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O arroz (Oryza sativa L.) é o segundo cereal mais cultivado no mundo. O Brasil
desponta como principal produtor dentre os paises ocidentais, ocupando a nona
posicao no ranking mundial. Um complexo de espécies de nematoides das galhas
(Meloidogyne spp.) foi detectado na regiao sul do Brasil, causando danos ao cultivo de
arroz irrigado (NEGRETTI et al., 2017). Dentre as espécies encontradas, além de
Meloidogyne graminicola (esterase Est VS1, Rm: 0,70), outros quatro isolados com
perfis de esterase atipicos foram detectados, a saber: Est R1 (Rm:1,02), Est R2 (Rm:
0,85, 0,91), Est R3 (Rm: 0,74, 0,80, 0,82) e Est RO (auséncia de banda de esterase)
(NEGRETTI et al., 2017, MATTOS et al., 2017). A correta identificacao e caracterizacao
dos nematoides de galhas (NG) é imprescindivel para o manejo adequado em areas
orizicolas.

A identificacao precisa das espécies de Meloidogyne ¢ dificil e, as vezes, é
baseada em caracteres subjetivos. Além disso, a diagnose é dificultada pelo elevado
numero de espécies descritas, muitas vezes com diagnoses duvidosas, presenca de
espécies cripticas e pela existéncia de variabilidade intraespecifica. Além do mais,
existe o problema do conceito de espécie para organismos predominantemente
partenogenéticos, que sao considerados hibridos entre espécies anfimiticas e
partenogenética meidticas (HUNT; HANDOO, 2009).

As espécies de Meloidogyne do grupo que parasitam o arroz sao de dificil
identificacao, principalmente usando-se caracteristicas morfoldgicas e morfométricas,
pois sao muito proximas e pertencem ao grupo-graminis ou grupo 11 de Jepson (1987).
A maioria das espécies de neamtoides de galhas (NG) do arroz e outras gramineas
foram mal descritas e/ou muito mal caracterizadas morfologica, enzimatica e
molecularmente. Alguns caracteres morfologicos e biolégicos sao comuns nestas
espécies: corpo da fémea alongado, vulva em geral situada em uma protuberancia
posterior, associacdo com um modo de reproducdao anfimitico ou partenogénese
meiodtica, semi-endoparasitismo, com machos abundantes; e pouco frequentes
partenogenética mitdtica, com machos raros e fémeas profundamente enraizados no
hospedeiro como é o caso de M.oryzae (JEPSON, 1987).

Para a caracterizacao e identificacao corretas dessas espécies, um minucioso
estudo usando Taxonomia Integrativa (morfologia e morfometria, padroes enzimaticos
e estudos moleculares) foi realizado. Neste estudo foi feita uma compilacao desses
caracteres que permitem a separacao das trés espécies do complexo com certa
facilidade: M. graminicola, M. oryzae e M. ottersoni.
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Varias lavouras de arroz irrigado localizadas em varios municipios dos estados do
Rio Grande do Sul (RS), Santa Catarina (SC) e Parana (PR) foram levantadas e a
ocorréncia e caracterizacao de NGs foram analisadas e as populacoes purificadas,
utilizando a técnica de isoenzimas descrita por Carneiro; Almeida, 2001. Para a
caracterizacao dos perfis de enzima foi feito o calculo da mobilidade relativa (Rm),
em relacao a primeira banda de M. javanica (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1985;
CARNEIRO et al., 2000). Uma vez que essas espécies foram identificadas, os fenotipos
de esterase foram referidos por uma letra € um ndmero que correspondem,
respectivamente, a inicial do nome da espécie identificada, juntamente com o nimero
de bandas (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1985). Para os estudos moleculares, o DNA
genomico de varias populacées de Meloidogyne spp. (previamente purificadas) foi
extraido a partir de 200 a 300 pl de ovos extraidos de raizes infectadas (RANDIG et al.,
2002). Todos os estudos de taxonomia classica, citogenética e analises moleculares
foram realizados de acordo com as técnicas mencionadas por Soares et al. (2021). Os
estudos para identificacdo das espécies, enfatizando Taxonomia Integrativa reuniram
todas as informacdes geradas com as diferentes ferramentas e foram comparados aos
resultados obtidos com a descricao das espécies, sobretudo aquelas pertencentes ao
grupo graminis (JEPSON, 1987, EISENBACK; TRIANTAPHYLLOU, 1991, HUNT; HANDOO,
2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados obtidos com uma abordagem de Taxonomia Integrativa permitiram
identificar trés tipos de M. graminicola: Est G1=VS1, Rm=0,70, Est G2=R2, Rm: 0,85,
0,91 e Est G3=R3, Rm: 0,74, 0,80, 0,82 e caracteristicas morfoldgicas muito proximas a
redescricao da espécie realizada por Eisenback & Triantaphyllou (1991). Com base na
caracterizacao molecular, as populacoes G1, G2 e G3 foram amplificados com sucesso
por marcadores SCAR de M. graminicola (BELAFFIORE et al., 2015). Em todas as
arvores filogenéticas de maxima verossimilhanca de ITS, rRNA D2-D3 e COXII-16S
sequéncias de rRNA, todas as populacdes de M. graminicola de diferentes fenoétipos de
esterase se agruparam com outros isolados de M. graminicola, confirmando assim que
esses fenotipos de enzimas (G1, G2 e G3) estao relacionados com a mesma espécie.
Um alto nivel de variabilidade intraespecifica foi detectada entre todas as populacoes,
mas nao ocorreu correlacao entre variabilidade genética e origens geograficas. Todas
as populacoes apresentaram nimero de cromossomos n=18 (SOARES et al., 2021).

