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Taxonomia integrativa de Meloidogyne oryzae
(Nematoda: Meloidogynidae) parasitando arroz
irrigado no sul do Brasil

Vanessa da Silva Mattos'

Juvenil Enrique Cares?

César Bauer Gomes?®

Ana Cristina Meneses Mendes Gomes*
Jessica da Mata dos Santos Monteiro®
Philippe Castagnone-Sereno®

Regina Maria Dechechi Gomes Carneiro’

Resumo — Uma espécie de nematoide das galhas parasitando o arroz irrigado
(Oryza sativa L.) no estado de Santa Catarina (Brasil) foi identificada como
Meloidogyne oryzae Maas, Sanders e Dede, 1978, através de diferentes
abordagens. A espécie foi estudada a partir dessa populacéo brasileira e
comparada com a descri¢ao de M. oryzae do Suriname, com caracterizagdes
morfoldgicas, bioquimicas e moleculares. A fémea apresentou estilete mais
longo (15,0 um) que o de M. graminicola Golden; Birchfield (1965) (11,2 ym)
com bulbos irregulares, vulva ‘off-set’ e a presenca de ligeira protuberancia na
regido posterior. A anelagédo pos-labial foi distinta do primeiro anel do corpo,
o disco labial e os labios medianos fundiram-se em uma estrutura em forma
de ancora. Padrbes perineais foram semelhantes aos de M. graminicola.
Os machos apresentaram regido labial alta e a presenga de algumas linhas
curtas e irregulares na regido anterior, labios medianos divididos, nao
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fundidos com disco labial, e estilete (18,2 uym) maior que em M. graminicola
(16,8 pm). A cauda do juvenil de segundo estadio (J2) (75,8 ym) foi maior
que a de M. graminicola (70,9 ym), com por¢ao hialina estreita e muito longa
(22 ym em M. oryzae e 17,9 ym em M. graminicola). Bioquimicamente,
M. oryzae apresentou um perfil de esterase distinto (Est O1), que permitiu
diferencia-la de M. graminicola (Est VS1). O ndmero de cromossomos foi
3n = 50-56, e em arvore filogenética de sequéncias de DNA da regido ITS1-
5.8S-ITS2 RNAr, as duas populagdes de M. oryzae agruparam-se com outras
especies partenogenéticas mitéticas, diferenciando-se de M. graminicola,
que apresentou n = 18 cromossomos e suas popula¢des agruparam-se com
outras espécies partenogenéticas meidticas. Este estudo relatou a primeira
detecgao de M. oryzae no Brasil e a segunda no mundo, apds a descrigao da
espécie.

Termos para indexagdo: Meloidogyne oryzae, caracterizacdo morfoldgica,
enzimatica e molecular.

Integrative Taxonomy of Meloidogyne oryzae(Nematoda:Meloidogynidae)
parasitizing irrigated rice in Southern Brazil.

Abstract — A root-knot nematode parasitizing rice (Oryza sativa L.) in Santa
Catarina state (Brazil) is identified as Meloidogyne oryzae Maas, Sanders
and Dede, 1978 using different approaches. The specimens studied from this
Brazilian population were compared with the type description of M. oryzae
from Suriname, with additional morphological, biochemical and molecular
characterization. The female has a longer stylet (15.0 ym) when compared
with M. graminicola Golden; Birchfield (1965) (11.2 um) with irregularly shaped
knobs, vulva offset and slightly protruding in posterior region. Annules in the
lip region are distinct from first body annule, labial disc and the medial lips
form an anchor-shaped structure. Perineal patterns similar to M. graminicola.
The male has a lip region offset and the presence of few short, irregular lines
in head region, medial lips divided, not fused with labial disc and stylet (18.2
pm) longer than in M. graminicola (16.8 pym). Second-stage juvenile (J2)
tail (75.8 um) is longer than in M. graminicola (70.9 ym) with a very long
narrow hyaline portion (22 uym in M. oryzae and 17.9 ym in M. graminicola).
Biochemically, presents a distinct esterase profile (Est O1) for differentiating it
from M. graminicola (Est VS1). The number of chromosomes is 3n=50-56 and
in DNA sequences of ITS1-5.8S-ITS2 rRNA the two populations of M. oryzae
clustered together with other mitotic parthenogenetic species, differentiating
them from M. graminicola with n=18 chromosomes, and clustered with meiotic
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species. This study represents the first detection of M. oryzae in Brazil and the
second in the world after the species description.

Index terms: Meloidogyne oryzae, morphological, enzimatic and
molecular characterization.

Introducao

Um recente levantamento no sul do Brasil detectou Meloidogyne
graminicola Golden; Birchfield (1965), M. javanica (Treub 1885) Chitwood,
1949 e outros nematoides das galhas, com quatro fendétipos de esterase
atipicos de Meloidogyne spp, em campos de arroz do Rio Grande do Sul (RS)
e de Santa Catarina (SC), causando danos (Negretti et al., 2017; Mattos et al.,
2017). Neste estudo, a analise enzimatica e molecular revelou a existéncia de
um “complexo de espécies” parasitando o arroz na regiao Sul do Brasil.

