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TEMA SORTEADO: Detecgdo e diagnose de fitonematoides: métodos tradicionais e
moleculares.

O que deveria ser abordado na dissertacdo do(a) candidato(a) para a obten¢dao da nota
maxima:

1. INTRODUGCAO

Os fitonematoides sdo vermes filiformes e microscépicos que atacam diversas partes vegetais,
causando perdas em cultivos agricolas na ordem de bilhdes de ddlares em todo o mundo. Desta
forma, métodos eficazes de deteccdo e diagnose sdao fundamentais para conhecer a sua distribuicao
e quantificacdo numa darea para a tomada de decisdo quanto a medidas de manejo. A diagnose é de
suma importancia para evitar disseminacdo de nematoides para outras areas ou paises (barreiras
guarentendrias). A deteccdo refere-se a utilizacdo de métodos para verificar a presenca do nematoide
no solo e ou nos tecidos vegetais. A diagnose é baseada em caracteristicas de dimorfismo sexual,
sintomatologia, caracteristicas morfoldgicas e morfométricas, bem como andlises moleculares. Desta
forma, a deteccdo e a diagnose de fitonematoides dependem de conhecimento sobre sintomatologia,
da correta amostragem de solo e ou partes vegetais, métodos de extracdao adequados, observacdes
microscopicas e técnicas bioquimicas e ou moleculares. A seguir, serdo abordados cada um desses
temas.

2. SINTOMATOLOGIA

Os sintomas causados por fitonematoides podem ocorrer em érgdos subterraneos e na parte
aérea das plantas. Os principais sintomas causados por fitonematoides de importancia econ6mica no
Brasil sdo nanismo, deficiéncias nutricionais, carijd, clorose, desfolha, seca de ponteiros, murcha,
galhas radiculares, lesdes radiculares, necroses, rachaduras, reducao da producdao e morte das
plantas. Meloidogyne spp. sdo responsaveis por formacado de galhas em raizes de varias culturas de
importancia econémica, porém algumas espécies (M. incognita, M. paranaensis, M. coffeicola)
causam desfolha, necroses radiculares, rachaduras, cancro e morte de cafeeiros. Em plantas atacadas
por Pratylenchus spp. pode ser observada reducdo do crescimento devido a necroses radiculares,
causando danos em varias culturas, tais como cafeeiro, milho e soja. Herodera glycines causa
importantes danos em soja, com sintomas de nanismo, amarelecimento, seca de ponteiros, necroses
radiculares, sendo possivel a visualizagdo de cistos em raizes. O nematoide-cavernicola da bananeira
Radopholus similis causa necrose em raizes e rizomas, amarelecimento foliar, sintoma de guarda-
chuva fechado e tombamento. Rotylenchulus reniformis em algodoeiro causa sintoma tipico de carijé
nas folhas baixeiras, além de necroses radiculares e reducdo de crescimento nas plantas. Tylenchulus
semipenetrans provoca reducdo de crescimento, folhas lanceoladas, amarelecimento, desfolha,



subdesenvolvimento do sistema radicular, sintoma de raiz suja, e morte lenta dos citros.
Bursaphelenchus cocophilus causa amarelecimento de folhas baixeiras com sintoma de guarda-chuva
fechado, queda prematura dos frutos, e formacao de um anel vermelho tipico no parénquima do
estipe de coqueiro ou dendezeiro. Em alho e cebola, Ditylenchus dipsaci infecta as partes aéreas
causando enrolamento das folhas (charuto), hipertrofia e podriddo do bulbo. Aphelenchoides besseyi
provoca a ponta branca do arroz, além de causar danos como superbrotamentos em soja e
algodoeiro. Quanto aos sinais observados para fitonematoides em raizes de plantas, os principais
exemplos sdo as fémeas aberrantes em forma de péra (Meloidogyne spp.), de limdo (Herodera
glycines), de rim (Rotylenchulus reniformis) e as fémeas obesas de Tylenchulus semipenetrans.

3. AMOSTRAGEM DE SOLOS E PARTES VEGETAIS PARA ANALISE NEMATOLOGICA

A amostragem deve ser realizada de forma adequada para que represente a realidade do
campo. Para isso é importante levar em considera¢do a sintomatologia das plantas com ataque de
nematoides, o grupo tréfico dos nematoides, e a produtividade na area de cultivo.

