












 
 

 
 

RESUMO 

 

BABILÔNIA, Gustavo Braga, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 
2022. Levantamento populacional do nematoide das galhas em cafeeiros do 
Cerrado mineiro e diagnose de Meloidogyne exigua por meio de amplificação 
isotérmica mediada por loop (LAMP). Orientador: Everaldo Antônio Lopes. 
Coorientador: Bruno Sérgio Vieira. 
 

 

O nematoide das galhas (Meloidogyne spp.) parasita as principais culturas agrícolas, 

incluindo o cafeeiro. O ataque de nematoide das galhas ao cafeeiro causa prejuízos à 

cadeia produtiva do café e para o controle eficiente deste fitopatógeno é importante 

ressaltar algumas medidas, como o levantamento populacional por regiões, afim de 

evitar a introdução do patógeno na lavoura, e a correta identificação da espécie. 

Visando tais medidas, abordou-se neste trabalho o levantamento populacional do 

nematoide das galhas na região produtora de café do Cerrado mineiro, e o 

estabelecimento de um ensaio para a utilização da amplificação isotérmica mediada 

por loop (LAMP) a fim de identificar M. exigua. No Capítulo 1, abordou-se 

levantamento populacional do nematoide das galhas no Cerrado mineiro. Após a 

coleta, as amostras foram identificadas utilizando eletroforese de isoenzimas, reação 

em cadeia da polimerase, observação dos padrões perineais da fêmea e da 

morfologia do macho. Após o levantamento, a espécie mais encontrada foi M. exigua, 

seguida de M. paranaensis e M. incognita. Também foi diagnosticado em uma amostra 

M. arenaria. No Capítulo 2, foi realizada uma revisão sobre a utilização da LAMP na 

identificação de fitonematoides, discutindo detalhes da técnica e seu potencial para 

diagnose desses patógenos. No Capítulo 3 estabelecemos um ensaio LAMP para a 

identificação de M. exigua, com primers baseados na região 28S do rDNA do 

patógeno, sendo monitorada em gel de eletroforese e a olho nu por colorimetria, 

utilizando o mastermix WarmStart®. A reação proposta foi capaz de amplificar 

especificamente DNA de M. exigua, não amplificando de M. incognita e M. 

paranaensis. Além disso, o ensaio LAMP foi altamente sensível, amplificando 0,0026 

ng de DNA alvo.  

 

Palavras-chave: Identificação. Isoenzimas. Medidas. Patógeno. 



 
 

 
 

ABSTRACT 
 

BABILÔNIA, Gustavo Braga, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February 2022. 
Population survey of root-knot nematode in coffee in the Cerrado of Minas 
Gerais and diagnosis of Meloidogyne exigua by loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP). Advisor: Everaldo Antônio Lopes. Co-advisor: Bruno Sérgio 
Vieira. 
 

The root-knot nematode (Meloidogyne spp.) parasitizes the main cultivated crops, 

including coffee. The attack of the root-knot nematode on coffee plants causes losses 

to the coffee production chain, and for the efficient control of this plant pathogen it is 

important to emphasize some measures, such as the population survey by regions in 

order to avoid the introduction of the pathogen in the crop, and the correct identification 

of the species. Thus, was approached in this work the population survey of the root-

knot nematode in the coffee producing region of the Cerrado Mineiro, and the 

establishment of an assay using loop-mediated isothermal amplification (LAMP) in 

order to identify M. exigua. In Chapter 1, was addressed the population survey of the 

root-knot nematode in the Cerrado of Minas Gerais. After collection, samples were 

identified using isoenzyme electrophoresis, polymerase chain reaction, observation of 

female perineal patterns and male morphology. After the survey, the most found 

species was M. exigua, followed by M. paranaensis and M. incognita. Melodiogyne 

arenaria was also diagnosed in a sample. In Chapter 2, a review was carried out on 

the use of LAMP in the identification of nematodes, discussing details of the technique 

and its potential for the diagnostics of these pathogens. In Chapter 3, we established 

a LAMP assay for the identification of M. exigua, with primers based on the 28S region 

of the rDNA of the pathogen, being monitored in gel electrophoresis and with the naked 

eye by colorimetry, using the WarmStart® mastermix. The proposed reaction was able 

to specifically amplify DNA only from M. exigua, not from M. incognita and M. 

paranaensis. Furthermore, the LAMP assay was highly sensitive, amplifying 0.0026 ng 

of target DNA. 

 

Keywords: Identification. Isoenzymes. Measurements. Pathogen. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Os nematoides do gênero Meloidogyne spp. são conhecidos popularmente 

como nematoides das galhas e ocorrem em diversas regiões produtoras de café do 

Brasil (Salgado et al., 2015). Esses nematoides são endoparasitas sedentários 

capazes de estabelecer prolongada relação de parasitismo com seus hospedeiros, 

onde extraem nutrientes para seu desenvolvimento e reprodução (Ali et al., 2017). Em 

geral, as plantas parasitadas por esses patógenos apresentam deficiências 

nutricionais e subdesenvolvimento (Lu et al., 2014).  

As espécies Meloidogyne exigua, M. incognita e M. paranaensis são as mais 

danosas na cultura do café no Brasil (Oliveira et al., 2011). Em Minas Gerais, a espécie 

mais predominante de nematoide das galhas é M. exigua (Campos & Villain, 2005; 

Salgado et al., 2015). Embora menos disperso, M. paranaensis é capaz de causar 

danos mais severos e vem sendo encontrado em várias regiões produtoras de café 

em Minas Gerais desde 2013 (Salgado et al., 2018). Meloidogyne incognita foi 

detectado em 2018 em alguns municípios do sul de Minas Gerais (Santos et al., 2018).   

Levantamentos e constatações de espécies de Meloidogyne spp. são de 

grande importância para a cafeicultura. Tais pesquisas permitem que os locais 

infestados sejam conhecidos e que medidas preventivas de contenção e manutenção 

das boas condições fitossanitárias sejam intensificadas na região (Salgado et al., 

2015). Castro et al. (2008) realizaram levantamentos de fitonematoides no sul de 

Minas Gerais, uma das maiores regiões produtoras do Brasil. Em 2015, um 

levantamento específico para a ocorrência de M. paranaensis e M. exigua foi feito 

também no Sul de Minas (Salgado et al., 2015). Embora a região do Cerrado de Minas 

Gerais seja uma das principais produtoras de café do Brasil, até o momento nenhum 

levantamento foi realizado nesta região. 

Em conjunto ao levantamento da ocorrência de fitonematoides, a correta 

diagnose das espécies é extremamente importante no controle e na prevenção da 

dispersão desses patógenos (Mitkowski & Abawi, 2003). Por muito tempo, a 

identificação de espécies de Meloidogyne foi realizada por meio da observação de 

padrões perineais em fêmeas. No entanto, algumas espécies possuem padrões 

semelhantes, o que compromete a acurácia da diagnose (Hartman & Sasser, 1985).  

Técnicas moleculares como a reação em cadeia da polimerase propiciam identificação 
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acurada. No entanto, essas técnicas necessitam de equipamentos caros e 

especializados. O método ideal para a identificação de fitonematoides deve ser rápido, 

sensível, simples e econômico. 

Em 2000, uma nova técnica molecular foi desenvolvida no Japão com a 

possibilidade de identificação molecular acurada, rápida e relativamente barata 

(Notomi et al., 2000). Trata-se da amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP – 

Loop-mediated isothermal amplification), que permite amplificar regiões genômicas 

específicas em condições isotérmicas (Niu et al., 2011; Niu et al., 2012). Com isso, 

equipamentos simples, incluindo banho maria e blocos de aquecimento, podem ser 

usados. Além disso, a amplificação pode ser detectada a olho nu, com uso de 

indicadores de metal, ligantes de DNA que emitem fluorescência e alteração do pH 

(Notomi et al., 2000; Zhang et al., 2014). Embora vários protocolos LAMP já tenham 

sido estabelecidos para fitonematoides, inclusive para M. incognita (Niu et al., 2011), 

nenhum protocolo foi desenvolvido para a identificação de M. exigua e M. paranaensis 

até o momento. Neste sentido, o desenvolvimento de protocolos LAMP para a 

identificação de M. exigua e M. paranaensis é importante para a cafeicultura brasileira 

e mundial, assim como o levantamento das espécies M. incognita, M. exigua e M. 

paranaensis na região produtora de café do Cerrado de Minas Gerais.  

A principal hipótese deste trabalho é que o LAMP pode ser utilizado no 

diagnóstico acurado de espécies de Meloidogyne que parasitam o cafeeiro. Este 

trabalho foi dividido em três capítulos. No primeiro foi realizado o levantamento das 

espécies M. incognita, M. exigua e M. paranaensis em 16 municípios localizados na 

região do Cerrado de Minas Gerais. No segundo foi realizada uma revisão sobre a 

utilização da amplificação isotérmica mediada por loop na identificação de 

fitonematoides. No terceiro foi desenvolvido um protocolo LAMP para a identificação 

de M. exigua.  
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CAPÍTULO I 
 

Levantamento populacional do nematoide das galhas em cafeeiros da região 
do Cerrado de Minas Gerais 

 
RESUMO 
A produção de café pode ser comprometida devido à ocorrência de eventos bióticos 

e abióticos. Dentre os principais fatores bióticos limitantes da cafeicultura tropical, 

destaca-se o parasitismo de fitonematoides do gênero Meloidogyne. Levantamentos 

de fitonematoides foram realizados em cafezais em algumas regiões de Minas Gerais, 

mas nenhum ainda foi realizado no Cerrado, uma das principais produtoras de café 

do estado. Dessa forma, um levantamento da dispersão de Meloidogyne spp. foi 

realizado com base nos padrões perineais das fêmeas, morfologia dos machos, 

fenótipos de esterase e marcadores SCAR de amostras coletadas em 16 municípios, 

M. exigua foi detectada em 83,8% das áreas; M. paranaensis em 19%, M. incognita 

em 4,9%, e M. arenaria 0,7%. Algumas destas áreas eram compostas de populações 

mistas de M. paranaensis + M. incognita, M. exigua + M. paranaensis, M. exigua + M. 

incognita e M. arenaria + M. paranaensis + M. exigua. Técnicas para que estas 

populações de nematoides não se espalhem para áreas vizinhas são recomendadas, 

em especial em locais infestados com M. paranaensis e M. incognita, espécies 

agressivas ao cafeeiro e com potencial de causar sérios prejuízos aos produtores.  

 

Palavras-chaves: Café, Coffea arabica, Diagnose, Meloidogyne. 

  



15 
 

 
 

Population survey of root-knot nematodes in coffee in the Cerrado of Minas 
Gerais 

 
ABSTRACT 
Coffee production can be compromised due to the occurrence of abiotic and biotic 

events. Among the main limiting biotic factors of tropical coffee production, the 

parasitism of plant-parasitic nematodes of the genus Meloidogyne stands out. Surveys 

of plant-parasitic nematodes have been carried out in coffee plantations in some 

regions of Minas Gerais, but none have yet been carried out in the Cerrado, one of the 

main coffee producers in the state. Thus, a survey of the dispersion of Meloidogyne 

spp. was carried out based on the female perineal patterns, male morphology, 

esterase phenotypes and SCAR markers from samples collected in 16 municipalities, 

M. exigua was detected in 83.8% of the areas; M. paranaensis in 19%, M. incognita in 

4.9%, and M. arenaria 0,7%. Some of these areas were composed of mixed 

populations of M. paranaensis + M. incognita, M. exigua + M. paranaensis, M. exigua 

+ M. incognita, and M. arenaria + M. paranaensis + M. exigua. Techniques to prevent 

spreading these nematodes to neighboring areas are recommended, especially in 

places infested with M. paranaensis and M. incognita, species that are aggressive to 

coffee plants and have the potential to cause serious losses to producers. 

 

Key words: Coffea arabica, Diagnosis, Meloidogyne. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
O Brasil é o maior produtor mundial de café, com a estimativa para até 55,7 

milhões de sacas a serem produzidas em 2022 (CONAB, 2022). A cultura chegou ao 

país em 1727 trazido da Guiana Francesa para Belém, tendo seu plantio se 

desenvolvido no interior de São Paulo e Rio de Janeiro (DIAS & SILVA, 2015). Minas 

Gerais é o maior produtor brasileiro, sendo responsável por aproximadamente a 

metade da produção nacional em 2020 (CONAB, 2022).  