O nematoide das galhas (NG), M. graminicola, € considerado o
mais disseminado em arrozais no Brasil (Negretti et al., 2017) e no mundo,
sendo comum tanto nos subtrépicos como nos tropicos. Essa espécie &
considerada uma grande ameacga para a cultura do arroz, particularmente
na Asia, onde mudancas nas praticas agricolas, em resposta as mudancas
climaticas e condi¢des socioeconémicas, levaram a um aumento dramatico
nas populagdes de M. graminicola (De Waele; Elsen, 2007).

Meloidogyne oryzae Maas, Sanders e Dede, 1978 foi detectada
pela primeira vez em 1971 no Suriname, causando danos a plantas de arroz
(Maas et al., 1978). Esta espécie foi novamente detectada no Suriname e na
Guiana Francesa, ap6s a sua descri¢cao por Carneiro et al. (2000), utilizando
apenas o fendtipo de esterase. Embora haja informagdes valiosas na
descri¢cao (Maas et al., 1978), a auséncia de dados de Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV) e caracterizagdo molecular refletiram em uma descricao
limitada da espécie. No entanto, Jepson (1987) fez outros estudos usando
MEYV, incluindo informacdes relevantes para a caracterizacdo de M. oryzae,
espécie pouco estudada por varios anos.

Quase todas as espécies descritas no arroz pertencem ao grupo-
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graminis, sendo morfologicamente semelhantes (Jepson, 1987), e com a
caracterizagdo enzimatica bastante dificil, devido as bandas em arraste e
a alta atividade enzimatica revelada nos géis (Esbenshade; Triantaphyllou,
1985). Diante dessas similaridades, algumas espécies podem ser identificadas
erroneamente, sendo confundidas com outras espécies de Meloidogyne
parasitas do arroz, especialmente com M. graminicola (Negretti et al., 2017).

Dois perfis de esterase semelhantes ja foram atribuidos a M.
oryzae: VS1 (Esbenshade; Triantaphyllou, 1985) e O1 (Carneiro et al.,
2000). Um novo perfil de malato desidrogenase (MDH) O3 (Rm 1,4; 1,6; 1,8)
foi detectado pelos Ultimos autores. Embora a ultima caracterizacdo tenha
sido realizada utilizando uma populag¢édo do Suriname coletada 20 anos apés
a descricdo da espécie, a identidade espécie-especifica dessa populacao
nao foi confirmada por abordagens morfolégicas, conforme informado
por Regina Carneiro (comunicagdo pessoal, 22/11/2018). A mesma
populacdo foi estudada recentemente por Tigano et al. (2005), usando
sequéncias de RNAr e agrupadas com as espécies partenogénicas
meidticas, contrariando o fato de que M. oryzae possui 51-55
cromossomos, e um modo de reprodugdo partenogenético mitético
(Esbenshade; Triantaphyllou, 1985). Posteriormente, essa populagdo do
Suriname foi estudada e apresentou um numero de cromossomos (n = 18) e
um fendtipo de esterase semelhante ao de M. graminicola (Carneiro et al.,
2000), confirmando a suspeita de uma identificagdo errdbnea (Negretti et al.,
2017). Considerando essa informagéo adicional, M. oryzae s6 foi detectada
uma vez no mundo, no Suriname (1971), descrita por Maas et al.
(1978) e estudada mais tarde por Esbenshade e Triantaphyllou (1985) e
Jepson (1987).

Com base em diferengas morfolégicas, morfométricas e moleculares,
em relagdo a M. graminicola e outras espécies de Meloidogyne do arroz,
o objetivo deste estudo foi identificar e caracterizar a espécie atipica
Meloidogyne sp.1, encontrada em campos de arroz no estado de Santa
Catarina, como M. oryzae, e relatar sua primeira ocorréncia na regidao Sul do
Brasil, e sua segunda deteccdo no mundo apds a descricdo da espécie.
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Material e Métodos

Populagdes de nematoides

Culturas puras de populagbes de Meloidogyne sp.1 coletadas em
areas orizicolas de Santa Catarina (Tabela 1) foram mantidas em plantas
de arroz (Oryza sativa - BR-IRGA 410), em casa de vegetagao (25-28 °C).
Todos os estudos morfolégicos e bioquimicos foram feitos a partir dessas
culturas. Massas de ovos e fémeas foram recuperadas manualmente, a partir
de raizes de arroz infectadas e os juvenis de segundo estadio (J2s) foram
obtidos a partir de ovos em camaras de eclosdo, através da técnica de funil
de Baermann modificado (Whitehead; Hemming, 1965). Os machos foram
obtidos colocando-se o sistema radicular do arroz, contendo galhas e massas
de ovos em agua, oxigenando-o com uma bomba de aquario e coletando,
periodicamente, os espécimes presentes na agua, com peneiras de abertura
0,0025mm (500 mesh) (Carneiro et al., 1998). Os ovos para andlises de DNA
foram extraidos de raizes infectadas, conforme metodologia descrita por
Carneiro et al. (2004).
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Tabela 1: Lista dos isolados de Meloidogyne sp. utilizados no estudo, cddigo
da populacao e origem.

