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RESUMO

A cultura da goiabeira tem sido severamente atacada pelo fitonematdide Meloidogyne
enterolobii (Sin.: M. mayaguensis), que tem causado drastica reducéo de produtividade
e, em alguns casos, até perda total de areas cultivadas. Devido a sua grande gama de
potenciais hospedeiros e facil disseminagdo, M. enterolobii representa um perigo
constante e tem se mostrado um dos maiores limitantes para o cultivo da goiabeira no
Nordeste brasileiro. A calreticulina (CRT), uma proteina de excre¢do, altamente
conservada em animais e plantas foi identificada nas secrecdes de diversos parasitas
indicando que estdo associadas a supressao da imunidade da planta. A bioinformatica
tem propiciado informacgdes valiosas sobre as biomoléculas e através de analises in
silico, tem fornecido dados de caracterizacdo estrutural e funcional de sequéncias
gendbmicas, predicdo estrutural e funcdes das proteinas, além de possibilitar
comparacdes de sequéncias biologicas de diversas espécies. Os objetivos desta
pesquisa foram efetuar a avaliagdo do parasitismo de M. enterolobii em gendtipos de
aracazeiros e goiabeiras, para futuros estudos de compatibilidade para porta-enxerto de
goiabeiras comerciais e caracterizar sequéncia da proteina calreticulina (CRT), verificar
sua conservacao filogenética identificando a funcionalidade, localizacdo subcelular e o
dominio conservado, bem como, representar por meio de modelagem in silico a
homologia e estrutura terciaria da CRT. Em condicBes de casa de vegetacdo, foram
avaliados 44 gendétipos de aracazeiros oriundos de populacfes naturais do Estado de
Pernambuco e 6 gendétipos de goiabeiras. Nas avaliacdes foram avaliados os seguintes
parametros: indice de galhas (IG), fator de reproducédo (FR), nimero de ovos por grama
de raiz (OGR) e reducdo do fator de reproducdo (RFR). Considerando os critérios
avaliados, os genotipos de aracazeiros REC-DI-A02 e REC-DI-A04 alcangcaram 0s
melhores resultados, podendo ser indicados como fonte de resisténcia a M. enterolobii
e também como gendtipos promissores para testes de enxertia em goiabeira. No estudo
in silico da proteina CRT foram caracterizadas 15 sequéncias desta entre nematoides
de vida livre, parasitas de plantas e animais, presentes em bancos de dados
gendmicos. Os resultados obtidos indicaram a presenca de cinco dominios funcionais
conservados entre as CRTs. Os parametros fisico-quimicos demostraram que a

proteina tem baixa atividade em pH acido, afinidade em meio aquoso, sendo de carater



hidrofilico. A andlise de agrupamento apresentou consisténcia com a classificagdo
taxondmica das espécies avaliadas. O modelo 3D da CRT apresentou estabilidade em
nivel energético, possibilitando a compreensao da estrutura da proteina. Os resultados
obtidos sobre a CRT podem fornecer condicdes para futuros estudos de resisténcia em
plantas contra ataques de nematoides. Os resultados também apontam perspectivas
para o0 entendimento dos fatores de parasitismo do M. enterolobii e das proteinas
envolvidas, bem como, a busca de porta-enxerto resistente em cultivos comerciais de
goiabeira, especialmente na regido Nordeste do Brasil, que é de fundamental
importancia para o agronegdcio, tendo em vista as perdas ocorridas nos plantios com

as cultivares “Paluma” e “Pedro Sato”.

Palavras-chave: Bioinformatica, Calreticulina, Myrtaceae, Nematoides, Patogenicidade,
Resisténcia.



ABSTRACT

The guava crop has been severely attacked by the phytonematode Meloidogyne
enterolobii (Sin.: M. mayaguensis), which has caused drastic reduction of productivity
and, in some cases, even total loss of cultivated areas. Due to its wide range of potential
hosts and easy dissemination, M. enterolobii represents a constant danger and has
been shown to be one of the major limitations for the guava cultivation in the Brazilian
Northeast. Caltreticulin (CRT), a highly conserved excretion protein in animals and
plants, has been identified in the secretions of several parasites indicating that they are
associated with suppression of plant immunity. Bioinformatics has provided valuable
information on biomolecules and, through in silico analysis, has provided structural and
functional characterization data of genomic sequences, structural prediction and protein
functions, as well as comparisons of biological sequences of several species. The
objective of this research was to evaluate the parasitism of M. enterolobii in P.
guineense and guava genotypes for future compatibility studies for rootstocks of
commercial guavas and to characterize the sequence of the calreticulin protein (CRT), to
verify their phylogenetic conservation, identifying functionality, subcellular localization
and presence of conserved domains, as well as, develop a tertiary structure model with
in silico computational homology modeling tools. 44 P. guineense genotypes from
natural populations of the State of Pernambuco and 6 guava genotypes were evaluated
under greenhouse conditions. The genotypes were evaluated by the following
parameters: gall index (Gl), reproduction factor (RF), number of eggs per gram of root
(OGR) and reduction of the reproductive factor (RFR). Considering the evaluated
criteria, the P. guineense genotypes REC-DI-A02 and REC-DI-A04 achieved the best
results and can be indicated as a source of resistance to M. enterolobii and also as
promising genotypes for grafting tests in guava. In the in silico analysis of the CRT
protein, 15 proteins sequences from free-living, plant and animal parasitic nematodes,
present in genomic databases were characterized. The results also indicated the
presence of five functional domains. The analysis of the physical-chemical parameters
showed hydrophilic CRTs with low activity at acidic pH. The cluster analysis showed
consistency with the taxonomic classification of the evaluated species. We also

developed a stable CRT 3D model which may help the understanding of the structure of
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this protein. The results obtained on CRT may provide insights for future resistance
studies in plants against nematode attacks. The obtained results point out perspectives
for understanding of the parasitism factors of M. enterolobii and, as well as the search
for resistant rootstocks in guava commercial crops, especially in the Northeast region of
Brazil, which is of fundamental importance for the agribusiness, in view of the losses

occurred in the plantations with the cultivars "Paluma" and "Pedro Sato".

Key words: Bioinformatics, Calreticulin, Myrtaceae, Nematoids, Pathogenicity,

Resistance.
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1 INTRODUCAO

O género Psidium possui aproximadamente 150 espécies destacando-se,
principalmente, pela espécie Psidium guajava L. (goiaba), devido a sua grande
importancia econdémica, e tendo o Brasil como um de seus maiores produtores
comerciais (Rodriguez et al. 2010). Destacam-se também dentro do género as espécies
P. cattleyanum Sabine (araca-doce, araca-de-praia ou araca-de-coroa) e P. guineense
Swartz ou P. araca Raddali (araca-verdadeiro ou araca azedo) (Pereira e Nachtigal
2003).

A goiabeira é uma frutifera perene que possui frutos ricos em vitamina C e sais
minerais, bastante apreciados no mercado nacional e internacional (Gonzaga Neto
2007). O aracazeiro, encontrado em diversas regides geograficas do territério nacional,
possui frutos menores, mais acidos, com diversas propriedades farmacoldgicas e com

aroma mais acentuados (Vieira et al. 2006).

Tanto as goiabas quanto os aracds podem ser consumidos in natura ou
processados (Franzon et al. 2009). Apesar das diversas qualidades nutricionais dos
aracas, a espécie € pouco explorada comercialmente. A grande maioria dos pomares
sdo encontrados de forma espontanea em diversas regides do pais. Entretanto, a
expansdo urbana vem ameacando sua preservacdo e ocasionando a perda deste
material genético tdo pouco estudado (Brandéo et al. 2002). Iniciativas de producao
comercial de aracazeiros tem sido implementadas com o lancamento de novos
cultivares. A Embrapa Clima Temperado desenvolveu duas cultivares: Ya-cy e Irapua
que estdo sendo testadas em escala experimental por empresas privadas para a

producao de sorvetes (Coradin et al. 2011).

A fruticultura nacional tem sofrido perdas decorrentes de atagues de pragas e
doencas. No que concerne a cultura da goiabeira, o nematoide das galhas,
Meloidogyne enterolobii Yang e Eisenback (Sin.: M. mayaguensis) tem se destacado
devido a sua agressividade, ocasionando perdas de até 100% da producéo e reducao
significativa dos pomares (Maranh&o et al. 2003, Torres et al. 2005, Macedo et al.

2013, Souza et al. 2014a). Observa-se nas plantas atacadas a formacgéo de galhas,
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morte das pontas das raizes e paralisacdo do crescimento. Também se observa
depauperamento e declinio lento das plantas, deficiéncia nutricional, diminuicdo do
tamanho das folhas e frutos e a consequente reducéo da produtividade (Martins et al.
2013). As medidas convencionais de controle da meloidoginose como o uso de
nematicidas, tém demonstrado pouca eficicia, ocasionando custo elevado para o
produtor e danos ao meio ambiente (Sharma 2003). O uso de variedades resistentes
pode ser uma alternativa vantajosa e econdmica. Para tanto, espécies pertencentes a
familia Myrtaceae resistentes a M. enterolobii possibilitariam seu uso como porta-

enxerto para as cultivares comerciais de goiabeira (Souza et al. 2014a).

Diversas pesquisas envolvendo melhoramento genético de fruteiras tém
associado técnicas classicas e ferramentas biotecnoldgicas objetivando aumentar a
eficiéncia de selecao e caracterizacdo de germoplasma. Trabalhos sobre caracterizacéo
molecular de acessos de goiabeira e aragazeiros a reacdo ao M. enterolobii apontam a
possibilidade desses serem utilizados como porta-enxertos para cultivares comerciais

de goiabeira (Souza et al. 2014b).

Apesar das perdas causadas por fitopatégenos, o agronegécio é uma das areas
da economia mundial que mais tem crescido e fomentado divisas, sendo a fruticultura
uma vertente que a cada ano alcanca bons indices de produtividade (OCDE/FAO
2015). Uma das regides do territério nacional que merece destaque € o Nordeste,
principalmente, a regido do Submédio do Vale do Sdo Francisco, com excelentes

condicdes climaticas para fruticultura.

O polo irrigado de Petrolina (PE) e Juazeiro (BA) tem correspondido a 50% das
exportacdes de frutas brasileiras, destacando-se manga (Mangifera indica) e uva (Vitis
spp.) com percentuais de 95% de exportacdo (Reetz et al. 2015). A producéo de uva
tem impulsionado a de outras frutas, como a goiaba (P. guajava), cuja producao
nacional, em 2016, alcancou a ordem de 414.960 toleladas/fruta utilizando-se de uma
area produtiva de 17.179 hectares, no qual o Nordeste contribuiu com 191.078
toneladas/fruta em uma érea de 8.412 hectares, onde a maior quantidade da producéo

nacional foi destinada ao mercado interno (IBGE, 2016).
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Com o advento da bioinformatica, um ramo multidisciplinar das ciéncias, que
une esforgos da informatica, biologia, estatistica, quimica e fisica, entre outras areas, a
partir da analise de suas sequéncias com ferramentas e programas especificos é
possivel comparar genes de organismos relacionados, tracar perfis de expressao de
genes e vias de interesse, fazer predigbes da estrutura e funcéo de proteinas, entre
outros. Assim sendo, analises in silico (experimentacdo através da simulacdo
computacional, que modela um fenémeno natural) s&o indispensaveis para a
identificacdo, caracterizacdo estrutural e funcional de sequéncias gendmicas,
possibilitando assim a predicdo de estruturas e funcbes de proteinas. Este tipo de
experimentacdo representa uma alternativa de baixo custo para estudos sobre funcdes
biolégicas com modelos computacionais bastante precisos, quando comparados com
as condicdes naturais, e mais especificamente, podem auxiliar na busca de genes
ligados ao parasitismo e a resisténcia nas espécies hospedeiras (Darabi e Seddigh
2015, Moraes Filho e Martins 2016).

Os objetivos desta pesquisa foram avaliar o parasitismo de M. enterolobii sob
gendtipos de aracazeiros e goiabeiras, para futura avaliacdo de compatibilidade para
porta-enxerto de goiabeiras comerciais e proceder andlises in silico de sequéncias de
proteinas de fatores de parasitismo de M. enterolobii depositadas em bancos de dados
publicos, visando uma melhor compreensdo dos mecanismos de infeccdo do

fitonematdide.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A CULTURA DA GOIABEIRA
2.1.1 Aspectos botéanicos

A goiabeira (P. guajava L.), pertencente a classe das dicotiledéneas, familia da
Myrtaceae, é uma frutifera bastante apreciada e cultivada em diversas regides do
mundo. Provavelmente originada das regi6es Tropicais da América, a espécie foi
levada por espanhdis do Pacifico para as Filipinas, posteriormente para india e
Arquipélago Malaio, chegando ao Havai e Africa do Sul. Devido a facil dispersdo de

suas sementes por passaros, animais e o proprio homem, a goiabeira pode ser
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encontrada em &reas quentes da Ameérica Tropical e Subtropical (Pommer et al. 2013).
Possui duas grandes subfamilias a Myrtoideae, com ampla distribuicdo, sendo o género
Psidium um dos representantes e a Leptospermoideae, encontrada na Austrdlia,
Maldsia e Polinésia, tendo como representantes os géneros Eugenia, Myrcia e
Syzgium. (Costa e Costa 2003).

Com o avanco dos estudos moleculares uma nova classificagéo infrafamiliar foi
proposta, levando em consideracdo analise molecular em Myrtaceae com seus
parentes proximos, onde foi analisado as bases de sequéncias parciais do gene matk,
apresentando as sub-familias Myrtideae (com frutos bacéides e filotaxia oposta), e a
Psiloxyloideae (com frutos capsulados secos e filotaxia alterna) (Wilson et al. 2001,
2005).

A familia Myrtaceae possui cerca de 140 géneros e mais de 3100 espécies
(Soares-Silva 2000). Algumas espécies dentro desses géneros merecem ser
destacadas. A Feijoa (Acca sellowiana Berg), conhecida popularmente como goiaba-
serrana ou goiaba-do-mato, sendo a Unica representante do género; No género
Eugenia, encontra-se a pitangueira (Eugenia uniflora L.), sendo seu fruto bastante
apreciado para consumo in natura, polpa e sucos; No género Plinia, temos a
jabuticabeira ou jaboticabeira (Plinia cauliflora (Mart.)); O género Psidium contempla a
goiabeira (P. guajava L.) e o aracazeiro (Psidium spp.) como principais representantes
(Manica et al. 2000). Além de frutos para consumo a familia Myrtaceae também
pertence o eucalipto (Eucalyptos spp.), muito utilizado em reflorestamento, na producao
de madeira com exploracdo comercial sustentavel, na fabricacdo de moveis e extracao

de aromatizantes (Sampaio et al. 2011).
2.1.2 O Género Psidium

O género Psidium tem como principal representante a goiabeira, entretanto,
outras espécies merecem destaque, como P. cattleyanum Sabine (araga-comum,
araca-de-praia ou araca-de-coroa); P. guineense Swartz ou P. araca Raddali (aracéa-
verdadeiro ou araca azedo) (Soares-Silva 2000). O genoma basico do género Psidium
possui h=11 cromossomos, logo, a fase dipléide corresponde a 2n=22 cromossomos.

Estudos genéticos, também, comprovaram a existéncia de aneuploides com 2n=21 e
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2n=30 (Costa e Costa 2003). Outras pesquisas mencionam a ocorréncia de tetraploides

com 4n=44 cromossomos em P. guavaja L. (Manica et al. 2000).
2.1.3 A espécie Psidium guajava L., aspectos botanicos e econdémicos

A goiabeira, frutifera perene, considerada um arbusto ou arvore de pequeno
porte podendo atingir de 3 a 10 m de altura, por 5 a 6 m de copa, tais dimensodes
podem variar em virtude das condi¢cdes nutricionais e edafoclimaticas da regido que,
consequentemente, interferem no desenvolvimento vegetativo (Manica et al. 2000). O
sistema radicular € constituido por 77% das raizes de didmetro fino, o que facilita a
penetracdo no solo para absorgcédo de nutrientes (Medina 1998). O caule tem coloracao
castanho-roxo, liso, fino com 15 a 25 cm de didametro e brilhante, contendo de 28 a 30%
de tanino, composto utilizado nas industrias farmacéuticas como cicatrizante,
antidiarreicos e antioxidante, também sendo utilizado nas industrias de calcados para
curtir couro (Manica et al. 2000).

As folhas variam entre 5 a 15 cm de comprimento, por 3 a 7 cm de largura com
coloracdo verde-amarelada, opostas, oblongo e semicaducifolias (Piza Junior 1994,
Pereira 1996, Kavati 1997). As flores sdo hermafroditas, perfeitas, de cor branca (com
quatro ou cinco pétalas), androceu com estames longos e numerosos (340 em média),
pistilo central, calice resistente, gineceu com ovario infero, plurilocular, com varios
ovulos. Inflorescéncia dicasio, podendo haver autofecundacdo (devido a condigcéo
hermafrodita) ou fecundacéo cruzada com auxilios dos agentes polinizadores (Sampaio
et al. 2011).

Os frutos possuem diversas formas (globosa, ovoide ou periforme), peso entre
50 a 800 g e sementes monoembridnicas (Gonzaga Neto 2007). S&o aromaticos e
doces, apresentam compostos fendlicos, vitamina C e betacarotenos que auxiliam a
cicatrizagdo de feridas, atuam na absor¢céo de ferro, combatem os radicais livres e
impedem a formagé&o de codgulos sanguineos nas artérias (Gutiérrez et al. 2008).