Inúmeros fatores podem limitar a produção de café. Os nematoides de galhas 

(Meloidogyne spp.) figuram entre os principais agentes bióticos que reduzem ou 

impossibilitam a produção de café em condições tropicais (Campos & Villain, 2005; 

Goulart et al., 2019). Esses nematoides formam um conjunto de células gigantes no 

hospedeiro e tais locais passam a ser drenos metabólicos para a planta, resultando 

em sintomas de deficiência nutricional e limitação do crescimento (Abad & Williamson, 

2010; Babilônia & Mendes, 2020). As espécies Meloidogyne exigua, M. incognita e M. 

paranaensis são as principais espécies associadas a danos ao cafeeiro no Brasil 

(Oliveira et al., 2011). Em Minas Gerais, a maior prevalência é de M. exigua (Campos 

& Villain, 2005; Salgado et al., 2015). No entanto, os maiores danos às plantas têm 

sido observados em áreas infestadas com M. paranaensis e M. incognita (Salgado et 

al., 2018; Santos et al., 2018).  

Meloidogyne exigua tem ampla dispersão em Minas Gerais e em outras regiões 

produtoras (Gonçalves & Silvarolla, 2007). Este patógeno induz a formação de galhas 

e raramente desorganiza o tecido cortical (Muniz et al., 2008). Barbosa et al. (2004) 

relataram perdas de até 13% na produção no estado do Rio de Janeiro, com níveis de 

M. exigua entre  10 e 15 J2 / 100 cm3 de solo. Embora menos frequente em Minas 

Gerais, M. paranaensis pode causar efeitos mais severos, incluindo manchas 

necróticas e rachaduras nas raízes em conjunto com as galhas, resultando em 

declínio geral da planta e culminando com a sua morte (Ferraz, 2008). A espécie M. 

incognita na cultura do café também apresenta sintomas mais severos que M. exigua, 

como engrossamento nas raízes mais velhas, rachaduras, fendilhamentos e 

escamações,  com descolamento dos tecidos corticais (Vieira Junior & Fernandes, 

2015; Zambolim, 2016; Ventura et al., 2017; Lima, et al., 2019). 
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O manejo de fitonematoides depende da identificação acurada das espécies 

que ocorrem na área de cultivo. Com essa informação, é possível decidir a estratégia 

de manejo visando à redução das populações que ocorrem no local e adotar medidas 

de prevenção de espécies potencialmente danosas. Levantamentos de infestações 

de Meloidogyne spp. já foram realizados na região produtora de café no sul de Minas 

Gerais (Castro et al., 2008; Salgado et al., 2015). Entretanto, nenhum levantamento 

ainda foi realizado na região do Cerrado de Minas Gerais. Dessa forma, o objetivou-

se com este trabalho realizar o levantamento do nematoide das galhas em 16 

municípios produtores de café localizados na região do Cerrado de Minas Gerais. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1. Amostragem 
As amostras de Meloidogyne foram coletadas em áreas com histórico de 

ocorrência recente do patógeno em 16 municípios produtores de café da região do 

Cerrado mineiro (Tabela 1). Os locais de coleta foram georreferenciados com auxílio 

de receptor GPS (Garmin, modelo Etrex H). O número de amostras por município foi 

calculado segundo Salgado et al. (2015) (Tabela 1).  

Em cada propriedade, amostras simples de raízes (10 g) foram coletadas na 

projeção da copa de 10 plantas, para formar amostras compostas de 50  g de raízes. 

As raízes foram acondicionadas em sacos de papel. Caixas de isopor foram utilizadas 

para acondicionamento e transporte das amostras ao Laboratório de Nematologia do 

Instituto Biológico em Campinas (SP) e para o Laboratório de Fitopatologia da 

Universidade Federal de Viçosa Campus Rio Paranaíba. 

 

2.2. Identificação das populações de nematoide das galhas 
Fêmeas de Meloidogyne foram usadas para identificação por meio de análises 

de padrões perineais, eletroforese de isoenzimas (Esbenshade & Triantaphyllou, 

1990; Carneiro & Almeida, 2001) e reação em cadeia da polimerase (PCR - Randing 

et al., 2004). Análise da região de machos também foi utilizada em algumas 

populações (Cunha et al., 2018). As populações coletadas foram mantidas em casa 

de vegetação para eventuais estudos posteriores.  
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*Segundo Salgado et al. (2015).  

 
Para identificação por eletroforese de isoenzimas, dez fêmeas adultas do 

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

e estereomicroscópio. As fêmeas foram transferidas para tubos contendo de 3 a 5 mL 

do tampão de extração (Carneiro & Almeida, 2001), maceradas com pistilo e aplicadas 

em cavidade formadas no gel de poliacrilamida. Cultura pura de Meloidogyne javanica 

(Treub) Chitwood foi utilizada como padrão de referência comparativa entre os 

fenótipos encontrados no campo. O extrato enzimático dessas amostras foi aplicado 

em duas cavidades de cada gel. A identificação dos fenótipos foi realizada por meio 

do cálculo da mobilidade relativa (Rm) de cada banda polimórfica comparada ao 

padrão.  

Tabela 1. Número de amostras de amostras do nematoide das galhas em cafeeiros 

em municípios do Cerrado de Minas Gerais.  

Município Nº de amostras necessárias*  Nº de amostras coletadas 
Araguari 8 9 

Arapuá 1 5 

Araxá 3 3 

Campos Altos 2 4 

Carmo do Paranaíba 4 24 

Estrela do Sul 1 1 

Indianópolis 2 2 

Lagos Formosa 2 2 

Monte Carmelo 4 10 

Patos de Minas 3 3 

Patrocínio  13 24 

Rio Paranaíba 5 23 

Santa Rosa da Serra 2 3 

São Gotardo 1 9 

Serra do Salitre 5 17 

Tiros 1 1 
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Para extração de DNA, foi usado o protocolo de Lopes et al. (2018), com 

modificações. Quinze juvenis de segundo estádio ou fêmeas foram transferidos 

individualmente para um microtubo com 15 µl de água livre de nuclease, 3 µl de 5X 

tampão GoTaq® Flexi PCR (Promega, USA) e cinco esferas de vidro de 1-mm de 

diâmetro (Thistle Scientific, UK). Nematoides foram triturados em amalgamador 

(Dentomat®, Model 600 BR, Degussa, Germany) por 30 segundos a 50/60 Hz. Dois 

microlitros de proteinase K (100 mg ml-1) foram adicionados em cada microtubo, 

seguido de incubação por 60 min a 60 °C, 15 min a 95 °C e 2 min a 15 °C. DNA foi 

armazenado a -20 °C até o uso. 

A amplificação dos fragmentos de DNA foi feita em termociclador (Veriti®, 

Applied Biosystems, USA) em um volume final de 15 µl e usando 3,0 µl 5X GoTaq® 

G2 PCR buffer (Promega), 0,47 µl de cada dNTP a 2 mM (Promega), 0,6 µl de cada 

primer a 10 µM, 0.06 µl de GoTaq® G2 (Promega), 2 µl de DNA e 8,33 µl de água livre 

de nuclease. Todas as amplificações incluíram controles positivos e negativos (sem 

DNA de nematoides). Os primers utilizados para identificação de M. exigua, M. 

incognita e M. paranaensis estão descritos na Tabela 2.  

 
Tabela 2. Conjunto de primers usados para identificação de espécies de 

Meloidogyne exigua, M. incognita e M. paranaensis em cafeeiro. Adaptado de 

Randig et al. (2004). 

Código Sequência do primer 5’ – 3’ 
Especificidade e tamanho do 

fragmento amplificado 
ex-D15-F CATCCGTGCTGTAGCTGCGAG M. exigua – 562 pb 

ex-D15-R CTCCGTGGGAAGAAAGACTG   

inc-K14-F GGGATGTGTAAATGCTCCTG M. incognita – 399 pb 

inc-K14-R CCCGCTACACCCTCAACTTC   

par-C09-F GCCCGACTCCATTTGACGGA M. paranaensis – 208 pb 

par-C09-R CCGTCCAGATCCATCGAAGTC   

 

O DNA foi desnaturado por 10 min a 94 °C; seguido de 30 ciclos de 94 °C por 

30 segundos, 64 °C por 45 segundos, 72 °C por 60 segundos; incluindo um período 

final de extensão de 72 °C por 8 minutos. Os produtos da amplificação foram 

separados por eletroforese em tampão TBE 1 X a 75 V usando gel de agarose corado 
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com 0,7 µl SYBR Safe® (10.000 x, Invitrogen, Carlsbad, USA). Foram utilizados 

Marcadores moleculares 100 Base-Pair Ladder® (Amersham Pharmacia Biotech, San 

Francisco, USA) para comparação dos produtos da amplificação. O gel foi visualizado 

em transiluminador de luz UV (Waltec, Model MD-20, 312mm) e fotografado. 

 

3. RESULTADOS 
 

A espécie de maior ocorrência nos municípios do Cerrado mineiro foi M. 

exigua, sendo encontrada em 83,8% das áreas amostradas, seguido por M. 

paranaensis que foi diagnosticado em 19% das áreas e M. incognita que esteve 

presente em apenas 4,9% dos locais (Tabela 3). Dentre as sete amostras 

diagnosticadas com M. incognita, seis foram compostas por populações mistas. Dos 

municípios incluídos, em exceção Araxá, Santa Rosa da Serra e Tiros, todos os outros 

apresentaram pelo menos uma área diagnosticada com M. paranaensis, com maior 

frequência em Monte Carmelo, Araguari, Patrocínio e Serra do Salitre (Tabela 3).  

Algumas áreas amostradas foram diagnosticadas com populações mistas, 

como foi o caso das amostras de número 117, no município de São Gotardo; 125, 126 

e 127, no município de Serra do Salitre que foram encontradas populações mistas de 

M. paranaensis e M. incognita. Populações mistas também foram encontradas das 

espécies M. exigua e M. paranaensis nas amostras de número 38, do município de 

Carmo do Paranaíba; 46, de Estrela do Sul, 50, de Lagoa Formosa, e 99, de Rio 

Paranaíba. Para M. exigua e M. incognita, duas amostras foram encontradas com 

populações mistas, sendo respectivamente as amostras de número 7, em Araguari ; 

e 15, em Araxá. Ainda foi encontrada uma população mista de M. arenaria, M. 

paranaensis e M. exigua, em Patos de Minas (Tabela 3). 

Usando o conceito de taxonomia integrativa, várias técnicas foram adotadas 

para identificação das espécies de Meloidogyne, incluindo eletroforese de isoenzimas 

(Figura 1), análise do padrão perineal de fêmeas (Figura 2), reação em cadeia da 

polimerase com primers específicos (Figura 3) e morfologia da região labial de machos 

(Cunha et al., 2018). Em alguns casos, as amostras não foram possíveis de serem 

identificadas por eletroforese de isoenzimas devido ao estado do material coletado, 

com poucas fêmeas e, ou com o material ressecado. Nesses casos, a identificação foi 

feita por PCR com primers específicos ou análise morfológica dos machos.  
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Figura 1 – Fenótipos de esterase de populações de Meloidogyne spp. coletadas em 

áreas de cultivo de café em diferentes municípios do estado de Minas Gerais. 

Amostras 2, 3, 4, 5, 6 e 11 = sem resposta. Amostras 7, 8 e 10 = M. paranaensis. 

