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Baixa Similaridade Genética de
Populagbes de Pratylenchus brachyurus
em Solos do Cerrado Brasileiro

Maria Cristina Rocha Cordeiro'
Alexandre Moura Cintra Goulart (in memoriam)?

Resumo — O nematoide das lesdes radiculares (NLR) Pratylenchus
brachyurus afeta diferentes culturas agronémicas com perdas significativas
de produtividade no Brasil. Este nematoide ocorre em areas de soja nos es-
tados do Mato Grosso, de Goias, Tocantins, entre outros. O manejo de P.
brachyurus inclui sua identificagdo precisa, realizada por morfologia e mor-
fometria. No entanto, o trabalho de identificagdo € demorado e requer um
profissional especializado, pois ha poucos caracteres diagndésticos, ha uma
alta plasticidade morfoldgica entre as espécies de Pratylenchus e algumas
descri¢cdes taxondmicas sado incompletas. Alternativas para um diagndstico
eficaz e mais rapido tém sido estudadas com metodologias que envolvem o
uso de Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR) e PCR Quantitativo (QPCR).
Para isso, é importante conhecer, em primeira mao, o nivel de similaridade
genética das populagdes. A metodologia Reagdo de Polimerase em Cadeia
(PCR)-DNA Polimérfico Amplificado Randomicamente (PCR-RAPD) per-
mite estimar a variabilidade e similaridade genética em populagcbes de P.
brachyurus. Este estudo teve como objetivo estimar a similaridade ge-
nética que ocorre entre populagdes de P. brachyurus no Brasil utilizando
PCR-RAPD. Os resultados mostram que a similaridade genética das po-
pulacdes estudadas variou de 28,9% a 50,6%, o que demonstra, em ge-
ral, uma baixa similaridade. Além disso, podem ocorrer variagdes no coe-

ficiente de similaridade genética em populagdes de uma mesma regiao.

Termos para indexagdo: nematoide; diversidade genética; perdas de produ-
tividade; RAPD.

"Biodloga, doutora em Ciéncias (Biologia Molecular), pesquisadora da Embrapa Cerrados Planaltina, DF
2Engenheiro-agronomo, doutor em Agronomia (Fitopatologia), pesquisador da Embrapa Cerrados Planaltina,
DF



Low Genetic Similarity in Populations
of Pratylenchus brachyurus in
Brazilian Savannah Soils

Abstract — The root lesion nematode (RLN) Pratylenchus brachyurus
affects different agronomic crops with significant productivity losses in Brazil.
This nematode occurs in soybean areas in the states of Mato Grosso,
Goias, Tocantins, and others. The management of P. brachyurus involves its
precise identification, which is carried out by morphology and morphometry.
However, it is a time-consuming job which requires a specialized professional
because there are few diagnostic characters, the morphological plasticity
among Pratylenchus species is high and some taxonomic descriptions are
incomplete. Alternatives for effective and faster diagnosis have been studied
using methodologies that involve the use of Polymerase Chain Reaction
(PCR) and gPCR. These alternatives involve knowing at first hand, the level of
genetic similarity of the populations. The Polymerase Chain Reaction-Random
Amplified Polymorphic DNA (PCR-RAPD) methodology allows estimating the
genetic variability and similarity in P. brachyurus populations. This study aims
to estimate the genetic similarity that occurs between Brazilian populations of
P. brachyurus using PCR-RAPD. The results demonstrate that the genetic
similarity of the studied populations ranged from 28.9% to 50.6%, thereby
showing, in general, a low genetic similarity. In addition, differences in similarity
can also occur in populations from the same region.

Index terms: nematode; genetic diversity; productivity losses; RAPD.
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Introducao

Os nematoides das lesdes radiculares (NLR) Pratylenchus spp. sédo assim
denominados, pois penetram o tecido da raiz onde promovem muitas lesodes.
Estas lesdes propiciam infecgbes secundarias no tecido radicular, especial-
mente fungicas, que debilitam ainda mais a planta hospedeira (Lordello,
1988). Estes nematoides promovem ndo somente a perda de produtividade
da planta, mas uma alteragdo em seu desenvolvimento normal, podendo le-
var até a sua morte. Sdo conhecidas cerca de 97 diferentes espécies no
género Pratylenchus distribuidas largamente em regibes frias, temperadas
e tropicais do mundo e, assim, possuem um amplo espectro de hospedeiros
como cereais, frutiferas, plantas ornamentais (Yu et al., 2012).

