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Resumo

O género Pratylenchus abrange cerca de 69 espécies diferentes, tais
como P. zeae, P. jaehni, P. penetrans , P. thornei, P. brachyurus, entre
outras. Essas espécies sao endoparasitas migradores, podendo ser para-
sitas de plantas de importancia agron6mica, causando grandes perdas
de producao. O P. brachyurus ja foi observado em diversas culturas

no Brasil, tais como batata, soja, algoddao, amendoim, guandu, entre
outras. A identificacdo das diferentes espécies do género Pratylenchus
é realizada em nivel morfolégico por profissionais especializados e é
bastante laboriosa. Por isso, a identificacdo molecular especifica € uma
estratégia que tem sido buscada nos ultimos tempos e tem o potencial
de diferenciar a presenca dos nematdides em solo infestado. Oligonucle-
otideos especificos foram desenhados com base nas seqliéncias génicas
para o género Pratylenchus spp. Quatro oligonucleotideos foram sele-
cionados porque amplificaram de forma especifica e reprodutivel dois
fragmentos em amostras pura e de solo infestado para o P. brachyurus.
Este trabalho representa mais uma iniciativa de selecao de oligonu-
cleotideos especificos capazes de amplificar seqiiéncias génicas para
identificar especificamente P. brachyurus.

Termos para indexacao: diagndstico, solo, teste.
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Pratylenchus brachyurus
Nematode Molecular
Identification

Abstract

The genus Pratylenchus cover around 69 different species as P.
zeae, P. jaehni, P. penetrans, P. thornei, P. brachyurus, among
others. These species are migratory endoparasites and, plant para-
sites from many agronomic important cultivars producing great
yield losses. The P. brachyurus was observed as a plant parasite of
many cultivars in Brazil as potato, soybean, cotton, peanut, guan-
du bean among others. The identification of different species from
Pratylenchus genus is realized at morphological level by specialized
professionals and is very time-consuming. Because of that, the
specific identification at molecular level is a strategy being used as
it has the potencial to differentiate the different species from the
genus in soil infested samples. Specific oligonucleotides were de-
signed from characterized Pratylenchus spp. gene sequences. Four
oligonucleotides were selected as they specifically and reproduc-
ibly amplified two fragments in pure and soil infested samples for
the P. brachyurus. This work represent another iniciative to select
specific primers capable to amplify gene sequences to identify spe-
cifically P. brachyurus.

Index terms: diagnostic, soil, test
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Introducao

A familia Pratylenchidae Thorne, 1949 (SIDDIQI, 1963) contém,
pelo menos, oito diferentes géneros, com aproximadamente 160
espécies diferentes, sendo constituida por nematéides fitoparasi-
tas que sao endoparasitas encontrados principalmente nas raizes
das plantas infectadas, sendo que a fémea é modvel (LOOF, 1991).
Entre os principais géneros, encontra-se Pratylenchus Filipjev,
1936. Esse género abrange cerca de 69 espécies diferentes, entre
elas P. zeae Graham, 1951 , P. jaehni Inserra, Duncan, Troccoli,
Dunn, Santos & Vovlas, 2001, P. penetrans (Cobb, 1917) Filipjev
& Schuurmans Stekhoven, 1941, P. thornei Sher & Allen, 1953 e
P. brachyurus (Godfrey, 1929) Filipjev & Schuurmans Stekhoven,
1941. Esses nematdides estdo distribuidos pelo mundo, sédo en-
doparasitas migradores (méveis no interior das plantas e no solo)
e infectam plantas de grande importancia agronémica, causando
grandes perdas de producao.

A presenca de P. brachyurus ja foi observada em diversas cultu-
ras no Brasil, tais como batata, soja, algoddao, amendoim, guandu
(LORDELLO, 1988). Além de causar reducdes significativas de
producdo dessas culturas, também contribui para o aparecimento
de infeccbes fungicas e(ou) bacterianas secunddarias em razao das
lesbes que causa nas raizes das plantas.