A goiabeira possui ampla distribuicdo no territério nacional devido a sua facil
adaptabilidade as condi¢cdes de cada regido. Contudo, seus dominios fitogeograficos
dao-se na Amazobnia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. Adequa-se a solos areno-

argilosos, profundos e bem drenados com pH entre 5,5 a 6,8. Suporta algum déficit
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hidrico, podendo ser encontrada em regides ao nivel do mar ou a altitudes de 1700 m.
A temperatura média para o cultivo é de 25 °C, pois néo tolera frio ou geada (Gonzaga
Neto et al. 2001). Segundo Natale et al. (2009), a temperatura é um dos fatores

fundamentais no desenvolvimento do fruto e de sua qualidade.

Os paises, além do Brasil, que se destacam na producdo de goiaba séo
Australia, Africa do Sul, Egito, Jamaica, México, Paquistido e Quénia. No Brasil os
Estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Pernambuco (regido do Submédio do Vale do
Séao Francisco) sdo os maiores produtores desse fruto (Gonzaga Neto 2007, Reetz et
al. 2015).

O Semiarido do Nordeste brasileiro tem demonstrado condi¢cdes propicias para
as atividades do agronegdcio, nesta regido fatores climaticos favoraveis como alto
indice de luminosidade/dia, solo bem drenado e utilizacdo de sistemas de irrigacdo tém-
se alcancado altos indices de produtividade, sendo, atualmente, chamado por alguns
de oasis da fruticultura. A producédo brasileira de goiaba destina-se quase que
totalmente ao mercado interno na producdo de doces, sucos, geleias e polpa
congeladas, que vem aumentando significativamente nos ultimos anos (Jesus 2015).
Segundo Reetz et al. (2015), o Brasil exportou em 2014 um volume de 170.776 kg de

goiaba, correspondendo a uma receita de US$ 443.961.

Entretanto, segundo dados da Sociedade Brasileira de Nematologia o
agronegocio em 2015 sofreu perdas consideraveis, de até R$ 35 bilhdes, causadas
pelo ataque de fitonematdides. Um exemplo disso foi na producdo de soja (Glycine
max) com queda de R$ 16,2 bilhdes (Machado 2015).

2.1.4 Meloidoginose na goiabeira

Doencas e pragas tém acarretado grande prejuizo para diversas culturas, néao
sendo diferente na goiabicicultura, onde todas as fases fenologicas sdo suscetiveis a
tais acbes. Entre as principais doencas encontradas na goiabeira destacam-se: a
meloidoginose (M. enterolobii), a bacteriose (Erwinia psidii), a ferrugem (Puccinia psidii),
antracnose (Glomerella cingulata), pinta-preta (Guignardia psidii)) e podriddo apical

(Dothiorella dominicana) (Sampaio et al. 2011). As principais pragas da goiabeira sao
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lagarta da broca-das-mirtaceas (Timocratica albella Zeller), coleobroca (Trachyderes
thoracicus Oliv.), gorgulho-da-goiaba (Conotrachelus psidii Marshal), as moscas-das-
frutas (Anastrepha obliqua Macq. e Ceratitis capitata Wied.), psilideo (Triozoida

limbata), entre outras (Natale et al. 2009).

Na cultura da goiabeira sdo encontrados diversos limitadores que afetam a
produtividade, entre esses o0 nematoide M. enterolobii tem-se destacado e provocado
grandes danos a essa cultura, e quando ocorre a associacdo sinérgica entre M.
enterolobii e o Fusarium solani (Mart) acarretam enormes prejuizos econdmicos
chegando, inclusive, a perda de 100% dos pomares (Natale et al. 2009, Sampaio et al.
2011).

O parasitismo de M. enterolobii, que leva a formagdo de galhas, acarreta o
engrossamento das raizes paralisando o crescimento da planta, deste modo, limitando
o desenvolvimento da parte aérea que vem a apresentar bronzeamento,
amarelecimento (Figura 1), queda das folhas, comprometendo todo processo

fotossintético que levam a planta a morte (Gomes et al. 2008b).

Fonte: Acervo Pessoal

Figura 1. Sintomas do parasitismo de Meloidogyne enterolobii:
Bronzeamento e amarelecimento das folhas de Psidium spp.
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Inicialmente, este fitoparasita foi classificado como M. mayaguensis, porém
através de estudos morfologicos realizados por Xu et al. (2004), utilizando uma vasta
guantidade de hospedeiros, pelo uso de marcadores isoenzimaticos, com as enzimas
Esterase (EST) e Malato Desidrogenase (MDH), e uso de sequéncias de mtDNA,
propuseram uma nova denominacéo desse fitoparasita: Meloidogyne enterolobii YANG
e EISENBACK.

2.1.5 Recursos genéticos e melhoramento genético da goiabeira

O banco de sementes Svalbard Global Seed Vault, considerado o maior do
mundo, na Noruega, com apoio da FAO, até o ano 2020 pretende ter um quarto de
todas as espécies botanicas do mundo para preservacao da biodiversidade. Entretanto,
a realidade no Brasil € diferente. Espécies do género Psidium ndo sao bem
representadas em Bancos de Germoplasmas, apenas o0 Instituto Agrondémico de
Campinas — IAC mantém colecbes de goiabeira. Nas colecdes de aracazeiros em BAG
destacam-se as cole¢des da Embrapa Clima Temperado, em Pelotas-RS e da Embrapa

do Semiarido de Pernambuco (Pommer et al. 2013).

No campo de pesquisa e melhoramento genético devem-se ressaltar os trabalhos
realizados pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC), que pesquisaram técnicas de
praticas culturais e fitossanitarias para o controle de doencas bacterianas e producéo
em larga escala da goiabeira (Pereira e Kavati 2011). Projetos realizados pela UNESP
(Jaboticabal-SP) utilizando a técnica de selecdo massal, com materiais genéticos de
goiaba, de diversas regides, possibilitaram a criagdo de variedades que atenderam as
industrias de transformacéo. Tais pesquisas resultaram no langcamento das variedades
Paluma e Rica. Nos projetos de pesquisa em cruzamento controlado entre as melhores
plantas, obteve-se a variedade Século XXI. Na questdo da produtividade, como a
producdo de mudas por sementes ndo foram obtidas a fixacdo de variedades,
consequentemente novas técnicas de propagacao foram estudas, entre elas a estaquia
(Pereira e Kavati 2011).

Foram lancadas varias cultivares e/ou variedades de goiabeiras, porém algumas

poucas dezenas sao exploradas para o comércio. Algumas foram popularizadas apenas
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em determinadas regides onde sdo comercializadas. Na Tabela 1 estdo listadas as
cultivares que possuem maiores representatividade nos mercados consumidores devido

a suas caracteristicas (Watlington 2006, Mendonca 2012).

Tabela 1 — Cultivares de Psidium guajava L. de maiores representatividades no

mercado de fruticultura

Cultivares

Paluma - Planta selecionada de populacdo
segregante de polinizagdo aberta de Rubi-
Supreme (UNESP, Brasil). Tendo como
caracteristica alta produtividade, vigorosa,
boa tolerancia a ferrugem (Puccinia psidii
Wint.). Os Frutos séo grandes, peso de 200
g ou mais, piriforme; com casca lisa, cor
amarela quando madura; polpa de intenso
vermelho escuro, firme, grossa (1,3 a 2,0
cm); muito bom sabor, gracas ao alto teor
de sdlidos solaveis (10 °Bx), tem poucas
sementes. E a cultivar mais plantada no
Brasil.

Pedro Sato - Cultivar selecionada por
produtores a partir de pomares constituidos
por plantas propagadas por sementes,
provavelmente de Ogawa Vermelha N° 1,
no Rio de Janeiro. Plantas vigorosas com
produgbes relativamente altas; frutos
levemente ovais, boa aparéncia (150 a 280
0), algumas vezes alcancando 400 g em
ramos raleados; casca bem rugosa; polpa
rosada, espessa e firme; sabor agradavel e
poucas sementes.

Kumagai — Cultivar de mesa predomina
nos pomares de Sdo Paulo, frutos
arredondados a oblongos de 300 g a 400 g,
polpa branca.

Lalit — Os frutos sdo de tamanho médio
(185 g), tendo como atrativo a cor amarelo-
acafrdo a vermelho. Sua polpa € firme e
rosada com bom equilibrio agridoce.

Rica - Planta de polinizacdo aberta de
Supreme (UNESP, Brasil), plantas
vigorosas e altamente produtivas, frutos
ovais a piriformes, com um peso médio
de 100 a 250 g; casca verde-amarela,
levemente rugosa; polpa vermelha,
espessa e firme; sabor muito agradavel
(11 °Bx) e baixa acidez; poucas e
pequenas sementes.

Ruot hong da lang — Os frutos tém
formato de pera, 400 g, com casca lisa,
espessura da polpa de 1,3 a 1,4 cm,
sabor agridoce, quantidade de sementes
pequena a média, polpa rosa.

Século XXI — A selecdo obtida através
do cruzamento entre Supreme-2 e
Paluma, realizada na UNESP em 2003,
obtiveram uma cultivar com grande
produtividade apresentando ciclo de
apenas 130 dias do florescimento a
colheita. Fruto saboroso, pesando em
média 200 g, polpa résea-avermelhada e
suas sementes sdo pequenas.

Sassaoka — Cultivar de mesa, frutos
arredondados, grandes, casca Qrossa,
polpa rosa-claro, firme e com poucas
sementes.

Xa ly nghe - Os frutos tém formato de
pera, 260 g, com casca rugosa, polpa
branca de 1,5 a 1,6 cm de espessura,
sabor agridoce e sementes pequena a
média.

Xa ly don - Os frutos sdo arredondados,
peso de 270 g, com casca meio aspera,
espessura da polpa de 1,4 a 1,5 cm,
sabor agridoce, quantidade de sementes
pequena a média, polpa branca.

Fonte: Watlington 2006, Mendonga 2012.
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A analise das diferencas morfologicas encontradas em P. guajava L, justificam a
quantidade de cultivares que séo utilizados no mercado mundial. A forma da copa, a
produtividade, a época de producdo (precoce, meia estacdo e tardia), o numero,
tamanho e formato do fruto, coloragcdo da polpa, aspectos fisico-quimicos e a
resisténcia as doencas e pragas, sdo elementos que evidenciam tal diversidade
(Sampaio et al. 2011). No Brasil as cultivares Pedro Sato, Kamugai, Sassaoka e
Cortibel ttm maiores representatividades no Sudeste, enquanto a Paluma e Pedro Sato

no Nordeste, onde seus frutos sdo comercializados para consumo in natura (Flori 2016).

Outro ponto de grande relevancia é quanto ao destino da producdo no mercado
de frutas in natura. A preferéncia da-se por frutas firmes, com casca grossa e resistente,
polpa espessa, baixa acidez e um bom tempo em prateleira. (Costa e Costa 2003,
Natale et al. 2009, Sampaio et al. 2011). Dados do IBGE (2016), demonstram que o
mercado internacional tem comercializado goiabas de polpa branca e de polpa
vermelha, enquanto no mercado interno a preferéncia da-se pelo fruto de polpa
vermelha ou rosada. H4 uma demanda para exportacdo de goiabas de polpa branca no
mercado de frutas frescas e derivados do processamento de goiabas vermelhas. Fato
gue em 2013, o Brasil foi o terceiro em exportacdo de goiabas para os Estados Unidos,

ficando atras do Equador e a Republica Dominicana (Flori 2016).
2.2 A CULTURA DO ARACAZEIRO
2.2.1 Aspectos botanicos, morfologicos e climaticos

O araca encontrado em diversas regibes geograficas do territério nacional é
originario da América do Sul. O termo aracé € de origem tupi guarani onde “Ara = fruta
e aga = olhos”, significando frutas que tem olhos. Referindo-se também as sépalas
persistentes que parecem formar cilios (Brandao et al. 2002). Seus frutos, menores e
mais acidos que a goiaba podem ser consumidos in natura, como também usados na

producéo de doces, geleias, marmeladas de araca e compotas (Franzon et al. 2009).

Dentre as principais espécies destacam-se Psidium guineense Swartz e Psidium
cattleyanum Sabine, (Manica et al. 2000, Vieira et al. 2006). O destague a essas duas

espécies dao-se em virtude das caracteristicas de seus frutos, cujo sabor exético e alto
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teor de vitamina C, substancias antioxidantes e 6leos essenciais tém tido grande
aceitacdo ao mercado consumidor, consequentemente, despertando a atencdo da
industria farmacéutica (Franzon et al. 2009). Devido a diversidade de espécies do
género Psidium, muitas podem ser utilizadas com fins comerciais na producao de
doces, polpas e derivados ou consumidas in natura como: P. australe Cambess., P.
acutangulum DC., P. longipetiolatum Legrand e P. cinereum Mart. ex DC. (Dematté
1997).

A distribuicdo geografica dessas espécies € bastante ampla podendo ser
encontrada na América do Sul, Sul do México até Norte da Argentina, América Tropical,
Uruguai, Antilhas (Brandao et al. 2002). Psidium acutangulum, conhecido como araca-
pera, araca-pitanga e aracanduba, é espécie nativa da Bacia da Amazobnia, estando
presente na Colombia, Peru, Guianas Inglesa e Francesa (Donadio et al. 2002). P.
guyanense e P. riparium, segundo Bezerra et al. (2006), sdo conhecidas como goiaba-
da-praia ou araca-da-mata, ocorrem na transicdo com a Floresta Amazbnica; P.
striatulum ocorre na Bacia Amazonica e também na Bacia do Rio da Prata; P. rufum,
conhecido como araca-roxo e P. myrtoides sdo espécies florestais que ocorrem na
Floresta Atlantica e em matas de galeria da Regido Sul do Cerrado e P. oligospermum

ocorre na transicdo com a Caatinga (Bezerra et al. 2006).

Uma das caracteristicas dessas espécies € resisténcia a ambiente com pouca
condicdo hidrica, entre essas temos o P. myrsinites DC. e P.hians (Mart.), esse
conhecido como araca da caatinga. Possibilitando, inclusive, seu uso para a
recuperacdo de ambientes degradados (Franzon et al. 2009). Contudo, essas espécies
tém perdido espaco para crescimento urbano e exploracdes agricolas no Pais, sem que

haja estudos que assegurem esse patriménio genético (Brandao et al. 2002).

A morfologia do género Psidium, é caracterizada por apresentar folhas simples e
opostas, flores pentameras, dicasio, solitarias em pequenos racenos ou axilares, botbes
florais, quando maduros, variam de 4 mm a 15 mm; calice capuliforme, caliptrato, e
algumas vezes, apendiculado; pétalas livres e alternadas, de cor branca ou creme,
muitos estames (60 até 320), ovario infero, com 2 ou 5 l6bulos podendo haver muitos

ovulos por loculos e frutos com muitas sementes (Soares-Silva e Proencga 2008).
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2.2.2 Psidium guineense

Arbusto de pequeno porte, podendo chegar a 1,5 metros de altura, com caule de
casca lisa, folhas simples com nervuras salientes e margens onduladas, possui flores
brancas nas regifes axilares (Figura 2 e 3). Seus frutos de cor amarela, em forma de
bagas ovoides ou oblongas, tém polpa de 6tima palatabilidade, e possui de 22 a 250
sementes. O periodo de floragdo do P. guineense esta inter-relacionado com as
condic¢des edafoclimaticas (Franzon et al. 2009, Damiani et al. 2012).

« - k et ~ 3
Figura 2. Aracé (Psidium guineense Swartz): Aspectos
do héabito da planta.

Sua distribuicdo geogréafica € bastante ampla, sendo encontrada na América do
Sul, Guatemala, Caribe, Peru, Argentina, México, Nicaragua e Madagascar. No Brasil é
distribuida em todas as regifes. No Nordeste apresenta-se no litoral, Zona da Mata e
tabuleiros costeiros (Mattos 1993, Dematté 1997).

Figura 3. Aracéa (Psidium guineense Swartz): A - Flores brancas
nas regibes axilares da planta; B e C — Frutos em fase de
amadurecimento.
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Segundo Melo et al. (2013), em estudo de caracterizagéo fisica e quimica dos
frutos de P. guineense, relatam que os estadios de maturacdo ndo alteram os
parametros relacionados a massa de frutos inteiro e de rendimento de polpa, ndo
exigindo, portanto, uma classificacdo dos frutos por tamanho. Entretanto, o rendimento
da polpa do fruto maduro é baixo em comparacdo com outros do mesmo género sendo
de 39,98%, 67,93% e 68,6% a 74,4% para P. guineense, P. acutangulum (araca-pera) e

P. guajava (goiaba), respectivamente.

De acordo com Lederman et al. (1997), a producao do P. guineense no Estado de
Pernambuco se concentra na Zona da Mata, cujo indice pluviométrico €, em média,
1.900 mm anuais. Essa espécie possui duas safras, uma nos meses de fevereiro a
marco, outra em agosto a setembro. O florescimento pode ocorrer durante todo o ano,

com picos na época de menor pluviosidade.
2.2.3 Recursos genéticos do aracazeiro

Pesquisas relacionadas a preservacdo dos recursos genéticos dos aragazeiros
tém sido desenvolvidas pela Embrapa Semiarido, principalmente visando a obtencéo de
hibridos de aracd com goiabas resistentes ao M. enterolobii. O pesquisador Dr. Carlos
Antonio Fernandes Santos junto ao projeto International guavamap desenvolvido pela
Embrapa, CNPg e Comunidade Europeia, realizaram 1200 cruzamentos com espécies
de Psidium (goiabas e aracas) coletadas em varias regides do Brasil, resultando um
hibrido assinalado como resistente ao M. enterolobii (BRASIL 2014).