Na regido do Cerrado Brasileiro, a espécie que tem se destacado é o P.
brachyurus, especialmente por seu impacto com perdas de produtividade, da
ordem de 10% a 30%, no estado do Mato Grosso, presente, especialmente,
em areas de producgao de soja (Faleiro et al., 2012; Franchini et al., 2014;
Lima et al., 2015; Chowdhury; Yan, 2021). Além da cultura da soja, também
produz danos na cultura do café (Oliveira; Harakava, 2009; Bell et al., 2018).

Para o bom manejo das areas infestadas por P. brachyurus, é necessaria
a sua identificacdo, sendo esta, uma etapa crucial. A identificagdo de
P. brachyurus é realizada por um trabalho preciso de morfologia e morfome-
tria. Porém, uma dificuldade que se apresenta é que este tipo de identificacao
demanda muito tempo e necessita de um especialista, pois, existem poucas
informagdes morfolégicas e morfométricas diferenciadoras entre as espécies
do género. Além disso, estas caracteristicas podem se sobrepor ou, pode ser
encontrada uma alta plasticidade entre as espécies (Payan; Dickson, 1988).
Também, questdes como informagdes taxondmicas incompletas sao relata-
das (Janssen et al., 2017a, b). Estratégias para superar essa dificuldade,
como os estudos com hospedeiras especificas e isoenzimas, com o intuito
de discriminar as populagdes dos nematoides, ja foram utilizadas (Payan;
Dickson, 1988; Andrés et al, 2000; Abrantes et al., 2004). Porém, estas estra-
tégias nao foram totalmente efetivas.

O estudo da similaridade e variabilidade genética das populagbes de
P. brachyurus ao nivel molecular, utilizando metodologias como a PCR ou
gPCR, permite conhecer o grau de diversidade que pode ser encontrada
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nas populac¢des para auxiliar em estratégias para diagndsticos moleculares
efetivos e mais rapidos, superando as dificuldades atuais da identificagcao
morfologica. A andlise da similaridade e variabilidade genética constitui o
primeiro passo, pois uma alta diversidade genética representara maior difi-
culdade para a selecao de um marcador genético que reconheca diferentes
populagdées do nematoide. Torna-se necessario testar um numero maior de
primers para a identificacdo de uma sequéncia barcode (codigo de barras)
espécie-especifica.

A metodologia da PCR-RAPD permite estimar a variabilidade e similarida-
de genética que pode ser encontrada nas populagdes do P. brachyurus.

Este estudo teve como objetivo estimar a similaridade genética que pode
ocorrer entre as populacdes de P. brachyurus na regido do Cerrado do Brasil
com a utilizagdo da PCR-RAPD.

Material e Métodos

Onze populagbes de P. brachyurus foram obtidas em diferentes regides
geograficas de solos do Cerrado brasileiro nos anos de 2010 e 2011 (Tabela
1). Os nematoides foram purificados de raizes e solos infestados conforme a
metodologia de Coolen e D’herde (1972) e Jenkins (1964) respectivamente.
Cada populagéo foi identificada por morfometria em microscépio 6tico para
constituir uma amostra relacionada com a fazenda de origem. Entre 50 e 100
nematoides de cada populagao foram utilizados para extrair o DNA segundo
o protocolo descrito por Costa (2004) e quantificado em Nanodrop ND 2000.
A andlise de RAPD foi realizada utilizando-se 13 primers diferentes (OPA 3,
OPA 20, OPB 6, OPB 9, OPB 17, OPD 7, OPD 16, OPE 11, OPE20, OPF 12,
OPG5, OPG8, OPG19) (Tabela 2).