Outro NG (Est O1=R1, Rm: 1,02), detectado em Santa Catarina parasitando o
arroz, foi identificado como Meloidogyne oryzae, usando-se Taxonomia Integrativa
(MATTOS et al., 2018). Esse isolado brasileiro foi comparado com a descricao de M.
oryzae do Suriname, com caracterizacao morfologica, bioquimica e molecular. Juvenis
de segundo estadio (J2s) apresentaram cauda longa (75,8 pm), bem mais longa do que
em M. graminicola (70,9 pm) com afilada porcao hialina (22 pm em M. oryzae e 17,9
MM em M. graminicola). Bioquimicamente, apresentou um perfil de esterase diverso
(Est O1), diferenciando-se de M. graminicola (Est V51). O nimero de cromossomos foi
3n = 50-56, e em sequéncias de DNA de ITS1-5.85- ITS2 rRNA as duas populacoes de M.
oryzae agruparam-se juntamente com outras espécies partenogenéticas mitoticas,
diferenciando-as de M. graminicola com n = 18 cromossomos e agrupadas com espécies
meioticas. Analise filogenética usando marcadores neutros (AFLP e RAPD) mostrou que
ambas as populacoes de M. oryzae formaram um grupo coeso, cluster intimamente
relacionado e separados de M. graminicola. Um marcador molecular do tipo SCAR foi
estabelecido para M. oryzae (MATTOS et al., 2019). Este estudo representou a primeira
deteccao de M. oryzae no Brasil e o segunda no mundo depois a descricao da espécie
em 1971 (MATTOS et al., 2018).

Um terceiro NG parasitando arroz e causando danos nos estados de Santa
Catarina (SC), Rio Grande do Sul (RS) e Parana (PR) foi identificado como M. ottersoni
através de Taxonomia Integrativa. A espécie foi redescrita a partir da populacao
brasileira de Meleiro (SC) e comparada com a descricao de M. ottersoni de Wind Lake
(Wisconsin, EUA) com caracterizacao morfoldgica, bioquimica e molecular (LEITE et al,
2020). M. ottersoni apresenta padroes perineais localizados no contorno de uma ligeira
protuberancia. As estrias sdo em sua maioria continuas, nunca cortadas por estrias
transversais irregulares, como em M. graminicola e M. oryzae. A reproducao é por
partenogénese meiodtica € o nimero de cromossomos € 18. A cauda do juvenis de
segundo estagio é muito longa e fina, e afunila para um terminal hialino longo,
estreito e irregular e é intermediaria entre as outras duas espécies (M. ottersoni, 20,5
MM em comparacaocom M. graminicola, 17,9 pm e M. oryzae, 22,0 pm).
Bioquimicamente, o perfil de esterase de M. ottersoni nao apresenta nenhuma banda
(Est Ot0, Rm=0), o que a diferencia de M. graminicola e M. oryzae (Est VS1, Rm=0,70 e
Est 01, Rm=1,02, respectivamente). Na analise de maxima verossimilhanca de ITS,
D2D3 e COXII-16S rRNA, as populacoes de M. ottersoni de diferentes estados do Brasil
se agruparam e foram separados de outras esp’cies de Meloidogyne, confirmando
assim que todas as quatro populacoes sao muito semelhantes e coespecificas.; porem,

nao existem marcadores moleculares estabelecidos para a sua identificacao (LEITE et
al 2NI7N\
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CONCLUSAO

As trés espécies de Meloidogyne presentes em lavouras de arroz irrigado da
regiao sul do Brasil podem ser identificadas através dos perfis de esterase Est G1, G2 e
G3 para M. graminicola, Est O1 para M. oryzae e Est Ot0 (auséncia de bandas) para M.
ottersoni. Como a concentracdao da enzima esterase é alta para essas espécies, a
analise pode ser feita através de fémeas individualizadas (NEGRETTI et al., 2017).
Existem marcadores moleculares do tipo SCAR para M. graminicola e M. oryzae. Os
caracteres morfoldgicos podem ser usados, mas devem ser interpretados por
Nematologistas e sao em geral muito mais trabalhosos para serem usados em uma
diagnose de rotina.
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