Codigo da Espécie Origem

Populacao (Municipio/Estado/Pais)

Mg G2 Meloidogyne graminicola Guaramirim/SC/Brasil

Mg G4 M. graminicola Camburiti/SC/Brasil

Mg G6 M. graminicola Camburit/SC/Brasil

Mg G8 M. graminicola Capao do Ledo/RS/Brasil

Mg G12 M. graminicola Capéao do Ledo/RS/Brasil

Mg G13 M. graminicola Rio do Sul/SC/Brasil

Mg P* M. graminicola Filipinas'

Mo 1 Meloidogyne sp.1 llhota/SC/Brasil

Mo 2 Meloidogyne sp.1 Camborit/SC/Brasil

Msp 2 Meloidogyne sp.2 Uruguaiana/RS/Brasil

Msp 3 Meloidogyne sp.3 Uruguaiana/RS/Brasil

Ms? M. salasi San José/Costa Rica?

" A populagéo de M. graminicola das Filipinas foi cedida por Dr. Gerrit Karssen (Universidade
de Wageningen, Holanda)

2 A populacéo de M. salasi foi cedida por M.Sc. Lorena Flores (Universid de San José, Costa
Rica)

Estudos morfolégicos e morfométricos

Estudos biométricos foram conduzidos em fémeas, machos e J2s.
Os machos e J2s foram mortos em formaldeido frio (5°C) a 2%, e medidos
imediatamente sob microscopia Optica. Estudos morfométricos foram
realizados utilizando-se as medigbes sugeridas por Eisenback; Hunt (2009).

As regibes perineais foram cortadas de fémeas jovens, em acido latico
(45 %) e montados em glicerina (Taylor; Netscher, 1974). Fémeas, machos,
J2s e estiletes dos machos e das fémeas foram preparados para visualizagao
em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), de acordo com os métodos
previamente descritos por Eisenback (1986). Os espécimes ja extraidos
foram fixados a 5 °C, em glutaraldeido 2% diluido em tampéao de cacodilato
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de sodio 0,1 M e pH 7,4, por 24h. Posteriormente, foram pos-fixados em
tetroxido de ésmio (2%), durante 2h. Apds esse periodo, os espécimes foram
submetidos a desidratacdo em série etandlica (10, 30, 50, 70, 90 e 100%),
com intervalos de 15 minutos. Logo apés, foram submetidos @ secagem em
ponto critico. Os espécimes foram montados apoiados sobre fios de cabelo,
dispostos previamente em “stubs” revestidos por fita-cola dupla-face.

Para a excisdo dos estiletes de fémeas e machos, seguiu-se a
metodologia descrita por Eisenback (1985b), pela qual os espécimes coletados
foram colocados em laminulas contendo acido latico 45%. Posteriormente,
foram feitos-cortes na regido posterior ao bulbo mediano, com auxilio de um
estilete e logo em seguida, sob microscépio invertido e auxilio de um alfinete
entomoldgico 00, foram realizadas varias pulsdes até a excisao do estilete.
Apds esse processo, 0 excesso de acido latico foi removido com formaldeido
2%. Foi inserida uma seta de papel indicando a localizagao exata do estilete,
a ser visualizado ao MEV.

A seguir as amostras de trinta espécimes de cada (fémea, macho e J2)
foram estudadas e fotodocumentadas nas regides: anterior (macho, fémea
e J2), cauda (J2 e macho), campo lateral e estiletes excisados (macho e
fémea) (Eisenback, 1985a). Essas regides foram metalizadas com 35 nm de
ouro, em metalizador Baltech ,e observadas e foto documentadas ao MEV
Zeiss DSM-962. Varios espécimes de cada estadio e cortes perineais foram
também analisados e foto documentados em microscopia de luz.

Estudos bioquimicos e citolégicos

A eletroforese de duas populagbées de Meloidogyne sp.1 do arroz foi
realizada em gel de poliacrilamida a 7%, no sistema de eletroforese horizontal,
como descrito por Carneiro; Almeida (2001). Reagédo para ambas enzimas,
esterase (EST) e malato desidrogenase (MDH) foram analisadas, sendo
incluida uma populagdo de M. graminicola para comparagdo nas analises
enzimaticas e Meloidogyne javanica (EST J3, MDH N1) como referéncia.

Estudos citologicos foram realizados com o método de coloragéo
com orceina-propiénica descrito por Triantaphyllou (1985), com algumas
modificagdes (Mattos et al., 2018)
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Estudos moleculares

O DNA genémico das duas populagdes de Meloidogyne foi extraido de
100 a 150 pl de ovos, de acordo com o método descrito por Randig et al.
(2002).

Para os estudos de filogenia, as regides ITS1-5.8S-ITS2 do
RNAr (sequéncias do primer = F: 5-TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3’
e R: 5-CCTCCGCTAAATGATATG-3' (Schmitz et al, 1998), e o
fragmento D2-D3 do gene 28S rRNA (sequéncias do primer = F: 5 -
ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3, 5- TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3)
(De Ley et al., 1999) foram amplificadas usando as condi¢des de PCR
descritas por Subbotin et al. (2000). Os produtos da PCR foram entao
‘cortados do gel’ e limpos usando o kit Wizard® SV Gel/PCR Clean Up System
(Promega) e clonados no vetor pGem-T® Easy Vector (Promega), seguindo
as instrugdes do fabricante. O sequenciamento do inserto foi feito em dois
clones independentes pela Macrogen. Os alinhamentos de sequéncias foram
realizados utilizando a versdo MEGA 5.03 com parametros padrao (Tamura
et al., 2011), com sequéncias de Meloidogyne spp. do arroz (Tabela 1), e
também sequéncias de outras espécies de Meloidogyne recuperadas da
base de dados do NCBI (GenBank).