A distribuicdao espacial dos fitonematoides em lavouras infestadas geralmente segue o padrao
chamado de “reboleiras” ou “agregados” (dispersao agrupada de individuos). Assim, nas lavouras é
comum observar a presenca “reboleiras”, com plantas apresentando sintomas causados pelos
nematoides. A amostragem de nematoides radiculares deve ser realizada na rizosfera das plantas.
Em dreas sem sintomas tipicos de nematoides mas com baixa produtividade a amostragem é feita em
“zig-zag”, ao passo que em dreas com reboleiras é feita a amostragem direcionada e orientada. Na
pratica a amostragem é feita nas bordas da reboleira por meio da coleta de sub-amostras que sdo
misturadas para formar a amostra composta. No minimo, 10 a 20 sub-amostras compostas para
compor uma amostra composta, contendo cerca de 80 g de raizes e 400 g de solo. O nimero de
amostras compostas dependera do tamanho da area, variando de uma a dez amostras compostas em
areas de seis a 40 hectares. Em viveiros, o recomendado é coletar 1% do total de mudas. Para culturas
anuais, a época recomendada para amostragem é o final do ciclo da cultura, e para culturas perenes,
é o verdo. Vale ressaltar que em culturas perenes devem-se coletar as sub-amostras nos quatro
guadrantes da planta (posi¢cdes norte, sul, leste e oeste), enquanto em culturas anuais a amostragem
é na rizosfera da planta, coletando o solo e o sistema radicular.

No caso de nematoides que atacam tecidos das partes aéreas, tais como folhas, sementes,
caules e outros, a amostragem deve incluir também estes tecidos vegetais.

As amostras devem ser colocadas em saco plastico e inserida em uma caixa de isopor para ser
enviada ao laboratdrio de Nematologia o mais rédpido possivel. Deve se evitar a coleta em periodos
gue o solo esteja muito seco ou muito Umido. A identificacdo das amostras deve ser criteriosa,
incluindo a data de coleta, talhdo de origem, detalhes das plantas cultivadas, coordenadas
geograficas, dentre outros detalhes, os quais indicardo onde serd necessdria a adocdo de medidas de
manejo.

4. METODOS DE EXTRAGAO DE FITONEMATOIDES

A extracdo de fitonematoides consiste em remové-los do solo e ou tecidos vegetais de tal forma
que estes figuem suspensos em agua. A escolha do método de extracao deve levar em consideracao
o modo de parasitismo dos fitonematoides. Abaixo, serdo abordados os principais métodos de
extragao.

4.1. Método do Funil de Baermann (1917)

A metodologia do Funil de Baermann é eficiente para a extracdo de nematoides filiformes
moveis (migradores) presentes em amostras de raiz. Algumas modificacdes podem ser feitas para
extracdes com amostras de solo. Essa metodologia se baseia no movimento e no geotropismo
positivo, em que os espécimes saindo da raiz, passam pelos poros do papel filtro e, apds 24 a 48 h,
sdo coletados. Algumas das vantagens de sua utilizacdo estdo na simplicidade, no baixo custo, além
da limpeza da suspensao final contendo os nematoides extraidos. Essa técnica sé permite a extracao
de nematoides vivos com movimentacgao ativa.

4.2. Método de Jenkins (1964) ou Flotagao e Centrifugacao



Essa metodologia é utilizada para a extragao de nematoides ectoparasitas e formas livres de
temporadrias de endoparasitas no solo. O principio basico dessa técnica baseia-se nas diferengas de
densidade entre os nematoides (1,02 a 1,09 g.cm3), dgua (1,0 g.cm3), solucdo de sacarose (1,15 a
1,18 g.cm3) e solo (1,2 g.cm3). O solo (100 g ou 100 cm?3) é colocado em recipiente contendo dgua e
agitado por 20 segundos, e em seguida, o sobrenadante é vertido sobre conjunto de peneiras (20 e
325 mesh). O Nematoides sdo recolhidos da peneira de 400 mesh e colocados em tubos de 50 mL. A
seguir, os tubos sdo centrifugados a 1750 rpm (550 G) por 1 minuto. Apds descarte do sobrenadante
e adicdo de sacarose 1 M (454 g.L! sacarose) é feita uma segunda centrifugacdo na mesma rotacdo
por 1 minuto. A seguir, o sobrenadante é vertido sobre peneiras de 325 mesh e os nematoides
recolhidos com agua para leitura.