Desses acessos, seis de goiabas e seis de aracazeiros foram cruzados e
demostraram que 10 plantas do cruzamento entre GUA 161 PE x ARA 138 RR todas
foram resistentes ao nematoide, e entre os cruzamentos GUA 161 PE x ARA153 BA,
sete foram consideradas como suscetiveis. Confirmando que existe variabilidade entre
e dentro de acessos de P. guineense para a resisténcia ao M. enterolobii, e que o0s
hibridos interespecificos resistentes apresentam crescimento similar ao da goiabeira,

bem como alta compatibilidade com a Paluma (Costa et al. 2012).
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2.3 FITONEMATOIDES

A producdo de goiabas no Brasil, em 2016, alcangou a margem de 414.960
toleladas em uma é&rea produtiva de 17.179 hectares. Tendo destaque a regido
Nordeste cuja producdo foi de 191.078 toneladas, enquanto, a regido Sudeste foi
inferior, alcancando 186.100 toneladas da fruta (IBGE, 2016).

Considerando a expressiva produtividade de frutos nas diversas regides
brasileiras, fatores fitossanitarios tem se tornado limitadores para o aumento da
producdo, o que tem ocasionado grandes desafios a serem superados. Entre eles
destacam-se as pragas como a lagarta da broca-das-mirtdceas (Timocratica albella
Zeller), coleobroca (Trachyderes thoracicus Oliv.), gorgulho-da-goiaba (Conotrachelus
psidii Marshal), as moscas-das-frutas (Anastrepha obliqua Macq., Ceratitis capitata
Wied.), e quanto as doencas, além da ferrugem e da antracnose, 0s nematoides do
género Meloidogyne veem afetando consideravelmente a producao de goiaba no Brasil
(Natale et al. 2009).

Nematoides sdo vermes cilindricos e alongados que podem ser divididos em trés
grupos: os de vida livre, os zooparasitas e os fitoparasitas. Os fitonematbides
correspondem 15% das espécies descritas dentro do filo Nematoda (Ferraz e Brown
2016). Classificados como migratorios ou sedentarios, se reproduzem e alimentam-se
em plantas vivas podendo migrar no interior das raizes ou na rizosfera (Nunes et al.
2010). Tendo como alvo preferencial o sistema radicular das plantas ou 6rgaos
subterr@neos como tubérculos e rizomas, alguns, atacam as partes aéreas (caule,
folhas e frutos), porém, em menor propor¢cdo comparada com as outras (Trigiano et al.
2010).

Apesar da necessidade de parasitismo, os fitonematdides possuem a capacidade
de se moverem livremente entre as particulas do solo pela agua, tal capacidade é
influenciada pelas propriedades morfolégicas do solo como: tamanho das particulas,
diametro dos poros, espessura do filme de agua no solo e textura. A movimentacéo do
juvenil (J2) entre as particulas do solo diminui a medida que a percentagem de argila e

silte aumentam na textura, quando ha 30% de argila, além do silte, tal mobilidade cessa
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(Barros et al. 2016). Tais informacgdes corroboram com Trigiano et al. (2010) e Fajardo
et al. (2011), que também afirmam que a textura do solo é um dos principais fatores
que influenciam a distribuicdo das espécies Meloidogyne.

As espécies do género Meloidogyne, possuem dimens@es microscopicas que
variam entre 300 um a 400 um de comprimento por 15 pm — 35 um de diametro,
existindo dimorfismos entre as fémeas e machos, sendo esses menores que as fémeas
(Trigiano et al. 2010). Tendo ampla gama de hospedeiros, podem atacar importantes
culturas na agricultura, olericultura, fruticultura e ornamentais. Os ataques sdo mais
frequentes em regides de climas quentes e umidos, devido ao fato dos nematoides néo

poderem regular a temperatura interna do seu corpo (Campos 2000).

As primeiras informacdes sobre os nematoides parasitas de plantas datam de
1743, quando Turbevil Needham descreveu um organismo encontrado em gréos de
trigo anormais (cockles - cor escura e tamanho reduzido) apds a dessecacgéo do cereal,
sendo tal parasita descrito como Vibrio tritici, atualmente classificado como Anguina
tritici (Ferraz e Brown 2016). Em 1855, M.J. Berkeley relatou vermes associados a
formacéo de engrossamento das raizes de plantas, classificando-os como nematoides
das galhas (Heterodera radicicola). Em 1877, Jobert em estudos sobre a diminuicdo da
producdo nos cafezais no Rio de Janeiro associou a doenca ao ataque deste
fitonematdide. No mesmo ano, Emilio A. Goldi, no Brasil, propds que tal agente
patogénico fosse classificado como Meloidogyne exigua, o que nao foi muito bem aceita
na época, tornando a ter nova classificagcdo em 1939 como Heterodera marioni. S6 em
1949 que Chitwood classificou o0s quatros principais representantes do género
Meloidogyne (M. arenaria, M. hapla, M incognita e M. javanica), separando-os pelas

marcas cuticulares na regiao perineal (Freitas 2009, Ferraz e Brown 2016).

Os corpos dos fitonematdides sdo arranjados em forma de tubo contido dentro de
uma cuticula flexivel. A forma do corpo € predominante filiforme (ou fusiforme),
entretanto, pode-se encontrar em fémeas maduras outros formatos aberrantes (como
rim, esfera, lim&o). No género Meloidogyne, o juvenil de segundo estadio (J2), fase em

gue ja parasita o hospedeiro, muda a forma para salsichoide, por induzir sitios especiais
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de alimentagdo nos 6rgdos parasitado, que em seguida tornam-se sedentarios (Ferraz
e Brown 2016).

Sem sistema respiratério e circulatorio, a parede do corpo (tegumento) atua como
uma barreira protegendo-o de substéncias nocivas do meio, e ainda, regulando a
entrada e saida de substancias, realizando as trocas gasosas. A morfologia €
constituida por cuticulas (e suas subdivisdes), epiderme, pseudoceloma, e 0s sistemas
digestivos, sistema excretor-secretor e sistema nervoso, sendo frequentemente referida

como um tubo dentro de outro tubo (Ferraz e Brown 2016).
2.3.1 Ciclo de vida de Meloidogyne spp.

O tempo necessario para que os fitonematoides completem seu ciclo de vida varia
desde poucas semanas até mais de um ano, dependendo da espécie, do estado das
plantas hospedeiras e da temperatura ambiente (Trigiano et al. 2010). Em M.
enterolobii, o ciclo dura de 28 a 35 dias, periodo no qual acontecem quatro ecdises,
denominados de estadios. A fémea pode depositar na raiz de 400 a 500 ovos formando

uma massa aglomerada (Freitas 2009).

Com estruturas chamadas de estilete, os fitonematoides utilizam-na para penetrar
diretamente no tecido da planta, permitindo que eles escavem e se movam em direcao
aos sitios de alimentacdo. Glandulas esofagianas secretam compostos, através do
estilete, nas células das plantas acarretando modificac6es estruturais de hipertrofia ou
hiperplasia que provocam disturbios fisiolégicos e aparecimento de galhas, essas
afetam a absorcdo de nutrientes e &gua, consequentemente, refletindo no
desenvolvimento vegetativo da planta (Trigiano et al. 2010). De acordo com Ferraz e
Brown (2016), o aparecimento das galhas, envolvendo espécies de Meloidogyne, nao
sdo sintomas obrigatérios, pois em M. coffeicola elas estdo ausentes. Segundo Freitas
(2009) e Ferraz e Brown (2016), no ciclo de vida das espécies do género Meloidogyne

ocorrem as mudancas descritas a seguir.

Com o fim da embriogénese, ocorre a formacdo do primeiro estadio juvenil (J1)
dentro do ovo, em seguida o J1 sofrerd uma segunda ecdise tornando-se o J2. Atraves

de acdo mecanica do J2 contra a casca, esse eclode do ovo passando para o estadio
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infectante. No estadio J2 (pré-parasita) o nematoide migra para o solo e movimenta-se
em busca das raizes da planta hospedeira, onde penetrara através da coifa. Uma vez
realizada a penetracdo, os juvenis migram ao longo do cortex até encontrar o local
adequado para estabelecer o sitio de alimentacdo, entdo, as células parasitadas
formam um grupo chamadas de nutridoras, formando um tecido especial, o cendcito,

que ir4 produzir material nutritivo para o desenvolvimento do nematoide.

O J2 ao alimentar-se de substancias produzidas pela planta, ocasionara
mudancas morfologicas; diante das alteracbes ocasionadas nas células da planta, as
mesmas multiplicam-se de forma desordenada, a raiz engrossa e ha formacgéo de nos,
chamados de galhas. O engrossamento do J2 faz com que ele perca a mobilidade
tornando-se sedentario e sofrendo alteracdes morfoldgicas passando a forma alongada
e grossa. Apos essa fase, o nematoide passara por duas ecdises chegando aos
estadios J3 e J4, respectivamente, e depois para forma adulta (fémea ou macho). Nos
estadios J3 e J4, os nematoides ndo se alimentam em virtude de ndo possuirem estilete

bucal e ter uma ma formacao do es6fago, o que s6 cessara na fase adulta.

O macho formado adquire a forma alongada, e abandona a raiz. A fémea passa a
ter a forma de pera e néo tendo a capacidade de locomover-se, continuara a engrossar
até obter um formato esférico e completar seu amadurecimento com a postura dos

NOVOS OVOS.
2.3.2 Meloidoginose

Vérias regifes produtoras de goiabas tém sofrido com a acdo do parasitismo de
M. enterolobii, levando a grandes perdas na fruticultura. Informagfes sobre a acéo de
M. enterolobii em pomares de goiabeiras na regido de Petrolina-PE em 2006 e 2007
dao conta de reducéo de area plantada de 6.000 ha para 2.000 ha, estimando-se uma
reducdo de 70% dos pomares (Carneiro et al. 2006 e 2007). Uma vez presente em
areas produtivas, esses fitoparasitas, poderdo rapidamente trazer grandes prejuizos e
chegando a dizimar completamente os pomares (Maranhao et al. 2003, Torres et al.
2005, Martins et al. 2013, Macedo et al. 2013, Souza et al. 2014a).
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O M. enterolobii possui alta viruléncia e alto potencial reprodutivo quando
comparado com outras espécies de nematoides com M. incognita ou M. arenaria
(Kiewnick et al. 2009). Tal especificidade consegue quebrar a resisténcia do tomateiro
cv. Rossol, da batata-doce (Ipomoea batata) cv. CDH e da soja (Glycine max) cv.
Forest, todas resistentes ao M. incognita, M. javanica e M. arenaria (Carneiro et. al.
2001). Portanto, estudos sobre esses fitoparasitas e busca de materiais resistentes séo

essenciais para aumentar a vida Gtil dos pomares de goiabeiras do pais.

Quanto a utilizacdo de materiais resistentes a acdo dos nematoides tém-se
inUmeras vantagens com relacédo a outros métodos de controle. O plantio de variedades
resistentes reduz os custos; sendo de facil uso; alta eficacia; ecologicamente mais
correto, por ndo empregar uso de produtos quimicos. Contudo, a busca por tais
materiais ndo é tarefa facil, em virtude de que nem sempre é possivel obter variedades

resistentes a todos os patégenos (Mizubuti e Maffia 2006).

Variedades diferentes, porém com mesma intensidade de doenca poderdo ter
diferentes niveis de producao, em decorréncia do fator de tolerancia diferenciado. Pois
a tolerancia independe da resisténcia e esta relacionada a habilidade da planta
hospedeira em resistir ou se recuperar da acao do patdégeno. Ja a resisténcia € uma
caracteristica da planta que restringe o desenvolvimento do patégeno (Mizubuti e Maffia
2006).

Estudos de resisténcia em cultivares de goiaba como Paluma, Pedro Sato, Século
XXI e Tailandesa, correspondente a acao do M. enterolobii, apontaram niveis diferentes
de multiplicagdo do mesmo, ocorrendo menor multiplicacdo do nematoide na cultivar
Tailandesa, comparada com as outras, a qual apresentou maiores valores de altura,
massa fresca da parte aérea e das raizes e maior vigor. Tal explicacdo pode ser dada
por uma possivel poliploidia, entretanto, os resultados obtidos ndo sdo caracterizados
como resisténcia devido ao alto fator de reproducdo dos nematoides encontrados
(Pereira et al. 2016).

O M. enterolobii foi detectado pela primeira vez na llha de Haiman, na China em

1983, posteriormente em outros paises como Africa do Sul, Franca, Cuba, Guatemala,
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Venezuela e Brasil (OEPP/EPPO 2011). No Brasil foi assinalada em Petrolina (PE),
Curaca e Manicoba (BA), periodo em que recebeu a designacdo M. mayaguensis
(Carneiro et al. 2001).

Em outros Estados brasileiros também foram relatadas ocorréncia da presenca de
M. enterolobii, como Rio de Janeiro (Lima et al. 2003 e 2005), Rio Grande do Norte
(Torres et al. 2004), Ceara (Torres et al. 2005), Piaui (Silva et al. 2006), Sdo Paulo
(Almeida et al. 2006), Parana (Carneiro et al. 2006), Espirito Santo (Lima et al. 2007),
Mato Grosso (Soares et al. 2007), Mato Grosso do Sul (Asmus et al. 2007), Paraiba
(Gomes et al. 2007), Minas Gerais (Oliveira et al. 2007; Silva et al. 2008b; Neves e
Monteiro 2010), Rio Grande do Sul e Santa Catarina (Gomes et al. 2008a), Maranhao
(Silva et al. 2008a), Goias (Carneiro et al. 2008) e Tocantins (Charchar et al. 2009).

Diferentes familias botanicas sofrem ataques do M. enterolobii, 0 que comprova o
alto grau de polifagismo dessa espécie. De acordo com Margues et al. (2012), em
estudos de espécies vegetais quanto a hospedabilidade ao M. enterolobii, constataram
que na familia Myrtaceae o P. guineense Sw. (aracd), apresentou reacdo de
suscetibilidade, enquanto, Psidium cattleyanum Sab. (araca amarelo) e Eucalyptus
grandis W. Hill (eucalipto) mostram-se resistentes e o Eucalyptus tereticornis Sm.
imune. Entre as espécies suscetiveis diversas familias foram citadas como:
Solanaceae, Dolanum melongena L. (berinjela), Solanum lycopersycum L. (tomate cv.
Trural 1) e Solanum gilo L. (jil6), na familia da Curcubitaceae, Curcubita moschata Duch
(abobrinha menina brasileira), na familia Poaceae, Saccharum L. hibrido (cana de
acucar var. RB 867515; 956911 e 92579).

No Nordeste 0 avanco desse nematoide esta provavelmente associado ao transito
de mudas de goiabeira infestadas (Guimaraes et al. 2003, Rossiter 2007). O controle de
nematoides em areas de producdo comercial torna-se ineficaz devido a dimensédo da
area e o alto custo, sendo a prevencao a melhor medida a ser adotada. Obtencao de
mudas sadias, ferramentas higienizadas, agua de boa procedéncia, cuidados com
maquinario, sdo a¢bes que devem ser tomadas no dia a dia para garantir area livre do
fitopatdgeno (Torres et al. 2005, Freitas 2009).
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O uso de porta-enxerto resistente ao M. enterolobii sera a solu¢cdo mais eficiente e
de baixo custo, como a ja utilizada em pessegueiros do género Prunus com resisténcia
genética a nematoides, possibilitando sua exploracdo comercial em areas infestadas
(Barbosa e Lima 2010). Tais resultados tém levado a equipe de pesquisadores da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e Embrapa Semiarido a pesquisarem
acessos de aracas selvagens e hibridos de araca resistentes a M. enterolobii,

respectivamente. (Cid e Carneiro 2007, Costa et al. 2012).

Foram identificados quatro gendtipos de P. cattleyanum resistentes, porém seu
uUsSoO como porta-enxerto ndo se tornou viavel, em decorréncia da baixa compatibilidade
com goiabeiras comerciais. Contudo, o0s resultados apontaram esperanca para 0
controle dessa praga, através do uso de métodos de enxertia para propagacdo de

variedades comercias que possam beneficiar os produtores (Martins et al. 2013).
2.4 ANALISES IN SILICO

O grande volume de informagcOes geradas diariamente, pelas pesquisas em
andamento, faz-se necessarios mecanismos computacionais que possam armazenar e
transformar dados para posteriores pesquisas. De forma andloga as técnicas
computacionais tradicionais necessita, também, do armazenamento de informac¢des que
sdo geradas por interacdes bioldgicas complexas. A bioinformatica assume o papel de
organizar, armazenar e analisar informacfes contidas em biomoléculas como DNA,
RNA e Proteinas, propiciando a identificacdo de novos fenbmenos bioldgicos e analise
de novos genes através de comparacdes de sequéncia biologicas de diversas espécies.
Portanto, fonte de pesquisas biolégicas que se utiliza de ferramentas computacional é
denominada in silico (Reis et al. 2011, Borém e Fristche-Neto 2013).

A bioinformatica tem derivado diversos ramos de pesquisa, inicialmente, a partir
da genbmica que estuda questdes do DNA, posteriormente, transcriptdmica envolvida
com pesquisas na transcricdo do RNA, a protedmica que responde pelos estudos do
conjunto das proteinas e metabol6mica relativo aos substratos e subprodutos das

reacoes enzimaticas (Malajovich 2012). Essas ramificacfes fazem com que métodos de
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analise in silico propiciem conhecimento de estruturas moleculares que se relacionam

as atividades bioldgicas (Borém e Fristche-Neto 2013).