Tabela 1. Populagbes de Pratylenchus brachyurus de solos do Cerrado brasileiro.

Populacao ﬁz;t;i)\(’:ieiro Regido de coleta
Milho Fazenda Mandaguari, Agua Fria, GO
Feijao Fazenda Vereda, Buritis, MG

3 Soja Fazenda Xanxeré, Correntina, BA

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo.

Populagao

0 N O o »

9
10
11

ND = n&o determinado

©

Regiao de coleta

Fazenda Vale do Arrojado, Correntina, BA
Fazenda Santa Helena, Correntina, BA

Fazenda Santa Amélia, Sao Jodo da
Alianga, GO

Fazenda Vale do Arrojado, Correntina, BA
Fazenda Mandaguari, Agua Fria, GO

ND

ND

Embrapa Cerrados, Brasilia, DF

Tabela 2. Primers utilizados na analise de RAPD.

Primer Sequéncia 10 mer (5'»3°)

OPA3
OPA20
OPB6
OPB9
OPB17
OPD7
OPD16
OPEMNM
OPE20
OPF12
OPG5
OPG8

OPG 19

AGT CAG CCAC
GTT GCGATCC

TGC TCTGCC C
TGG GGGACTC
AGG GAACGAG
TTG GCACGG G
AGG GCGTAAG
GAG TCT CAG G
AAC GGT GAC C
ACG GTACCAG

CTGAGACGGA
TCACGT CCAC

GTC AGG GCAA

As reagbes continham: 15 ng DNA; 1,5 mM MgCI2; 0,2 mM dNTP; 0,4uM
Operon primers; 1U Taq polymerase em 13 pl. O programa do PCR foi: 94 °C
por 2 min. (desnaturacgao inicial); 94 °C por 15 seg. + 35 °C por 30 seg. + 72°C
por 1,5 min. (x39) (polimerizagao de cadeia e extenséo); 72 °C por 6 min.; 4 °C
(fim). Os fragmentos amplificados na PCR foram observados em eletroforese



10 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 401

em gel de agarose a 1,2%. Os géis foram preparados em TBE (Tris-Borato
100 mM, pH 8,3; EDTA 2 mM) com 0,5 pug/ml de brometo de etidio conforme
o protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). As corridas eletroforéticas fo-
ram realizadas a ~80 V e fotodocumentada pelo Sistema EDAS 120 (Kodak).
Os fragmentos amplificados em PCR-RAPD e observados em géis corres-
pondentes a bandas bem definidas de cada amostra, por cada primer, foram
selecionados manualmente e, o resultado dos 13 primers combinados foram
analisados com o pacote Bionumerics na modalidade GelCompar Il (Applied
Maths, v.6.0). O resultado foi expresso pelo coeficiente de similaridade Dice
com o método de agrupamento utilizando o algoritmo Unweighted Pair Group
Method with Aritmetic mean (UPGMA) com 1% de tolerancia e otimizacdo. A
espécie P. jaheni foi utilizada como um outgroup na analise.

Resultados e Discussao

Onze diferentes populagbes do nematoide P. brachyurus coletadas em
oito diferentes locais que representam diferentes fazendas de produgao de
soja, milho e feijao foram analisadas do ponto de vista da similaridade genéti-
ca. Um destes locais constitui uma area experimental da Embrapa Cerrados.
Os fragmentos amplificados em PCR-RAPD e bem definidos em gel de aga-
rose 1,2% (Figura 1) foram selecionados manualmente, e combinados para
a analise de similaridade. Como controle da reprodutibilidade do sistema da
PCR-RAPD foram selecionados aleatoriamente dois primers para amostra-
gem em duplicata, tendo sido observado reprodutibilidade entre eles.