4.3. Método de Coolen & D’Herde (1972)

Esse método é utilizado para extragdao de espécimes ativos e inativos de tecidos vegetais e
limpeza de suspensdo de nematoides. Os tecidos vegetais (raizes, cascas, etc.) sdo lavados, cortados
em pedacos de aproximadamente 1 cm e macerados em agua. A suspensao é vertida sobre conjunto
de peneiras (20 mesh sobreposta a outra de 500 mesh), lava-se com agua, e os nematoides sao
recolhidos na ultima peneira. A suspensdo é colocada em tubos de centrifuga com caulin, que sdo
centrifugados por 4 minutos a 1500 rpm. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante é descartado seguido
de adicdo de solucdo de ZnSOs ou MgSOs (opcionalmente sacarose), com posterior nova
centrifugacao por 1 minuto. A seguir, o sobrenadante é recolhido em peneira de 400 ou 500 mesh,
onde os nematoides sdo lavados e recolhidos com pisseta contendo agua para um frasco. Apds esses
procedimentos a amostra estara pronta para leitura em microscépio.

4.4. Método de Hussey & Baker (1973)

Essa técnica é usada para extracdo de ovos de Meloidogyne spp. de raizes com galhas e massas
de ovos. Para isso, as raizes sdo cortadas e colocadas em um recipiente com solucdo de hipoclorito
de sédio a 0,5% e agitadas por 4 minutos. A seguir, a suspensdo é vertida sobre conjunto de duas
peneiras, 200 e 500 mesh, sendo os ovos recolhidos desta ultima.

4.5. Método de Hussey & Baker (1973), modificada por Bonetti & Ferraz (1981)

Essa metodologia é uma modificacdo do método proposto por Hussey & Baker (1973). Esta
técnica é utilizada para extracdo de nematoides de partes vegetais, tais como raizes, sementes, etc.
Pode ser utilizada para extracdo de formas modveis quanto imdveis do tecido vegetal, abrangendo
ovos, juvenis e adultos. Consiste em triturar os tecidos vegetais em liquidificador em solucdo de
hipoclorito de sddio a 0,5%, conjunto de peneiras (100, 200 e 500 mesh), flotacdo e centrifugacdo. O
hipoclorito de sddio é importante na remocdo de massas gelatinosas que envolvem os ovos. Para
processar as amostras, caulin é adicionado durante a flotacdo e centrifugacao.

4.6. Extragao de cistos de Heterodera glycines

4.6.1. Solo seco (Sherpherd, 1970): Amostra de solo (100 cm?) homogeneizada e seca a sombra
(24-48 horas) é colocada em béquer de 2 L, agitada e vertida sobre conjunto de peneiras, 60 e 100
mesh (opcionalmente 20 e 60 mesh). Os cistos extraidos (retidos na peneira de 100 mesh) podem ser
observados diretamente no microscépio estereoscdpico ou esse material pode ser filtrado em funil
de Buchner forrado com papel de filtro, o qual é observado em microscépio estereoscépico, sob luz
incidente para efetuar a leitura.

4.6.2. Solo umido ou método de sacarose (Dunn, 1969): A amostra de solo é preparada
conforme mencionado no método anterior, e o sobrenadamente é vertido sobre o conjunto de
peneiras. O material retido na peneira de 100 mesh é recolhido em soluc¢do de sacarose (615 g.L%),
seguido de centrifugacdo a 420 G por 2,5 minutos. Apds isto, o sobrenadante é vertido sobre a peneira
de 100 mesh, lavado e colocado em placa de fundo quadriculado ou funil com papel de filtro para
observacdo e avaliagdo em microscdpio estereoscdpico.

4.7. Método de detecgao de fitonematoide no interior do tecido vegetal

Esse método consiste em visualizar o nematoide no inteiro na raiz. Para isso, a raiz lavada é
clarificada com hipoclorito de sédio (1,5 a 2,5%) por 20 minutos ou mais, dependendo da idade do



tecido vegetal. Em seguida, as raizes sdo lavadas novamente, e aquecidas em banho-maria com
solugdo corante, em agua em ebulicdo por 5 minutos. Os corantes usados sdo fucsina acida ou
corantes da industria alimenticia. Apds resfriamento ambiente por 24 horas, as amostras sao
colocadas solugdo de glicerina 50% e montadas em laminas de vidro com glicerina pura e levadas para
visualizacdo em microscopio de luz. Este método pode ser usado para quantificar o nimero de juvenis
infectivos de Meloidogyne spp., fémeas e outras fases dos nematoides no interior da raiz. Pode ser
usado para detectar outros géneros de fitonematoides, como Pratylenchus, por exemplo.