Informagfes bioldgicas em bancos de dados sédo manipuladas por conjunto de
softwares gerando informacdes genéticas. Sequéncias de nucleotideos séo adicionadas
aos bancos de dados publicos na ordem de milhdes de pares de bases (pb) recebendo
identificag8o Unica chamadas de acessos evitando, assim, redundancia de dados que
sao disponibilizadas aos pesquisadores. Os bancos de dados sao divididos em
primarios e secundarios, sendo o0 primeiro resultante de dados de sequéncia génica
disponibilizados com alguma interpretacdo adicional, contudo, sem uma analise
exaustiva dos dados, a exemplo o GenBank. Enquanto, os bancos de dados
secundarios derivam do primario, porém, ha um refinamento das informacdes contidas
neles que foram compiladas e interpretadas previamente por pesquisadores, sendo a
base de dados, atualizadas a medida que surgem novas descobertas, a exemplo o
Protein Bank (Reis et al. 2011).

Um dos melhores bancos de dados de sequéncias do mundo é o NCBI (Centro
Nacional para Informacdo Biotecnolégica dos EUA), que disponibiliza seus dados em
seu site através de sua plataforma ENTREZ, permitindo acesso a sequéncias de DNA e
proteinas de diversos organismos (Reis et al. 2011). Bancos de dados da Europa e
Japao estdo em sincronizacdo em intervalos de 24 horas com NCBI, atualizando suas
bases garantindo assim disponibilidade de informacdes. As analises computacionais
também tém sido utilizadas para a caracterizacéo de diversas proteinas e enzimas tanto
em eucariotos quanto em procariotos, e busca de genes ligados ao parasitismo e
também resisténcia nas espécies hospedeiras (Darabi e Seddigh 2015, Feng et al.
2015, Han et al. 2015, Vatansever et al. 2016, Moraes Filho e Martins 2016).

Andlises in silico possibilitam também a predi¢cdo de estruturas tridimensionais de
proteinas, a partir de metodologias de modelagem por homologia com base em
proteinas homélogas que ja tenham tido sua estrutura 3D definida por meétodos
experimentais (Verli 2014). Aspectos evolutivos podem ser elucidados através das
analises de similaridade das sequéncias proteicas, neste sentido, quando sequéncias

diferentes sdo alinhadas e expressam um determinado nivel de similaridade, pode-se
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inferir que, em algum momento, houve um ancestral em comum entre elas. Logo, sao
evolutivamente relacionadas e serdo consideradas sequéncias homologas. Portanto,
esses graus de identidade indicam padrbes de composicdo quimica que podem ser
utilizados para a predicdo de estruturas tridimensionais de proteinas similares (Verli
2014).

Métodos in silico de predicdo proteica sdo classificados como métodos
dependentes e independentes de estrutura molde. No primeiro caso temos 0s métodos
por enovelamento (threading) e o método por modelagem comparativa ou comparacao
por homologia. Este, parte do pressuposto que as proteinas sdo relacionadas por um
processo evolutivo em comum e, portanto, compartiiham uma estrutura semelhante.
Para a execucdo deste método faz-se necessario o conhecimento prévio de uma ou
mais proteinas molde, ja elucidadas por métodos experimentais, e que estejam
disponiveis em banco de dados. A segunda forma da predicdo de estruturas proteicas
se d& pela metodologia ab initio que ndo é recomendada para predicdo de estruturas
proteicas maiores do que 100 aminoacidos (Santos Filho e Alencastro 2003, Verli
2014).

De forma geral, quatro etapas inter-relacionadas sao necessarias para a predicao
do modelo 3D proteico por homologia. Primeiro, identificam-se estruturas homoélogas a
proteina alvo através de pesquisas em banco de dados. Em seguida, executam-se 0s
alinhamentos dessas sequéncias com a sequéncia alvo, posteriormente, realiza-se a
predicdo do modelo 3D da proteina desejada, e por fim, efetua-se a validacdo do
modelo tridimensional predito. Algumas etapas adicionais poderdo ser realizadas para
obter informacfes sobre parametros fisicos e quimicos das sequéncias, caracterizacao
e localizagdo de dominios funcionais, previsdo de efeitos mutacionais, entre outras
(Verli 2014).

Inimeras ferramentas computacionais e servidores especificos na Internet tém
sido utilizados para a realizacdo de modelagem computacional. Diversas pesquisas
podem ser realizadas nos repositérios de dados publicos de biomoléculas como
GenBank do NCBI, ModBase (Database of Comparative Protein Structure Models), PDB

(Protein Data Bank) e o EMBL-EBI (The European Bioinformatics Institute) com auxilio
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de suas ferramentas de busca adequadas a cada tarefa. Na predicdo de um modelo
3D, as proteinas de mesma familia ou de maior grau de identidade, resultardo em
melhores resultados no alinhamento das sequéncias e, consequentemente, na
definicdo do modelo tridimensional com maior acuracia (Santos Filho e Alencastro
2003).

A etapa de alinhamento consiste em localizar residuos de aminoacidos que sejam
estruturalmente equivalentes, em maior quantidade, entre a sequéncia alvo e a
sequéncia molde. Indicando, assim, o seu grau de similaridade e as regides
conservadas. O alinhamento podera ser simples ou multiplos, a depender do nimero de

sequéncias envolvidas (Santos Filho e Alencastro 2003).

Para o alinhamento das sequéncias ha ferramentas como o BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) disponiveis em diversos servidores ou ferramentas utilizadas
em um conjunto de programas FASTA, disponivel no servidor EMBL-EBI. Pode-se,
também, utilizar algoritmos como o ClustaW que é aplicado para alinhamento de
multiplas sequéncias e que podem ser executados em software local ou em servidores
na Internet (Santos Filho e Alencastro 2003, Silva e Silva 2007).

Obtido o alinhamento, parte-se para a construcdo do modelo tridimensional.
Algumas técnicas sao utilizadas para sua construcdo, entre elas a técnica de corpos
rigidos, onde um modelo é construido por partes, sendo baseado na conservacdo de
estruturas homodlogas ou através das estruturas com alto grau de identidade; ou a
técnica por modelagem pela satisfacao de restricdes espaciais, que consiste em extrair
da sequéncia molde suas restricdes espaciais como a distancia e angulos preferenciais
gue sao transferida para o modelo, assim, limitando o nimero de conformacdes 3D que

0 mesmo podera assumir (Silva e Silva 2007, Verli 2014).

Programas como Modeller e SwissPdbViewer implementam a modelagem por
homologia pela técnica de satisfacdo de restricdes espaciais, servidores como Phyre2 e
Swiss-Mod, também poderdo ser utilizados para a mesma finalidade. Entretanto, os
modelos gerados, muitas vezes, necessitam ser otimizados em decorréncia de

interacdes desfavoraveis entre atomos nao-ligados, e a energia dos angulos torcionais
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com o carbono a (Ca), (Santos Filho e Alencastro 2003). Softwares como King e
servidores como o Yasara Force Field executam esses refinamentos através da

minimizacdo de energia no modelo 3D.

Quando se efetua a construcdo de um modelo tridimensional, possiveis erros
poderdo ocorrer. Alguns, em virtude do alinhamento entre as sequéncias alvo e a
sequéncia molde ocasionados por uma baixa similaridade entre elas, outros,
relacionados ao método empregado na construcdo do modelo. Logo, a validacao torna-
se um ponto crucial, pois verifica-se a qualidade das estruturas formadas, os angulos
de tor¢cbes nas cadeias principais e laterais, os niveis de energia, entre outros. O
servidor Molprobity e o programa Procheck podem ser utilizados para anélise
estereoquimicas do modelo por meio da andlise do grafico Ramachandran, que indica
se os residuos de aminoacidos se encontram em regides energeticamente favoraveis, o
gue resulta em um modelo estabilizado, ou em regifes inadequadas, indicando que o

modelo necessita ser refinado ou refeito (Santos Filho e Alencastro 2003, Verli 2014).

A estrutura do modelo 3D, também, necessita ser comparada com estruturas
experimentais (que foram elucidadas por difracdo de raio-x ou ressonancia magnética
nuclear) armazenadas em bancos de dados proteicos, a fim de legitimar a qualidade
geral do modelo obtido. Para isso, o servidor ProSa realiza uma validacéo fornecendo
um Z-score de qualidade geral, comparando se a pontuacdo encontra-se dentro do
intervalo das caracteristicas para proteinas nativa, caso ndo esteja a estrutura do

modelo podera conter erros (Wiederstein e Sippl 2007).

Percebe-se que varias etapas sdo necessdrias para se obter um modelo tedrico
de uma proteina. Contudo, por meio da andlise in silico tém-se elucidado diversas
estruturas proteicas que séo dificeis de serem analisadas por técnicas experimentais.
Sua aplicacdo tem mostrado resultados para as areas de bioquimica na construcao de
farmacos, na genética em estudos na identificacao de regides preservadas, mutacoes e

doencas, simula¢des de docking, entre outros (Silva e Silva 2007).

Portanto, analise in silico fornece recursos de busca de informacdes a procura de

genes de resisténcia em diversos organismos diminuindo os custos e agilizando a
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obtencdo de informacdes que demandariam certo tempo (Verli 2014). Até a presente
data, existem em torno de 2500 sequéncias gendmicas do género Meloidogyne
depositadas no GenBank, destacando-se as espécies, Meloidogyne incognita (1017),
Meloidogyne chitwoodi (461), Meloidogyne javanica (368), Meloidogyne hapla (363),
Meloidogyne arenaria (244), Meloidogyne fallax (196), Meloidogyne enterolobii (165),
Meloidogyne naasi (140) e Meloidogyne graminicola (139). Varias destas sequéncias
sdo potencialmente relacionadas a mecanismos de parasitismo, mas nao estao
caracterizadas funcional e estruturalmente. Diversos outros géneros relacionados de
fitonematdides possuem sequéncias depositadas no GenBank, como Heterodera,
Globodera, Bursaphelenchus e Aphelenchus (NCBI 2017).

2.4.1 Fatores de Parasitismo

Para que inicie o parasitismo faz-se necessario o reconhecimento de locais
especificos nos hospedeiros, através de érgdos sensorias, 0os anfideos e as papilas
cefélicas que funcionam como quimiorreceptores, que fazem os fitonematéides
perceberem a localizacdo das raizes, e assim iniciam o0 processo de ataque a parede

celular (Ferraz e Brown 2016).

O parasitismo do M. enterolobii envolve diversos mecanismos de acéo, pois
sendo um endoparasita obrigatério de plantas, seu ciclo reprodutivo esta interligado
planta-nematoide. Uma das caracteristicas do parasitismo € o aparecimento de galhas
e formacao de células gigantes que servirdo de células nutridoras para o parasita (Blok
et al. 2008). A parede celular das plantas é o primeiro obstaculo a ser vencido, sendo
constituida por celulose (15-40%), hemicelulose (30-40%), lignina (1-5%) e pectina (1-
30%). E uma estrutura rigida tendo, entre outras funcdes, a de impedir acdes de muitos

patdgenos (Doi e Kosugi 2004).

Os fitoparasitas através de acdes mecanicas da estrutura bucal, os estiletes,
injetam substancias produzidas pelo eséfago que induzem a diferenciacdo de células
vegetais que formarao células multinucleadas com alteragdes funcionais, metabdlicas e

fenotipicas (Jones e Payne 1978, Wiggers et al. 1990, Ding et al. 1998).
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Tais secre¢Bes desempenham papéis fundamentais durante a invasédo do tecido
radicular e a iniciagcdo e manutencédo de locais de alimentagéo (Jaubert et al. 2002,
Bellafiore et al. 2008, Jaouannet et al. 2012). Devida a especificidade da acéo
enzimatica, analises filogenéticas indicam que os fitonematdides tenham adquirido
genes, de outros organismos, através da transferéncia horizontal, cujo processo ocorre
com a transmissdo de genes entre diferentes organismos por outros mecanismos, além
da heranca genética do seu antecessor (Danchin et al. 2010, Bird et al. 2003, Scholl et
al. 2003). Apesar das identificacfes de varios genes que sdo expressos nas glandulas
esofagicas, estudos sobre as proteinas e sua fungcédo séo escassos (Vanholme et al.
2004).

2.4.2 Calreticulina

Enzimas secretadas nas glandulas esofagicas tem funcdo de enfraquecer a
parede celular das plantas durante a penetracdo e migracdo do nematoide, bem como
na inducdo e manutencdo de locais de nutricdo (Wang et al. 1999, Doyle e Lambert
2003). Entretanto, algumas proteinas sé sdo expressas nas glandulas esofagicas
durante o estadio J2, em que ha o parasitismo em plantas (Hussey et al. 1990, Doyle e
Lambert 2003, Tytgat et al. 2004).

Em M. incognita foi identificado um Unico gene codificador para proteina
calreticulina, sintetizada nas glandulas esofagicas, denominada de Mi-CRT, onde é
secretada no estadio migratorio e sedentario do nematoide (Jaubert et al. 2002). A
calreticulina sdo proteinas de ligacdo com o calcio, sendo altamente conservada em
plantas e animais podendo ser encontrada no reticulo endoplasmatico, no citoplasma
ou na superficie celular, estando envolvida na regulacdo de multiplas fungcdes como na
exportacdo de proteinas do nucleo e degradacdo do mRNA (Kasper et al. 2001,
Holaska et al. 2002, Nickenig et al. 2002, Suchitra e Joshi 2005).

Em nematoides das galhas a Mi-CRT é encontrada em alta concentracdo no
tecido vegetal do hospedeiro, infectado durante a fase de inducdo, e manutencdo de
células gigantes (Jaubert et al. 2002, Bellafiore et al. 2008).
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Pesquisas sobre a calreticulina em M. incognita foram desenvolvidas utilizando-
se de abordagem de anticorpos antipeptideo, por sequéncias de proteinas Mi-CRT, que
foram alinhadas com sequéncias encontradas em base de dados. Foram identificados
quatro peptideos indicando a possibilidade de serem usados como soro policlonal

especifico para calreticulina no nematoide (Jaubert et al. 2005).

Estudos indicam que a defesa da planta ao ataque de M.enterolobii é controlada
durante a interacdo nematoide-planta, onde o fitoparasita secreta efetores que suprime
as defesas do hospedeiro. Quando a Mi-CRT é injetada nos tecidos ha supressao da
defesa da planta durante a interacdo. Contudo, uma primeira linha de defesa entra em
acdo, denominada de imunidade trigonométrica, onde a planta desencadeia acdes
como despolarizacdo da membrana, ativacdo em cascata da proteina quinase,
producdo de etileno e inducdo de genes responsavel pela defesa, bem como,
fechamento dos estbmatos, e formacédo de calos (Asai et al. 2002, Zipfel et al. 2004,
Hématy et al. 2009).

O fator de expresséo do gene Mi-CRT na interacdo planta-nematoide demostram
gque a menor expressdo deste gene em nematoides afeta a sua capacidade de
parasitismo. Ja em plantas, quando isso ocorre elas tornam-se mais suscetivel aos
ataques de nematoides (Jaouannet et al. 2012). Fatores abidticos como temperatura
alta ou baixa causando estresse na planta, afetam a expressdo do gene CRT, por
conseguinte, diminuindo as defesas contra ataques de fitoparasita (Jia et al. 2009). A
calreticulina também é secretada por parasitas de animais como o Trypanosoma spp.
(Naresha et al. 2009, Valck et al. 2010, Ramirez et al. 2011). Outra linha de pesquisa
com relacdo ao ataque do M. javanica, indica que a proteina chorismato mutase,
sintetizada por este nematoide é responsavel pela supressédo das defesas das plantas
(Doyle e Lambert 2003).
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ABSTRACT

Cavalcanti Junior, E. A., R. M. Moraes Filho, J. G. A. Rossiter, A. V. V. Montarroyos, R. dos S.
Musser and L. S. S. Martins. 2017. Reaction of genotypes of the genus Psidium spp. to the
phytonematode Meloidogyne enterolobii. Nematropica __: -

The guava crop has been severely attacked by the phytonematode Meloidogyne enterolobii,
which has caused drastic reduction of productivity and, in some cases, even total loss of
cultivated areas. Due to its wide range of potential hosts and easy dissemination, M. enterolobii
represents a constant danger and has established itself as one of the major constraints for the
guava cultivation in Northeast Brazil. The objective of this work was to evaluate the reaction of
Psidium guineense (Aracd) and Psidium guajava (Guava) genotypes to M. enterolobii parasitism
under greenhouse conditions. We evaluated 44 genotypes of P. guineense genotypes, native to
natural populations of Pernambuco State, and 6 genotypes of guava trees from domestic orchards.
The genotypes were evaluated according to the following parameters: gall index (Gl),
reproduction factor (RF), number of eggs per gram of root (OGR) and reduction of reproductive
factor (RFR). Considering the evaluated criteria, the P. guineense genotypes REC-DI-A02 and
REC-DI-A04 achieved the best results and can be indicated as a source of resistance to M.
enterolobii and also as promising genotypes for grafting tests in guava.