A identificacao das diferentes espécies do género Pratylenchus

é realizada por profissionais especializados com base em ca-
racteristicas morfolégicas e morfométricas. Porém, essas
caracteristicas nao sado evidentes para qualquer profissional

e, além disso, had necessidade de um numero razoavel de es-
pécimes de individuos adultos para sua caracterizacao. A
identificacdo molecular especifica é uma estratégia que tem
sido buscada nos ultimos anos, e tem o potencial de diferen-
ciar as espécies de Pratylenchus e identificar a presenca desses
nematdides em solo infestado, servindo de apoio a diagnose e
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manejo em areas infestadas. A identificacdo molecular tem sido
utilizada visando a facilitar o processo de diagnose e manejo.
Algumas estratégias ja foram testadas com o objetivo da iden-
tificacdo molecular como, por exemplo, o PCR-RFLP (ORUI,
1996; WAEYENBERGE et al., 2000) e a amplificacdo com
primers especificos (AL-BANNA et al., 2004; MACHADO et al.,
2007). As metodologias que estdao baseadas na técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction) tém a vantagem de ter um custo
relativamente baixo, serem rapidas, sensiveis e reprodutiveis.

Este trabalho representa mais uma iniciativa que objetivou a
selecao de pares de primers especificos capazes de amplificar
seqliéncias génicas com potencial de identificar especificamente
P. brachyurus.

Material e Métodos

Nematdides — Os exemplares de P. brachyurus foram obtidos de
duas amostras de solo cultivado com soja (Glicyne max) e guandu
(Cajanus cajan), respectivamente. Duas populacdes diferentes do
nematoéide foram estudadas. Os espécimes adultos foram extraidos
do solo infestado segundo a técnica descrita por Jenkins (1964),
identificados com uso de microscépio 6tico e coletados manual-
mente. Como controle negativo, foram analisadas amostras de solo
contendo somente nematdides de vida livre além de amostras que
continham outras espécies de nematdides importantes no solo do
Cerrado brasileiro como Meloidogyne spp., Heterodera glycines e
Rotylenchulus reniformis.

Extracdao do DNA dos nematdides — O DNA dos espécimes adultos
foi extraido segundo a técnica descrita por Blacke et al. (1992) e
Fallas et al. (1996), com modificacdes. Apds a extracdo, o DNA foi
quantificado em espectrofotémetro e analisado quanto a sua inte-
gridade em reacoes de RAPD.
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Amplificacdao e analise de fragmentos especificos - Os fragmentos
especificos, obtidos como marcadores para a identificacdo dos
nematdides, foram gerados por intermédio da amplificacdo do tipo
PCR, empregando-se primers desenhados a partir do alinhamento
de seqliéncias depositadas em banco de dados (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/index.html) para todas as espécies analisadas neste
estudo e comparadas por meio do programa Clustal W. Cada rea-
cao de amplificacao constituiu-se de 40 ng de DNA total, 1,5 mM
ou 2 mM de MgCl2, conforme recomendacao do fabricante da Taq
polimerase, 0,25 uM de cada primer e 1U de Taq polimerase em
tampao apropriado. As amplificagcdes foram efetuadas em termo-
ciclador (MJRes.) programado para 45 ciclos de: 1 minuto a 94
°C, 1 minuto a 51 °C ou 60 °C e 2 minutos a 72 °C. Antes dos
45 ciclos, foi realizada uma etapa de desnaturacao do DNA por 3
minutos a 94 °C. Apds os 45 ciclos, foi realizada uma etapa de
extensdo final durante 10 minutos a 72 °C. Apds essa etapa, os
fragmentos amplificados foram analisados em gel de agarose a

2 % em TBE (Tris-Borato 100 mM, pH 8,3; EDTA 2 mM) e corados
com brometo de etidio (0,5 yg/ml) (SAMBROOK et al., 1989).

Os niveis de deteccao dos fragmentos amplificados por par de
primer foram determinados por meio da amplificacdo do DNA dos
nematdides em diferentes concentracoes e analisadas em gel de
agarose.