R.m.= razão de migração em relação da banda mais lenta (R.m= 1,0) de M. javanica. 
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Figura 2 – Padrões perineais de espécies de Meloidogyne spp. em áreas de cultivo 

de café em diferentes municípios do Cerrado de Minas Gerais. A) M. incognita, B) M. 

paranaensis, C) M. arenaria.  
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Figura 3 – Gel de agarose feito a partir de produtos de amplificação de reação em 

cadeia da polimerase (PCR) com primers específicos para Meloidogyne exigua 

(Imagem superior, primers ex-D15-F/ex-D15-R, produto de 592 pares de bases) e 

Meloidogyne paranaensis (Imagem inferior, primers par-C08-F/par-C08-R, produto de 

208 pares de bases). (pb). E1: controle positivo, contendo DNA de M. exigua; E2-E4: 

amostras de campo; E5: controle negativo, sem DNA de nematoides. A1: controle 

negativo, sem DNA de nematoides. A2: controle positivo, contendo DNA de M. 

paranaensis. A3: amostra de campo. MM: marcador molecular de 100 pb.  
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Tabela 3. Espécies de Meloidogyne encontradas em amostras coletadas em 

municípios localizados na região do Cerrado mineiro.  

Amostra Município Espécie de Meloidogyne spp. 
1 Araguari M. paranaensis ab 

2 Araguari M. incognita a 

3 Araguari M. paranaensis d 

4 Araguari M. paranaensis d 

5 Araguari M. paranaensis d 

6 Araguari M. exigua d 

7 Araguari M. exigua d, M. incognita d 

8 Araguari M. exigua d 

9 Araguari M. exigua d 

10 Arapuá M. exigua d 

11 Arapuá M. exigua d 

12 Arapuá M. exigua d 

13 Arapuá M. exigua d 

14 Arapuá M. exigua d 

15 Araxá M. exigua ab, M. incognita a 

16 Araxá M. exigua c 

17 Araxá M. exigua abc 

18 Campos Altos M. exigua d 

19 Campos Altos M. exigua d 

20 Campos Altos M. exigua d 

21 Campos Altos M. paranaensis d 

22 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

23 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

24 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

25 Carmo do Paranaíba M. paranaensis d 

26 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

27 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

28 Carmo do Paranaíba M. exigua d  

29 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

Continua... 
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Tabela 3 - Continuação. Espécies de Meloidogyne encontradas em amostras 

coletadas em municípios localizados na região do Cerrado mineiro.  

Amostra Município Espécie de Meloidogyne spp. 
30 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

31 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

32 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

33 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

34 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

35 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

36 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

37 Carmo do Paranaíba M. exigua 

38 Carmo do Paranaíba M. exigua d, M. paranaensis d 

39 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

40 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

41 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

42 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

43 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

44 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

45 Carmo do Paranaíba M. exigua d 

46 Estrela do Sul M. exigua ab, M. paranaensis b 

47 Indianópolis M. paranaensis d 

48 Indianópolis M. paranaensis d 

49 Lagoa Formosa M. exigua abc 

50 Lagoa Formosa M. exigua ac, M. paranaensis a 

51 Monte Carmelo M. exigua d 

52 Monte Carmelo M. exigua d 

53 Monte Carmelo M. exigua d 

54 Monte Carmelo M. exigua d 

55 Monte Carmelo M. exigua d 

56 Monte Carmelo M. exigua d 

57 Monte Carmelo M. paranaensis d 

58 Monte Carmelo M. paranaensis d 

Continua... 
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Tabela 3 - Continuação. Espécies de Meloidogyne encontradas em amostras 

coletadas em municípios localizados na região do Cerrado mineiro.  

Amostra Município Espécie de Meloidogyne spp. 
59 Monte Carmelo M. paranaensis d 

60 Monte Carmelo M. paranaensis d 

61 Patos de Minas M. arenaria ab, M. paranaensis b, M. exigua c 

62 Patos de Minas M. exigua abc 

63 Patrocínio M. exigua c 

64 Patrocínio M. exigua d 

65 Patrocínio M. exigua d 

66 Patrocínio M. exigua d 

67 Patrocínio M. exigua d 

68 Patrocínio M. exigua d 

69 Patrocínio M. exigua d 

70 Patrocínio M. exigua d 

71 Patrocínio M. exigua d 

72 Patrocínio M. exigua d 

73 Patrocínio M. exigua d 

74 Patrocínio M. exigua d 

75 Patrocínio M. exigua d 

76 Patrocínio M. exigua d 

77 Patrocínio M. exigua d 

78 Patrocínio M. exigua d 

79 Patrocínio M. exigua d 

80 Patrocínio M. exigua d 

81 Patrocínio M. paranaensis d 

82 Patrocínio M. paranaensis d 

83 Patrocínio M. paranaensis d 

84 Patrocínio M. paranaensis d 

85 Patrocínio M. exigua d 

86 Patrocínio M. exigua d 

Continua... 
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Tabela 3 - Continuação. Espécies de Meloidogyne encontradas em amostras 

coletadas em municípios localizados na região do Cerrado mineiro.  

Amostra Município Espécie de Meloidogyne spp. 
87 Patrocínio M. exigua d 

88 Patrocínio M. exigua d 

89 Patrocínio M. exigua d 

90 Rio Paranaíba M. exigua d 

91 Rio Paranaíba M. exigua d 

92 Rio Paranaíba M. exigua d 

93 Rio Paranaíba M. exigua d 

94 Rio Paranaíba M. exigua d 

95 Rio Paranaíba M. exigua d 

96 Rio Paranaíba M. exigua d 

97 Rio Paranaíba M. exigua d 

98 Rio Paranaíba M. exigua d 

99 Rio Paranaíba M. exigua d, M. paranaensis d 

100 Rio Paranaíba M. exigua d 

101 Rio Paranaíba M. exigua d 

102 Rio Paranaíba M. exigua d 

103 Rio Paranaíba M. exigua d 

104 Rio Paranaíba M. exigua d 

105 Rio Paranaíba M. exigua d 

106 Rio Paranaíba M. exigua d 

107 Rio Paranaíba M. exigua d 

108 Rio Paranaíba M. exigua d 

109 Rio Paranaíba M. exigua d 

110 Rio Paranaíba M. exigua d 

111 Rio Paranaíba M. exigua d 

112 Rio Paranaíba M. exigua d 

113 Santa Rosa da Serra M. exigua d 

114 Santa Rosa da Serra M. exigua d 

115 Santa Rosa da Serra M. exigua d 

Continua... 
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Tabela 3 - Continuação. Espécies de Meloidogyne encontradas em amostras 

coletadas em municípios localizados na região do Cerrado mineiro.  

Amostra Município Espécie de Meloidogyne spp. 
116 São Gotardo M. paranaensis a 

117 São Gotardo M. paranaensis a, M. incognita a 

118 São Gotardo M. exigua ad 

119 São Gotardo M. exigua d 

120 São Gotardo M. exigua d 

121 São Gotardo M. exigua d 

122 São Gotardo M. exigua d 

123 São Gotardo M. exigua d 

124 São Gotardo M. exigua d 

125 Serra do Salitre M. paranaensis ac, M. incognita c 

126 Serra do Salitre M. paranaensis ac, M. incognita c 

127 Serra do Salitre M. paranaensis a, M. incognita ac 

128 Serra do Salitre M. paranaensis d 

129 Serra do Salitre M. exigua d 

130 Serra do Salitre M. exigua d 

131 Serra do Salitre M. exigua d 

132 Serra do Salitre M. exigua d 

133 Serra do Salitre M. exigua d 

134 Serra do Salitre M. exigua d 

135 Serra do Salitre M. exigua d 

136 Serra do Salitre M. exigua d 

137 Serra do Salitre M. exigua d 

138 Serra do Salitre M. exigua d 

139 Serra do Salitre M. exigua d 

140 Serra do Salitre M. exigua d 

141 Serra do Salitre M. exigua d 

142 Tiros M. exigua abc 

a Identificação de acordo com o padrão perineal da fêmea; b Identificação de acordo 

com a morfologia do macho; c Identificação por eletroforese de isoenzimas; d 

Identificação molecular utilizando a reação em cadeia da polimerase. 
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4. DISCUSSÃO 
 

Meloidogyne exigua foi a espécie com maior prevalência em cafezais do 

Cerrado mineiro. Estes resultados corroboram parcialmente com os obtidos por 

Santos et al. (2018b) que também encontrou M. exigua com maior amplitude de 

distribuição, entretanto, foram encontradas maiores incidências de M. incognita em 

seu levantamento do que de M. paranaensis. Ainda no Sul de Minas Gerais, a espécie 

prevalente também é M. exigua, com presença em 24,2% das amostras e 95,1% dos 

municípios amostrados por Castro et al. (2008), que realizou levantamento e 

amostragem em áreas independentes de sintomas de parasitismo de Meloidogyne 

spp., diferente deste estudo que se limitou a amostragem em áreas com sintomas de 

parasitismo.  

Meloidogyne paranaensis é um nematoide agressivo ao cafeeiro e o fato de 

que 19% das áreas amostradas no Cerrado mineiro estarem infestadas com essa 

espécie é preocupante. No Brasil, a instalação de lavouras de café arábica em áreas 

de infestação de M. paranaensis é classificado como atividade de alto risco, visto que 

os danos provocados pela espécie são severos. Perdas significativas causadas por 

esse nematoide já ocorreram em lavouras no Paraná nos anos 1960, 1970 e 1980 

(Ferraz & Brown, 2016). Os danos às plantas ocorrem devido à destruição do sistema 

radicular do cafeeiro, alta persistência do patógeno no solo e a ampla gama de 

hospedeiros que tornam o controle mais complicado (Santos et al., 2018a).  

Meloidogyne exigua pode causar reduções de até 45% na produtividade do 

cafeeiro  (Barbosa et al., 2004), embora as plantas infectadas consigam sobreviver e 

apresentar leve a moderado aspecto de depauperamento, a depender da idade da 

planta e da densidade de inóculo no solo. No entanto, plantas atacadas por M. 

paranaensis podem definhar e morrer muito rapidamente. Isso torna essa espécie 

uma ameaça à produção de café em áreas infestadas.  

Raízes de plantas de café infectadas por M. paranaensis e M. incognita não 

costumam apresentar galhas bem definidas em plantas adultas assim como M. 

exigua. O que são comumente observados em plantas infectadas por essas espécies 

são raízes com descamações, rachaduras, pontos necróticos e aspecto de cortiça 

(Salgado et al., 2011). Por isso, a taxonomia integrativa é uma abordagem 

interessante para diagnose, pois espécies distintas podem induzir sintomas similares 
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no hospedeiro e quanto mais ferramentas usadas na identificação maior a acurácia e 

a chance de detecção de populações mistas.  

Dentre as três espécies, M. incognita foi a menos prevalente em cafezais do 

Cerrado mineiro. Estes resultados diferem dos obtidos por Santos et al. 

(2018b),encontrados no sul de Minas Gerais, visto que obtiveram menor frequência 

de M. paranaensis. Isto pode indicar não apenas que a dispersão de M. paranaensis 

tem aumentado cada vez mais, mas que algo dificulta o aumento em mesma 

proporção nas populações de M. incognita, visto que os dados indicam um aumento 

maior na frequência das outras duas espécies. Apesar de serem distintas as regiões 

de Minas Gerais onde foram realizados o presente estudo e o de Santos et al. (2018b), 

este é um ponto importante a ser averiguado em estudos futuros, visto que as 

primeiras ocorrências de M. paranaensis foram no sul de Minas Gerais, se 

disseminando então em seguida para a região do Cerrado. 

Uma baixa variabilidade genética foi observada em isolados de M. incognita 

ao serem estudados por Santos et al. (2012). Considerando esta hipótese, a 

probabilidade de populações diferentes de M. incognita não conseguirem parasitar 

lavouras cafeeiras na mesma intensidade que M. exigua e M. paranaensis, também 

deveria ser baixa. Em um estudo anterior, Oliveira et al. (2011) relataram que uma 

população de M. incognita foi incapaz de infectar plantas de café com suscetibilidade 

ao patógeno. Dessa forma, mais estudos são necessários com diferentes populações 

e raças de M. incognita relacionados à sua variabilidade genética e capacidade de 

infecção ao café suscetível.  

A presença de M. arenaria não é algo comum em lavouras cafeeiras, não 

apenas em Minas Gerais, mas também no restante do mundo. O primeiro relato desta 

espécie de nematoide das galhas parasitando o cafeeiro foi feito por Villain et al. 