Key words: Guava tree, Myrtacea, Root-knot nematodes, Resistance.
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RESUMO

Cavalcanti Junior, E. A., R. M. Moraes Filho, J. G. A. Rossiter, A. V. V. Montarroyos, R. dos S.
Musser e L. S. S. Martins. 2017. Reacdo de genotipos do género Psidium spp. ao fitonematdide
Meloidogyne enterolobii. Nematropica __: -

A cultura da goiabeira tem sido severamente atacada pelo fitonemat6ide Meloidogyne
enterolobii (Sin.: M. mayaguensis), que tem causado drastica reducdo de produtividade e, em
alguns casos, até perda total de &reas cultivadas. Devido a sua grande gama de potenciais
hospedeiros e facil disseminacdo, M. enterolobii representa um perigo constante e tem se
mostrado um dos maiores limitantes para o cultivo da goiabeira no Nordeste brasileiro. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a reacdo de gendtipos de goiabeira e aracazeiro ao parasitismo
de M. enterolobii em condicGes de casa de vegetacdo. Foram avaliados 44 genotipos de
aracazeiros oriundos de populacdes naturais do Estado de Pernambuco e 6 genétipos de
goiabeiras. Os genotipos foram avaliados segundos os seguintes parametros: indice de galhas
(IG), fator de reproducédo (FR), nimero de ovos por grama de raiz (OGR) e reducdo do fator de
reproducdo (RFR). Considerando os critérios avaliados, 0s genétipos de aracazeiros REC-DI-A02
e REC-DI-A04 alcangaram os melhores resultados, podendo ser indicados como fonte de
resisténcia a M. enterolobii e também como genotipos promissores para testes de enxertia em
goiabeira.

Palavras-Chave: Goiabeira, Myrtaceae, Nematoides das galhas, Resisténcia.

INTRODUCAO

O género Psidium possui aproximadamente 150 espécies destacando-se a espécie Psidium
guajava L. (goiaba), devido a sua grande importancia econdmica, e tendo o Brasil como um dos
maiores produtores comerciais (Rodriguez et al., 2010). A goiabeira é uma frutifera perene que
possui frutos ricos em vitamina C e sais minerais, bastante apreciados no mercado nacional e
internacional (Gonzaga Neto, 2007). A importancia econdmica do cultivo da goiabeira se da
devido ao elevado valor nutricional de seus frutos e as diversas formas possiveis de consumo,
seja in natura, ou como produtos industrializados. Dentre as espécies da familia Myrtaceae, a
goiabeira e 0 aragazeiro estdo entre as mais importantes economicamente. Apesar do aragazeiro
ndo compartilhar da mesma importancia da goiabeira, esta espécie € de grande interesse para
pesquisas e para 0 melhoramento genético devido a caracteristicas desejaveis de seus frutos,

como os elevados teores de vitamina C e também devido a existéncia de gendtipos resistentes ao



CAVALCANTI JUNIOR, E. A. REAGCAO DE GENOTIPOS de Psidium spp. AO FITONEMATOIDE... 46

fitonematoide Meloidogyne enterolobii (Sin.: M. mayaguensis), que tem causado grandes
prejuizos a cultura da goiabeira, podendo ser usada como porta-enxerto para as goiabeiras
comerciais (Raseira e Raseira, 1996; Souza et al., 2006; Biazatti et al., 2016). Fitonematoides em
geral representam a maior fonte de estresse biotico para plantas cultivadas e, em alguns casos,
podem causar enfraquecimento, senescéncia prematura e até perda total na cultura (Bird, 2004;
Perry e Moens, 2011).

O M. enterolobii detectado pela primeira vez na llha de Haiman, na China em 1983, teve
sua presenca assinalada nos municipios de Petrolina (PE), Curaca e Manicoba (BA), recebendo a
designacdo de M. mayaguensis (Carneiro et al., 2001). Em diversos Estados brasileiros também
foram relatadas ocorréncias de M. enterolobii, como no Rio Grande do Sul e Santa Catarina
(Gomes et al., 2008), Goias (Carneiro et al., 2008) e Tocantins (Charchar et al., 2009). Danos e
perdas causados a cultura da goiabeira, por este fitonematdide, causaram a reducdo da area
cultivada de 6.000 para 2.000 ha, na regido do municipio de Petrolina, o principal polo produtor
no Estado de Pernambuco (Carneiro et al., 2006). Esta situacdo é agravada devido a baixa
variabilidade genética das variedades de goiabeiras comerciais brasileiras, onde
aproximadamente 70% dos pomares sdo compostos pela cultivar Paluma, destinados ao consumo
industrializado (Pereira e Kavati, 2011).

No atual contexto, M. enterolobii representa um perigo constante. A sua rapida
disseminacdo e o seu habito polifagico, que o habilita a viver dentro de raizes e parasitar um
grande namero de espécies, como plantas ornamentais, fumo, soja, cafeeiro, mamao, acerola,
araca, goiaba, plantas daninhas e diversas hortalicas, a tornam uma praga de dificil controle
(Maranh&o et al., 2001; Guimarées et al., 2003; Moreira et al., 2016).

Pesquisas tém sido realizadas com objetivo de encontrar genotipos de Myrtaceae resistentes
ao parasitismo dos nematoides das galhas. A obtencdo de porta-enxertos resistentes ao M.
enterolobii para a goiabeira, tem demonstrado que nos aracazeiros (Psidium spp.) pode-se
encontrar fonte de resisténcia, o que os torna importante no combate ao nematoide em questdo
(Scherer et al., 2012; Martins et al., 2013; Biazatti et al., 2016).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta de gendtipos de aragazeiros e goiabeiras ao
fitonematoide M. enterolobii, e selecionar gendtipos potencialmente resistentes ou tolerantes para

serem utilizados como porta-enxertos compativeis com variedades comerciais de goiabeiras.
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MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido na area de Fitotecnia do Departamento de Agronomia,
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), com localizagdo a 8°01°92°" S,
34°56°74>> W, a 6 m de altitude, onde foram avaliados 44 genotipos de araca e 5 de goiabeira,
provenientes do Estado de Pernambuco, do Rio de Janeiro e uma goiabeira comercial obtida em
mercado de frutas. A coleta dos genotipos para obtencdo das sementes ocorreu entre 0s meses de
janeiro a fevereiro de 2016 nos seguintes municipios de Pernambuco: Cabo de Santo Agostinho,
Paudalho, Canhotinho e Regido Metropolitana do Recife. Foram coletados de trés a quatros frutos
fisiologicamente maduros ou em estadgio de amadurecimento de cada planta. Todos os frutos
coletados foram lavados em agua corrente para eliminacdo de residuos e tratados com solucao de
hipoclorito a 5%, despolpados e retiradas as sementes que foram secas a sombra.

A semeadura foi realizada em 13 de maio de 2016, feitas em bandejas de polietileno
expandido de 16x8 células, colocando-se duas sementes por célula, utilizando-se substrato
comercial Basaplant®. As bandejas foram levadas para casa de vegetacdo onde receberam regas
diarias, tratos culturais e solucdo nutritiva formulada na proporcdo de 20 g de Sulfato de
Magnésio (MgS0,4), 37,5 g de Nitrato de Calcio (Ca(NOs),), 22,5 g de Nitrato de Potassio
(KNO3), 1,25 g de Quelatec A-Z, 10 g de MAP e 1,25 g de Ultraferro®, dissolvidos em 50 L de
agua, a cada 15 dias. Quando as mudas alcancaram 8 cm de altura foram transplantas para sacos
plasticos de 20 cm de altura por 10 cm de largura, devidamente identificado para cada genétipo e
acondicionadas em casa de vegetacdo onde receberam os devidos tratos culturais, irrigacdo por
aspersdo e solucdo nutritiva. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado,
correspondendo aos 44 genotipos de aragazeiros e 6 genotipos de goiabeiras. Cada tratamento
continha seis repeticdes, onde cada parcela foi constituida por uma planta.

O indculo, cedido pela Embrapa Semiarido — CPATSA-Petrolina-PE, foi propagado em
tomateiro (Solanum lycopersicum) reconhecido como bom hospedeiro ao M. enterolobii. Para a
extracdo de ovos seguiu-se a metodologia de Hussey e Barker (1973), as raizes foram
cuidadosamente retiradas do substrato, lavadas e cortadas em pequenos pedacos de 1-2 cm de
comprimento. A contagem de ovos foi feita com uso de microscépio Otico e de camera de
contagem de Peters, usando-se aliquota de 1 mL em 9 mL de agua destilada para ajuste de 1000
ovos/ml. Transcorrido 60 dias ap0s o transplantio das mudas para os sacos plasticos, os genétipos

foram inoculados com M. enterolobii com solucdo contendo 8.000 ovos por planta. Apés a
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inoculagdo foi suspensa a irrigacdo por periodo de 24 horas, a fim e evitar perda de ovos
inoculados. Aos 120 dias ap6s a inoculagdo foram avaliadas as relagdes de parasitismo.

Os parametros avaliados foram indice de galhas (IG), através da escala de notas do
International Meloidogyne Project (IMP), utilizado por Taylor e Sasser (1983), o nimero de ovos
por grama de raiz (OGR) e o fator de reproducdo (FR). As reacdes dos hospedeiros foram
enquadradas nos parametros estabelecidos por Hartman e Sasser (1985). Plantas que
apresentaram valores de IG < 2 foram consideradas resistentes. A estimativa do nimero de ovos
por sistema radicular foi realizada com auxilio de cdmara de Peters, em microscopio Gtico,
obtendo-se assim a populacéo final (Pf). O fator de reproducédo (FR) obtido pelo quociente Pf/Pi,
estabeleceu as reagdes da espécie vegetal quanto ao parasitismo, sendo enquadrados nos
pardmetros estabelecidos por Oostenbrink (1966), onde FR<1 espécie resistente (R), FR = 0
espécie imune (1) e FR>1 espécie suscetivel (S). O fator de reproducdo foi comparado pelo teste
de Scott-Knot a 5% de probabilidade. O maior valor obtido para a variavel FR foi usado como
referéncia para o célculo da reducdo do fator de reproducdo (RFR) segundo a metodologia de
Moura e Régis (1987) e classificados nas seguintes faixas: 0 a 25 = planta altamente suscetivel;
26 a 50 = planta suscetivel; 51 a 75 = planta pouco resistente; 76 a 95 = planta moderadamente

resistente; 96 a 99 = planta resistente; 100 = planta imune.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os 120 dias do periodo de infeccdo as temperaturas observadas em casa de
vegetacdo variaram entre 25,5 °C e 39 °C. Apos este periodo, observou-se a presenca de galhas
nas raizes das plantas inoculadas sugerindo que o ciclo de reproducdo do patdgeno se completou
sem perturbacdes (Figura 1A). De acordo com Agrios (2005), o ciclo de vida das espécies do
género Meloidogyne pode variar de acordo com o seu hospedeiro e a temperatura ambiente,
durando aproximadamente 25 dias a 27 °C, se alongando em temperaturas mais baixas ou mais
elevadas. A partir de dois meses da inoculagdo do M. enterolobii, sintomas de parasitismo como
murcha em horarios mais quentes do dia, amarelecimento das folhas e bronzeamento foram
observados em alguns dos genotipos inoculados. Também foi possivel observar sintomas como
engrossamento de raizes e reducdo do crescimento (Figuras 1B e 1C). No extrato de raizes dos

gendtipos inoculados foram observados a presenca de ovos e J2 (Figura 1D).
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Figura 1. Sintomas de infeccdo causados pelo fitonematoide Meloidogyne enterolobii
Yang e Eisenback. Setas verdes indicam a presenca de galhas nas raizes dos genoétipos
aracazeiro (A), Engrossamento de raizes na goiabeira (B), Reducdo de crescimento do
genotipos de aragazeiro 1, 2, 3, 4, 5 e 6, em contraste com o gen6tipo 7 ndo inoculado (C)
e presenca de ovos (setas vermelhas) e J2 (seta amarela) no extrato de raizes dos
gendtipos inoculados (D).

O fator de reprodugéo calculado para cada gendtipo variou entre 0,18 (REC-DI-A04) e 9,22
(CAB-BP-A19) (Tabela 1), evidenciando uma grande variabilidade na resposta dos gendtipos ao
parasitismo do nematoide. Dentre os paradmetros utilizados para medigdo da resposta ao
parasitismo de nematoides, o parametro FR € o mais preciso, sendo sensivel a alteracdo de
quantidade de indculo e periodo anual de inoculagdo para quantificar o nivel de resisténcia na
interacdo planta-nematoide, fato este também observado por Burla et al. (2010).

Todos o0s gendtipos oriundos da populagdo REC-DI, e o genétipo PAU-CM-AO03
apresentaram valores de FR < 1, indicando sua resisténcia ao patdgeno. Todos os demais
genotipos foram classificados como suscetiveis (FR > 1). O grau de suscetibilidade dos
gendtipos avaliados variou grandemente, com gendtipos com valores de FR ligeiramente acima
de 1, o que caracteriza uma baixa multiplicacdo do parasita, e valores de FR préximos de 10,

indicando uma extrema suscetibilidade a multiplicacdo de M. enterolobii. Entre as goiabeiras
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avaliadas, os gendtipos HU-RJ-GO01 e PAU-CM-GO03, apresentaram valores de FR de 1,43 e 1,69,
respectivamente, o que contrasta com o observado na literatura, onde goiabeiras sdo relatadas
como bastante suscetiveis a este parasita, com valores de FR variando entre 5,6 (Scherer et al.,
2012) e 42,81 (Martins et al., 2013). Entre os aracazeiros com FR pouco acima de 1, o gendtipo
CAB-EC-A50 apresentou o valor de 1,20, sendo classificado como moderadamente resistente.
Desta forma, estes genotipos por apresentarem fator de reproducdo pouco acima de 1, poderdo ser
utilizados em futuros estudos de resisténcia ao M. enterolobii. A partir do indice de reducdo do
fator de reproducdo (RFR) que compara os valores de FR de cada genétipo com o valor de FR do
genotipo mais afetado (CAB-BP-A19), segundo a metodologia de Moura e Régis (1987), os
genotipos foram classificados de acordo com o seu grau de tolerdncia ao fitoparasita. Segundo
este critério, os gendtipos REC-DI-A02 e REC-DI-A04 foram classificados como resistentes,
sendo os mais promissores para futuros estudos de compatibilidade para uso como porta-enxerto
de goiabeiras comerciais.

Tabela 1 — Avaliacdo de Patogenicidade do Meloidogyne enterolobii Yang e Eisenback em

aracazeiros e goiabeiras da regido da Zona da Mata do Estado de Pernambuco. UFRPE, Recife-
PE, 2017

GENOTIPO FR C RFR C | GENOTIPO FR C RFR C
HU-RJ-GO1 143 b S 8438 MR |CAB-EC-A53 789 a S 1432 AS
PAU-CM-GO1 404a S 5609 PR |CAB-EC-A54 367 a S 6020 PR
PAU-CM-G02 242b S 7368 PR |CAB-EC-A55 543 a S 41,10 S
PAU-CM-G0O3 169b S 8165 MR |CAB-EC-A56 246 b S 7327 PR
PAU-CM-G04 308a S 6655 PR |CAB-EC-A57 516a S 4395 S
CAN-19 378a S 5890 PR |CAB-EC-A58 533 a S 4212 S
PAU-CM-A03 099 c R 8922 MR |CAB-EC-A60 288 b S 6875 PR
PAU-CM-A04 272 b S 7047 PR |CAB-BP-A01 222b S 7583 MR
PAU-CM-A05 304 b S 6700 PR |CAB-BP-A02 356a S 61,35 PR
REC-DI-A01 058c¢c R 9371 MR |CAB-BP-A03 337 b S 6343 PR
REC-DI-A02 032c R 9651 R |CAB-BP-A04 443 a S 51,86 PR
REC-DI-A03 061 c R 9336 MR |CAB-BP-A05 449 a S 51,22 PR
REC-DI-A04 018 c R 97,94 R | CAB-BP-A07 813 a S 11,78 AS
REC-DI-A0O5 040 c¢ R 9558 MR |CAB-BP-A08 324 b S 6485 PR
CAB-EC-A41 647 a S 2981 S |CAB-BP-A09 293 b S 6819 PR
CAB-EC-A42 401 a S 5646 PR |CAB-BP-A10 264 b S 71,28 PR
CAB-EC-A43 622 a S 3245 S |CAB-BP-All 496 a S 46,17 S
CAB-EC-A44 886 a S 381 AS |CAB-BP-A13 790a S 1431 AS
CAB-EC-A45 735a S 2021 AS |CAB-BP-A14 222b S 7585 PR
CAB-EC-A47 543 a S 41,09 S |CAB-BP-A16 555a S 3980 S
CAB-EC-A48 512 a S 4444 S |CAB-BP-Al7 349a S 62,09 PR
CAB-EC-A49 494 a S 46,36 S |CAB-BP-A18 393 a S 57,30 PR
CAB-EC-A50 120c S 8698 MR |CAB-BP-A20 331 a S 64,10 PR
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CAB-EC-A51 667 a S 27,63 S | GO-COM 421 a S 5434 PR
CAB-EC-A52 653a S 2911 S |CAB-BP-A19 922a S 000 AS

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5%
de probabilidade. FR - Fator de Reprodugdo, RFR - Redugdo do Fator de Reproducdo. Onde: FR<1 espécie
resistente (R), FR = 0 espécie imune (I) e FR>1 espécie suscetivel (S). C — Classificacdo: R (Resistente), S
(Suscetivel), AS (Altamente Suscetivel), PR (Pouco Resistente), MR (Moderadamente Resistente). FR =
Populagdo Final/Populagdo Inicial, PF = Quantidade de ovos e J2 observados ao final, a partir dos 8000 ovos
iniciais de inéculo Oostenbrink, (1966), Letras ao lado dos valores de FR referem-se a analise de agrupamento
pelo teste de Scott-Knot (5%) dos valores de FR transformados para raiz de X, utilizou-se o software Assistat 7.7.