5. ANALISES MICROSCOPICAS E IDENTIFICACAO DE FITONEMATOIDES

5.1. Morfologia e morfometria

A morfologia compreende o estudo das caracteristicas gerais dos nematoides de um ponto de
vista mais descritivo, incluindo érgaos e estruturas externas e internas de seus corpos. Dentre os
principais aspectos morfolégicos usados para a identificagdo de fitonematoides, podemos citar:
tamanho e forma geral, tipos de cuticula e suas estrias (lisa, ornamentada, campo lateral,
configuragdo perineal, asas caudais), regidao cefalica, regido labial, estilete e es6fago, formato e
tamanho da cauda, posi¢cdao da vulva, dimorfismo sexual, posicdo e caracteristica da espicula e da
bursa dos machos. Um dos primeiros passos na identificacdo é indicar a presenca do estilete, que
pode do tipo odontoestilico, estomatoestilico ou onquioestilico. Quanto ao es6fago, pode ser
composto de procorpo, bulbo mediano, istmo e bulbo basal, sendo classificado em tilencéide
(nematoides que atacam o6rgdos subterraneos) ou afelencdides (nematoides que atacam partes
aéreas). A cauda é bastante variavel, podendo ser filiformes, mucronadas, arredondadas, conoides,
digitadas, e outras formas, sendo fundamental para a identificacdo de varios géneros de
fitonematoides. Algumas dessas caracteristicas morfologicas devem ser medidas para fins de
identificacdo.

Além da descricdo detalhada dos 6rgaos do nematoide, a morfometria estabelece medidas
obtidas a partir dos componentes corporais e de relagdes entre varios componentes corporais.
Algumas medidas obrigatdrias a serem tomadas independentemente da espécie de nematoide sao o
comprimento total do corpo, do es6fago, da cauda e do estilete. Para isso, formas abreviadas de
medidas representadas por letras sdo usadas para cada componente corporal e suas relagdes como
padrdes de biometria. Por exemplo, algumas abreviacdes usadas sdo: L = Comprimento total do
corpo do nematoide (mm ou um); V = (Distancia externa anterior a vulva/Comprimento do corpo) x
100 (em %); ¢ = Comprimento do corpo/Comprimento da cauda); a = Comprimento total do
corpo/Largura maxima do corpo (regido mais larga). A partir dessas informacgdes, chaves taxon6micas
sdo utilizadas para a identificacdo a nivel de género ou espécie. A morfometria também é
indispensavel na identificacdo de tdxons superiores. A identificacdo do hospedeiro também auxilia na
identificacdo do nematoide, uma vez que alguns géneros e ou espécies de nematoides apresentam
circulo restrito de hospedeiros.

A seguir, serdo relatados brevemente algumas caracteristicas morfoldgicas dos principais
géneros e espécies de fitonematoides de importancia econémica.

No género Meloidogyne ocorre dimorfismo sexual, ou seja, as fémeas sao piriformes e de
coloracdo branca leitosa, estomatoestilete robusto, pesco¢co usualmente curto (M. exigua, M.
incognita) e as vezes longo (M. coffeicola), regiao labial com armadura esclerosada e disco labial de
seis labios. Os machos sdo vermiformes, regido labial similar ao das fémeas, armadura labial forte,
estilete robusto, curto, com trés bulbos basais, cauda abruptamente arredondada, com espiculos em
pares, campo lateral com quatro incisuras. Os juvenis de segundo estadio (J2) sdo vermiformes e
delgados, apresentando estilete robusto e curto, com trés bulbos basais, regido labial com seis labios
mais ou menos fundidos em pares, e cauda afilando gradualmente, com término arredondado da
porcdo terminal hialina. Os machos e juvenis podem ser utilizados para a identificacdo do género e
espécies, porém as fémeas sdo mais utilizadas para identificacdo de espécies por meio da
configuracdo da regido perineal, o qual sera abordado abaixo.