O resultado da andlise de similaridade das diferentes populagbes de P.
brachyurus com cerca de 800 bandas (monomorficas e polimorficas) totais
utilizando o coeficiente de similaridade Dice e 0 método de agrupamento com
o algoritmo UPGMA com 1% de tolerancia e otimizagdo demonstrou que, as
populagées apresentam de 28,9% a 50,6% de similaridade genética (Figura
2), ou seja, uma baixa similaridade genética. A espécie P. jaheni que foi adi-
cionada a analise como um outgroup apresentou uma similaridade genética
de até 23% em relagéo as populagbes de P. brachyurus.
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Primer OP D 16 Primer OP G 19

PM 12 3 4 567 8910 11 Pj

PM 12 3 4 56 78 91011 Pj PM

Figura 1. Resolucdo de bandas obtidas na analise de RAPD em gel de agarose 1,2%
corados com brometo de etidio 0,5 pg/ml com a utilizagdo dos primers OP D 16 e OP
G19 em 11 populagdes de Pratylenchus brachyurus e uma amostra de P. jaheni (Pj)
(outgroup). PM- Marcador de peso molecular 1 kb.

Fazenda Vale do Arrojado, Correntina, BA, SOJA (P4)
Fazenda Santa Helena, Correntina, BA, SOJA (P5)
Fazenda Xanxeré, Correntina, BA, SOJA (P3)
Fazenda Vereda, Buritis, MG, FEIJAO (P2)

Fazenda Mandaguari, Agua Fria, GO, MILHO (P1)
Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, SOJA (P11)
Fazenda Santa Amélia, S.J. Alianga, GO, N.D. (P6)
Fazenda Vale do Arrojado, Correntina, BA, SOJA (P7)
Fazenda Mandaguari, Agua Fria, GO, MILHO (P8)
N.D. SOJA (P10)

N.D. SOJA (P9)
Pratylenchus jaheni (P12)

Figura 2. Analise de similaridade genética do nematoide Pratylenchus brachyurus
utilizando o método de agrupamento com o algoritmo UPGMA com 1% de tolerancia e
otimizacdo a partir da analise de RAPD com os primers OPA3, OPA20, OPB6, OPB9,
OPB17, OPD7, OPD16, OPE11, OPE20, OPF12, OPG5, OPG8, OPG 19 (Operon, Inc.).
A espécie P, jaheni foi colocado na analise como um outgroup.
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Foi observado um decréscimo na similaridade das populagdes apresen-
tadas na Figura 2, de 50,6% a 28,9% entre as populagbes nesta ordem: po-
pulagdes 4 e 5 > populacao 3 > populagéo 2 > populagéo 1 > populagao 11 >
populagao 6 > populagdes 7, 8 e 10 > populagdo 9. Neste resultado, também
pode ser observado que, as populacdes 1 e 8 de milho e, as populacbes 4 e 7
de soja sao agrupadas distantes, apesar de terem sido coletadas na mesma
fazenda.

A populagéo 8 agrupa com a populagao 7, proxima da populagao 10, en-
quanto a populacéo 1 agrupa proxima as populacgdes 2, 3, 4, 5. A populacao
4 agrupa com a populagéo 5 e, a populagdo 7 agrupa com a populagéo 8.
Além disso, a populagao 7 € aquela agrupada mais distante das demais co-
letadas nas trés fazendas da regido de Correntina, BA (populagdes 3, 4 e 5).
Ou seja, pode ocorrer populagdes de P. brachyurus com diferentes similari-
dades genéticas, portanto diferentes geneticamente, em uma mesma fazen-
da ou regido. Este fato pode influenciar o controle efetivo deste nematoide,
pois, havendo populagdes geneticamente diferentes, pode ser possivel que
apresentem diferentes taxas de reprodugao, agressividade, preferéncias de
hospedeiros entre outras caracteristicas do nematoide. Porém, estudos com-
plementares sdo necessarios para avaliar esta situagdo com mais precisao.

A baixa similaridade genética observada nos resultados infere uma possi-
vel variabilidade intra-especifica na espécie P. brachyurus citada por Payan e
Dickson (1988). Bakooie et al. (2012) e Tuyet et al. (2014) também relataram
variagdes na variabilidade genética em populagdes de P. vulnus e P. coffeae,
respectivamente, utilizando RAPD-PCR. Em P. vulnus, foi estimada em 45%.