O software ClustalX versdao 1.83 foi executado com parametros
predefinidos por Thompson et al. (1997) e as arvores foram geradas usando o
Neibour-Joining (NJ) (Saitou; Nei, 1987) com o software PAUP*, versdo 4b10
(Swofford, 2002). Sequéncias de Pratylenchus pinguicaudatus (Rensch,
1924) Filipjev and Schuurmans Stekhoven, 1941 (KP995311.1) e P. vulnus
Allen and Jensen, 1951 (JX047009.1) foram usadas como outgroups. Para o
teste do suporte dos nés das arvores geradas, 1000 repeticdes de bootstrap
foram executadas, e apenas valores acima de 50 % foram considerados.

Resultados

Estudos morfolégicos e morfométricos

Os dados da morfologia e da morfometria das populagdes de
Meloidogyne sp.1 do Brasil foram congruentes com a descrigéo original de M.
oryzae, com pequenas variagdes esperadas, uma vez que séo frequentes no
género Meloidogyne. As medidas s&o apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Parametros morfométricos avaliados nas populacbes de
Meloidogyne sp. 1 oriundas do Brasil, em comparagdo a M. oryzae do
Suriname. As medidas sdo em pm (micrédmetros): média * s.d.; (intervalo) e
coeficiente de variagao. Valores do Suriname obtidos na descrigao da espécie
ou em Jepson 1987(*).

Mensuragdes Fémea Macho J2
Brasil Suriname Brasil Suriname Brasil Suriname
n 30 7/25* 20 22 30 60
Comprimento do 490+11,77 625 1226+24,21 1667 444+4,09 545
corpo (L) (420-630) 475-750 (1100-1520) 1195-1915 (420-500) (500-615)
7.6 1,7 19,8
L/ comprimento da 1,640,1 1,7 41,4+1,02 56 27,6+0,62 37
cauda (a) (1,2-2,1) (33-63,3) 44-68 (23-41) (30-45)
4,31 6,83 8,07
L/ comp. da cauda - - 108+3,07 - 5,9+0,1 7,0
(c) (84,6-125) (5,3-6,5) (6,8-8,6)
7,85 14,3
Diametro max. do 317+12,27 361 311,89 30 16+0,36 15
corpo. (220-422) 250-432 (27-40) 24-43 (11-20) (12-17)
4,73 4,9 8,19
Comprimento do 119+£3,18 107 - - - -
pescogo (100-170) 80-136
6,85
Comprimento do 15+0,2 15 18,2+0,35 19 12,5+0,15 14,2
estilete (14-18) 14-18/ (18-20) 19-20/18-20* (11-14) 14-15
13,14 14,7% 11,4 14,49
Altura do bulbo do 1,9£0,1 - 3,1£0,1 - 1,60,1 -
estilete (1-2) (3-4) (1-2)
6,32 8,6 3,35
Largura do bulbo do 3,5+0,1 - 3,9+0,1 - 2,60,1 -
estilete (3-4) (3-4) (2-3)
6,88 10,5 5,17
DEGO 4,4+0,1 7 4,5¢0,1 3,740,1 -
(4-6) (4-6) 4-5/5,2* (3-5)
7,09 8,77 4,5-6,3* 6,9
Distancia do poro 29+0,6 - 132+0,1 - 70,5+1,08 -
excretor ao término (21-35) (128-140) (66-76)
8,03 30,3 11,9
Comprimento da 27+0,3 33 - - - -
fenda vulvar (25-30) 29-42
15,9
Distancia anus- 190,3 20 - - - -
vulva (15-21) 13-28
11,4
Distancia 18+0,3 21 - - - -
interfasmidial (16-23) 15-29
9,22
Comp. espiculo - - 30+0,24 31 - -
(29-32) 25-34
27,8
Gubernaculo - - 8,5+0,21 8-10 - -
(6-9)
9,04
Comprimento da - - 11,9+0,27 75,8+0,8 79,0/75,4
cauda (10-13) (66-85) (70-90)
9,67 17,1 70,2-81,9
Término hialino da - - - - 22+0,33 21/22,9
cauda (19-24) (14-26)
12,13 19,8-27,9
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Meloidogyne sp.1 (=M. oryzae) induz galhas alongadas em raizes
de plantas de arroz, muitas vezes na ponta da raiz, com formato de gancho,
semelhante a M. graminicola (Figura 1A). As fémeas se caracterizam por
ficarem completamente embebidas no tecido radicular, onde os ovos séo
colocados, sendo as massas de ovos internas. Os machos ndo sao muito
frequentes, mas quando presentes sdo encontrados, na maioria das vezes,
dentro da raiz junto com as fémeas e os juvenis de segundo-estadio. No
tomateiro, pequenas galhas sdo observadas, geralmente localizadas logo
antes da ponta da raiz e as massas de ovos sdo também internas.