Heterodera glycines também apresenta dimorfismo sexual, com fémeas liminiformes, quando



jovens de cor branca a amarelada, e de cor marrom ou pretas apds a morte, sendo denominadas
cistos. O comprimento da abertura vulvar e o comprimento e largura da fenestra sao importantes na
identificacdo. A fémea possui estilete desenvolvido, com bulbo basal proeminente, e pescoco curto.
O macho é bem desenvolvido, estilete robusto, cauda curta e arredondada, espicula bem
desenvolvidas e na regido terminal da cauda. Juvenil apresenta estilete robusto, cauda com porgao
hialina de 50% do comprimento da cauda, corpo esquio e delgado, porém é mais robusto que em
Meloidogyne.

Em Pratylenchus spp., € mais comum a presenga de fémeas e juvenis, sendo a ocorréncia de
machos mais rara. Na espécie P. brachyurus, as fémeas sao mais robustas que as fémeas de P. zeae.
As fémeas possuem corpo cilindrico, esguio, vulva na posi¢do posterior (V entre 70 a 80%), armadura
cefdlica esclerosada (ndo distintamente off-set), regido labial plana, estilete curto e robusto, com
grandes bulbos basais, bulbo mediano ovalado, bulbo basal do eséfago sobrepbe o intestino
ventralmente, cauda varidvel, podendo ser hemisférica com término liso (P. brachyurus) ou truncada
(P. coffeae).

Em suspensées contendo populagdes de Radopholus similis, ¢ comum a presencga de juvenis,
fémeas e machos. Nesta espécie ndo ha dimorfismo sexual. As fémeas apresentam regido cefélica
esclerotizada (endurecida), pequena e chata, estilete bem desenvolvido, cauda alongada e cOnica,
com ponta redonda irregular, dois ovarios (didélfica), vulva na regido mediana do corpo (V entre 50
a 70%). Os machos possuem regido cefdlica muito saliente (off-set) e arredondadas, estilete e es6fago
sdo reduzidos, cauda conica com ponta redonda irregular, presenca de espicula na regidao posterior
da cauda, com bursa compreendendo a parte inicial até a parte terminal da cauda.

O género Aphelenchoides possui estilete delicado com bulbos pequenos, metacorpo largo,
intestino liga-se diretamente ao metacorpo, glandulas esofagianas possuem longo l6bulo sobrepondo
o intestino, ovdrio distendido, cauda conoide com extremidade pontuda, denominada mucro
(mucronada). Macho possui espiculos, mas com auséncia de bursa.

Helicotylenchus é um fitonematoide de comum ocorréncia, e tem apresentado grande
importancia econdmica, causando danos e perdas na cultura da soja. E um ectoparasita migrador com
corpo bem desenvolvido na forma de espiral ou “C”, com estilete bem desenvolvido e
moderadamente longo, cauda curta hemisférica, com ou sem projecdo ventral, cauda mais curva
dorsalmente, vulva na regido posterior (proximo a cauda), glandulas esofagianas sobrepdem o
intestino dorsalmente. A posicdo da abertura da glandula dorsal esofagiana é importante na
identificacdo das espécies.

Assim, a montagem de laminas temporarias ou permanentes e sua observa¢cdo em microscopio
de luz sdo fundamentais para as caracterizacdes morfoldgicas e morfométricas e a identificacdo de
géneros e espécies de fitonematoides.

5.2. Configuragao perineal de Meloidogyne spp.

A técnica da configuracdo perineal de fémeas pode ser utilizada para a caracterizagdo de
espécies de Meloidogyne. A regido do perineo das fémeas compreende a vulva e o anus, e é possivel
verificar-se nela a ocorréncia de certo padrao para cada espécie de Meloidogyne em particular. A
observacdo cuidadosa de tais padrdes pode possibilitar a identificacdo das espécies do género. Para
essa analise recomenda-se que se extraiam 20 fémeas jovens com aspecto branco leitoso por sistema
radicular. Apds o corte e montagem da lamina da regido perineal da fémea sdo observadas algumas
caracteristicas para a identificacdo de certas espécies. Resumidamente, M. incognita possui arco
dorsal no formato trapezoidal, M. javanica apresenta um sulco rompendo as estrias das linhas laterais
de um lado ao outro do arco dorsal, M. arenaria possui arco dorsal na forma de cranio humano e
dobras laterais, ao passo que M. hapla possui pontuacdes na regido onde seria a ponta da cauda. No
entanto, existem mais de 125 espécies de Meloidogyne e esse método dificulta a identificacdo de
algumas espécies. Assim, esse método é usado em associacdo métodos bioquimicos e moleculares
para uma identificacdo mais precisa dessas espécies.