(2013) na Guatemala. Os sintomas observados por Villain et al. (2013) foram 

considerados severos, incluindo total inchaço radicular e indução de formação de 

raízes adventícias. Como a área no presente estudo diagnosticada com M. arenaria é 

também uma área de populações mistas, é impossível descrever e afirmar que os 

sintomas observados na lavoura são atribuídos a M. arenaria, sendo necessários 

novos estudos da importância desta espécie para a cultura do café.  

Em comparação a levantamentos em outras regiões cafeicultoras, é possível 

perceber aumento na disseminação do nematoide das galhas no cafeeiro, 
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especialmente para as espécies M. exigua e M. paranaensis. Mais estudos 

semelhantes em diferentes regiões são importantes, não apenas para o simples 

conhecimento do avanço das espécies por regiões cafeeiras, mas também para que 

os devidos cuidados sejam tomados, de maneira a evitar os impactos causados por 

tais patógenos. 

 

 

5. CONCLUSÕES 
 
As espécies encontradas em áreas de café do Cerrado mineiro foram 

Meloidogyne exigua, M. paranaensis, M. incognita e M. arenaria, com predominância 

das três primeiras. A espécie M. exigua é a mais comum nas áreas amostradas, 

ocorrendo em populações isoladas ou mistas com M. incognita e M. paranaensis. 

Meloidogyne paranaensis foi encontrado em 13 dos 16 municípios deste 

levantamento. Meloidogyne incognita teve menor prevalência que M. paranaensis, 

sendo encontrado com frequência em populações mistas. 

Meloidogyne arenaria foi encontrado em uma amostra coletada em Patos de 

Minas, em população mista com M. exigua e M. paranaensis.  
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CAPÍTULO II 

 
Amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) na identificação de 

fitonematoides 
 

RESUMO 
As principais culturas de importância econômica são parasitadas por fitonematoides e 

isso resulta em prejuízos anuais de bilhões de dólares. A diagnose acurada desses 

patógenos é essencial para que as estratégias corretas de manejo sejam adotadas. 

Vários métodos podem ser usados para identificação de espécies de nematoides. No 

entanto, alguns dependem de taxonomistas treinados (métodos morfológicos), 

estádios específicos do nematoide (eletroforese de isoenzimas e análise do padrão 

perineal) ou demandam equipamentos e reagentes caros (reação em cadeia da 

polimerase convencional ou em tempo real). Além disso, algumas abordagens podem 

ser menos acuradas, em função do reduzido número de caracteres a serem 

observados e da similaridade de características entre espécies distintas, a exemplo 

dos métodos morfológicos. A amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) é uma 

técnica molecular que pode ser usada na identificação de espécies de nematoides, 

com potencial de resultar em diagnose acurada, simples e relativamente barata. Essa 

técnica tem sido muito utilizada na microbiologia e na medicina humana e veterinária. 

Na nematologia, alguns protocolos foram desenvolvidos, embora ainda exista 

potencial para explorar essa técnica nessa área da ciência. Neste artigo foi revisada 

a técnica de LAMP, os protocolos desenvolvidos para diagnose de fitonematoides e 

as perspectivas de exploração do método.  

 
Palavras-chaves: Acurácia, Diagnose molecular, Amplificação isotérmica mediada 

por loop, Taxonomia. 
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Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) in the identification of plant-
parasitic nematodes 

 
ABSTRACT 
The main crops of economic importance are parasitized by nematodes, and this results 

in annual losses of billions of dollars. The accurate diagnosis of these pathogens is 

essential for the adoption of effective management strategies. Several methods can 

be used to identify nematode species. However, some rely on trained taxonomists 

(morphological methods), specific stages of the nematode (isoenzyme electrophoresis 

and perineal pattern analysis) or require expensive equipment and reagents 

(conventional or real-time polymerase chain reaction). In addition, some approaches 

may be less accurate, due to the reduced number of characters to be observed and 

the similarity of characteristics between different species, such as morphological 

methods. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is a molecular technique 

that can be used in the identification of nematode species, with the potential to result 

in an accurate, simple and relatively inexpensive diagnosis. This technique has been 

widely used in microbiology and in human and veterinary medicine. In nematology, 

some protocols have been developed, although there is still potential to explore this 

technique in this area of science. In this article was reviewed the LAMP technique, the 

protocols developed for the diagnosis of nematodes and the prospects for exploring 

the method. 

 

Key words: Accuracy, Molecular diagnosis, Loop-mediated isothermal amplification, 

Taxonomy. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Fitonematoides são organismos que parasitam inúmeras plantas cultivadas e 

silvestres. Mais de 4100 espécies de fitonematoides já foram descritas (Ferraz & 

Brown, 2016). A maioria dos fitonematoides parasitam as raízes das plantas, o que 

pode levar à demora nos agricultores perceberem que tais patógenos são 

responsáveis por redução na produção vegetal. Estima-se que o prejuízo anual 

causado por esses patógenos seja de 100 bilhões dólares em todo o mundo (Coyne 

et al., 2018).  

Diversas estratégias podem ser usadas com o objetivo de evitar a introdução 

ou reduzir as populações de fitonematoides em campos de produção. Entretanto, para 

que se possa determinar uma estratégia de controle apropriada é necessário a correta 

identificação da espécie (Coyne et al., 2009). Os nematoides de galhas (Meloidogyne 

spp.) são os principais causadores de danos em plantas em todo o mundo, 

principalmente em países tropicais. A identificação de espécies desse gênero foi 

realizada por décadas a partir da análise de padrões perineais de fêmeas (Hartman & 

Sasser, 1985). Entretanto, a semelhança das características perineais entre as 

espécies de fitonematoides pode resultar em menor acurácia da diagnose, além de 

demandar que fêmeas estejam presentes na amostra (Cunha et al., 2018). A 

eletroforese de isoenzimas é um método usado para identificação de espécies de 

Meloidogyne (Esbenshade & Triantaphyllou, 1990; Carneiro et al., 2000). No entanto, 

não se aplica a outros gêneros de fitonematoides e apenas pode ser feito a partir de 

fêmeas maduras. Vários métodos moleculares foram desenvolvidos nas últimas 

décadas para identificação de fitonematoides, principalmente baseados em reação 

em cadeia da polimerase (Devran & Söğüt, 2009; Humphreys-Pereira & Elling, 2014; 

Araya et al., 2016; Janssen et al., 2017; Fanelli et al., 2017; Handoo et al., 2020). 

Todavia, tais métodos requerem equipamentos e reagentes caros, o que pode limitar 

o uso desses protocolos em rotinas laboratoriais. Em suma, um método ideal de 

identificação de fitonematoides deve ser preciso, rápido, simples e econômico.   

A técnica de amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) tem o potencial 

de ser usada na identificação de fitonematoides por atender vários desses requisitos. 

Desenvolvida no ano 2000 no Japão, o método permite amplificar ácidos nucléicos 

com especificidade, sensibilidade, eficiência e rapidez em condições isotérmicas, não 
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necessitando de equipamentos caros (Notomi et al., 2000). As reações LAMP 

geralmente amplificam DNA com maior eficiência em uma temperatura entre 60 e 

65ºC, em um tempo que pode variar entre 30 e 60 minutos (Niu et al., 2011). Além 

disso, quando a amplificação ocorre, o resultado pode ser visualizado a olho nu por 

meio da adição de corantes de ligação de DNA, não requerendo a etapa de 

eletroforese em gel de agarose (Notomi et al., 2000).  

A técnica tem sido usada amplamente na microbiologia e na medicina humana 

e veterinária. Na fitopatologia, a detecção de vírus, fungos e bactérias também é 

possível por LAMP (Mori & Notomi, 2009). Embora ainda menos numerosos do que 

para outros organismos, protocolos LAMP tem sido desenvolvidos para a identificação 

de fitonematoides (Tabela 1).  

 

Tabela 1 - Espécies de fitonematoides que tiveram protocolos LAMP desenvolvidos 

para sua identificação.  

Espécie Referência 
1-Bursaphelenchus xylophilus Kikuchi et al., 2009 
2-Meloidogyne incognita Niu et al., 2011 
3-Meloidogyne enterolobii Niu et al., 2012 
4-Radopholus similis Peng et al., 2012 
5-Tylenchulus semipenetrans  Lin et al., 2016 
6-Bursaphelenchus cocophilus Ide et al., 2017 
7-Meloidogyne hapla  Peng et al., 2017 
8-Meloidogyne mali Zhou et al., 2017 
9-Tylenchulus semipenetrans Song et al., 2017 
10-Pratylenchus zeae Liu et al., 2017 
11-Anguina wevelli  Yu et al., 2018 
12-M. chitwoodi and M. fallax Zhang & Gleason, 2019 
13-Ditylenchus destructor Ding et al., 2019 
14-Aphelenchoides besseyi Yang & Yu, 2019 
15-Aphelenchoides ritzemabosi Wang et al., 2019 
16-Meloidogyne partityla Waliullah et al., 2020 
17-Anguina agrostis Yu et al., 2020 
18-Meloidogyne graminicola He et al., 2021 

 

Considerando o potencial do LAMP para uso em nematologia, esta revisão visa 

abordar os principais aspectos da técnica, listar os protocolos disponíveis para 

diagnose de fitonematoides e discutir as perspectivas de estudos e possibilidades de 

exploração do método.  
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2. ANTECEDENTES E DESENVOLVIMENTO DA LAMP 

 
A amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) foi desenvolvida por 

Notomi et al. (2000) com a premissa de amplificar ácidos nucleicos com precisão, 

rapidez, simplicidade e economia, sem a dependência de equipamentos caros, visto 

que as técnicas disponíveis até então continham limitações. A técnica é capaz de 

amplificar fragmentos de DNA na magnitude de 109 em menos de uma hora, com alta 

especificidade e em condições isotérmicas. Em seu desenvolvimento inicial, a técnica 

não foi direcionada a um organismo específico, deixando claro as possibilidades de 

aplicação em todos os campos das ciências biológicas, diagnoses de doenças 

infecciosas e distúrbios genéticos, o que futuramente levou a sua inclusão para o 

campo da nematologia.  

De maneira geral, a reação típica consiste em adicionar solução tampão, 

primers, nucleotídeos (dNTP’s), DNA alvo, sulfato de magnésio (MgSO4) e a enzima 

Bst DNA polimerase. Em alguns protocolos, corantes e, ou ligantes de DNA podem 

ser adicionados antes ou depois das reações. A reação é submetida a uma 

temperatura isotérmica que pode variar entre 60 a 65 ºC durante aproximadamente 

uma hora (Notomi et al., 2000; Mori et al., 2001).  

A enzima Bst DNA polimerase possui atividade de deslocamento de fita, onde 

pode catalisar e realizar polimerização do DNA no sentido 5'-3', com temperatura 

ótima de 63 ºC (Nagamine et al., 2001). O sulfato de magnésio, embora também esteja 

contido na solução tampão, é utilizado para formar um precipitado branco visível por 

meio do acúmulo de pirofosfato na reação (Mori et al., 2001). O tamanho do DNA alvo 

é um fator que pode ser limitante, visto que melhores resultados são obtidos com 

DNAs de 130 a 200 pares de bases (pb), e acima de 500 pb a amplificação não 

acontece com perfeição (Notomi et al., 2000). Os dNTP’s funcionam como fonte de 

nucleotídeos para a reação (Mori et al., 2001).  Opcionalmente, a betaína pode ser 

usada em alguns casos, com o objetivo de melhorar estabilização de adenina-timina 

e guanina-citosina na reação. O mínimo de quatro primers são necessários para 

atingir regiões de um gene específico, sendo dois primers internos (FIP - forward inner 

primer e BIP - backward inner primer) e dois externos (F3 - forward outer primer e B3 

- backward outer primer). Entretanto, o tempo da reação pode ser reduzido para 
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aproximadamente 30 minutos com a adição de loop primers, LF (loop forward) e LB 

(loop backward) (Nagami et al., 2002).  

