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Resumo

O fitonematéide Rotylenchulus reniformis é uma espécie de ampla
distribuicdo no mundo e é causa de perda de producao de diversas
culturas agrondémicas. Constitui uma das espécies que mais ocorrem
na regiao do Cerrado brasileiro. A identificacdo molecular é uma
estratégia que tem o potencial de identificar sua ocorréncia em
amostras de solo infestado. O objetivo deste trabalho foi selecionar
oligonucleotideos gene especificos capazes de identificar o R.
reniformis. Oligonucleotideos iniciadores especificos foram desenhados
baseados em seqiiéncias génicas depositadas no banco de dados para
0 R. reniformis. Fragmentos de DNA foram amplificados, utilizando
esses oligonucleotideos em reacao de polimerase em cadeia (PCR),

e observados em gel de agarose a 2 %. Foram identificados trés
fragmentos de DNA potencialmente especificos. Esses fragmentos
apresentaram um nivel de deteccao diferente, variando de 40 ng

a 0,1 ng de DNA do nematéide em amostras. Essas diferencas de
nivel de deteccdo podem ser aperfeicoadas com a utilizacdo da PCR
quantitativa (QPCR) de forma a contribuir para um diagnéstico também
quantitativo do nematéide em amostras de solo infestado. Este trabalho
representa um primeiro relato da tentativa da identificacao e diagnose
em nivel molecular do R. reniformis.

Termos para indexacao: diagnéstico, solos, Cerrado.
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Rotylenchulus reniformis
Nematode Molecular
Identification

Abstract

The plant-parasitic nematode Rotylenchulus reniformis is a well
world distributed species which causes loss of production in many
agronomical cultures. Constitutes one of the most abundant species
in the Brazilian Savannah region. The molecular identification is a
strategy which has the potential to identify its occurrence in infested
soil samples. The objective of this work was to select gene specific
primer sequences capable to identify the R. reniformis. Specific primers
were designed based on gene sequences deposited in gene bank for
the R. reniformis. DNA fragments were amplified using these primers
in polymerase chain reaction (PCR) and analyzed in 2 % agarose

gel electrophoresis. Three potentially specific DNA fragments were
selected. These fragments presented a different level of detection
which varied from 40 ng to 0.7 ng of nematode DNA in samples.
These differerences on level of detection can be perfectionated using
the quantitative PCR (qPCR) contributing to a quantitative molecular
diagnostic parameter for the nematode in infested soil samples. This
work constitutes the first one in order to identify and diagnosis the
nematode R. reniformis molecular level.

Index terms: identification, soil, Savannah.
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Introducao

O Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira, 1940 é um nematdide
fitoparasita conhecido com o nome comum de nematdéide reniforme.
Constitui a espécie de maior importancia do género. Tem uma ampla
distribuicdo no mundo e é causa de grandes perdas de producéao

de culturas agrondmicas tropicais e subtropicais (JATALA, 1991;
ROBINSON et al., 1997). E uma das espécies que mais ocorrem no
Cerrado brasileiro. No Brasil, ha relatos de danos de R. reniformis as
culturas de algodao (ASMUS; INOMOTO, 2007), soja (ASMUS

et al., 2003) e meldo (TORRES et al., 20086), suficientes para que esse
nematdide seja considerado como um dos mais importantes, entre as
espécies fitoparasitas. Também ja foi observado em culturas como
tomateiro, maracujazeiro, abacaxizeiro e cafeeiro (LORDELLO, 1988).

A identificacdo desse nematdide ainda hoje é majoritariamente realizada
a nivel morfolégico por especialistas. Porém, a identificacdo molecular
é uma estratégia que tem sido buscada para outros nematdides —

tais como Meloidogyne Goeldi, 1892, Pratylenchus Filipjev, 1936 e
Heterodera Schmidt, 1871 —, pois tem o potencial de identificar a
presenca do nematdide em diferentes amostras monoespecificas ou
de solo infestado, facilitando sua diagnose, diferenciacdo de outras
espécies e controle. Com o diagnéstico molecular, o especialista
libera-se em parte da rotina de identificacao de espécies ja bem
caracterizadas e pode dedicar-se a trabalhos mais especificos, por
exemplo, a identificacao de novas espécies.