Em relacdo ao indice de galhas, observou-se uma variacdo de 2,16 do genétipo REC-DI-
A02 a 4,66 do genttipo CAB-EC-A44 (Tabela 2). Baseado neste critério, os genotipos REC-DI-
A02, REC-DI-A04, REC-DI-A05 seriam considerados resistentes. No entanto, apenas a
observacao deste critério pode levar a classificacGes erréneas, devido a sua subjetividade e
empirismo, de acordo com Costa Filho (2012). A andlise de correlacdo entre as variaveis FR e IG
revelou uma correlagdo positiva entre os dois indices (R = 0,605), indicando que existe uma
tendéncia de que gendtipos exibindo valores elevados de IG tambeém apresentem valores elevados
de FR (Figura 2).

Tabela 2 - Resultado da reacdo das espécies Psidium guajava L. e Psidium guineense Swartz a
acao de parasitismo ao Meloidogyne enterolobii Yang e Eisenback. UFRPE, Recife-PE, 2017

* * *

GENOTIPO IG OGR” PF GENOTIPO IG OGR PF

HU-RJ-GO01 400a 24,79 104,56 b | CAB-EC-A53 450a 5229a 24349a
PAU-CM-GO1 450a 39,14 176,86 a | CAB-EC-A54 366a 41,61 b 169,24a
PAU-CM-G02 4,16a 32,58 130,75 b | CAB-EC-A55 4,33a 4129 b 19595a
PAU-CM-G03 4,33a 2544 113,42 b | CAB-EC-A56 3,00 b 30,97 c¢ 128,09 b
PAU-CM-G04 466a 27,20 155,34a | CAB-EC-A57 450a 41,80 b 19554a
CAN-19 383a 43,82 170,34a | CAB-EC-A58 450a 3485 Db 198,18a
PAU-CM-A03 3,66a 24,79 84,66 ¢ | CAB-EC-A60 350 b 59,20a 14731 b

PAU-CM-A04 4,16a 42,92 143,89 b | CAB-BP-A01 4,33a 33,34 ¢ 12956 b
PAU-CM-A05 4,16a 38,39 13791 b | CAB-BP-A02 433a 36,36 b 160,33a
REC-DI-A01 3,16 b 15,90 64,80 ¢ | CAB-BP-A03 4,16a 28,04 c 146,02 b
REC-DI-A02 2,16 c¢ 13,39 4953 ¢ | CAB-BP-A04 450a 39,71 b 17965a
REC-DI-A03 3,00 b 14,78 66,96 ¢ | CAB-BP-A05 4,16a 34,03 b 177,04a
REC-DI-A04 233 c¢ 11,74 36,07 ¢ | CAB-BP-A07 4,33a 3161 c¢ 218,23 a
REC-DI-A0S 2,66 c 13,76 5450 c | CAB-BP-A08 4,16a 3559 b 150,61 b
CAB-EC-A41 4,16a 4042 213,29a | CAB-BP-A09 450a 3693 b 150,93 b
CAB-EC-A42 4,16a 39,15 17480a | CAB-BP-A10 4,16a 32,87 ¢ 13865 b

CAB-EC-A43 4,16a 38,57 209,97a | CAB-BP-A1l1 450a 48,19a 190.46a
CAB-EC-A44 466a 4577 260,49a | CAB-BP-A13 433a 4420 Db 22530a
CAB-EC-A45 433a 46,85a 228,18a | CAB-BP-Al4 383a 37,11 b 12829 b
CAB-EC-A47 366a 5257a 1936la |CAB-BP-Al16 366a 4049 b 196,27 a
CAB-EC-A48 4,00a 36,19 b 18946a |CAB-BP-Al7 383a 27,72 ¢ 15552a

OO OO0 000000 T oTooo o
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CAB-EC-A49 383a 2991 c¢ 18580a |CAB-BP-A18 416a 3490 b 1648la
CAB-EC-A50 350 b 1835 d 9510 c |CAB-BP-A20 416a 34,70 b 159,66 a
CAB-EC-A51 4,00a 574la 21733a |GO-COM 433a 5236a 179,56a
CAB-EC-A52 4/16a 53,08a 206,66a | CAB-BP-A19 433a 5545a 267,52a
CV(%) - - - - 17,23  34,67* 39,44*

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. 1G — Indice de galhas, OGR — Ovos por grama de raiz (g), PF = Populagdo Final, * = Dados
Transformados para Raiz de X.

Figura 2. Indice de galhas e fator de reproducio em genGtipos de aracazeiro e
goiabeira por acdo do Meloidogyne enterolobii Yang e Eisenback (A) e correlagdo
entre as variaveis Fator de Reproducédo (FR) e Indice de Galhas (IG) (B).

Os dados de ovos por grama de raiz (OGR) e Populacdo Final (PF), demonstraram grande
variacdo entre os genotipos analisados (Tabela 2), de forma similar ao observado pela analise do
fator de reproducdo, os gendtipos da populagdo REC-DI apresentaram os resultados mais
promissores, diferindo estatisticamente dos demais gendtipos.
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Diversos estudos sobre a reagdo de gendtipos e variedades comerciais de goiabeira ao
parasitismo de M. enterolobii, demonstraram sua extrema suscetibilidade a este parasita (Scherer
et al., 2012; Martins et al., 2013; Pereira et al., 2016). As espécies da familia Myrtaceae
apresentam diferentes graus de reacdo ao parasitismo de M. enterolobii. Apesar de gendtipos
imunes terem sido encontrados em espécies do género Psidium, como P. cattleyanum, P.
myrtoides e P. acutangulum, as espécies P. guajava e P. guineense sdo consideradas mais
suscetiveis a este fitonematoide (Marques et al., 2012). Apesar da resisténcia encontrada em P.
cattleyanum, testes de enxertia indicaram uma incompatibilidade para ser utilizada como porta-
enxerto com a cultivar Paluma (Almeida et al., 2009). Desta forma é de grande importancia, a
busca de gendtipos resistentes ao parasita, mas também que tenham maior possibilidade de

compatibilidade com variedades comerciais de goiabeira (Freitas et al., 2014).

CONCLUSOES

Os genotipos de aragazeiros REC-DI-A02 e REC-DI-A04 por terem alcangado os melhores
resultados na avaliacdo de reducdo do fator de reproducdo, podem ser indicados como fonte de
resisténcia a M. enterolobii e também como genotipos promissores para testes de enxertia com

variedades comerciais de goiabeira.
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CAPITULO 1l

CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E FUNCIONAL DE SEQUENCIAS PROTEICAS
DE CALRETICULINA EM DIFERENTES ESPECIES DE NEMATOIDES COM USO DE
FERRAMENTAS in silico.

Artigo a ser enviado para Revista GMR (Genetics and Molecular Research).
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Caracterizacao estrutural e funcional de sequéncias proteicas de calreticulina em diferentes
espécies de nematoides com uso de ferramentas in silico.
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RESUMO

Dentre os fitonematoides do género Meloidogyne que causam grandes prejuizos ao
agronegocio, a espécie Meloidogyne enterolobii, tem se destacado devido a alta patogenicidade,
ampla gama de hospedeiros e ser encontrada em diversas regides tropicais. S80 endoparasitas
obrigatdrios que causam diversos estresses bidticos a planta, utilizando-se de um conjunto de
fatores favoraveis ao parasitismo, sendo capazes de penetrar e migrar dentro dos tecidos vegetais
e estabelecer uma interacdo planta-nematoide. Substancias produzidas, pelas glandulas dorsais e
subventrais da regido do es6fago do parasita, sdo injetadas nas raizes por meio do seu estilete,
degradando componentes da parede vegetal como a celulose, hemicelulose e pectina, induzindo a
formacdo de sitios de alimentacdo e formacdo de galhas nas raizes. A calreticulina (CRT), uma
proteina de excrecdo, altamente conservada em animais e plantas foi identificada nas secrecfes
de diversos parasitas indicando que estdo associadas a supressdo da imunidade da planta. A
bioinformaética tem propiciado informacdes valiosas sobre as biomoléculas e através de analises
in silico, tem fornecido dados de caracterizacdo estrutural e funcional de sequéncias gendmicas,
predicdo estrutural e funcbes das proteinas, além de possibilitar comparacdes de sequéncias
bioldgicas de diversas espécies. Em nossa analise foram caracterizadas 15 sequéncias da proteina
CRT entre nematoides de vida livre, parasitas de plantas e animais, presentes em bancos de dados
gendmicos. Resultados obtidos indicaram a presenca de cinco dominios funcionais conservados e
multifuncionais entre as CRTs. Os parametros fisico-quimicos demostraram que a CRT tem baixa
atividade em pH &cido, afinidade em meio aquoso, sendo de carater hidrofilico. A analise de
agrupamento apresentou consisténcia com a classificacdo taxondmica das espécies avaliadas. O
modelo 3D da CRT apresentou estabilidade em nivel energético, possibilitando a compreensédo da
estrutura da proteina. Os resultados obtidos sobre a CRT podem fornecer condicBes para futuros
estudos de resisténcia em plantas contra ataques de nematoides.

Palavras-Chave: Aminoacidos; Bioinformatica; Dominios conservados; Meloidogyne
enterolobii; Modelo 3D.
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ABSTRACT

Among the phytonematodes of the Meloidogyne genus, that cause great damage to
cultivated species, Meloidogyne enterolobii, has raised a major concern due its high
pathogenicity, wide range of hosts and occurrence in several tropical regions. This species are an
obligatory endoparasite that cause several biotic stresses to plants, using a set of parasitism
factors, being able to penetrate and migrate within the plant tissues and establish a plant-nematoid
interaction. Substances produced by the dorsal and subventral glands in the esophagus region of
the parasite are injected into the roots by a hollow stylet, degrading plant cell wall components
such as cellulose, hemicellulose and pectin, and inducing the formation of feeding sites and galls
in the roots. Calreticulin (CRT), a highly conserved protein in animals and plants, has been
identified in the secretions of several parasites indicating that they are associated with
suppression of plant immunity. Bioinformatics has provided valuable information on
biomolecules and, through in silico analysis, has provided structural and functional
characterization data of genomic sequences, structural prediction and protein functions, as well as
comparisons of biological sequences of several species. In our analysis 15 CRT sequences were
characterized from free-living, plant and animal parasitic nematodes, present in genomic
databases. The results also indicated the presence five functional domains. The analysis of the
physical-chemical parameters showed hydrophilic CRTs with acidic isoelectric points (PI). The
cluster analysis showed consistency with the taxonomic classification of the evaluated species.
We also developed a stable CRT 3D model which may help the understanding of the structure of
this protein. The results obtained on CRT may provide insights for future resistance studies in
plants against nematode attacks.

Key words: Amino acids; Bioinformatics; Preserved domains; Meloidogyne enterolobii; 3D
model.

INTRODUCAO

O filo nematoda compreende mais de 25.000 espécies descritas. Aparentemente todas as
plantas cultivadas tém uma ou mais espécies de nematoides como endo ou ectoparasitas. A ordem
Tylenchida é o mais importante grupo de nematoides parasitas, que causam, em termos mundiais,
bilhGes de dolares em perdas para 0 agronegocio a cada ano. Estes parasitas representam a maior
fonte de estresse biotico para plantas, e podem causar enfraquecimento, senescéncia precoce e até
perda total para varias culturas. Estima-se que mais de 5.000 espécies de plantas em todo o
mundo sdo infestadas por esses organismos (Kepenekci e Oztiirk, 2002; Bird, 2004; Blok et al.,
2008; Perry e Moens, 2011).

Os fitonematdides do género Meloidogyne sdo altamente destrutivos e estdo associados a
perdas de producdo em diversas lavouras mundialmente. Dentre as espécies do género,
Meloidogyne enterolobii Yang e Eisenback é considerada a mais agressiva (Brito et al., 2004;
Kiewnick et al., 2009). A espécie foi reportada na Africa, América Central, América do Sul,
Estados Unidos, Franca e China (EPPO Global Database, 2008). M. enterolobii foi detectado no
Nordeste do Brasil, em pomares de goiabeira e desde entdo, tem sido uma grande preocupagéo
devido a sua acelerada propagacéo e ao seu potencial destrutivo, impossibilitando o cultivo em
areas onde esteja presente (Carneiro et al., 2001). A presenca destes parasitas em diferentes
regides do mundo vem sendo crescentemente reportada, incluindo em lavouras de plantas com
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genes de resisténcia a outras espécies do género (Blok et al., 2002; Carneiro et al., 2006; Brito et
al., 2007).

Os fitonematdides empregam um conjunto de fatores de parasitismo para habilitar a
penetracao nas raizes de seus hospedeiros e para estabelecerem seus sitios de alimentacdo. Assim
sendo, sdo capazes de penetrar e migrar dentro dos tecidos vegetais, estabelecendo uma
sofisticada interacdo com seus hospedeiros. Os fatores de parasitismo consistem em uma série de
substancias produzidas pelas glandulas dorsais e subventrais da regido esofagiana do nematoide,
que sdo injetadas nas raizes por meio do seu estilete projetavel (Jaouannet et al., 2012).

Alguns desses fatores sdo responsaveis pela degradacdo dos componentes da parede celular
do hospedeiro, enquanto outros induzem a diferenciagdo de células vegetais, formando células
multinucleadas, que passam por alteracfes fenotipicas, funcionais e metabdlicas (Jones e Payne,
1978; Wiggers et al., 1990; Ding et al., 1998). Galhas sdo formadas ao redor das células gigantes
e as raizes tornam-se distorcidas, comprometendo suas funcdes e prejudicando o crescimento da
planta. E é por meio das células gigantes que os fitonematdides garantem sua alimentacao,
desenvolvimento e reproducéo (Ding et al., 1998).

Entre essas substancias, destaca-se a calreticulina (CRT), uma proteina multifuncional
altamente conservada em animais e plantas (Cabezon et al., 2008). Diversos estudos
identificaram a CRT nas secrec¢des do estilete de nematoides fitoparasitas (Jaubert et al., 2002,
Holaska et al., 2002; Jaouannet et al., 2012; Li et al., 2015) e também em secrecdes de
nematoides parasitas de animais (Suchitra e Joshi, 2005), que a relacionam com a supressdo dos
sistemas de defesa dos hospedeiros. Por ser encontrada nas secre¢fes de diversos hospedeiros,
supde-se que a CRT tenha um papel importante no parasitismo (Ferreira et al., 2004).

A supressdo da producdo da CTR por knockdown em nematoides fitoparasitas levou a
diminuicdo do sucesso da infeccdo e da capacidade de multiplicacdo e formacédo de galhas,
deixando clara a funcdo dessa proteina no processo de parasitismo (Christensen et al., 2010;
Jaouannet et al., 2012). Dentre os nematoides fitoparasiticos, a CRT foi identificada em
Aphelenchoides besseyi (Feng et al. 2015b), Bursaphelenchus xylophilus (Li et al., 2011),
Ditylenchus destructor (Wang et al., 2009), Globodera rostochiensis (Eves-Van Den Akker et al.,
2016), Meloidogyne enterolobii (Long e Sun, 2015), Meloidogyne incognita (Jaubert et al.,
2002), Pratylenchus goodeyi (Pestana et al., 2013) e Radopholus similis (Peng et al., 2009).

Anadlises in silico podem ser de grande importancia para a identificacdo, caracterizacao
estrutural e funcional de sequéncias genémicas, além de possibilitar a predicdo de estruturas e
funcBes de proteinas. Este tipo de experimentacdo representa uma alternativa de baixo custo para
estudos sobre funcbes bioldgicas com modelos computacionais bastante precisos, quando
comparados com as condi¢BGes naturais, e mais especificamente, podem auxiliar na busca de
genes ligados ao parasitismo e a resisténcia nas espécies hospedeiras (Darabi e Seddigh, 2015;
Feng et al., 2015a; Han et al., 2015; Vatansever et al., 2016; Moraes Filho e Martins, 2016).
Esses recursos computacionais e ferramentas voltadas para a biologia molecular possibilitam
analises de sequéncias de biomoléculas, analises de pardmetros fisicos e quimicos de proteinas,
localizacdo de pontos de clivagem de peptideo sinal das sequéncias de aminoacidos, entre outros.

O objetivo deste trabalho foi de caracterizar sequéncia da proteina calreticulina, verificar
sua conservacdo filogenética entre nematoides de vida livre, parasitas de animais e plantas,
identificando a funcionalidade, localizacdo subcelular da proteina e o dominio conservado, bem
como, representar por meio de modelagem computacional in silico a homologia e estrutura
terciaria da proteina.
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MATERIAL E METODOS

Busca de dados e identificacédo de sequéncias

A busca de sequéncias de proteinas para M. enterolobii foi realizada na base de dados
publica disponivel no National Center for Biotecnology Informations (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Com auxilio da ferramenta BLASTp foi possivel a localizagcdo
de sequéncias homdlogas de proteinas e similares em nematoides de vida livre, parasitas de
animais e de plantas.

Caracterizacao estrutural das sequéncias

Por meio da ferramenta ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) (Gasteiger et al.
2005) foram calculados os pardmetros fisicos e quimicos como: peso molecular, ponto isoelétrico
(p1), composicdo de aminoacidos e hidropaticidade média (GRAVY).

A localizagdo subcelular das sequéncias foi deduzida pelo servidor CELLO2GO
(http://cello.life.nctu.edu.tw/cello2go/) (Yu et al.,, 2014). A presenca de peptideo sinal e
localizagdo de seus pontos de clivagem foram investigadas com uso do servidor SignalP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) (Petersen et al., 2011).