Fémeas: o formato do corpo é alongado e piriforme com um pescogo
‘off-set’e anelagao grossa préxima ao pescogo, a vulva esta localizada sobre
uma ligeira protuberancia posterior, formada especialmente pelos labios
da vulva, observada na maioria dos espécimes (Figura 1B). A extremidade
anterior do corpo esta, geralmente, alinhada com a extremidade posterior. Os
padrdes perineais sdo arredondados a ovdides, o arco dorsal € suavemente
arredondado, sem incisbes laterais ou lacunas observadas (Figura 2). Os
fasmideos sao pequenos (nem sempre visiveis). Estrias, na regido dorsal,
formam linhas irregulares onduladas, quebradas ou intactas, ao redor e entre
os fasmideos. Estrias sdo bastante grossas, mas ausentes no labio vulvar.
A area perivulval geralmente é livre de estrias. Uma estria protuberante
cobre o anus dorsalmente, enquanto na maioria dos espécimes, a parte
ventral € marcada por uma dobra distinta bastante espessa ou pelo menos
uma linha regular ébvia (Figura 2). A regido da cabeca € baixa e os labios
ligeiramente proeminentes. Ao microscoépio eletrénico de varredura (MEV),
€ possivel visualizar que a anelagao pdés-labial é distinta do primeiro anel do
corpo, o disco labial e os labios medianos formam uma estrutura em forma
de ancora e os labios laterais ndo sao protuberantes. Primeiro anel do corpo
€ aparentemente mais espesso do que os subsequentes (Figura 3). O poro
excretor esta situado 2-3 vezes o comprimento do estilete, posteriormente ao
apice da regiao labial e anterior ao bulbo mediano. O cone do estilete é reto e,
as vezes, ligeiramente curvado dorsalmente (Figura 3 D-E). O comprimento
do estilete varia entre 14-18 um (15£0,2), os bulbos s&do geralmente ‘off set’
e, por vezes, apresentam forma irregular. A distancia do DEGO a base do
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estilete é de 4-6 ym para M. oryzae. (Figura 3 A, D-F) (Tabela 2). Ovos em
diferentes estadios embrionarios (incluindo J1 e J2) foram observados dentro
dos corpos das fémeas (Figura 1C).

Fotos:Mattos et al. (2018)

Figura 1: Micrografias de Meloidogyne oryzae. A- galhas induzidas por M. oryzae em
raizes de arroz. B- Fémea de M. oryzae apresentando vulva protuberante. C- Fémea

de M. oryzae com ovos contendo J1 e J2 retidos dentro do corpo.

Fotos:Mattos et al. (2018)

Figura 2: Padrbes perineais de Meloidogyne oryzae do Brasil. A-C: Micrografias de
microscopia de luz, mostrando variagdo tipica para esta espécie; D:Micrografia ao

MEV.
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Fotos:Mattos et al. (2018)

Figura 3: Fémeas de Meloidogyne oryzae do Brasil. A: Micrografia de microscopia
de luz da regiao anterior; B e C: Micrografia de microscopia eletrénica de varredura

(MEV) da regiao anterior; D, E e F: micrografias MEV do estilete.

Machos: Corpo vermiforme, regido labial proeminente (Figura 4).
Presenca de estrias curtas e irregulares na regido labial (Figura 4 B). Em
MEV, o disco labial e os labios medianos s&o fundidos, os labios medianos
possuem forma de ancora e sao separados do disco labial por uma depressao
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rasa, na maioria dos espécimes. Auséncia de labios laterais. O estilete € bem
desenvolvido com bulbos pequenos, fundidos com a haste e arredondados
posteriormente e, a parte anterior (cone) sendo um pouco menor do que a
parte posterior (haste). O comprimento do estilete varia de 18-20 ym e DEGO
de 4-6 uym para M. oryzae. O campo lateral ocupa cerca de 1/3 da largura
corporal e consiste em 4-8 incisuras areoladas no meio do corpo, sendo mais
estreitas nas partes anterior e posterior do corpo, até o final da cauda. Ao
MEV é possivel observar linhas ndo continuas ou incisuras quebradas no
campo lateral. A cauda é arredondada bruscamente com um término nao
estriado. Gubernaculo com comprimento de 6-9 pm. Fasmideos nao visiveis
(Figura 4 A-F).

Fotos:Mattos et al. (2018)

10 um
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Figura 4: Machos de Meloidogyne oryzae do Brasil. A: microscopia de luz
(ML) da regiao anterior em vista lateral; B: micrografia ao (MEV) da regido
anterior; C e D: micrografias ao MEV do estilete excisado; E: micrografia ao
MEYV da regiao posterior; F: Micrografia ao MEV do campo lateral.