Resultados e Discussao

Este trabalho analisou cinco pares de primers especificos para
rDNA de Pratylenchus, e somente 40 % desses foram considera-
dos positivos para a espécie P. brachyurus porque amplificaram
um fragmento de forma especifica e reprodutivel. Na Tabela 1,
podem ser observados os parametros relacionados a esses pares
de primers como a temperatura de anelamento, o tamanho aproxi-
mado do fragmento amplificado e a especificidade obtida. Os dois
pares de primers que amplificaram um fragmento especifico para P.
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brachyurus sao mostrados nas Fig.1 e 2.

Tabela 1. Relacdo de pares de primers testados para o
Pratylenchus brachyurus.

Temperatura Tamanho
Pares de . aproximado do Gene Especifici-
. de anelamen- .
Primer fragmento am-  alvo dade obtida
to (°C) o
plificado (pB)
1 - - rDNA -
2 60 ~550 rDNA  P.brachyurus
S - - rDNA -
4 - - rDNA -
5 51 ~275 rDNA P.brachyurus

Mi

Fig. 1. Anélise eletroforética em gel de agarose 2%, demonstrando a amplificacédo
especifica com o par de primer 2. A seta indica o fragmento F2; Mi- Meloidogyne
incognita; Mj- M. javanica; Ma- M. arenaria; Hg- Heterodera glycines; Pb- P. brachyurus;

Rr- Rotylenchulus reniformis; N1 e N2- amostras de nematdides de vida livre.
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PM Mi Mj Ma Hg Pb Rr N1 N2

T

5

-
-
-
Ed
Ed
-
-

Fig. 2. Andlise eletroforética em gel de agarose 2%, demonstrando a amplificacdo
especifica com o par de primer 5. A seta indica o fragmento F5; Mi- Meloidogyne
incognita; Mj- M. javanica; Ma- M. arenaria; Hg- Heterodera glycines; Pb- P. brachyurus;
Rr- Rotylenchulus. reniformis; N1 e N2- amostras de nematdides de vida livre; PM-

marcador de peso molecular 50 pB.

Nas Fig. 1 e 2, pode ser observado que os fragmentos especificos
para P. brachyurus nao foram amplificados em amostras de DNA
de Meloidogyne spp., Heterodera glycines e Rotylenchulus reni-
formis e nematdides de vida livre.

Fatores como a alta temperatura de anelamento, a reprodutibi-
lidade interamostra e intra-amostra de nematdides e o fato de
nao ter amplificado nenhum fragmento reprodutivel em amostra
de DNA de outras espécies sdao parametros que apontam para a
especificidade dos fragmentos amplificados. Porém, para excluir
qualquer variabilidade genética entre diferentes populacdes de
P. brachyurus, é recomendavel a validacao dessa amplificacao
em 10 a 30 populacoes diferentes e (ou) espécimes individuais,
pois os resultados apresentados foram obtidos considerando-se
somente duas populacdes diferentes desse nematéide. Também,
faz-se necessdaria a confirmacao, por meio do sequenciamento,
da seqUéncia dos fragmentos amplificados, para confirmar sua
homologia com a seqUéncia original, selecionada em banco de
dados (seqliéncia relacionada com gene rDNA). Essas validacoes
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representam um fator a mais para uma maior confiabilidade do
uso desses fragmentos para a identificacao molecular especifica
do nematédide P. brachyurus.

A sensibilidade do método foi avaliada por meio da determinacao
dos niveis de deteccado dos fragmentos amplificados em P. brachyu-
rus. Esses resultados podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2. Estudo dos fragmentos com potencial para identificacado
do P. brachyurus.