Caracterizacédo e localizacdo de dominios funcionais

A caracterizacdo funcional das sequéncias da proteina CRT foi realizada no servidor
Predict Protein (Yachdav et al., 2014) (https://ppopen.informatik.tu-muenchen.de/).

A identificacdo dos dominios funcionais da proteina, sua classificacdo e ontologia foram
realizadas com o uso do servidor Prodom (Servant et al., 2002).
(http://prodom.prabi.fr/prodom/current/ntml/home.php), uma base de dados de familia de
dominios de proteinas de segmentos homologos.

Previséo de efeitos funcionais de mutac6es de sequéncia

A estimativa dos efeitos funcionais ocasionados por mutacdes de sequéncias de
aminoécidos foram obtidas por meio do servidor SNAP2 (Hecht et al., 2015)
(https://rostlab.org/services/snap2web/).

Analise de agrupamento

As sequéncias de aminoacidos foram alinhadas pelo algoritmo ClustalW, implementado no
software - MEGA 6.06 (Tamura et al., 2011). Cladogramas foram geradas pelo método de
neighbor Joining (NJ) com 1000 replicatas (bootstrap).

Predicdo de estrutura terciaria e validacdo do modelo

Modelos 3D da proteina CRT para M. enterolobii foram gerados por um conjunto de
ferramentas do servidor Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) (Kelley et al., 2015). Os
modelos foram visualizados pelo software UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004). A qualidade
do modelo gerado foi avaliada com o uso do servidor Molprobity
(http://molprobity.biochem.duke.edu/) (Chen et al., 2010), pela andlise do grafico de
Ramachandran. @) Z-score foi calculado pelo servidor ProSA-web
(https://prosa.services.came3.sbg.ac.at/prosa.php) (Wiederstein e Sippl, 2007) para o
reconhecimento de erros na estrutura 3D. Minimizacgédo de energia e correcdo de pequenos erros
no modelo tridimensional foram realizados pelo servidor Yasara force Field (Krieger et al., 2009)
e pelo software KiNG (Chen et al., 2009).


http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2
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RESULTADOS

Identificacéo e caracterizacéo da calreticulina (CRT)

Neste estudo foram analisadas sequéncias da proteina CRT de M. enterolobii e de outros
nematoides fitoparasiticos, parasiticos de animais e de vida livre, recolhidas das bases de dados
do NCBI e do banco de genomas Wormbase. A sequéncia da proteina CRT da espécie M.
enterolobii foi recuperada em formato FASTA, sendo utilizada como query na ferramenta
BLASTYp para a localizagdo de sequéncias homologas e similares em outros nematoides.

Foram selecionadas quinze sequéncias de CRT em espécies de nematoides, sendo oito em
parasitas de plantas distribuidos nas familias: Meloidogynidae (2), Aphelenchoididae (2),
Anguinidae (1), Pratylenchidae (2), Heteroderidae (1); trés em parasitas de animais distribuidos
nas familias: Haemonchidae (1), Onchocercidae (2) e quatro de vida livre distribuidos nas
familias: Steinernematidae (1) e Rhabditidae (3), as sequéncias encontram-se listadas na tabela 1.
Todas as sequéncias selecionadas foram identificadas com peptideo sinal pelo servidor SignalP.
A presenca do peptideo sinal € caracteristica de proteinas de excrecdo. O signalP, identificou os
pontos de clivagem e parametros sobre as regiGes de ocorréncia, ponto de saida e auséncia do
peptideo sinal (Figura 1).

Caracterizacdo estrutural das sequéncias

Com base nas informagdes de localizacdo do peptideo sinal e seu ponto de clivagem, foi
possivel determinar os parametros fisico-quimicos das sequéncias de CRT e investigar as
estruturas e funcionalidades da proteina. Os parametros obtidos por meio do servidor ProtParam,
sdo demonstrados com e sem peptideo sinal (Tabela 2). Ap6s a remocdo do peptideo sinal, as
sequéncias de CRT analisadas variaram de tamanho entre 374 aa (Caenorhabditis elegans) a 393
aa (M. enterolobii e M. incognita) e peso molecular de 42.6 kDa (Dirofilaria immitis) e 46.1 kDa
(M. incognita e M. enterolobii). O ponto isoelétrico (pl) das sequéncias ficou entre 4.56
(Caenorhabditis brenneri) e 5.39 (D. immitis).

O ponto isoelétrico é o pH em que a proteina torna-se insoltvel e, portanto, instavel (Shaw
et al., 2001). Desta forma, as CRTs identificadas teriam baixa atividade em pH acido, atuando,
provavelmente, na faixa neutra ou alcalina. A hidropaticidade média GRAVY, variou entre -
1.176 (Caenorhabditis briggsae) e -1.442 (Pratylenchus goodeyi). Esses resultados indicam que
0s CRTs analisados sdo de caréter hidrofilico. O servidor CELLO2GO foi usado para analisar a
localizacdo subcelular das sequéncias. Todas as sequéncias foram descritas como proteinas
intracelulares da regido do reticulo endoplasmatico.

Tabela 1. Quinze sequéncias da Calreticulina (CRT) e suas espécies de origem, obtidas do banco
de dados do NCBI

Modo

Espécie Identificacéo Ordem Familia de

Vida

Aphelenchoides besseyi AlL52184.1 Tylenchida Aphelenchoididae  Pp
Bursaphelenchus xylophilus ADD82420.1 Tylenchida Aphelenchoididae  Pp
Ditylenchus destructor ACV33082.1 Tylenchida Anguinidae Pp
Globodera rostochiensis GROS g02225.t1 Tylenchida Heteroderidae Pp
Meloidogyne enterolobii AMQ22793.1 Tylenchida Meloidogynidae Pp
Meloidogyne incognita AAL40720.1 Tylenchida Meloidogynidae Pp

Pratylenchus goodeyi AIW66697.1 Tylenchida Pratylenchidae Pp


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=6243&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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Radopholus similis ACY01917.1 Tylenchida Pratylenchidae Pp
Dirofilaria immitis AADO03405.1 Spirurida  Onchocercidae Pa
Haemonchus contortus CDJ90114.1 Rhabditida Haemonchidae Pa
Wuchereria bancrofti EJW84212.1 Spirurida  Onchocercidae Pa
Caenorhabditis brenneri EGT47209.1 Rhabditida Rhabditidae VL
Caenorhabditis briggsae XP002636809.1 Rhabditida Rhabditidae VL
Caenorhabditis elegans NP 504575.1 Rhabditida Rhabditidae VL
Steinernema feltiae ACS32297.1 Rhabditida Steinernematidae VL

Modo de Vida: Pp - Parasita de plantas, Pa - Parasita de Animal, VL - Vida Livre

Tabela 2. Estruturas primarias, peptideo sinal e localiza¢do subcelular da Calreticulina (CRT)
Espécie Tamanhoda oy 1 yay pl GRAVY SCPS  LSc
Proteina

B. xylophilus 399/378 46.3/44.1  4.67/4.64 -1.152/-1.285 A21-A22 In;RE

D. destructor 404/383 46.8/445  459/457 -1.178/-1.325 A21-A22 In;RE

G. rostochiensis 413/ 392 48.1/45.7 4.66/4.66 -1.169/-1.317 A21-A22 In;RE

M. enterolobii 415/393 48.6/ 46.1 4.64/4.62 -1.195/-1.359 A22-A23 In;RE

M. incognita 415/393 48.5/46.1 4.67/4.65 -1.189/-1.357 A22-A23 In,RE

P. goodeyi 413/392 48.2/46.0  4.63/4.63 -1.276/-1.442 A21-A22 In;RE

R. similis 405/384 475/45.2  4.73/4.70 -1.246/-1.406 A21-A22 In;RE

D. immitis 387/366 44.9/42.6  550/5.39 -1.093/-1.230 A21-A22 In;RE

H. contortus 403/382 47.0/44.7  477/4.74 -1.166/-1.320 A21-A22 In;RE

W. bancrofti 404/383 47.4/45.1  4.78/4.76 -1.258/-1.420 A21-A22 In,RE

A.besseyi 402/381 46.7/44.6  4.58/457 -1.144/-1.296 A21-A22 In,RE

C. brenneri 396/375 45.7/43.4  4.58/456 -1.059/-1.192 A21-A22 In,RE

C. briggsae 396/375 45.8/43.5  4.58/4.57 -1.044/-1.176 A21-A22 In;RE

C. elegans 395/374 45.6/43.3  4.59/458 -1.065/-1.199 A21-A22 In;RE

S. feltiae 402/381 46.5/44.2  456/4.53 -1.083/-1.232 A21-A22 In;RE

PM: Peso Molecular; pl: Ponto isoelétrico; GRAVY: Grand average of hydropathicity; SCPS: Sitio conservado de peptideo sinal;
LSc: Localizagdo Subcelular; In: intracelular; RE: Reticulo Endoplasmatico.
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Figura 1. Sequéncias de aminoacidos com seus pontos de clivagem de peptideo sinal das
espéecies pelo servidor SignalP de: Meloidogyne enterolobii, Meloidogyne incognita,
Caenorhabditis brenneri e Wuchereria bancrofti. Pontuagdes de saida: C-score (Ponto de
saida do peptideo sinal), S-score (regido que contém o peptideo sinal e a regido sem o
peptideo sinal da proteina), Y-score (indica o Pico C e a regido de inclinagdo sem o
peptideo sinal).

Alinhamento multiplo das sequéncias

Por meio do software Mega 6.06 foi executado o algoritmo ClustalW para o alinhamento
multiplo das sequéncias proteicas de calreticulina (Figura 2). A seta em azul indica a regido de
clivagem do peptideo sinal. Com base no alinhamento, foi possivel identificar regides de alta
similaridade entre as sequéncias analisadas. A conservacdo desta proteina entre organismos de
trés ordens (Tylenchida, Rhabditida e Spirurida) e modos de vida distintos, indica sua
importancia para o desenvolvimento destas espécies, além da sua funcéo no parasitismo.
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Figura 2. Alinhamento multlplo de sequéncias de Calreticulina (CRT).

Caracterizacéo e localizagdo de dominios funcionais

A caracterizagdo funcional da Me-CRT realizada pelo servidor Predict Protein indicou que
esta proteina esta relacionada com fungdes de ligacdo com proteinas ndo dobradas e ions de
calcio, tendo uma funcéo provavel no auxilio ao dobramento proteico (Figura 3).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=6300&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=6236&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=6274&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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Figura 3. Funcdo Molecular (A) e Processos Biologicos (B) de Calreticulina (CRT).

Foi identificada a presenca de cinco dominios funcionais (PD001866, PD134703,
PD532806, PDB1V5W4 e PDC4G142) nas sequéncias de aminoacidos da CRT (Tabela 3). O
dominio PD001866 foi identificado em todas as sequéncias analisadas, sendo altamente
conservado, 0 que sugere sua importancia para o funcionamento da proteina. O dominio
PD134703 foi o segundo mais encontrado entre as espécies, estando presente nas ordens
Tylenchida e Rhabditida, enquanto, os dominios PDC4G142 e PDB1V5W4 s6 foram
encontrados na ordem Rhabditida (Figura 4).
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Figura 4. Dominio funcional com relacdo a Calreticulina (CRT) observados pelo servidor

ProDom.
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Tabela 3. Dominios funcionais identificados pelo servidor ProDom em Calreticulina (CRT)

Dominios Pfam Classificacao Ontologia

PD001866 Calreticulina Dobragem de proteinas, componente integral da
membrana, ligacdo de proteinas desdobradas,
ligacdo de proteina envolvida na dobragem de
proteinas.

PD134703 Calreticulina ~ ------

PD532806 Ldmen do reticulo endoplasmatico, dobragem de
proteinas, ligacdo de proteina envolvida na
dobragem de proteinas, ligacdo de proteinas
desdobradas.

PDB1V5W4 Calreticulina Dobragem de proteinas, componente integral da
membrana, ligagdo de proteinas desdobradas,
ligacdo de proteina envolvida na dobragem de
proteinas.

PDC4G142 Dobragem de proteinas, lumen do reticulo

sarcoplasmico, ligacdo de proteina desdobrada,
ligacdo de proteina envolvida na dobragem de
proteinas.

Previséo de efeitos funcionais de mutagdes de sequéncia

Pela andlise da sequéncia Me-CRT no servidor SNAP2, foi observado que os dominios
funcionais PD001866 e PD134703 sdo as regides da proteina mais sensiveis a mutacfes. Este
servidor exibe de forma gréfica o impacto funcional de uma possivel mutacdo em determinado
aminoacido da sequéncia proteica. Os efeitos da substituicdo sdo representados em uma escala de
intensidade que varia de Neutro (cor azul), a baixo efeito ou inconclusivo (cor branca), até alto
efeito (cor vermelha). Na Figura 5, estdo destacados dois aminoacidos em que qualquer
substituicdo causaria alto impacto funcional na proteina.
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Figura 5. Previsdo dos efeitos funcionais das mutacGes em aminoacidos pelo servidor (SNAP2).
Seta em vermelho indica a posi¢do do aminoacido cisteina (C), seta em amarelo indica a posicao

do aminoécido triptofano (W).
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Analise de agrupamento

Para analisar as relagBes filogenéticas das espécies relacionadas com base na CRT, foi
construido um cladograma a partir do alinhamento multiplo das 15 sequéncias de CRT de
nematoides. O cladograma foi construida segundo o método Neighbor Joining (NJ) com 1000
replicatas (bootstrap).

O agrupamento encontrado no cladograma foi consistente com a classificagdo taxondmica
dos nematoides, ficando as espécies de uma mesma ordem agrupados no mesmo clado. A Figura
6 ilustra o cladograma, onde os genoétipos estdo separados por ordem e também marcados de
acordo com seu modo de vida. Os nematoides fitoparasitas da ordem Tylenchida formaram um
grande clado junto com os nematoides da ordem Rhabditida, que compreende tanto nematoides
de vida livre quanto parasitas de animais. Os dois nematoides do grupo Spirurida, ambos
parasitas de animais, formaram um grupo externo, sendo geneticamente bem distintos dos outros
grupos.
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Figura 6. Agrupamento encontrado no cladograma das espécies relacionadas com base na
Calreticulina (CRT). Nematoides fitoparasitas sdo indicados por circulos verdes, nematoides
de vida livre por circulos azuis e parasitas de animais por circulos vermelhos.

Predicdo de estrutura terciaria

O conhecimento da estrutura 3D de proteinas € de grande importancia para o entendimento
de suas funcbes. Devido a ndo existéncia de um modelo tridimensional da CRT de
fitonematoides, foi necessaria a utilizacdo da metodologia de modelagem por homologia. Este
método prevé a estrutura tridimensional de uma proteina usando como modelo sequéncias
similares que ja tenham sua estrutura elucidada. A Figura 7 ilustra 0 modelo gerado para a CRT
da espécie M. enterolobii. Duas estruturas 3D foram selecionadas como molde para a geracao do
modelo da Me-CRT, para a maximizacdo da porcentagem de identidade e cobertura do
alinhamento. Os modelos selecionados foram C1jhnA e c3rg0A, que sdo referentes as estruturas
tridimensionais de uma calnexina de Canis lupus e uma calreticulina de Mus musculus. O modelo
final proposto para a Me-CRT consistiu em uma proteina composta por 14% de alfa hélices, 25%
de beta folhas e 33% de regifes desordenadas, que ndo assumem uma estrutura bem definida e
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que possa ser predita por modelos computacionais. As regides coloridas no modelo séo
correspondentes aos dominios funcionais PD001866 e PD134703.

Figura 7. Estrutura tridimensional predita pelo servidor Phyre2 para a Calreticulina
(CRT) da espécie Meloidogyne enterolobii.

Validagdo do modelo

A verificacdo da qualidade estereoquimica dos modelos que utilizaram a analise do plano
Ramachandran foi realizada pelo servidor Molprobity. A ProSA-web (Rede de Anélise de
Estrutura de Proteinas) foi utilizada para o reconhecimento de erros na previsao da estrutura
terciaria dos modelos. O Z-score foi usado para medir a energia, pois indica qualidade geral do
modelo. Valores positivos de Z-score refletem uma estrutura ndo estabilizada, enquanto zero e
negativos representam estruturas ideais. O modelo inicial apresentou 87,98% de residuos de
aminoacidos nas regides favorecidas por analise do grafico de Ramachandran e Z-score de -4,76.
Devido a presenca de outliers no grafico de Ramachandran, o refinamento do modelo foi
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realizado com o software KiNG (Chen et al., 2009) e pelo servidor Yasara Force Field. Apos o
refinamento, o modelo final exibiu 93.61% de aminoacidos nas regides favorecidas na analise do
grafico de Ramachandran e Z-score de -5,19 (Figura 8).
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Figura 8. Validacdo do modelo Me-CRT.
DISCUSSAO
A CRT em M. enterolobii e nas demais espécies avaliadas apresentaram alta similaridade

em suas sequéncias de aminodcidos. Foi identificada a presenca de peptideo sinal com sequéncias
de 21 a 23 aminoacidos em todas CRTs. Tal fato evidéncia que a CRT é uma proteina de



CAVALCANTI JUNIOR, E. A. REAGCAO DE GENOTIPOS de Psidium spp. AO FITONEMATOIDE... 70

excrecdo com sintese intracelular, pois o peptideo sinal tem funcdo de marcar as proteinas que
serdo exportadas para outros locais a fim de desempenhar sua funcéo bioldgica.