A obtengdo de cultura pura de populagdes de M. javanica normalmente é usada nas analises



de eletroforese de isoenzimas, sendo obtida a partir da identificagao da fémea pela configuragao da
regido perineal. Em seguida, a massa de ovos dessa fémea é inoculada em planta hospedeira e
multiplicagdo do nematoide. A partir dessas fémeas é que sao feitas as analises de eletroforese para
identificacdo de espécies de Meloidogyne.

6. IDENTIFICACAO DE RAGCAS DE FITONEMATOIDES

Racas sdo populagdes dos nematoides que apresentam preferéncia por determinado
hospedeiro (raga fisioldgica). O método de identificar ragas de fitonematoides consiste na inoculagao
de popula¢des dos nematoides em plantas hospedeiras diferenciadoras. A espécie M. incognita
possui quatro ragas (ragas 1, 2, 3 e 4), enquanto M. exigua possui 2 ragas, e M. arenaria, 2 ragas. Por
sua vez, H. glycines tem 16 ragas.

Para a identificacdo de racgas e espécies de M. incognita, M. arenaria, M. javanica e M. hapla
sdo usadas hospedeiras diferenciadoras como algodoeiro cv. DP61, Fumo cv. NC95, pimentao cv. Early
California Wonder, melancia cv. Charleston, amendoim cv. Florunner e tomateiro cv. Rutgers. Quando
o nematoide se multiplica na planta diferenciadora, esta recebe sinal positivo (+) devido a reagdo de
suscetibilidade a populagdao do nematoide. Caso a populagdao do nematoide ndao se multiplique, a
diferenciadora recebe sinal negativo (-), devido a reacdo de resisténcia. As combinag¢bes dos
diferentes resultados (+ ou -) em cada planta diferenciadora indicam as diferentes ragas (e espécies,
em alguns casos).

Para a identificagcdo de ragas de H. glycines sdao usadas cultivares diferenciadoras de soja com
reacoes de resisténcia ou suscetibilidade, de modo similar ao sistema utilizado para Meloidogyne spp.

7. IDENTIFICACAO BIOQUIMICA DE Meloidogyne spp.

A identificacdo de Meloidogyne spp., baseada unicamente em caracteres morfoldgicos, ndo é
considerada suficientemente segura e precisa. De maneira complementar a esse método classico de
identificagdo, é possivel e recomendavel a utilizagdo de técnicas bioquimicas, como a analise de
isoenzimas por eletroforese em gel de poliacrilamida. Essa técnica, devido a relativa simplicidade,
baixo custo, reprodutibilidade e rapidez, torna-se alternativa segura para uso em rotina laboratorial.

Isoenzimas sdao formas moleculares de uma mesma enzima, com propriedades cataliticas
similares, mas que diferem em suas mobilidades eletroforéticas. A analise de isoenzimas tem sido
extensivamente utilizada por vérios pesquisadores, especialmente quando da descricdo de novas
espécies ou mesmo para caracterizacdo de diferentes populacdes.

A andlise de isoenzimas é limitada a presenca de fémeas, para nematoides vermiformes a
utilizacdo é restrita, uma vez que o tamanho reduzido dos individuos, aliado a dificuldade de extracao
de proteinas, limitam a sua utilizacao.

A eletroforese de isoenzimas é uma técnica baseada na migracao de moléculas de acordo com
sua carga elétrica e peso molecular em campo elétrico. Os padrdes de isoenzimas sdo simples e, na
maioria das vezes, facilmente visualizados. A identificacdo de Meloidogyne spp. é feita principalmente
pela enzima esterase (EST), mas outras, como malato desidrogenase (MDH), superéxido dismutase
(SOD) e glutamato transaminase (GOT) podem ser utilizadas para complementar a informacdo gerada
pela EST. A eletroforese pode ser realizada em dois sistemas diferentes, o horizontal e o vertical,
sendo classificada como continua e descontinua. O gel de poliacrilamida é o que proporciona melhor
separacao das moléculas, devido ao seu elevado poder de resolucdao que permite ampla variagdo no
diametro de seus poros.