Juvenil de segundo estadio: O corpo é delicado, vermiforme,
afilando-se gradualmente até o final e claramente anelado (Figura 5). A
regido cefalica é truncada, nao ‘offset’ e sem anelagées. Disco labial e Iabios
medianos sdo fundidos, em forma de halteres. O estilete € muito fino com
bulbos pequenos e ligeiramente caidos. O estilete apresenta 11-14 uym de
comprimento e o DEGO de 3-5 ym, medidas maiores que as apresentadas
para M. graminicola: 11-12 ym e 2,8-3,4 um, respectivamente. O campo
lateral consiste de quatro incisGes areoladas. A cauda € muito longa, conoide
e fina, afilando-se em uma porgéo hialina longa e estreita, com frequéncia,
ligeiramente clavada, com regido terminal claramente ndo estriada e duas ou
trés constrigdes cuticulares. Fasmideos posteriores ao anus muito pequenos,
localizados em incisuras centrais dos campos laterais. O comprimento da
cauda de M. oryzae é de 66-85 um e o término hialino é de 19-24 ym. O reto
é dilatado na maioria dos espécimes de M. oryzae (Figuras 5 A-F).
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Fotos:Mattos et al. (2018)

20 um

Figura 5: Juvenis de segundo estagio de Meloidogyne oryzae do Brasil. A: Micrografia
de microscopia de luz (ML) da regido anterior; B: micrografia de ML da cauda;C e D:
Micrografias de microscopia eletrénica de varredura (MEV) da cauda;E: micrografia ao
MEYV da regido anterior; F: micrografia ao MEV do campo lateral.
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Estudos bioquimicos

As duas espécies (M. graminicola e M. oryzae) apresentaram
fendtipos de esterase espécie-especificos (Figura 6), formando bandas largas
com ligeiro arraste e alta atividade enzimatica. Meloidogyne graminicola
apresentou fendtipo de esterase G1 (= VS1), Rm = 0,70, estendendo-se de
0,65a 0,75 e M. oryzae Est O1 (Rm = 1,02), também se estendendo de 1,0 a
1,4, confirmando os resultados publicados por Negretti et al. (2017). O perfil
N1a (Rm= 1,4) da malato desidrogenase foi detectado em M. graminicola e
M. oryzae.

Mj Mg Mj Mo M Mg Mo
(] (6} e
-
- -
- s
J3 VS1 J3 01 N1 N1a
Esterase (Est) Malato
desidrogenase

Figura 6: Fendtipos de esterase (Est) e malato desidrogenase (Mdh) observados nas
populagées Meloidogyne spp. estudadas:. A: M. graminicola (Mg) (EstVS1 Mdh N1a);
B: M. oryzae (Mo) (Est O1, Mdh N1a) e C: fendtipos de Mdh de M. javanica (N1) e M.
graminicola e M. oryzae (N1a). Padré&o utilizado: M. javanica (Mj) (Est J3, Mdh N1).

Estudos citogenéticos

A populagéo de M. oryzae do Brasil apresentou a forma triploide (3n =
50-56 cromossomos), indicando um modo de reproducao partenogenético
mitético.
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Estudos moleculares

Analises filogenéticas foram utilizadas para validar os resultados
obtidos com as abordagens morfolégicas e isoenzimaticas, e comparando as
sequéncias do segmento de RNAr da regidao ITS1-5.8S-ITS2, e o fragmento
D2-D3 da 28S RNAr de espécies estreitamente relacionadas, e sequéncias
de outras espécies de Meloidogyne spp., obtidas a partir do GenBank. A
analise filogenética obtida para o segmento ITS1-5.8S-ITS2rRNA (Figura
7A), mostrou que as duas populagdes de M. oryzae agrupam-se em conjunto
com outras espécies mitdticas obrigatorias. Meloidogyne salasi Lopez,
1984 agrupou-se com populagdes de M. graminicola, Meloidogyne sp.2 e
Meloidogyne sp. 3 do arroz. As espécies pertencentes ao grupo-graminis
(M. graminicola, Meloidogyne sp.2, Meloidogyne sp.3, M. salasi e M. naasi
Franklin, 1965) agruparam-se e separaram-se de M. incognita, M. javanica
e M. arenaria. A analise para o fragmento D2-D3 do RNAr 28S (Figura 7B)
apresentou uma arvore filogenética com menor variabilidade.

Meloidagrne graminicola G13 KY962658
M, graminicela (8 K1962645
Meloidagrne sp. 2 Msp? KY962652
— Meluidograe sp. 3 Myp3 KY962655
M, graminicela G2 K1962646
== Mgraminicola G4 KY962647
—m—| — M. graminicola (6 K1962643
M, graminicels G12 KYD62649
M, graminicela MgP KY962651
Hp420m2 |
M2
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MWeloidogyme infcole G2 KY962657

- M. graminicola G4 KY962658
Meloidogyne sp. 2 Msp2 KY962663
Meloidogyne sp. 3 Msp 3 K¥962664

M. graminicola GE KY962659
—"—: M. graminicola G12 KY962660
M. salasi Ms KY3626635
[ ™ | M irifaliophila AF435801.1
Mgraminicela KF?51066.]
M granvinicola HQ420004.1
Meloidagyne (=M. oryzae) Mspi-2 KYP62662
M. graminicola MgP KY962661

- M.arenaria AF435803.1

o] L Mincognita JX100426.1

Prarvlenchus veilmus JXOTO09. T

Figura 7: Arvores filogenéticas (Neighbour-joining -NJ) mostram as relacdes entre
Meloidogyne spp. do arroz e outras espécies estreitamente relacionadas, com base
nas sequéncias de RNAr de ITS1-5.8S-ITS2 (A) e sequéncias D2-D3 de RNAr de 28S
(B). Os numeros ao lado esquerdo dos ramos séo valores de bootstrap (em%) para
1000 repeticdes. As espécies em negrito correspondem as estudadas neste trabalho.
Pratylenchus pinguicaudatus (Rensch, 1924) Filipjev & Schuurmans Stekhoven,
1941 (KP995311.1) e P. vulnus Allen & Jensen, 1951 (JX047009.1) foram usadas
como outgroups. Todas as sequéncias geradas neste trabalho foram depositadas no
GenBank.

