 

polycephannulata. No entanto, tal classificação vem sendo questionada 

(CARNEIRO et al., 2016; MONTEIRO, 2016). Segundo esses autores, M. 

polycephannulata mostrou-se idêntica a M. incognita, partilhando o perfil de 

esterase I2 e o mesmo fragmento alvo do DNA amplificado pelo par de primers 

(inck14F/R), desenhado para M. incognita. Sendo assim, a população 

corresponderia a uma variante de M. incognita. De toda forma há indicativos da 

presença dessa espécie ou da variante de M. incognita na região em estudo, 

devido ao resultado obtido para a amostra RIO16. A detecção dessa população 

ocorreu em área diferente da encontrada por CHARCHAR et al. (2009), 

indicando que M. polycephannulata ou uma variante pode estar disseminada na 

região. Estudos mais aprofundados de caracterização desta população, 

utilizando morfometria, ferramentas moleculares e comportamento em 

hospedeiros diferenciadores, são essenciais para elucidar características da 

espécie e seu parasitismo. Além do mais, tais resultados permitirão um melhor 

enquadramento taxonômico da população.  

  

4. CONCLUSÃO 

 

 As espécies M. javanica e M. incognita são as predominantes em áreas 

de cultivo de cenoura localizadas na região do Alto Paranaíba, Campos das 

Vertentes e Triângulo Mineiro. 

 Na região do Alto Paranaíba há a presença de M. polycephannulata ou 

uma variante de M. incognita. No entanto, mais estudos com tal população se 

fazem necessários para confirmação dessa inferência.  
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CONCLUSÕES GERAIS 

As técnicas de identificação de Meloidogyne são variadas e vêm se 

aprimorando com o tempo. Identificações morfológicas, como análise de 

conformação perineal e caracteres morfológicos dos machos, ainda são bastante 

úteis na solução de diagnósticos. A eletroforese de isozimas é técnica confiável 

e já adotada na rotina em laboratórios de diagnose. Análises moleculares 

baseadas em DNA são as mais recentes tecnologias em diagnose de 

Meloidogyne, vêm sendo adotadas em maior escala e tem futuro promissor. O 

uso integrado de todas essas ferramentas de identificação é muito vantajoso 

para a acurada diagnose. 

M. incognita e M. javanica são as espécies predominantes em cultura de 

cenoura nos pólos produtores de Minas Gerais (Triângulo Mineiro, Alto 

Paranaíba e Campo das Vertentes). Há ocorrência de população que 

corresponde à M. polycephannulata ou variante de M. incognita. Para 

confirmação e solução do diagnóstico dessa população, mais estudos se fazem 

necessários. 