8. METODOS MOLECULARES E IDENTIFICACAO DE FITONEMATOIDES

A partir do desenvolvimento da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e do progressivo
aumento da disponibilidade de sequéncias de nucleotideos do genoma de diferentes espécies, a
caracterizacdo de fitonematoides passou por uma transformacao intensa.

Muitos métodos de identificacdo de nematoides foram desenvolvidos baseados na ocorréncia
de polimorfismo nas sequéncias do acido desoxirribonucleico (DNA) entre as diferentes espécies de
nematoides. As regides do genoma dos fitonematoides mais indicadas para a caracterizacdo de
espécies sdo o DNA ribossomal (rDNA) e DNA mitocondrial (mtDNA).



Uma grande vantagem dos métodos moleculares em relagao a isoenzimas é a possibilidade de
se obter o DNA de ovos, formas vermifomes, além dos adultos. Contudo, o diagndstico molecular
deve abarcar trés critérios. Primeiramente, o diagndstico molecular deve ser robusto e validado
contra todas as possiveis reacdes cruzadas com organismos semelhantes que co-existam no mesmo
habitat. Segundo o teste molecular deve ser simples, preferencialmente permitindo o diagndstico
numa Unica etapa de PCR. Terceiro, deve ser suficientemente sensivel para detectar pequena
guantidade de nematoides presentes na amostra.

Os principais métodos moleculares para a caracterizacdo de espécies de fitonematoides
baseiam-se na PCR, PCR multiplex, PCR quantitativa. Além disso, amplificacdo isotérmica de DNA
mediada por loop (LAMP) e o DNA-cédigo de barras sdao ferramentas Uteis na identificacdo de
fitonematoides.

8.1 PCR espécie-especifico

Nas ultimas décadas, centenas de conjuntos de oligonucleotideos iniciadores (primers)
especificos foram desenvolvidos para diagnose de fitonematoides. O desenho do primer é crucial para
o sucesso desta abordagem. Primers espécie-especificos devem abranger qualquer variagdo intra-
especifica e ndo amplificar nematoides nao-alvo. Varios primers projetados para identificacdo de
espécies tropicais de nematoides de galhas sdo baseadas em SCAR (Regido amplificada de sequéncia
caracterizada), incluindo M. arenaria, M. incognita, M. javanica, M. paranaensis, M. exigua e M.
enterolobii. Marcadores SCAR s3ao desenvolvidos a partir da caracterizagdo e sequenciamento de
bandas polimorficas resultantes de analise RAPD (DNA polimdrfico amplificado ao acaso).

O processo de caracterizacdo de fitonematoides por PCR pode ser divido em trés etapas. A
primeira é a extracdo do DNA total, existindo varias metodologias a depender do estddio de
nematoide (ovo, juvenil ou fémea). A segunda etapa é a amplificacdo do DNA-alvo (PCR), onde a
enzima Taq DNA polimerase amplifica a quantidade de DNA-alvo direcionada pelo par de primers. A
PCR é conduzida com auxilio de um termociclador, programado para temperaturas de desnaturacao
das fitas duplas de DNA (95 °C), anelamento dos primers nas regides-alvo (entre 50 e 60 °C), e reacdo
de polimerizacdo do DNA complementar ao DNA-alvo pela Tag DNA polimerase (72 °C). A terceira
etapa é a andlise do produto de PCR (amplicon) por meio de eletroforese em gel de agarose na
presenca de marcadores de DNA fluorescentes observados sob luz UV.

8.2 PCR Multiplex

Neste método, dois ou mais pares de primers para diferentes alvos podem ser incluidos na
mesma reacao. Como resultado, os amplicons dos distintos alvos sdo visualizados em um Unico gel,
diminuindo o tempo, mao de obra e custos. No Brasil, grande avanco ocorreu na PCR multiplex devido
aos trabalhos da equipe da Dra. Regina Carneiro (Embrapa), que desenvolveu kits PCR multiplex para
varios patossistemas. No entanto, esta abordagem requer condi¢des de reacdo semelhantes para
todos os conjuntos de primers utilizados. A capacidade de detectar espécies com baixas densidade
populacional na amostra também pode ser inibida quando uma alta concentracdao de DNA de outro
alvo esta presente. O kit diagndstico SCAR/café foi desenvolvido para varias espécies de Meloidogyne
do cafeeiro, e vem sendo utilizado no Brasil e na América Central. Outro exemplo é o kit diagndstico
SCAR/arroz, usado para identificar Meloidogyne spp. que atacam a cultura do arroz no Brasil.