O processo de amplificação da LAMP envolve duas fases: a cíclica e a não 

cíclica, onde é fase não cíclica é predecessora da fase cíclica (Parida et al., 2008). A 

fase não cíclica se inicia com o anelamento do primer FIP com a sequência 

complementar do DNA alvo e a síntese de DNA com a Bst DNA polimerase 

deslocando a fita e liberando um DNA de fita simples. Em seguida, o primer  F3 anela 

na região F3c fora do FIP e  desloca a fita de DNA, resultando em uma única fita em 

forma de sino na extremidade 5 '. Essa fita é usada como modelo pelo primer BIP para 

anelar em uma sequência complementar na região B2c, sendo alongada em seguida 

pela Bst DNA polimerase. Juntamente com a enzima, o primer B3 anela em B3c fora 

do BIP, iniciando o deslocamento do DNA, formando uma estrutura de DNA na 

extremidade 3 '. No final da fase não cíclica são formadas hastes de loop de DNA nas 

extremidades da fita (Parida et al., 2008). 

Na fase cíclica, o primer FIP se anela com a região de fita simples no DNA de 

loop e na síntese de deslocamento da fita primária de DNA, liberando a fita 

previamente sintetizada, onde a fita simples liberada forma uma estrutura de haste de 

loop na extremidade 3' em razão das regiões complementares B1c e B1. Por meio da 

extremidade 3' da região B1, a síntese de DNA se inicia utilizando a própria estrutura 

como molde, liberando a fita complementar ligada a FIP, que por sua vez gera uma 

estrutura semelhante a halteres, pois ambas as extremidades têm regiões F1-F1c e 

B1c-B1 complementares. O primer BIP se emparelha com a região B2c e com a fita 

principal da síntese de DNA, liberando a fita de DNA iniciada com B1, e como 

resultado de todo esse processo, estruturas de diferentes tamanhos são formadas 

compostas por repetições invertidas da sequência alvo na mesma fita, levando ao 

acúmulo de 109 cópias em menos de uma hora. Os loop primers, quando utilizados 

atuam na fase cíclica, acelerando o processo (Parida et al., 2008).  

 

 

3. ENSAIOS LAMP PARA A IDENTIFICAÇÃO DE FITONEMATOIDES 
 
3.1 Extração de DNA da espécie 
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Esta parte do processo varia muito, podendo envolver kits comerciais de 

extração ou protocolos simples (Niu et al., 2011; Niu et al., 2012; Peng et al., 2012; 

Zhou et al., 2017; Yu et al., 2018; Zhang & Gleason, 2019; Waliullah et al., 2020). Em 

alguns protocolos LAMP, no entanto, não é necessário fazer a extração de DNA (Tsai 

et al., 2016; Khan et al., 2018).  

 
3.2 Desenho dos primers LAMP 

Diferentes alvos genômicos podem ser usados para amplificação e, por 

consequência, para o desenho de primers. Nos protocolos disponíveis na área de 

fitonematologia, os principais alvos são as regiões ITS e 18S do rDNA (Niu et al., 2011; 

Zhang & Gleason, 2019).  

O desenho dos primers pode ser feito manualmente ou, mais comumente, com 

uso de softwares, a exemplo do PrimerExplorer  (Niu et al., 2011; Niu et al., 2012; 

Peng et al., 2012) ou o Clustal Omega (Sievers et al. 2011; Zhang & Gleason, 2019). 

O desenho dos primers não é uma etapa fácil, pois os primers devem ser específicos 

(Tabela 2) e algumas espécies distintas apresentam elevada similaridade nas 

principais regiões genômicas alvos, como no caso de M. chitwoodi e M. fallax (Zhang 

& Gleason, 2019). A reação pode ser feita com quatro (Niu et al., 2011), cinco (Zhang 

& Gleason, 2019) ou com até seis primers (Waliullah et al., 2020). 

 
3.3 Otimização da reação 

A otimização das reações LAMP demanda ajustes de concentrações de 

reagentes (primers, magnésio, betaína, indicadores de metal ou corantes de DNA), 

temperatura de incubação e tempo de reação. A processo é realizado em um volume 

total de 25 μl 1 X de tampão de amplificação, 1,6 mM de cada dNTP, 0,8 μM cada um 

dos primers internos FIP e BIP, 0,2 μM cada de primers externos F3 e B3, 4 mM de 

MgSO4, 8 unidades da enzima Bst DNA polimerase e 1 – 2 μl de DNA alvo. No caso 

da utilização de loop primers, inclui a adição de 0,4 μM de cada primer (LB e LF) 

(Nagami et al., 2002). O uso de betaína conforme proposto por Notomi et al. (2000) é 

opcional, adotado em apenas alguns protocolos.  
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Tabela 2 – Exemplos de primers utilizados nos protocolos LAMP para as algumas 

espécies de fitonematoides. 
Primers  Sequência (5' - 3') Alvo e 

referência  
FIP CTTTCCTTGGAATTGGAACAGGGTCAATTGCTTTATATCAAACACC Meloidogyne 

incognita (Niu et 
al., 2011) 

  
BIP GGACGGAGAAGTATGTTCCTCTCTGGAAAAGAAAAATCAGTCTT 

F3 TATGTCAGCCCCCGGTTC 
B3 GAGAAGGAAAAGAGTGCCAA 
FIP ACAGTGATTACGACCATACCGCGTTCGTTGCTTAACTTGCCAGA Meloidogyne 

enterolobii (Niu 
et al., 2012)  

  
BIP TCTAAGGCAAAGTGGGCGGAGCTCTYTTTGCCTTAAACCATTCCC 
F3 CCAAGTACTAAGGAAGCCC 
B3 ATCCTAATTTTYCTCCCACACA 
Loop F AAGCACGCCATCCCGTC 
Loop B TGTTGTTCGCTGTTCGC 
FIP GCACCCAACGGACAAAACAACACATTCAGCCTCTGGGCATC Radopholus 

similis (Peng et 
al., 2012)  

  
BIP GCAGCGCTGTGAGCCTGTTTGTTCGCCCATTCTGGGTAC 
F3 AGCTGGCGTATCTAGCCTG 
B3 AACGCCAGAACGCACAAC 
Loop F AGGCGTCGTCCCAAGGTCA 
FIP CRGGTAAGAGCCGAGAAGGACAGTCATACTTCCTCYGCCGCT Tylenchulus 

semipenetrans 
(Lin et al., 2016)   BIP TGTAACGCTGAGCGACTGTTGAGCGACATGTGGAGAAGGC 

F3 GCATCTGGCGAGTCTGTG 

B3 GCACCGAATCTGGAACTCAT 
FIP TCGCCGGTCAAACACACATTCGCAACTACCGTCTTCCGCTG Bursaphelenchus 

cocophilus (Ide 
et al., 2017)  

 
  

BIP TCTGCCAATACGGCGCTGATCGGAACAGGGTTTGTCGT 
F3 GGTTCTGCTCTTCGGCATAT 
B3 ACGTGTCGCACCAACAAC 
FIP CGACGTATCCTCCCAATCTTGTCGCAATGAGCCTTGTTATTG Meloidogyne 

mali (Zhou et al., 
2017)  

 
  

BIP CGACTCTCGTCGTGTAACGGGATGGCACAACTGCTCAG 
F3 TGCTGCTGGATCATTACAC 
B3 TCCTGGGCTCATTAAGTCT 
Loop F CGTGGAGTAGACGAAGAAATCT 
Loop B CTACGCTGGTGTCTGTGT 
FIP CAGATGCCAGAAGCAGCGACAGGCACATCGGGTGGAGAG Tylenchulus 

semipenetrans 
(Song et al., 

2017)  
  

BIP TGGTCATACTTCCTCTGCCGCTAGGTAAGAGCCGAGAAGGA 
F3 CCAGGTTGAGCAGAGTCCTT 
B3 GCCGTTTTCGCCTGTAGTC 
Loop B GAGGAAGGGATACTGAGCTT 

Continua... 
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Tabela 2 (Continuação) – Exemplos de primers utilizados nos protocolos LAMP para 

as algumas espécies de fitonematoides. 
Primers  Sequência (5' - 3') Alvo e 

referência  
FIP ACCAGGTAAAAACCTTAATTCCGGGCTTATTTTAGGGGGGCT Pratylenchus 

zeae (Liu et al., 
2017) 

  
BIP TATTCGTTTTGGTCCGGTTTTTTTCAAAATAACCCCAGAGCAAC 

F3 GGTTTAGATCTTGATTCTCGG 

B3 GTAAAAATAAATCCAAAGTGGCA 
FIP GGTGGGGACTTCACCAGAAAATAGCCAAACAGTCCAAGAAGG Anguina wevelli 

(Yu et al., 2018)  
  BIP TGGACGAAAAAACGGCTCTGGACGTAGGCATACAACTGCT 

F3 CCTTTCCGTGGAATGTTGAA 

B3 ACGTACCGATTCTCTTCAA 
FIP AGACACGTCGTGTCACCTATATAAAGCATAGCGGTTTGTTC Meloidogyne 

chitwoodi and M. 
fallax (Zhang & 
Gleason, 2019)  

  

BIP ATGAAGATATCTGGTTGATCCTGCACATGCATGGCTTAATCTTTG 

F3 GAAGTCTCTCGTGTGAGAT 

B3 CTCGATAAATCGATTAAACTGGT 

Loop B CTGAACTGATGTGTTCATTT 
FIP CACTGCAAGCAGTCGGGACG-CGAGCTTATATGCGACCTCG Ditylenchulus 

destructor (Ding 
et al., 2019)   

BIP GCGGAGGAAGAGCATACTCGC-AGAGTTTCCTCTGGCTTCGT 
F3 GGCGCAATGAAAGTAAAGGC 
B3 AGAACCGCTCCGGACTTC 
Loop F AGATGGTGAACTATGCCTGAGC 
FIP TCTTGTTCCTGCACCCATATCTTGCCTGTAGCTTTATTTTTGC Aphelenchoides 

besseyi (Yang & 
Yu, 2019)  

 
  

BIP ATCCTCCTTTAAGAACTCTTGGTCACACAATGAAGCCTAAAAATGG 
F3 CGTCTAAATAATTTGAGGTTTTGGT 
B3 ACCTAAAATAGAACTAATCCCAG 
FIP TCTTGTTCCTGCACCCATATCTTGCCTGTAGCTTTATTTTTGC Aphelenchoides 

ritzemabosi 
(Wang et al., 

2019)   

BIP ATCCTCCTTTAAGAACTCTTGGTCACACAATGAAGCCTAAAAATGG 
F3 CGTCTAAATAATTTGAGGTTTTGGT 
B3 ACCTAAAATAGAACTAATCCCAG 
Loop F GCGCAAACACGCAAAATACC  

FIP ACCGATAAGGCTAGAATTTTTCGTTACTTAATGAGCCTCTTAAGTGA Meloidogyne 
partityla 

(Waliullah et al., 
2020)  

  

BIP CGGCTCGTGGATCGATGAAGTCAAGGTTTCTGCAGTTCG 
F3 AGGACTCTTTTTTGGGGTT 
B3 ATGCGTTCAAAACTTTTATGC 
Loop F AAAAAGAGTGCTGGCGTCC 
FIP CCTTGATCTCCGTGAACAGCGGGTTATGATGGTGGAGGT Meloidogyne 

graminicola (He 
et al., 2021) BIP GGCATCTTCACATCATCATTCCTGTTTTCTTTTTACTTTTGCGTCC 

F3 AAGATGAGGATGAGGAGGA 
B3 GAATAAGGATCTGGAACTTGTT 

Continua... 
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Tabela 2 (Continuação) – Exemplos de primers utilizados nos protocolos LAMP para 

as algumas espécies de fitonematoides. 
Primers  Sequência (5' - 3') Alvo e 

referência  
FIP CTGCTAAGCGGTGGGGACGAGTCTGAGAAGGTGCCCT Anguina agrostis 

(Yu et al., 2020) 
  BIP TCTCTGAGCAGTTGTATGCCTACGCTCGCGATCACGAAGACC 

F3 GACGAATTCATTCTTACAGCCA 
B3 GCACCATATCTGGTACTCATTG 
Loop F CACCAGTAAGCAGCGTGC  
Loop B CTGCGTTGAAGAGAGACGG 

 
É importante ressaltar que na otimização da reação, as quantidades de cada 

ítem podem variar de espécie para espécie, segundo os protocolos disponíveis. Niu 

et al. (2011) utilizaram 0,35 μM de cada dNTP, e 1,6 μM cada um dos primers internos, 

enquanto Niu et al. (2012) já utilizaram 1,4 μM de cada dNTP assim como 0,8 μM de 

cada primer loop. Yu et al. (2020) utilizaram na reação para identificar A. agrostis 20 

μM de cada primer loop.  Waliullah et al. (2020) após usarem diferentes concentrações 

encontraram melhores condições de amplificação nas concentrações de 0,2 μM de 

cada primer externo (F3 e B3), 1,6 μM cada primer interno (FIP e BIP), e 0,8 μM de 

cada primer loop (LF e LB), sendo o padrão mais utilizado nos protocolos.  