No momento, nao ha relato de fragmentos de DNA que sejam
marcadores especificos para o R. reniformis. Contudo, tendo por base
outras espécies de fitonematodides (CARNEIRO et al., 2000, 2005;
PETERSEN et al., 1997; SUBBOTIN et al., 2000; MACHADO et al.,
2007), é possivel buscar sua identificacdo em nivel molecular por meio
de isoenzimas, amplificacdo de fragmentos especificos a regides de
rDNA ou por PCR-RFLP. A utilizacdao da PCR, em especial, é promissora
considerando que essa metodologia é rapida, sensivel e de relativo
custo baixo.
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Este trabalho teve o objetivo de identificar oligonucleotideos capazes de
amplificar fragmentos potencialmente especificos para o nematdide

R. reniformis em amostras de DNA monoespecifico ou de DNA total de
nematdides em solo infestado (amostras-teste).

Material e Métodos

Nematoéides — As amostras da espécie R. reniformis foram obtidas

por multiplicacdo em plantas hospedeiras de soja, cultivadas em solo
esterilizado e adubado sob condicdes de casa de vegetacdo, com base
em inéculo obtido nos campos experimentais da Embrapa Cerrados.
Apds completa infestacao, as raizes das plantas parasitadas foram
lavadas e delas foram retiradas massas de ovos. As massas de ovos
foram colocadas para eclodir, segundo a técnica descrita por Sharma
(1985), e os juvenis de segundo estagio foram coletados, contados
em camara de Peters e utilizados na extracdao do DNA. Os nematdides
totais presentes em amostras de solo infestado também foram
extraidos, segundo a técnica descrita por Jenkins (1964), contados

e utilizados para extrair o DNA. Essas amostras foram consideradas
amostras-teste. Foram analisadas amostras monoespecificas e de
solo-teste infestado com somente uma populacdo do nematéide.
Como controle, também foram utilizadas amostras de nematdéides de
vida livre, que representaram amostras de solo nao-infestado com
nematdides fitoparasitas.

Extracdo do DNA dos nematéides — o DNA dos juvenis de segundo
estagio das amostras de R. reniformis foi extraido segundo a

técnica descrita por Blacke et al. (1992) e Fallas et al. (1996),

com modificagcdes. Apds a extracao, o DNA foi quantificado em
espectrofotdmetro e analisado quanto a sua integridade em reacodes de
RAPD.

Amplificacdo e analise de fragmentos especificos — Fragmentos
potencialmente especificos para R. reniformis foram obtidos por meio
de oligonucleotideos desenhados a partir da selecao de seqliéncias
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de genes especificas descritas e depositadas no banco de dados do
National Center for Biotechnology Information - NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Por questdes referentes a possibilidade de
protecao da tecnologia, as seqiéncias dos oligonucleotideos nao sao
apresentadas. Os oligonucleotideos foram utilizados em reacao de
PCR. As amplificacdes foram efetuadas em termociclador (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 desnaturacdo do DNA por 3 minutos a 94 °C e, apés os

45 ciclos, foi realizada uma etapa de extensao final de 10 minutos a
72 °C. Apds a amplificacdo, os fragmentos foram analisados em gel
de agarose a 2 % em TBE (Tris-Borato 100 mM; pH 8,3; EDTA 2 mM)
com brometo de etidio (0,5 yg/ml) (SAMBROOK et al., 1989). Cada
amostra analisada em PCR continha 40 ng de DNA total; 1,5 mM

ou 2 mM de MgClI2, conforme recomendacao do fabricante da Taq
polimerase; 0,25 yM de cada oligonucleotideos; 1 U de Taq polimerase
em tampao apropriado. Amostras de DNA de nematdides de vida

livre foram utilizadas como controle. A sensibilidade do método de
amplificacao dos fragmentos especificos foi analisada tomando-se
amostras de DNA com concentracoes diferentes e identificando o nivel
de deteccdo obtido para cada em gel de agarose.