Apds os primeiros estudos sobre o isolamento e fungbes da calreticulina, que a
estabeleceram como uma proteina de ligacdo ao calcio (Maclennan et al., 1972, Ostwald e
Maclennan, 1974), varios estudos identificaram um papel multifuncional desta entre animais e
plantas (Cabezon et al., 2008). Desde entdo, tem sido relatada em secre¢des de nematoides
fitopagénicos e ndo fitopatogénicos, (Jaubert et al., 2002, Holaska et al., 2002; Suchitra e Joshi,
2005; Jaouannet et al., 2012; Li et al., 2015). A CRT tem papel importante no fitoparasitismo de
nematoides, pois as larvas no estadio juvenil (J2), injetam um conjunto de proteinas e enzimas,
dentre elas a CRT, em células de raiz do hospedeiro e provocam diversas respostas em nivel
celular (Jaubert et al., 2002; Bellafiore et al., 2008; Jaouannet et al., 2012), como a inducéo de
células gigantes para a formacgdo de locais de alimentacdo para o parasita (Jones e Payne 1978;
Wiggers et al., 1990; Ding et al., 1998). O entendimento das fungdes da CRT neste processo € de
grande importancia para estudos sobre a interacdo nematoide-hospedeiro.

As sequéncias de aminoécidos HDEL (Histidina, Acido aspartico, Acido glutamico e
Leucina, respectivamente) encontrada na CRT, na posicdo C-terminal, indica a retencdo da CRT
no limen do reticulo endoplasmatico (Michalak et al.,1992). Investigacdes das estruturas e
funcionalidade da CRT revelaram propriedades fisico-quimicas semelhantes entre as espécies,
apresentaram similaridades no nivel de aminoacidos, resultando na formacdo de trés grupos
filogenéticos em nossa analise.

A andlise de agrupamento mostrou que as ordens Tylenchida, Rhadbitida e a ordem
Spirurida continham CRTSs &cidas, a presenca de residuos acidos na regido C-Terminal é um
indicativo da capacidade da CRT de armazenamento de calcio no reticulo endoplasmatico (Baksh
e Michalak, 1991). Os valores negativos de GRAVY encontrados indicam que as proteinas CRTs
avaliadas sao de carater hidrofilico. Para todas as sequéncias, observou-se valores acidos de pl. O
ponto isoelétrico, ou pl, representa 0 pH em que uma proteina apresenta uma carga total neutra.
Um pH abaixo do seu pl, a proteina se torna positivamente carregada, e em um pH acima de seu
pl, se torna negativamente carregada. Desta forma o conhecimento do pl de uma proteina é
importante pois ele indica 0 ponto em que a proteina é menos soltvel e dessa forma, instavel
(Shaw et al., 2001). Os dominios encontrados apresentaram caracteristicas funcionais na CRT
relacionadas a ligacdo com proteinas ndo dobradas e ions de calcio os quais ajudam no
dobramento proteico. Tais enovelamentos proporcionam a proteina um estado nativo mais estavel
com menor perda de energia, sendo o enovelamento influenciado pelos valores de
hidrofobicidade dos aminoacidos (Leopold et al.,1992; Oliveira et al., 2006). SNAP2 revelou os
dominios PDO001866 e PD134703 com motivos conservados de cisteinas e triptofano,
respectivamente, mutacdes de alto efeito nestes aminoacidos acarretaram alto impacto funcional
na proteina.

A modelagem de estruturas 3D das proteinas é de suma importancia para 0 Seu
entendimento funcional, a partir de técnicas e métodos de modelagem por homologia, € possivel
obter uma visdo tridimensional da estrutura terciaria resultante do enovelamento da cadeia
polipeptidica, destacando-se assim a importancia dos metodos computacionais que compararam a
estrutura das sequéncias de aminoacidos de proteinas conhecidas para prever, in silico, uma
estrutura tridimensional de outra proteina, como no caso a proteina CRT. Observa-se quanto
maior o estado de homologia entre as proteinas selecionadas, melhor serd o resultado e menor
quantidade de residuos modelados por metodologia ab initio.

A andlise computacional das sequéncias da proteina CRT para nematoides revelou alta
conservacdo da proteina entre estes organismos e a presenca de dois principais dominios
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funcionais, relacionados com suas fungdes de ligacéo a proteinas ndo dobradas e a ions de calcio.
As variagdes na sequéncia de aminoacidos entre as espécies analisadas ocorreram principalmente
fora destes dominios funcionais, revelando sua importancia para o funcionamento da CRT. Neste
trabalho, apresentamos o primeiro modelo tridimensional de uma calreticulina para o nematoide
M. enterolobii. A modelagem 3D da CRT de fitonematoides proporcionara informacdes valiosas
no entendimento da funcdo destas moléculas e podera também auxiliar no desenvolvimento de
ferramentas para identificacdo especifica de fitonematoides, usando como alvo os dominios
PD001866 e PD134703 para o desenvolvimento de anticorpos especificos para estas regides.
Permitindo, assim, melhor compreensdo desta proteina, tendo em vista que, a CRT séo proteinas
envolvidas na patogenicidade de nematoides.

CONCLUSOES FINAIS

Parametros fisico-quimicos indicaram que a calreticulina tem baixa atividade em pH acido,
tendo melhor atuagcdo em meio neutro ou alcalino, possuindo afinidade em meio aquoso, sendo de
carater hidrofilico.

As CRTs analisadas sdo de localizacdo subcelular da regido do reticulo endoplasmatico,
apresentaram cinco dominios funcionais conservados, multifuncionais que desempenham, entre
outras, funcéo no auxilio do dobramento das proteinas.

O Modelo 3D da calreticulina da espécie M. enterolobii apresentou estabilidade quanto ao
nivel energético, possibilitando compreensdo das estruturas terciarias e estudos para combater o
parasitismo dos nematoides.

A sequéncia da proteina CRT das espécies, apresentaram conservacao filogenética entre
nematoides de vida livre, parasitas de animais e de planta.
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ANEXOS

Normas seguidas na elaboracéo dos trés capitulos da Dissertacao.
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Normas do Capitulo |

Universidade Federal Rural de Pernambuco

i Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacao

R o Programa de Pds-Graduagdo em Agronomia
“Melhoramento Genético de Plantas”

X =)
“\\_UFRPE'DEPA

Normas internas do Programa de Pds-Graduacdo em Agronomia Melhoramento

Genético de Plantas (PPGAMGP) para redacéo de dissertacao e tese.
1. Normas Gerais

1.1. Dissertacdo constitui o produto final de pesquisas desenvolvidas em cursos de
Mestrado e a Tese constitui o produto final de pesquisas desenvolvidas em cursos de

Doutorado. Exigem investigacbes proprias a area de especializacdo e métodos

especificos.

1.2. A Dissertacdo ou Tese é de responsabilidade do discente, da Comissao

Orientadora e da Banca Examinadora.
2. Estrutura

2.1. A Dissertacdo ou Tese devera ser composta de: (i) capa, (ii) paginas pré-textuais,

(i) corpo propriamente dito e, (iv) anexo (paginas pds-textuais).

2.2. A capa deverd conter a autoria, titulo, local e ano da aprovacdo. As capas
encadernadas em mais de um volume deverdo conter as mesmas informacfes
acrescidas da identificacdo do respectivo volume. Dois (2) exemplares devem ser de

capas duras de cor preta e letras amarelas.
2.3. As paginas pré-textuais serdo compostas:

2.3.1. Primeira folha interna (pagina de rosto), contendo; (i) autoria, (ii) titulo; (iii) nota
explicativa de que se trata de um trabalho de Dissertagdo ou Tese, mencionando o
Programa de Poés-Graduagdo, a Universidade e o grau pretendido (Mestrado ou
Doutorado); (iv) comité de orientacdo e (v) local e ano de aprovacdo. Contard, no verso

desta folha, a ficha catalografica.
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2.3.2. Segunda folha interna deve conter, o titulo, 0 nome do pds-graduando(a), a data
de aprovacao, os nomes e as assinaturas do orientador e dos participantes da Banca

Examinadora, local e data.

2.3.3. Opcionalmente, poderdo ser incluidas péaginas adicionais contendo: (i)
agradecimento (i) oferecimento, (i) dedicatéria e (iv) biografia do autor,

obrigatoriamente, deve conter (v) lista de simbolos, figuras, tabelas e sumario.

2.3.4. Folha (s) em que conste (m) o resumo em portugués, palavras-chave, o abstract
em inglés e key words. O resumo com no maximo 800 palavras deve destacar: o local
da pesquisa, delineamento estatistico, caracterizacdo do problema, focalizar o(s)

objetivo(s), sintese da metodologia, resultados obtidos e conclusdes.

2.4. O corpo da Dissertacdo ou Tese contera todo o trabalho impresso, avaliado e
aprovado pela Banca Examinadora. O corpo podera ser organizado na forma de

capitulos.
2.5. O corpo em capitulos sera composto das secoes:

Capitulo I: Introducdo e Referencial Teorico; Capitulos (um ou mais a depender do
namero de artigos cientificos); e Consideracdes Finais (opcional). As referéncias
bibliograficas e citagcbes seguirdo as normas da Crop Breeding and Applied

Biotechnology. As referéncias bibliograficas deverédo aparecer ao final de cada capitulo.
2.6. O anexo (paginas pos-textuais) contera material pertinente e suplementar.

2.7. Inserir cabecalho com citagdo do autor e nome da dissertacdo ou tese, sendo a

fonte tipo arial e tamanho 10, a partir do Capitulo | até a pagina inicial da folha anexo(s).
3. Editoracdo

3.1. Composicdao tipogréfica. As dissertacdes ou teses deverdo ser impressas em forma
permanente e legivel, com caracteres de alta definicdo e de cor preta no tipo Arial

tamanho 12, com espagamento 1,5.
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3.2. Notacdo cientifica e medidas. A nomenclatura cientifica devera ser
diferenciada contextualmente, de acordo com as normas internacionais. As unidades

métricas deverdo seguir o padrdo do Sistema Internacional de Unidades.

3.3. Papel. Utilizar papel A-4 (210 x 297 mm) branco, e suficientemente opaco para

leitura normal.
3.4. Margens. A margem esquerda deve ser de 3 cm e as outras margens de 2 cm.

3.5. Paginacao. Todas as paginas textuais e pos-textuais deverdo ser numeradas em
sequéncia continua, isto é, desde a pagina do Capitulo | (texto corrido), até a ultima
pagina, em algarismos ardbicos. A sequéncia devera incluir tudo que estiver como
mapas, diagramas, paginas em branco e outros. As paginas pré-textuais deverdo ser

numeradas, sequencialmente, como algarismos romanos minusculos.

3.6. llustracbes. Fotografias e outras ilustracbes deverdo ser montadas de forma
definitiva e incluidas no corpo da Dissertacdo ou Tese. E admitido o uso de cores nas
figuras e ilustragcdes. Em nenhuma circunstancia dever-se-a empregar fita adesiva ou
material similar para afixacdo de ilustragcdes no corpo da Dissertacédo ou Tese. Folhas
de tamanho superior a A4 serdo aceitaveis, desde que dobradas, de forma a resultar

em dimensdes inferiores ao tamanho do papel adotado.

As referéncias bibliograficas e as citacdes da dissertacdo (capitulo I) seguirdo o padrao

da revista Crop Breeding and Applied Biotecnology.

f\/‘)

5\

~
CROP BREEDING AND
APPLIED BIOTECHNOLOGY .j\a

-
;t
o
*HIsSn 984 7033

References cited in the text by the last name of the author and the year (for
instance, Liu 1998, Pereira and Amaral Junior 2001, William et al. 1990) are to
be alphabetically listed in the item References, according to the following
examples:

Article in journals
Pereira MG and Amaral Junior AT (2001) Estimation of genetic components in
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popcorn based on the nested design. Crop Breeding and Applied
Biotechnology 1: 3-10.

Book
Hallauer AR, Carena MJ and Miranda Filho JB (2010) Quantitative genetics in
maize breeding. Springer, New York, 664p.

Book chapter
Morais PPP and Borem A (2017) GM cultivars. In Silva FL, Borem A, Sediyama T
and Ludke WH (eds) Soybean breeding. Springer, New York, p. 174-189.

Congress

Frey KJ (1992) Plant breeding perspectives for the 1990s. In Stalker HT and
Murphy JP (eds) Proceedings of the symposium on plant breeding in the
1990s. CAB, Wallingford, p. 1-13.

Normas do Capitulo I

As referéncias bibliograficas e as citacdes da dissertacdo (capitulo Il) seguirdo o
padrdo da Revista Nematropica.

Composicdo tipografica: Fonte tipo Times new Roman tamanho 12, com
espacamento 1,5.

Nematropica

HOME ABOUT LOGIN SEARCH CURRENT ARCHIVES FLORIDA OMNLINE JOURMALS HOME

Home > Nematropica

LITERATURE CITED

Barker, K. R., J. F. Townshend, G. W. Bird, I. J. Thomason, and D. W. Dickson. 1986.
Determining nematode population responses to control agents. Pp. 283-296 in K. D.
Hickey, 19 ed. Methods for evaluating pesticides for control of plant pathogens. St.
Paul, MN: The American Phytopathological Society Press.

Davis, R. F., P. Bertrand, J. D. Gay, R. E. Baird, G. B. Padgett, E. A. Brown, F. F. Hendrix,
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and J. A. Baldson. 1996. Guide for Interpreting Nematode Assay Results. University
of Georgia, Cooperative Extension Service Circ. 834, Athens, GA.

Jaffee, B. A. 2002. Soil cages for studying how organic amendments affect nematode-
trapping fungi. Applied Soil Ecology 21: 1-9.

Koening, S. R., C. Overstreet, J. W. Noling, P. A. Donald, J. O. Becker, and B. A. Forthum.
1999. Survey of crop losses in response to phytoparasitic nematodes in the United
States for 1994. Supplement to the Journal of Nematology 31: 587-618.

Orion, D., and G. Kritzman. 1991. Antimicrobial activity of Meloidogyne javanica

gelatinous matrix. Revue de Nématologie 14: 481-483.

Normas do Capitulo Il

As referéncias bibliograficas e as citac6es da dissertacao (capitulo Il) seguirdo o
padrdo da Revista GMR (Genetics and Molecular Research).
Composicdo tipogréfica: Fonte tipo Times new Roman tamanho 12, com

espacamento simples.

SMR
s o —a s U I T TRV N

JOURNAL (Standard article). Ex.:

Chao EC and Lipkin SM (2006). Molecular models for the tissue specifcity of DNA
mismatch repair-defcient carcinogenesis. Nucleic Acids Res. 34: 840-852.

Ranke MB, Lindberg A, Ferrandez Longas A, Darendeliler F, et al. (2007). Major
determinants of height development in Turner syndrome (TS) patients treated with GH: analysis
of 987 patients from KIGS. Pediatr. Res. 61: 105-110.

BOOK, WHOLE: authors, year, book title, edition or volume number, publisher, city. EX.:
Bartholomei-Santos ML and Sokal RR (1973). Numerical taxonomy. W.H. Freeman and
Company, San Franscico.
Cicotti and Tildesley DJ (1987). Computer simulation of liquids. 1st edn. Oxford
University Press, New York.
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BOOK CHAPTER: authors, year, book title, chapter title, editors, edition, publisher,
city, pages of citation. EX.:

Drosopoulou E (1981). The Drosophilidae: A Taxonomic Overview. In: The Genetics and
Biology of Drosophila (Ashburner M, Carson HL and Thompson JN Jr, eds.). Academic Press,
New York, 1-97.

REPORT. Ex.:
CIAT (International Center for Tropical Agriculture) (1980). Annual Report. CIAT, Cali.
FAO (Food and Agricultural Organization) (2004). Production Yearbook. FAO, Rome.

THESIS. Ex.:

Hellmann K and Gomori G (1997). Estudo citoquimico em glandulas salivares de
triatomineos do género Rhodnius. Master’s thesis, UNESP, Sdo José do Rio Preto.

Pepin L (2003). Aplicacdo de marcadores microssatélites de Sus scrofa doméstica
na caracterizacdo genética de populaces de Sus scrofa sp (porco-monteiro) e Tayassu pecari
(queixada). Doctoral thesis, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP, Ribeirdo Preto.

CONFERENCE, SYMPOSIUM PROCEEDINGS: cite papers only from published
proceedings. Ex.:

Lehninger AL, Silva MB, Lombardi F, Zamaro PJA, et al. (2002). Analise do
comportamento eletroforético das fraces de hemoglobinas de Rhinoclemys punctularia
(Chelonia) em diferentes pH. In: Anais do 48° Congresso Nacional de Genética, Ribeirdo Preto.

Olsen GJ, Ludwig T, Meier H and Wolf MJ (2002). AXML.: a fast program for sequential
and parallel phylogenetic tree calculations based on the maximum likelihood method.
Proceedings of 1st IEEE Computer Society Bioinformatics Conference (CSB2002), Palo Alto,
21-28.

Pacheco EB and Miyazawa CS (2002). Estudos citogenéticos em Cheirodontinae
(Characiformes, Characidae) do pantanal do Mato Grosso. In: IX Simpdsio de Citogenética e
Genética de Peixes, Maringd, 38.

Schaeffer LR, Swalve HH and Dekkers JCM (1994). Random regressions in animal
models for test-day production in dairy cattle. Proceedings of the 5th World Congress of Genetic
and Applied Livestock Production, Guelph, 433-446.

ELECTRONIC CITATIONS (Online Journals): ensure that URLs are active and
available. Ex.:

Rozen S and Skaletsky HJ (2000). Primer3: Bioinformatics Methods and Protocols. In:
Methods in Molecular Biology (Krawetz S and Misener S, eds.). Humana Press, New Jersey,
365-386. Available at [http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi].