Além dos primers, a quantidade de sulfato de magnésio também pode variar de 

acordo com o protocolo. Peng et al., 2017 encontraram melhores condições utilizando 

5 mM de MgSO4 para M. hapla, Zhou et al., 2017 por sua vez utilizaram 6,5 mM para 

M. mali. Lin et al., 2016 usaram 100 mM de MgSO4 para a reação de Tylenchulus 

semipenetrans, enquanto Song et al., 2017 utilizaram apenas 4 mM para a mesma 

espécie, a qual estabeleceu um diferente protocolo com um desenho diferente de 

primers. 

Alguns protocolos incluem a desnaturação do DNA da espécie alvo, para 

melhorar a eficiência da amplificação. Dessa forma, antecedendo a adição da enzima 

Bst DNA polimerase, o DNA é desnaturado a 95 ºC durante 5 minutos, sendo 

posteriormente resfriado em gelo (Niu et al., 2011).  

A temperatura de incubação ideal para a amplificação é algo que varia de 

acordo com a espécie. Nos protocolos disponíveis a temperatura ótima variou entre 

63 e 70ºC (Tabela 3). Dessa forma, para estabelecer a reação para uma espécie que 

ainda não teve seu ensaio LAMP otimizado, é necessário submeter a reação a 

diferentes temperaturas para que se possa determinar a temperatura ótima.  



46 
 

 
 

O tempo de amplificação também pode variar de acordo com a espécie (Tabela 

3). Kikuchi et al. (2009) determinaram o tempo de amplificação de 60 minutos para 

Bursaphelenchus xylophilus, enquanto Zhang & Gleason (2019) obtiveram êxito na 

amplificação de M. chitwoodi e M. fallax em apenas 45 minutos de incubação.  
 

Tabela 3 - Temperatura e tempo de reação utilizado nas reações LAMP de algumas 
espécies de fitonematoides.  
Espécie Temperatura 

(ºC) 
Tempo (minutos) 

Bursaphelenchus xylophilus 
(Kikuchi et al., 2019) 

63 60 

Meloidogyne incognita 
(Niu et al., 2011) 

63 60 

Meloidogyne enterolobii 
(Niu et al., 2012) 

63 60 

Radopholus similis 
(Peng et al., 2012) 

63 60 

Tylenchulus semipenetrans 
(Lin et al., 2016)  

65 50 

Bursaphelenchus cocophilus 
(Ide et al., 2017) 

63 60 

Meloidogyne hapla 
(Peng et al., 2017)  

65 45 

Meloidogyne mali 
(Zhou et al., 2017) 

63 60 

Tylenchulus semipenetrans 
(Song et al., 2017)  

63 60 

Pratylenchus zeae 
(Liu et al., 2017) 

64 40 

Anguina wevelli  
(Yu et al., 2018) 

63 60 

M. chitwoodi and M. fallax 
(Zhang & Gleason, 2019) 

68 45 

Ditylenchus destructor 
(Ding et al., 2019) 

65 50 

Aphelenchoides besseyi 
(Yang & Yu, 2019) 

63 65 

Aphelenchoides ritzemabosi 
(Wang et al., 2019) 

65 60 

Meloidogyne partityla 
(Waliullah et al., 2020) 

70 60 

Anguina agrostis 
(Yu et al., 2020) 

63 60 

Meloidogyne graminicola 
(He et al., 2021) 

63 60 
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 Ao final do tempo de incubação, o ensaio pode ser aquecido em 80 ºC de 2 a 

5 minutos para que se encerre a atividade da Bst DNA polimerase. Feito isso, os 

produtos LAMP podem ser visualizados a olho nu ou via eletroforese em gel de 

agarose (Notomi et al., 2000).  

 

3.4 Sensibilidade da técnica 
De forma geral, a LAMP é mais sensível do que a PCR convencional. Isso é 

vantajoso, principalmente em instâncias onde a concentração do DNA alvo é baixa.  

Zhang & Gleason (2019), por exemplo, relataram que foi possível detectar DNA de M. 

chitwoodi em diluições conseguiram resultados LAMP positivos em diluições de até 

10-5 a partir de 1 ng do DNA genômico, enquanto com PCR convencional foi possível 

detectar apenas em diluições até 10-3, sendo assim o LAMP cem vezes mais sensível 

que a PCR. Ide et al. (2017) conseguiram atestar a olho nu a ocorrência de 

amplificação de DNA de Bursaphelenchus cocophilus diluído até a concentração de 

1:25, enquanto diluições de 1:50 e 1:100 foram possíveis de visualizar apenas por 

eletroforese em gel de agarose.  

 

3.5. Monitoramento da amplificação.  
O monitoramento da amplificação LAMP é uma etapa fundamental do 

processo. Uma eficiente identificação com o uso da LAMP não depende apenas do 

sucesso da amplificação do DNA, mas também da eficiência do método utilizado para 

monitorar a reação (Parida et al.,2008; Zhang et al., 2014). Como a reação visa 

precisão, rapidez, simplicidade e economia, o melhor método de monitoramento é o 

que se enquadra em todas estas características.  

Um método bastante utilizado é a adição de corantes de ligação de DNA após 

o término da reação. Com boa sensibilidade, o corante forma um complexo com 

quantidade suficiente de DNA, o que permite a mudança de cor (Zhang et al., 2014). 

Um exemplo de corante de ligação é o SYBR Green I, que muda a cor do produto de 

laranja para verde na presença de DNA alvo em quantidade suficiente, sendo possível 

a visualização a olho nu. Entretanto, como a adição do corante é realizada após a 

reação acontecer, aumenta-se o risco de contaminação do produto, ocasionando em 

erro.   
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Embora seja menos prático e venha a ocasionar dependência de mais 

equipamentos, é o monitoramento da reação LAMP por meio da aplicação do produto 

em gel de eletroforese. A visualização do produto LAMP positivo é possível no gel de 

eletroforese após a coloração do produto com corantes fluorescentes, tais como o 

brometo de etídio ou o SYBR Green I, resultando em bandas de tamanho diferente 

com padrão bastante característico que se assemelha a uma escada, que difere 

bastante do padrão observado na reação em cadeia da polimerase (Le et al.,2012; 

Zhang et al., 2014). 

Visando eficiência e praticidade na identificação de fitonematoides, um método 

que pode ser empregado é a colorimetria do DNA amplificado, o que permite a 

visualização do produto a olho nu. Uma vantagem que este processo possui, é a 

possibilidade da adição do indicador colorimétrico no momento da preparação da 

reação, não necessitando da abertura do tubo após a reação, o que evita a 

contaminação (Parida et al.,2008; Tomita et al.,2008; Zhang et al., 2014). Dois 

exemplos que podem ser utilizados é o hydroxy naphtol azul (HNB) e a calceína. O 

HNB que originalmente apresenta a cor roxa, muda a cor da solução de roxa para azul 

celeste. Essa mudança ocorre pela redução da concentração de magnésio na 

solução, que ocorre pela produção de pirofosfato de magnésio insolúvel que ocorre 

no processo de amplificação (Goto et al., 2009; Zhang et al., 2014). A calceína por 

sua vez, combina com íons de manganês antes da reação acontecer dando a cor 

laranja para a solução, e após a reação ocorrer, a calceína se desliga dos íons de 

manganês, fazendo com que a mesma recupere sua coloração verde fluorescente 

(Tomita et al.,2008; Zhang et al., 2014). 

 

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS  
 

A LAMP possui potencial de uso na diagnose de várias espécies de 

fitonematoides. Muitas espécies de importância econômica já foram alvo de 

desenvolvimento de protocolos, mas várias outras ainda não foram estudadas, 

incluindo Pratylenchus brachyurus, M. paranaensis, M. javanica, M. arenaria e 

Rotylenchus reniformis, espécies importantes para a agricultura. Dessa forma, novos 

estudos são importantes para facilitar incluir outras espécies e contribuir para a 

redução das perdas mundiais decorrentes de fitonematoides.  
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A avaliação prática dos ensaios LAMP utilizando solo ou amostras de raízes 

infectadas é um ponto que também deve continuar sendo bastante estudado (Niu et 

al., 2011), considerando que nos ensaios LAMP disponíveis foram avaliados apenas 

utilizando solos inoculados artificialmente com altas infestações (Zhou et al., 2017), 

necessitando de mais estudos de práticas em campos com infestações naturais. Além 

disso, seria interessante estudos da avaliação prática utilizando amostras de solo na 

mistura, eliminando a necessidade da extração de DNA. Uma vez que se comprove a 

eficiência utilizando este processo, a técnica se tornaria ainda mais rápida e 

econômica. Isso possibilitaria o uso de novas tecnologias a campo para a realização 

da LAMP em tempo real, como o estabelecimento de kits liofilizados. 
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CAPÍTULO III 
 

Diagnose de Meloidogyne exigua por meio de amplificação isotérmica mediada 
por loop (LAMP) 

 

RESUMO 
Fitonematoides do gênero Meloidogyne spp. conhecidos como nematoide das galhas, 

são endoparasitas sedentários que atacam uma ampla gama de hospedeiros. Para a 

cultura do café, existem três espécies de nematoides das galhas que parasitam mais 

comumente causando grandes prejuízos, M. exigua, M. incognita e M. paranaensis, 

sendo M. exigua a mais comum entre as três. O controle de fitonematoides geralmente 

é muito especifico direcionado à espécie, sendo necessário acurácia no momento da 

identificação. Entretanto, os métodos tradicionais utilizados para a identificação 

requerem pessoal altamente capacitado ou equipamentos de elevado custo. Ao 

contrário dos métodos tradicionais, a amplificação isotérmica mediada por loop 

(LAMP) amplifica DNA alvo com rapidez, acurácia e simplicidade a um baixo custo. 

Neste sentido, o objetivo deste estudo foi estabelecer um ensaio LAMP para M. 

exigua. A reação foi estabelecida com quatro primers que foram baseados na região 

28S do rDNA de M. exigua. O monitoramento da reação foi realizado a olho nu por 

colorimetria obtida pelo master mix WarmStart® e por eletroforese em gel de agarose. 

O ensaio estabelecido foi capaz de detectar especificamente M. exigua, não 

amplificando as outras duas espécies de nematoide das galhas do cafeeiro M. 

incognita e M. paranaensis. Além disso, o ensaio estabelecido apresentou alta 

sensibilidade, sendo capaz de amplificar com boa visualização a quantidade mínima 

de 0,0026 ng de DNA de M. exigua. O ensaio LAMP estabelecido pode ser concluído 

durante 75 minutos, mostrando ser rápido, preciso, simples e barato, e será de grande 

utilidade para a correta identificação de M. exigua. 

 

Palavras-chave: Cafeeiro, ensaio, reação, sensibilidade.  
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Meloidogyne exigua diagnosis by loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP) 

 
ABSTRACT 
Plant-parasitic of Meloidogyne spp. (root-knot nematodes) are sedentary 

endoparasites that attack a wide range of hosts. For coffee, there are three species of 

root-knot nematode that most commonly parasitize causing great damage, M. exigua, 

M. incognita and M. paranaensis, with M. exigua being the most common among the 

three. The control of nematodes is generally very species-specific, requiring accuracy 

at the time of identification. However, the traditional methods used for identification 

require highly skilled personnel or expensive equipment. Unlike traditional methods, 

loop-mediated isothermal amplification (LAMP) amplifies target DNA quickly, 

accurately, and simply at a low cost. In this sense, the aim of this study was to establish 

a LAMP assay for M. exigua. The reaction was established with four primers that were 

based on the 28S region of the M. exigua rDNA. Reaction was monitored with the 

naked eye by colorimetry obtained by the WarmStart® master mix and by agarose gel 

electrophoresis. The established assay was able to specifically detect M. exigua, not 

amplifying the other two species of coffee root-knot nematode M. incognita and M. 

paranaensis. In addition, the established assay showed high sensitivity, being able to 

amplify with good visualization the minimum amount of 0.0026 ng of M. exigua DNA. 