Resultados e Discussao

Foram desenhados trés pares de oligonucleotideos especificos para
rDNA de R. reniformis com base nas seqliéncias presentes em banco
de dados. Na Tabela 1, é apresentada a temperatura de anelamento
utilizada na amplificacdo e o tamanho dos fragmentos gerados com
esses pares de oligonucleotideos. Foi verificado que todos os pares de
oligonucleotideos desenhados foram capazes de amplificar o material
genético de R. reniformis. Nas Fig. 1, 2 e 3, é possivel observar os
fragmentos especificos potencialmente capazes de identificar o R.
reniformis em amostras monoespecificas e de solo-teste infestado. O
par de oligonucleotideos 1 (Fig. 1) foi capaz também de discriminar
amostras de Pratylenchus brachyurus pelo fato de gerar um fragmento
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especifico, reprodutivel e distinguivel para essa segunda espécie.
Essa amplificacdo nao causa confundimento entre as espécies de
Rotylenchulus e Pratylenchus, pois os fragmentos amplificados sao
bem distinguiveis em gel de agarose a 2 %. Esse resultado é muito
interessante pelo fato de um mesmo par de oligonucleotideos poder
diferenciar ao mesmo tempo duas espécies de nematdides que
estejam na mesma amostra. Os demais pares amplificaram somente
as amostras de R. reniformis (Fig. 2 e 3), ndao sendo observadas
amplificac6es nas amostras de Meloidogyne spp., Pratylenchus spp. e
Heterodera glycines Ichinohe, 1952, nem em amostras de nematdides
de vida livre.

A especificidade dessa identificacdo pode ser atribuida as seqliéncias
dos oligonucleotideos desenhadas, a temperatura alta de anelamento
utilizada na amplificacdo e a nao-amplificacdo em amostra de DNA
de outras espécies e de nematdides de vida livre. A reprodutibilidade
foi confirmada em anéalises de mais de uma amostra de DNA de uma
populacdo e amostras de solo-teste infestado. Todos os resultados
foram reproduzidos intra e interamostras. No entanto, é importante a
realizacdo de um teste de validacao com 10 a 30 populacdes diferentes
do R. reniformis para que seja descartada qualquer variabilidade
genética interpopulacdes que possa inviabilizar o diagndstico de
diversas areas infestadas.

Tabela 1. Relacao de oligonucleotideos desenhados e resultados obtidos para o
R. reniformis.

Tamanho
Par de Temperatura de Aproximado Especificidade
ligonucleotideos* Anelamento (°C) do Fragmento P
amplificado (pB)
1 60 ~650 R. reniformis
2 60 ~400 R. reniformis
3 51 ~350 R. reniformis

* Por questoes referentes a possibilidade de protecédo da tecnologia, as seqiiéncias dos
oligonucleotideos ndao foram apresentadas.
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Mi Mj Ma Hg Pb Rr N1 N2

- Fig. 1. Andlise eletroforética em gel de agarose

-
-
eee---
: -
2

| Lo

2 % demonstrando a amplificacdo especifica
com o par de oligonucleotideos 1. A seta
indica o fragmento F1, especifico para o R.
reniformis. Mi - Meloidogyne incognita; Mj - M.
javanica; Ma - M. arenaria; Hg - H. glycines;
Pb - P. brachyurus; Rr - R. reniformis; N1 e N2-

amostras de nematéides de vida livre.