Fragmento Nivel minimo de deteccao (ng) Especificidade
F2 10 P. brachyurus
5 10 P. brachyurus

Os dois pares de primers positivos detectaram fragmentos em
amostras que continham até 10 ng de DNA. Considerando que

no ensaio do PCR é utilizado 40 ng de DNA, se a amostra é pura,
100 % do DNA é da mesma espécie. Porém, se a amostra é he-
terogénea, como lavado de solo infestado que contém além do
fitoparasita, nematdides de vida livre, pode-se dizer que 10 ng
equivale a 25 % do DNA da amostra. Assim, conhecendo-se o
nimero de nematdides total presente na amostra lavada de solo
infestado e utilizada para extrair o DNA, é possivel estimar a quan-
tidade total de P. brachyurus na amostra estudada pelo nivel de
deteccao do fragmento amplificado. Os resultados de nivel de de-
teccdo que tém o objetivo de quantificar a amostra teste de solo
infestado podem ser mais acurados se o fragmento amplificado for
quantificado em PCR quantitativo (qQPCR). Os resultados obtidos
neste trabalho para os niveis de deteccdo expressam que o ensaio
foi bastante sensivel para identificar o nematéide. Essa estimativa
aponta um caminho de forma a cumprir os dois requisitos basicos,
qualitativo e quantitativo para auxiliar o diagnéstico molecular do P.
brachyurus visando o manejo em areas infestadas.
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Os resultados de nivel de detecgcdo do fragmento amplificado foram
validados em amostra teste de solo infestado. Essa amostra foi
obtida a partir de solo que continha P. brachyurus e nematdides de
vida livre demonstrando que esse pode detectar o nematéide com
cerca de 10 ng na amostra. Nas Fig. 3 e 4 é demonstrada a amplifi-
cacao positiva na amostra dos fragmentos 2 e 5, respectivamente.

Mi Mj Ma Hg Pb Rr N1 N2 PM R1 R2 R3 Pbs

Fig. 3. Andlise eletroforética em gel de agarose 2%, demonstrando a amplificacédo es-
pecifica com o par de primer 2 em amostra teste. A seta indica o fragmento F2. Mi-M.
incognita; Mj- M. javanica; Ma- M. arenaria; Hg- H. glycines; Pb- P. brachyurus; Rr- R.
reniformis; N1 e N2- amostras de nematdides de vida livre; R1, R2, R3- amostras de

solo com Rr; Pbs- amostra de solo com Pb; PM- marcador de peso molecular 1 Kb.

Fig. 4. Andlise eletroforética em gel de agarose 2%, demonstrando a amplificacédo
especifica com o primer 5 em amostra teste. A seta indica o fragmento F5; A1, A2-

amostras puras de P. brachyurus; Pbs- amostra de solo com Pb; PM- marcador de peso

molecular 50 pb.
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Na Fig. 3, pode ser observado também que o par de primer 2
amplifica um fragmento de peso molecular diferente em
amostras de solo com R. reniformis em amostra do DNA puro

e de solo infestado. Esses dois fragmentos sado perfeitamente
discriminados em gel de agarose a 2 %, pois apresentam pesos
moleculares diferentes. Esse resultado demonstra que o par de
primer 2 pode identificar também o nematdide R. reniformis.
Assim, com um mesmo par de primer pode ser possivel identifi-
car duas espécies diferentes de fitonematdides em amostras de
solo infestado. J&, na Fig. 4, pode ser observada a amplificacao
positiva pelo par de primer 5 nas duas populacdes analisadas,
bem como, nas amostras teste de solo infestado.

Este trabalho de selecdao de primers especificos para o P.
brachyurus baseado unicamente na reacdao de PCR representa
um fator de impacto a mais com respeito a outras abordagens
encontradas na literatura pois, ndao necessita de etapas sub-
seqlientes de digestao enzimatica (PCR-RFLP), como tem sido
utilizada por outros autores. O estabelecimento de um método
diagndstico em nivel molecular de forma qualitativa e quantita-
tiva para esse nematdide fitoparasita representa uma facilidade
na rotina do laboratério de nematologia.

Conclusoes

Este trabalho selecionou quatro primers que tém o potencial para
identificar P. brachyurus em amostras puras e de solo infestado.

A validacao destes primers pode contribuir para orientar um répido
diagnéstico molecular de P. brachyurus. e seu manejo em areas
infestadas.
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