Diagnéstico

Em geral, a morfologia e os dados morfométricos da populagao de
M. oryzae (Mo) do Brasil foram semelhantes aos da descri¢édo original dessa
espécie (Maas et al., 1978), com variagdes frequentes e esperadas dentro do
género Meloidogyne. A populagao do Brasil apresentou menor comprimento
do J2 e do macho em comparagao com a populagdo do Suriname, mas as
outras medidas encontram-se nos intervalos descritos para M. oryzae (Tabela
2). Os bulbos do estilete dos isolados do Brasil sdo semelhantes a descrigao
de Jepson (1987) para o isolado do Suriname. A regido cefalica da fémea
de M. oryzae é distintamente ‘off-set’ e com a presenca de anelagédo bem
visivel e saliente, presentes nas populagdes do Brasil e do Suriname (Maas
et al., 1978). Em vista lateral dos machos, pode-se observar um a trés anéis
na regiao pos-labial cefalica em ambas as popula¢des (Maas et al., 1978).
O estilete de machos apresenta bulbos ‘set-off e formato arredondado a
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transversalmente ovoide, em populagdes do Brasil e do Suriname (Jepson,
1987). Campo lateral dos machos com 4 a 8 incisuras areoladas e quebradas,
no meio do corpo, em ambas as populagbes (Maas et al., 1978). Em juvenis
de segundo estadio (J2) de M. oryzae, observou-se reto dilatado, em
populacdes do Brasil e do Suriname (Maas et al., 1978). Juvenis de segundo
estadio apresentam cauda longa e a porgéo hialina da cauda muito estreita e
alongada. Essa € a caracteristica mais importante para caracterizar M. oryzae
(Maas et al., 1978; Jepson, 1987). Ambas as populagbes apresentaram
também 3n = 51-55 cromossomos, sugerindo um modo partenogenético
obrigatério de reprodugao como foi reportado para a populagéo do Suriname
(Eisenback; Triantaphyllou, 1991). Além disso, embora presentes, os machos
nao foram frequentes. O fendtipo de esterase (Est O1) foi caracterizado para
a populacado do Brasil (Figura 5), e ndo claramente para a populagéo do
Suriname (Esbenshade; Triantaphylou, 1985; Carneiro et al., 2000). Duvidas
sobre o estado taxondmico da populagdo M. oryzae do Suriname estudada
por Carneiro et al. (2000) foram discutidos por Negretti et al., 2017.

Discussao

As espécies de NG encontradas no arroz tém sido geralmente
consideradas como M. graminicola com base, em grande parte, nos
sintomas (galhas em forma de gancho produzidas em raizes de arroz) e
na capacidade dessa espécie parasitar arroz irrigado. Contudo, ainda nao
existem informagbes detalhadas sobre a identidade e a variabilidade dos
nematoides das galhas nessa cultura. A identificagcao precisa de nematoides
€ importante e essencial para a compreensao das relacbes hospedeiro-
parasita, e a implementacao de métodos de manejo apropriados. Os métodos
tradicionais de identificacdo de NG associados ao arroz baseiam-se na
morfologia (Eisenback; Triantaphyllou, 1991; Jepson, 1987) e nos fendtipos
de esterase (Esbenshade; Triantaphyllou, 1985; Carneiro et al., 2000) ou
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em marcadores moleculares (Bellafiore et al., 2015). No entanto, estes trés
métodos isoladamente ndo sao suficientes para identificar espécies de NG
do arroz, especialmente, se um complexo de espécies esta ocorrendo em um
mesmo campo de cultivo (Negretti et al., 2017).

A morfologia da cauda do J2 de M. oryzae coloca a espécie no Grupo
11 de classificagdo, de acordo com Jepson (1987), que inclui atualmente
nove espécies que parasitam o arroz e apresentam comprimento diferencial
da porgéo hialina da cauda: M. graminicola (17,9 ym), M. graminis (Sledge;
Golden, 1964) Whitehead, 1968 (18,5 um), M. hainanensis Liao e Feng, 1995
(15,3 ym), M. lini Yang, Hu e Xu, 1988 (~ 14,0 uym), M. salasi (19,7 pym),
M. marylandi Jepson e Golden, 1987 (11,8 um) e, finalmente, a mais longa
em M. oryzae (22,0 um). A maioria dessas espécies do arroz foi descrita
de maneira incompleta e inadequadamente caracterizada (citogenética,
enzimatica e molecularmente), com excec¢ao de M. graminicola, M. graminis
e M. marylandi. Alguns caracteres morfolégicos e bioldgicos sdo comuns
nessas espécies, como: corpo da fémea alongado, vulva, por vezes, situada
numa protuberancia posterior, associagdo com um modo de reprodugao
anfimitico ou partenogenético meidtico, semi-endoparasitismo, com machos
abundantes, ou partenogénese mitética, com machos raros e fémeas
embebidas nas raizes da hospedeira como é o caso uUnico de M.oryzae
(Jepson, 1987).