Fig. 2. Anadlise eletroforética em gel de agarose
2 % demonstrando a amplificacdo especifica
com o par de oligonucleotideos 2. A seta

Mi Mj Ma Hg Pb Rr N1 N2P.M

indica o fragmento F2, especifico para o R.
reniformis. Mi - Meloidogyne incognita; Mj - M.
Jjavanica; Ma - M. arenaria; Hg - H. glycines;
Pb - P. brachyurus; Rr - R. reniformis; N1 e

N2 - amostras de nematdides de vida livre;

PM - marcador de peso molecular 1 KB.

Fig. 3. Andlise eletroforética em gel de

Mi-Mj Ma Hg Pb R_r N1 N2 agarose 2 % demonstrando a amplificacdo
especifica com o par de oligonucleotideos 3.

A seta indica o fragmento F3, especifico para
o R. reniformis. Mi - Meloidogyne 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; PM - marcador de peso molecular 50 pB.

No que se refere a sensibilidade do método diagndstico descrito neste
trabalho, pode-se informar que esses fragmentos também foram
testados com respeito ao nivel de deteccao. Esses resultados sao
apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Estudo dos fragmentos com potencial para identificar especificamente
o R. reniformis.

Amostras-teste

Frag- Nivel d~e R1 R2 R3
Deteccao
et (ng) Quant. Detec- Quant. Detec- Quant. Detec-
(ng) cao (ng) cao (ng) cao
1 10/1 2,3 + 3,2 + 36 +
2 1/0,1 2,3 + 3,2 + 36 +
3 40 2,3 - 3,2 - 36 +

Nesse caso, observou-se que os fragmentos selecionados tém niveis
de deteccdo diferentes. O F2 é aquele que pdde ser amplificado em
amostras que continham um ndmero menor de nematdéides (nivel

de deteccao 1/0,1 ng) e o F3, no entanto, é aquele que somente

é detectado em amostras que contenham grande quantidade de
DNA do nematdide (nivel de deteccao 40 ng). O F1 é detectado em
amostras com uma quantidade intermediaria entre F2 e F3 (nivel

de deteccao 10 ng). Essas diferencas auxiliam o estabelecimento

de um parametro que objetiva estabelecer uma relacdo quantitativa
entre a identificacdo molecular e a do nimero de nematdides no solo
infestado. As diferencas de nivel de deteccao podem ser explicadas
de duas maneiras: ou a seqliéncia génica é mais abundante no
genoma ou a temperatura de anelamento utilizada favorece mais os
oligonucleotideos, aumentando a eficiéncia da amplificacao.

Tendo a reacdo de PCR utilizado uma concentracéo inicial de DNA

total de 40 ng, essa quantidade pode ser relacionada com 100 % de
nematdides na amostra de nematdides monoespecificos; concentracoes
de 10 ng e 1 ng podem ser relacionadas com 25 % e 0,25 %,
respectivamente. Nas amostras de solo-teste infestado, existem
exemplares de fitonematdides e nematdides de vida livre (amostras
heterogéneas). Dessa maneira, é possivel relacionar a concentracao
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do fragmento amplificado com o nimero de nematéides totais no solo,
se obtivermos uma quantificacao de nematdides totais do mesmo.
Essa quantificacdo pode ser bastante acurada com a utilizacao da PCR
quantitativa (gQPCR), que é uma técnica bastante precisa para avaliar a
concentracado do fragmento amplificado. Dessa forma, o diagnéstico
molecular para R. renifomis proposto neste trabalho pode cumprir dois
requisitos importantes: o qualitativo e o quantitativo, desde que seja
realizada a validacao.

Os F1, F2 e F3 também foram capazes de ser amplificados e
identificarem o nematdide em amostras-teste de solo infestado (Tabela
2). Nesse caso, foi observado que essa deteccdo obedeceu ao nivel de
deteccdo observado. Isto é, o F3 somente foi amplificado na amostra
que continha um numero maior de nematéides (R3) e os fragmentos
F1 e F2 foram amplificados em todas as amostras, sendo que o
reconhecimento do F2 foi mais sensivel do que o do F1 (Fig. 4 e 5).