The established LAMP assay can be completed for 75 minutes, proving to be fast, 

accurate, simple and inexpensive, and will be very useful for the correct identification 

of M. exigua. 

 

Keywords: Assay, coffee tree, reaction, sensitivity.  
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1. INTRODUÇÃO 
 
O cafeeiro é parasitado por várias espécies de fitonematoides e os maiores 

prejuízos são associados ao gênero Meloidogyne, que causam o declínio da cultura 

podendo levar até mesmo a morte da planta (Contarato et al., 2014). No Brasil, 

Meloidogyne exigua, e M. paranaensis são as que causam mais danos à cultura 

(Santos et al., 2018). Meloidogyne exigua é a espécie com maior dispersão em todas 

as áreas de produção de café no país, onde parasita as plantas induzindo a formação 

de galhas típicas geralmente sem desorganizar o tecido radicular cortical (Muniz et al., 

2008, Goulart et al., 2019). 

A identificação acurada das espécies de fitonematoides é fundamental para 

estabelecer medidas eficazes de manejo. Por muito tempo os principais métodos de 

identificação dos nematoides das galhas foram baseados nas características 

morfológicas de fêmeas, machos e juvenis de segundo estágio (Wesemael et al. 2011; 

He et al., 2021). Entretanto, a semelhança das características perineais entre as 

espécies de fitonematoides pode resultar em menor acurácia da diagnose, além de 

demandar que fêmeas estejam presentes na amostra (Cunha et al., 2018). 

Meloidogyne paranaensis, por exemplo, foi por muito tempo diagnosticado como M. 

incognita, devido à similaridade dos padrões perineais de ambas as espécies (Cunha 

et al., 2018). Outra opção de identificação é a utilização de padrões de isoenzimas 

como base e da resposta da planta hospedeira à infecção. No entanto, apenas fêmeas 

maduras podem ser usadas para identificação das espécies (Carneiro et al., 2004; 

Esbenshade et al., 1990; Waliullah et al., 2020). 

Os métodos moleculares permitem a diagnose acurada de fitopatógenos, com 

base na detecção de polimorfismo específicos em regiões do DNA (Humphreys-

Pereira & Elling, 2014). Nas últimas décadas vários protocolos moleculares de 

identificação de espécies de Meloidogyne foram desenvolvidos, principalmente 

baseados em reação em cadeia da polimerase – PCR (Han et al., 2004; Oliveira et al., 

2011; Akyasi & Feleck, 2013; Humphreys-Pereira & Elling, 2014). No entanto, a PCR 

demanda termocicladores, aparelhos de eletroforese para gel de agarose e 

fotodocumentadores, o que pode limitar a adoção dessa técnica em laboratórios de 

rotina em função dos custos desses equipamentos. Nesse contexto, a amplificação 

isotérmica mediada por loop (LAMP - Loop-mediated isothermal amplification) tem o 
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potencial de ser uma técnica amplamente usada para a diagnose de fitonematoides, 

por ser acurada, sensível, rápida, não demandar um estádio específico do patógeno 

e ser relativamente barata.  

A técnica permite amplificar ácidos nucléicos em condições isotérmicas, o que 

pode ser feito usando banho maria ou blocos de aquecimento (Notomi et al., 2000). 

As reações LAMP geralmente amplificam DNA com maior eficiência em uma 

temperatura entre 60 e 65ºC, em um tempo que pode variar entre 30 e 60 minutos 

(Niu et al., 2011). Além disso, quando a amplificação ocorre, o resultado pode ser 

visualizado a olho nu por meio da adição de corantes de ligação de DNA, não 

requerendo a etapa de eletroforese em gel de agarose (Notomi et al., 2000).  

LAMP tem sido utilizado na medicina humana e veterinária, microbiologia e na 

diagnose de fungos e vírus fitopatogênicos (Karami et al., 2011). Em relação aos 

fitonematoides já foram desenvolvidos protocolos para Bursaphelenchus xylophilus 

(Kikuchi et al., 2009), M. incognita (Niu et al., 2011), M. enterolobii (Niu et al., 2012), 

Radopholus similis (Peng et al., 2012), Tylenchulus semipenetrans (Lin et al., 2016), 

Bursaphelenchus cocophilus (Ide et al., 2017), M. hapla (Peng et al., 2017), M. mali 

(Zhou et al., 2017), Anguina wevelli (Yu et al., 2018), M. chitwoodi e M. fallax (Zhang 

& Gleason, 2019), A. agrostis (Yu et al., 2020), M. partityla (Waliullah et al., 2020), e 

M. graminicola (He et al., 2021). Até o momento nenhum protocolo para identificação 

de M. exigua está disponível. Assim, o propósito deste trabalho foi desenvolver um 

protocolo LAMP para diagnose de M. exigua.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1 Isolamento e manutenção de inóculos 
Populações puras de M. exigua e das outras espécies usadas para validação 

da LAMP foram mantidas em casa de vegetação ou coletadas diretamente em locais 

infestados, com verificação da identidade e pureza dos inóculos por meio de PCR com 

primers específicos.  

 

2.2 Extração de DNA 
Dois métodos de extração de DNA de nematoides foram usados neste trabalho. 

Nas etapas de identificação das espécies e de otimização das reações LAMP foi 

usado o protocolo descrito por Cunha et al. (2021). Nas etapas de especificidade 

(validação) e sensibilidade da LAMP, o DNA foi extraído com uso do kit comercial 

PureLink® Genomic DNA Mini kit (Invitrogen), conforme recomendações do fabricante. 

 

2.3 Desenho dos primers  
 O desenho dos primers LAMP para diagnose de M. exigua foi feito usando o 

software on-line PrimerExplorer v5 (http://primerexplorer.jp/lampv5e/index.html) e com 

base em variações nas regiões 28S rDNA da espécie alvo e de outras espécies do 

gênero Meloidogyne. Três conjuntos de primers foram desenhados para diagnose de 

M. exigua e usados nos experimentos (Tabela 1). 

 

2.4. Otimização da reação 
O volume final das reações foi de 25 µL, com variações entre os componentes 

da reação. O mix foi composto por 2,5 µL de tampão 10X da Bst polimerase (New 

England Biolabs), 2 µL de dNTPs (10 mM), 0 a 3 µL de MgSO4 (25 mM, New England 

Biolabs), 0 a 3 µL de betaína 5 M, 1 µL do primer FIP (20 mmol/L), 1 µL do primer BIP 

(20 mmol/L), 1 µL do primer F3 (5 mmol/L), 1 µL do primer B3 (5 mmol/L), 1 µL da Bst 

DNA polimerase (Bst 3.0 DNA polymerase, New England Biolabs), 2 µL de DNA do 

patógeno. Para otimizar a temperatura e o tempo para visualizar a amplificação, as 

reações foram conduzidas a 65 °C em termociclador por 60 min.  

Nesta etapa de otimização, nenhum método colorimétrico foi usado para 

averiguação dos produtos da amplificação, apenas a observação de bandas típicas 
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em padrão de escada após eletroforese em gel de agarose. A eletroforese foi realizada 

com tampão TBE 1X a 50 V usando gel de agarose 3%, corado com 0,7 µL SYBR 

Safe (Invitrogen).  Marcadores moleculares 100 Base-Pair Ladder® (Amersham 

Pharmacia Biotech, San Francisco, USA) foram usados para comparação dos 

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

Model MD-20, 312mm) e, em seguida, fotografado.  

 

Tabela 1. Conjunto de primers usados para diagnose de Meloidogyne exigua por meio 

da técnica de amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP).  

Conjunto  Código Sequência do primer 5’ – 3’ 

1 FIP GCCGACTCTATCCGTTTCCACACTTTGAAGAGAGAG
TTAAAGAGG 

 BIP TTGCATTCAGTTGTATCTTCTGACTGCAAGTAAATG
CATTACAAACAATC 

 F3 GACCGTGAGGGAAAGTTG 

 B3 GTCTCAGAAATCCCCACG 

2 FIP CGTTTCCACCTCACCGGTTTAGTTGCAAAGCACTTT
GAAG 

 BIP GCGTATCTTGCAAGTATTCATTTGCCAATCATATAAT
CCATCTCTGTCC 

 F3 TACAAGACCGTGAGGGAA 

 B3 GCACCAAGCAAGTAAATGC 

3 FIP ATACTTGCAAGATACGCCGACTCGAGAGTTAAAGA
GGACGTGAA 

 BIP TTGCATTCAGTTGTATCTTCTGACTGCAAGTAAATG
CATTACAAACAATC 

 F3 AGTTGCAAAGCACTTTGAAG 

 B3 TGTCTCAGAAATCCCCAC 

 

 

2.5 Especificidade da LAMP  
A especificidade de detecção foi avaliada utilizando M. exigua, M. incognita, M. 

paranaensis. O DNA das espécies foi extraído usando kit comercial PureLink® 
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Genomic DNA Mini kit (Invitrogen). Para M. exigua, foram usadas 15 fêmeas, para M. 

incognita e M. paranaensis foram utilizadas 10 fêmeas. A concentração de DNA foi 

quantificada com uso de espectrofotômetro de ácidos nucleicos (Nanodrop® Lite,  

ThermoFisher Scientific). As quantidades de DNA utilizadas em cada uma das etapas 

foram de 2,6 ng µL-1 para M. exigua, 4,8 ng µL-1 para M. incognita, e 7,2 ng µL-1 para 

M. paranaensis. 

As reações LAMP foram realizadas usando o conjunto de  primers 2 e a 65 °C, 

condições selecionadas na etapa de otimização da reação. O tempo de reação 

selecionado anteriormente foi de 1 hora usando o kit Bst 3.0 DNA polymerase (New 

England Biolabs). No entanto, nesta etapa utilizou-se um master mix com indicador 

colorimétrico de amplificação (WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix DNA & 

RNA, New England Biolabs). Com esse master mix, quando ocorre a amplificação a 

solução muda a coloração de vermelho (reação negativa) para amarelo (reação 

positiva). A amplificação ocorreu ao fazer a reação por 1 hora usando esse material, 

mas só foi possível observar após eletroforese em gel de agarose. Para que houvesse 

a mudança da coloração, foi necessário manter a reação por 1h15min. Por isso, esse 

tempo de reação foi adotado.  

As reações LAMP foram realizadas em bloco de aquecimento KASVI® K80-01 

em volume final de 25 µl contendo 12,5 µl de WarmStart® Colorimetric LAMP 2X 

Master Mix, 2,5 µl de mix de primers do conjunto de primers FIP (20 µl) BIP (20 µl), 

F3 (5 µl), B3 (5 µl), 8 µl de água livre de nuclease e 2 µl de DNA. 

A detecção da amplificação foi feita de 2 formas: visualização o olho nu da 

alteração de cor, por meio do indicador de pH contido no master mix; eletroforese em 

gel de agarose a 2% a 75 V por 60 minutos, com observação das bandas típicas em 

formato de escada do LAMP. 

As reações foram conduzidas três vezes, com três repetições por espécie de 

nematoide em cada reação.  

 

2.6 Sensibilidade do ensaio LAMP 
A sensibilidade da LAMP em comparação com PCR convencional foi avaliada 

nesta etapa. Para isso, o DNA de 15 fêmeas de M. exigua foi extraído usando 

PureLink® Genomic DNA Mini kit e armazenado a -20 °C até o uso. A concentração 

de DNA foi de 2,6, quantificada em espectrofotômetro. Para as reações, o DNA foi 
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usado na concentração original (100) ou diluído serialmente de 10-1 a 10-6 usando água 

livre de nuclease.  