8.3 PCR em tempo real (qPCR)

PCR em tempo real ou PCR quantitativa (QPCR) permite a detec¢do e a quantificacdo da
amplificacdo de sequéncias-alvo em tempo real. Assim, a gPCR é mais rapida e mais sensivel que a
PCR convencional, ndo requerendo andlise de eletroforese em gel de agarose. A sensibilidade de
deteccdo pode chegar a casa de femtogramas de DNA, ou seja, mil vezes mais sensivel que a PCR
convencional. No entanto, os altos custos dos equipamentos e reagentes ainda sdo as principais
desvantagens da qPCR. O método é baseado na deteccdo e quantificagdo do DNA amplificado por
meio de moléculas fluorescentes (SyBr Green, por exemplo) com afinidade a fitas-duplas de DNA.
Uma vez que ocorra a emissao de sinal de fluorescéncia, termocicladores com detectores registram
sua intensidade, a cada ciclo de PCR. Desta forma, a intensidade do sinal é registrada graficamente



por meio de um software na tela do computador. Este sinal é diretamente proporcional a quantidade
de DNA, permitindo assim realizar estimativas de quantificagdo por meio de curvas de dilui¢ao e
modelos de regressao linear. Atualmente existem metodologias de deteccdo via qPCR para algumas
espécies de Meloidogyne, Pratylenchus e Aphelenchoides, por exemplo. O grande desafio da gPCR é
ser representativa, pois nesse procedimento, geralmente, apenas 0,5 gramas de solo ou material
vegetal sdo utilizados. Contudo, trabalhos recentes tém mostrado alta correlacdo entre quantidade
de nematoides encontrados nas leituras microscépicas com aqueles aferidos por gPCR.

8.4 DNA - Codigo de barras

A extracdo e sequenciamento de certas regidoes de DNA dos fitonematoides, normalmente,
rDNA e mtDNA, e sua comparagao com sequéncias depositadas em bancos de dados permite a
identificacdo. Esta técnica vem sendo utilizada no Brasil, principalmente, por pesquisadores do
Instituto bioldgico de S3o Paulo, e ja permitiu a identificagdo de vdrias espécies de fitonematoides
quarentenarios identificados em amostras coletadas nas alfandegas.

No entanto, para que esta técnica seja precisa é imperativo que as sequencias depositadas nos
bancos de dados (GenBank, por exemplo) - que servem de referéncia - sejam obtidas de espécimes
corretamente identificados, de preferéncia por um taxonomista experiente, baseando-se nas
caracteristicas morfolégicas e morfométricas, antes das sequéncias de DNA serem submetidas e
depositadas em qualquer base de dados publica.

8.5 Amplificagdes isotérmica de DNA mediada por loop (LAMP)

Nesta técnica o DNA é amplificado com alta especificidade, sensibilidade (até 10 vezes mais
sensivel que PCR convencional), eficiéncia e velocidade sob condicdes isotérmicas. Este procedimento
requer o uso de pelo menos quatro pares de primers e uma DNA polimerase com atividade de
deslocamento de fita (Bst polimerase). Todo o procedimento leva de 30 minutos a menos de 2 horas,
dependendo no protocolo, em condi¢bes isotérmicas (57—-65 °C) com a utilizacdo de equipamentos
simples como banhos-maria ou blocos de aquecimento. A amplificacdo pode ser detectada através
da visualizacdo a olho nu, devido a formacdo de uma camada branca precipitado de pirofosfato de
magnésio ou a mudanca de cor da solucdo pelo uso de corantes (SYBR Green, calceina). Esta técnica
tem sido amplamente estudada em muitos campos da ciéncia, embora poucos diagndsticos para
fitonematoides tenham sido desenvolvidos até agora. No Brasil, pesquisadores da Universidade
Federal de Vigosa (UFV) tem trabalhado no desenvolvimento de métodos diagndstico de nematoides-
das-galhas no café baseados em LAMP.
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