A similaridade genética relatada neste trabalho com a utilizagdo do PCR-
RAPD né&o demonstra haver relagdo com fatores geograficos ou de plantas
hospedeiras, mas apontou a possibilidade de haver popula¢des genetica-
mente diferentes dentro de uma mesma area produtora. Porém, dada a dis-
similaridade genética destes patégenos, os estudos de diagnéstico molecular
com sequéncias barcodes especificas, em individuos e populagdes diferen-
tes (Oliveira et al., 2011; Janssen et al., 2017a, b) devem contemplar também
uma integragao de metodologias como a identificagao morfométrica, as ana-
lises de preferéncia de hospedeiros e da agressividade das populagdes, uma
analise filogenética e, utilizando populagdes de diferentes locais.
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Dessa maneira, estes estudos contribuem para um diagnéstico molecular
efetivo e mais rapido para o nematoide P. brachyurus, de maneira a superar
as dificuldades atuais da identificagdo morfoldgica acima supracitadas, bem
como para praticas para o efetivo manejo do fitonematoide.

Alternativas para o diagnostico molecular mais rapido e efetivo tém sido
estudadas com a utilizagéo de diferentes metodologias. Alguns exemplos des-
sas metodologias incluem o DNA Polimérfico Amplificado Randomicamente
(RAPD-DNA)-Sequéncia Caracterizada por Regido Amplificada (SCAR)
(RAPD-SCAR), que constitui uma variagdo do RAPD, no qual, se amplifica
uma sequéncia especifica selecionada neste; o Reagédo de Polimerase em
Cadeia (PCR)-Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Restrito (PCR-
RFLP), que realiza uma digestdao com enzimas de restricdo do fragmento
amplificado em PCR. Nesse caso, se utiliza na PCR uma sequéncia do gene
Espagador Transcrito Interno (ITS) do gene ribossomal. Outras estratégias
incluem a amplificagdo de sequéncias especificas como sequéncias relacio-
nadas com DNA satélite; genes de mitocondria como o da citocromo oxidase
e outros genes em PCR. As metodologias mais promissoras incluem a PCR
convencional e/ou a gPCR (PCR quantitativo) utilizando primers especificos
e incluem diferentes espécies no género na analise, bem como, o P. bra-
chyurus (Al-Banna et al., 1997; Waeyenberge et al., 2000; Machado et al.,
2007; Oliveira; Harakava, 2009; Yan et al., 2012; Yu et al., 2012; Mokrini et
al., 2013; Palomares-Rius et al., 2014; Baidoo et al., 2017; Huang; Yan, 2017;
Janssen et al., 2017a; Bell et al., 2018; Kawanobe et al., 2019; Hodson et al.,
2021; Chowdhury; Yan, 2021).

Este trabalho representou o primeiro passo para um diagnéstico mole-
cular do P. brachyurus com a utilizacdo de sequéncias barcodes especifi-
cas. Demonstrou que, diferentes populagdes deste fitopatdgeno podem ter
de 28,9% a 50,6% de similaridade genética, ou seja, existe uma variabilidade
genética intraespecifica. Por isso, sdo necessarios trabalhos subsequentes
para a identificacdo de sequéncias barcodes, que possam reconhecer es-
tas populacdes para a sua identificagao precisa, rapida, e que superem as
dificuldades atuais da identificagdo morfométrica. Também sédo importantes
estudos que incluam uma selecdo de uma abundancia de genes e primers
especificos. Apesar disso, o beneficio de um diagndstico rapido e preciso
deste fitopatdgeno de grande importancia na agricultura brasileira representa
uma estratégia promissora para auxiliar seu manejo no campo.
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Conclusoes

A similaridade genética das populag¢des do P. brachyurus analisadas em
PCR-RAPD variou de 28,9% a 50,6%.

Existe uma baixa similaridade genética entre as 11 populagdes de P.
brachyurus estudadas.

A analise PCR-RAPD demonstrou também que é possivel observar diver-
sidade genética entre populagdes coletadas em uma mesma fazenda, regiao
e cultivo.
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