As reações de PCR foram feitas em termociclador (Veriti®, Applied Biosystems, 

USA) em um volume final de 15 µl e usando 3,0 µl 5X GoTaq® G2 PCR buffer 

(Promega), 0,47 µl de cada dNTP a 2 mM (Promega), 0,6 µl de cada primer ex-D15-

F e ex-D15-E a 10 µM, 0,06 µl de GoTaq® G2 (Promega), 2 µl de DNA (100 a 10-6) e 

8,33 µl de água livre de nuclease. Todas as amplificações incluíram controles positivos 

(com DNA de nematoides) e negativos (sem DNA de nematoides). O DNA foi 

desnaturado por 10 min a 94 °C; seguido de 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 64 

°C por 45 segundos, 72 °C por 60 segundos; incluindo um período final de extensão 

de 72 °C por 8 minutos. Os produtos da amplificação foram separados por eletroforese 

em tampão TBE 1 X a 75 V usando gel de agarose corado com 0,7 µl SYBR Safe® 

(10.000 x, Invitrogen, Carlsbad, USA). Foram utilizados Marcadores moleculares 100 

Base-Pair Ladder® (Amersham Pharmacia Biotech, San Francisco, USA) para 

comparação dos produtos da amplificação. O gel foi visualizado em transiluminador 

de luz UV (Waltec, Model MD-20, 312mm) e fotografado. 

As reações de LAMP foram realizadas conforme descrito no item 2.5, usando 

DNA não diluído ou diluído de 10-1 a 10-6. Os produtos das reações foram observados 

em eletroforese em gel de agarose (PCR e LAMP), e visualmente a olho nu com uso 

de colorimetria pelo WarmStart®.   
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3. RESULTADOS 
 
3.1. Otimização da reação 

Bandas com padrão de escadas, típicas de reações positivas de LAMP, foram 

observadas em gel de agarose quando DNA de M. exigua foi submetido à amplificação 

por 1 hora a 65 °C usando o conjunto 2 (Figura 1). A reação que resultou em 

amplificação das amostras continha 2,5 µL de tampão 10X da Bst polimerase, 2 µL de 

dNTPs, 3 µL de MgSO4, 3 µL de betaína 5 M, 1 µL do primer FIP (20 mmol/L), 1 µL 

do primer BIP (20 mmol/L), 1 µL do primer F3 (5 mmol/L), 1 µL do primer B3 (5 

mmol/L), 1 µL da Bst DNA polimerase (Bst 3.0 DNA polymerase), 2 µL de DNA do 

patógeno.  

Com base nesses resultados, o conjunto 2 de primers e as condições de reação 

foram selecionadas para os experimentos seguintes.  

 

 
Figura 1. Gel de agarose de produtos de amplificação de amostras de DNA de 

Meloidogyne exigua submetidas à técnica de amplificação isotérmica de DNA 

mediada por loop (LAMP). MM = marcador molecular 100 pb. Amostras 2, 10 e 11 = 

Múltiplas bandas (padrão de escada) indicam reação positiva, ou seja, amplificação 

de DNA. Reações positivas mais evidentes em 10 e 11 = conjunto 2 de primers a 65 

°C.  

 

Para que se possa eliminar mais equipamentos e tornar a identificação mais 

simples, é possível utilizar métodos colorimétricos para monitorar a amplificação, e 

visualizar o produto a olho nu. Neste estudo, após utilizarmos o mastermix foi possível 
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visualizar o produto por meio da mudança de coloração de vermelho para amarelo 

que ocorreram nos tubos com DNA de M. exigua, e ao mesmo tempo o controle 

negativo sem DNA de M. exigua permaneceu na coloração vermelha (Figura 2). 

 

 
Figura 2. Reações LAMP com amostras de DNA de M. exigua coradas com o master 

mix WarmStart®. Amostras 1, 2, 3, e 4 = Coloração amarela indicando reação positiva 

(amostras contendo DNA do nematoide). Amostra 5 = Coloração vermelha indicando 

reação negativa (controle negativo, sem DNA do nematoide). 

 

3.2 Especificidade da LAMP  
Como a espécie M. exigua é mais importante para a cultura do café, em uma 

situação de campo as prováveis espécies que podem ser diagnosticadas como 

negativas pela reação proposta são as espécies mais comumente encontradas na 

cultura do café. Dessa forma, para validar se os primers desenhados são específicos 

para M. exigua, adicionou-se para reação o DNA de outras duas espécies de 

Meloidogyne spp. que acometem a cultura do café, sendo M. paranaensis e M. 

incognita. 

Em ambas as formas de monitoramento, gel de eletroforese e colorimetria, foi 

possível visualizar que a reação proposta amplificou especificamente apenas M. 

exigua. Nenhuma mudança de cor foi observada nos produtos de M. incognita e M. 

paranaensis, assim como não foi visualizado o “padrão escada” característico da 

amplificação por LAMP (Figura 3, Figura 4). Isto validou que os primers desenhados 

amplificam apenas M. exigua, e não M. paranaensis ou M. incognita. 
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Figura 3. Teste de especificidade nos ensaios LAMP monitorado a olho nu por 

colorimetria, corados com o master mix WarmStart®. Amostra 1 = Controle negativo 

sem DNA. Amostras 2, 3, e 4 = M. exigua. Amostras 5, 6, e 7 = M. incognita. Amostras 

8, 9, e 10 = M. paranaensis.  

 

 
Figura 4. Teste de especificidade nos ensaios LAMP monitorado por gel de 

eletroforese. Amostra 1, 2, 3, e 4 = DNA amplificado por LAMP visível com “padrão 

escada”. Amostras 5, 6, 7 e 8 = M. incognita. Amostras 9, 10, 11, e 12 = M. 

paranaensis. Amostra 13 = Controle negativo sem DNA. MM = Marcador molecular de 

100 pares de bases. 

 
3.3 Sensibilidade da LAMP  

Para avaliar a sensibilidade do LAMP foram feitas seis diluições da 

concentração original de DNA de M. exigua (2,6 ng µL-1) utilizada nas reações, sendo 

de 10-1 a 10-6. Em ambos os monitoramentos, a olho nu por colorimetria ou por gel de 

eletroforese, produziram resultados positivos até a diluição de 10-6 (Figura 5, Figura 

6). Observando o gel de eletroforese (Figura 6) é possível perceber mais facilmente 

que a partir da diluição 10-4 as bandas começam a enfraquecer, embora no 
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monitoramento por colorimetria não tenha sido possível observar menor coloração. 

Em suma, a reação amplificou perfeitamente até a quantidade de 0,0026 ng de DNA. 

 

 

 
Figura 5. Teste de sensibilidade nos ensaios LAMP, monitoramento por colorimetria. 

1 = 100 - Sem diluição de DNA. 2 = DNA diluído a 101 vezes. 3 = DNA diluído a 102 

vezes. 4 = DNA diluído a 103 vezes. 5 = DNA diluído a 104 vezes. 6 = DNA diluído a 

105 vezes. 7 = DNA diluído a 106  vezes.  

 

 
Figura 6. Teste de sensibilidade nos ensaios LAMP, monitoramento por gel de 

eletroforese. 1 = 100 - Sem diluição de DNA. 2 = DNA diluído a 101 vezes. 3 = DNA 

diluído a 102 vezes. 4 = DNA diluído a 103 vezes. 5 = DNA diluído a 104 vezes. 6 = 

DNA diluído a 105 vezes. 7 = DNA diluído a 106  vezes. MM = Marcador molecular de 

100 pares de bases. 
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4. DISCUSSÃO 
 

A reação proposta foi capaz de amplificar com sensibilidade, eficiência, rapidez 

e acurácia, em condições isotérmicas o DNA de M. exigua. Isto foi possível com o 

conjunto 2 de primers propostos, que foram desenhados baseados em variações nas 

regiões 28S rDNA da espécie alvo. Dessa forma, o LAMP se mostrou uma ferramenta 

útil para detectar a presença de M. exigua, não apenas pelas características 

consideradas, mas também pela simplicidade e não necessidade de equipamentos 

caros e dispendiosos.  

Considerando a região escolhida para o desenho dos primers, o sucesso da 

validação da especificidade da reação foi de grande importância, visto que embora a 

matriz do rRNA seja um alvo atraente para o desenho de primers, a mesma tem 

grande conservação entre as espécies de Meloidogyne spp (Powers & Harris, 1993; 

Stanton et al., 1997; Powers et al., 1997; Niu et al., 2011). Entretanto, a variação é 

mais facilmente encontrada nos espaçadores ITS1 e ITS2 (Niu et al., 2011). Para M. 

exigua, os primers desenhados com base nas variações da região 28S foram 

específicos em relação as outras duas espécies que acometem a cultura do café, M. 

incognita e M. paranaensis, entretanto, se o objetivo fosse propor uma reação para M. 

paranaensis e obter especificidade apenas para esta espécie poderia ser um pouco 

mais complicado, considerando a grande semelhança molecular entre M. incognita e 

M. paranaensis, mesmo nos espaçadores transcritos internos ITS1 e ITS2.  

O uso do master mix WarmStart® foi outro ponto importante na reação. Ele 

utiliza fenol vermelho sensível ao pH, fazendo com que sua cor mude de vermelho 

para amarelo na presença do DNA amplificado (Waliullah et al., 2020). O master mix 

facilita não apenas no momento da mistura e na visualização a olho nu, mas também 

a não contaminação da reação, visto que não é necessário abrir o tubo após a reação 

para adicionar corante de ligação de DNA. A contaminação da reação pode causar 

alteração no resultado, pois por menor que seja o LAMP é uma técnica sensível. 

Neste contexto, é interessante ressaltar a alta sensibilidade do LAMP. A reação 

não mostrou enfraquecimento na cor pelo monitoramento a olho nu com o master mix 

WarmStart® mesmo após a diluição até 10-6 vezes a partir de 2,6 ng µL-1 de DNA, 

entretanto mostrou enfraquecimento nas bandas do gel de eletroforese a partir da 

diluição em 10-4  vezes, ou seja, conseguiu amplificar perfeitamente até 0,0026 ng µL-



69 
 

 
 

1 de DNA. Isto indica provavelmente que o gene selecionado apresenta alta 

capacidade de cópia, mesmo com a adição de apenas quatro primers na reação.  

Utilizando também o mastermix WarmStart®, (Waliullah et al., 2020) 

conseguiram boa visualização na amplificação tanto por colorimetria quanto por gel 

de eletroforese utilizando até 0,001 ng de DNA de M. partityla. Indo mais além, Zhang 

& Gleason (2019) conseguiram visualizar resultados positivos utilizando até 0,0001 ng 

µL-1 de DNA de M. chitwoodi raça 1 após diluição. Isso indica que a alta sensibilidade 

da técnica pode ser variável, dependendo do gene escolhido para o desenho dos 

primers, e também da quantidade de primers. A alta sensibilidade é algo positivo em 

função de ser algo que possibilitaria a identificação utilizando o nematoide sem a 

extração do DNA puro, entretanto é algo que requer mais atenção ainda para a 

contaminação da amostra para que não resulte em um falso positivo.  

Em suma, este estudo desenvolveu um ensaio LAMP preciso, rápido, simples 

e econômico, que permite identificar positivamente M. exigua sem identificar M. 

incognita e M. paranaensis. Visto as vantagens dessa técnica, novos estudos são 

necessários para que possamos ter ensaios LAMP que identifiquem exclusivamente 

espécies problemáticas como M. paranaensis, além de validar a reação já 

estabelecida para M. incognita (Niu et al., 2011) para a cultura do café, e se necessário 

estabelecer outro ensaio.  
 

5. CONCLUSÕES 
- A diagnose de M. exigua por LAMP pode ser realizada usando conjunto de primers 

desenhados neste projeto e com reação realizada a 65 °C por 60 a 75 minutos. 

- O ensaio apresentou sensibilidade elevada podendo amplificar perfeitamente até 

0,0026 ng µL-1 de DNA de M. exigua.  

- O ensaio apresentou especificidade para M. exigua quando comparado com M. 

incognita e M. paranaensis.  
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