As espécies de Meloidogyne com uma regido perineal elevada
e vulva protuberante, como M. oryzae, foram previamente incluidas no
género Hypsoperine. Esse género foi proposto por Sledge e Golden em
1964 (Coetzee, 1956) para Hypsoperine graminis, como espécie- tipo e
para H. acronea Coetzee, 1956 (Araki, 1992). Estes autores e Page (1985)
acreditavam que o novo género Hypsoperine ocupava uma posicao entre
Heterodera e Meloidogyne e apresentava fémeas com ovos, contendo
J1, J2 e J2 eclodido dentro dos corpos, confirmando nossas observacoes
para fémeas de M. oryzae . No entanto, a posicao taxonémica do género
esteve incerta por muitos anos. Siddigi (2000) sinonimizou Hypsoperine com
Meloidogyne. Recentemente, estudos filogenéticos da regido 18S colocaram
M. spartinae (= H. spartinae) dentro do género Meloidogyne, o que mostrou
que Hypsoperine é um sindnimo junior de Meloidogyne (Plantard et al., 2007).
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Em pesquisa recente no sul do Brasil, cinquenta e seis populagdes de
Meloidogyne spp. foram detectadas em 48% das amostras de arroz,
Meloidogyne sp. 1 (= M. oryzae) ocorreu em 62,5% das amostras,
frequentemente em mistura com outras espécies (Negretti et al., 2017), e M.
graminicola foi a mais distribuida. Neste estudo, foram realizadas analises
filogenéticas, com sequéncias da regido do RNAr (ITS) para inferir a relagéo
filogenética dessas populagbes de espécies atipicas de Meloidogyne spp.
As populagbes de M. oryzae agruparam-se com as espécies partenogénicas
mitéticas, enquanto M. graminicola agrupou-se com outras espécies
partenogénicas meidticas, confirmando os resultados obtidos por Negretti et
al. (2017).

Em geral, a morfologia e os dados morfométricos da populagéo de
M. oryzae do Brasil foram semelhantes aos da descri¢ao original de M. oryzae
(Maas et al., 1978; Jepson, 1987), com variagbes esperadas frequentes
no género Meloidogyne. A populagédo do Brasil apresentou menores J2 e
machos em comparagao com a populacao-tipo do Suriname. Essa variagao
no comprimento do corpo pode ocorrer em populagdes da mesma espécie.
Handoo et al. (1993) observaram uma varia¢gdo no comprimento da cauda e
também no tamanho dos J2, entre populagdes de M. sasseri. Alguns autores
consideram que caracteristicas morfoldégicas sdo muito mais relevantes na
caracterizagdo de espécies do que caracteres morfométricos (Eisenback;
Triantaphyllou, 1991). Considerando estes aspectos, a populagcado de
M. oryzae coletada no Brasil mostrou-se muito préxima da populacéo de
M. oryzae detectada no Suriname.

Bioquimicamente, M. oryzae e M. graminicola do Brasil apresentam
perfis de esterase distintos, ambas com grande concentragdo da enzima,
mas em posi¢des diferentes. Este fendtipo parece ser novo e especifico
para M. oryzae, que nunca foi caracterizado precisamente (Esbenshade;
Triantaphyllou; 1985, Carneiro et al.,, 2000). Estes autores relataram
anteriormente uma alta atividade enzimatica nos fenoétipos de M. oryzae e M.
graminicola, mas mostrando uma posigao de migragao proxima.
Meloidogyne oryzae é bem adaptada ao sistema de arroz irrigado e reproduz-
se também em tomate (incluindo a populagdo do Brasil), diferente de M.
graminicola (Golden; Birchfield 1965). Ha evidéncias de que as populag¢des
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de M. oryzae estudadas neste trabalho reproduzem-se por partenogénese
mitotica, apresentam 50-56 cromossomos e agruparam-se com populagdes
mitéticas na arvore filogenética de ITS, confirmando os resultados obtidos por
Esbenshade e Triantaphyllou (1985) e Negretti et al. (2017) e corroborando a
contradicao entre filogenia e partenogénese mitética observada em M. oryzae
por Castagnone-Sereno et al. (2013).

A arvore de filogenética utilizando a regido D2D3 mostra uma baixa
variabilidade entre as espécies comparadas. Essa regido é conhecida por
ser mais conservada do que a ITS como previamente relatada em outros
trabalhos com Meloidogyne spp. (Castillo et al., 2003; Tenente et al., 2004).

Conclusao

Os resultados do presente estudo deixam clara a posigao taxonémica
de M. oryzae. Foram realizados estudos morfolégicos, morfométricos,
citoléogicos e moleculares (Taxonomia Integrativa) para caracterizar
corretamente esse nematoide, encontrado em campos de arroz no sul do
Brasil. A identificagdo precisa de espécies de nematoides é importante para
uma melhor concepgéao das estratégias de controle. Outros estudos devem ser
realizados para elucidar aspectos agrondmicos relacionados a importancia e
ao manejo de M. oryzae na regiao sul do Brasil.
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