Na Fig. 4A, pode ser observado que o par de oligonucleotideos 1
amplifica um fragmento reprodutivel para o R. reniformis em amostras
de solo-teste infestado.

Na Fig. 4B, pode ser observado que o par de oligonucleotideos 2 nao
amplificou nenhum fragmento em amostra de solo-teste infestado

com espécies de Meloidogyne incognita e amostras de nematdides de
vida livre. Na Fig. 4C, o mesmo par de oligonucleotideos também nao
amplificou nenhum fragmento em amostras de solo-teste infestado com
Heterodera glycines. Esses resultados também séo verdadeiros para os
demais oligonucleotideos, apesar de nao serem mostrados.

Na Fig. 5, pode ser observado também o reconhecimento do
oligonucleotideos 3 em trés amostras diferentes de DNA de solo-teste
infestado, ressaltando o reconhecimento da amostra-teste R3, a Unica
detectada.
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Mi Mj MaHg Pb Rr N1 N2 PM R1 R2 R3

(A)
R1 R2 N1 N2. Rr MiC
(B) ' '
-
Mi Mj Ma Hg PbRr N1 N2 PM R1 R2 R3Hgs1Hgs2
- .-
(C)

Fig. 4. Anélise eletroforética em gel de agarose 2 % demonstrando a amplificacédo
especifica com os pares de oligonucleotideos 1 e 2 em amostras monoespecificas e de
solo-teste infestado. As setas indicam os fragmentos F1 e F2, especificos para o R.
reniformis. ldentificacdo especifica com o par de oligonucleotideos 1 (A); identificacao
especifica com o par de oligonucleotideos 2 (B); Mi - Meloidogyne incognita; Mj - M.
javanica; Ma - M. arenaria; Hg - H. glycines; Pb - P. brachyurus; Rr - R. reniformis; N1 e
N2 - amostras de nematoéides de vida livre; R1, R2, R3 - amostras de solo-teste infestado
com R. reniformis; Mi2 - amostra de solo-teste infestado com Meloidogyne incognita;
Hgs1, Hgs2 - amostras de solo-teste infestado com H. glycines; PM - marcador de peso
molecular 100 pB (C).
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el

Fig. 5. Andlise eletroforética em gel de

C(-) A1A22R1 R2R3 lilIA1 A2 R1 R2 R3 C(-)

agarose 2 % demonstrando a amplificacédo
especifica com o par de oligonucleotideos

3 em amostras de solo-teste infestado com
R. reniformis. A seta indica o fragmento F3,
especifico para o R. reniformis. A1, A2 -
amostras puras de DNA de R. reniformis; R1,
R2, R3 - amostras de solo-teste infestado
com R. reniformis; C (-) - controle negativo;

PM - marcador de peso molecular 50 pB.

Este trabalho apresenta o primeiro relato para um diagnéstico molecular
de R. reniformis. Com a validacdo desse diagnédstico, serd possivel
identificar, de forma especifica, o nematdide reniforme em amostras
monoespecificas e de solo infestado. Esse diagndstico serd uma
ferramenta importante, que pode auxiliar a diagnose e o0 manejo em
areas infestadas, bem como os trabalhos quarentenarios.

Conclusoes

O trabalho selecionou trés pares de oligonucleotideos capazes de
amplificar em reacdo de PCR fragmentos de DNA reprodutiveis e
potencialmente especificos para o R. reniformis.

O trabalho observou que os fragmentos de DNA amplificados
apresentam niveis de deteccao diferentes. Esse resultado pode ser
aprimorado em gPCR, contribuindo para um diagnéstico quantitativo do
nematdide em amostras de solo infestado.

O trabalho representa o primeiro relato para um diagnéstico molecular
do nematdide R. reniformis.
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