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RESUMO

Foram mantidas e aumentadas culturas monoxénicas de

Pratylenchus zeae, P. penetrans e P. brachyurus.

A influéncia de dois meios de cultura sobre a repro-
duc3o dos nematdides em calos de alfafa foi estudada. O meio sim-
plificado de RIEDEL et alii propiciou feprodugéo para P. zeae, P.

penetrans e P. brachyurus comparavel & do meio tradicional de

MURASHIGE e SKOOG, de composigao mais complexa.

Proteinas totais de macerado de nematdides mantidos em
cultura foram extraidas e submetidas a analise eletroforética em
gel de poliacrilamida-SDS revelado um padrao com bandas de PM de
55.000, 26.000, 16.000 e 14.0000 48 caracteristicas para P. zeae;
com PM de 50.000 e de 36.000 e 19.000 para P. penetrans e com FPM

de 39.000, 34.000 e 23.000 d para P. brachyurus.

Foram realizados testes de dupla difusdo em agar com
antissoros obtidos a partir de macerado total de nematdides, ten-
do sido obtidas reagdes cruzadas entre os antigenos e antissoros

homdlogos e heterdlogos.

A analise eletroforética em gel de agarose de DNA to-

tal extraido de macerado de nematdides revelou um perfil com ban-
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das especificas para P. penetrans com PM de 19,16; 1,41; 0,62 e
0,09 x 10° &; para P.zeae com PM de 0,07 x 10°@ e para P. bra-

chyurus com PM 0,08 x 10%d.
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ABSTRACT

Monoxenic cultures of Pratylenchus zeae, P. penetrans

and P. brachyurus have been maintained and increased.

The influence of two culture media on the nematode
reproduction has been studied. RIEDEL et alii simplified medium
" made possible nematode reproduction comparable to the MURASHIGE

and SKOOG, which has a more complex composition.

Total proteins of nematodes macerate kept in culture
have been extracted and submitted to the electrophoretic analysis
in SDS-poliacrylamide gel. The electrophoretic pattern revealed
the following bands:‘MW of 55,000; 26,000; 16,000 and 14,000 d
characteristical for P. zeae; MW of 50,000 and 36,000 and 19,000
d for P. penetrans and MW of 39,000; 34,000 and 23,000 4 for P.

brachyurus.

Agar double diffusion tests have been made with
antiserum obtained from total nematode macerates.The tests

presented cross reactions among those species.

Samples of total nematode macerate's DNA have been
analyzed by agarose gel electrophoresis, which revealed a

profile of specific bands, as follow: P. penetrans with MW of
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19.16; 1.41; 0.62 and 0.09 x 10° @; P. zeae with MW of 0.07 x 106

d; and P. brachyurus with MW of 0.08 x 10° 4.




1. INTRODUCAO

Nematdides do género Pratylenchus sao considerados,

primariamente, parasitas do cbrtex das ralzes, migrando inter e
intracelularmente no parénguima e causando areas necroticas na
supcrficie radicular, visiveis como diminutas lesdes. Alem do
G ‘causado as ralzes, é observado na planta infectada uma re-
Anciao no crescimento da planta, comolum todo, caracteristica da
acio dos nematdides, sugerindo algum outro efeito sobre as plan-

tas do que o esperado de simples dano mecanico.

Esse género foi descrito em 1880 e atualmente sdo co-

nhecidas mais de vinte espécies de Pratylenchus. 840 chamados

"nematoides das lesOes das raizes"™ e tém sido identificados cau-
sando prejuizos consideraveis em varias culturas de interesse e-

condmico. A maioria das espécies de Pratylenchus é& extremamente

polifaga atacando ampla gama de plantas hospedeiras. No Brasil

constituem um grupo de fitopatdgenos muito importante, pois sao

encontrados parasitando culturas economicamente importantes.

A nomenclatura e taxonomia de nematdides parasitas de
plantas continua éassando por mudancas devido, principalmente, a
‘caracteristicas morfoldgicas semelhantes, que criam dificuldades
na separagio de espécies e ragas. Métodos auxiliares da taxono-

mia morfoldgica sdoc a andlise de proteinas, eletroforese de DNA,



sequenciamento de proteinas, sequenciamento de DNA e serologia.

A obtencio de nematdides fitoparasitas livres de con-
taminantes para utilizagado de métodos bioguimicos & um ponto im-
portante a ser considerado. As técnicas de cultura de nematdi-
des fitoparasitas em tecidos de calos vegetais podem fornecer al-

tas prpulacoes de nematdoides biologicamente puros.

0 presente trabalho teve CoOmo objetivos obter indculo

de espécies de Pratylenchus em cultura asséptica e testar a pos-

sibilidade de separagio das espécies por eletroforese de protei-
nas totais em gel de poliacrilamida-~SDS e por eletroforese de
DNA total em gel de agarose a partir de macerado total de Praty-

lenchus.




2. REVISXO DA LITERATURA

A primeira espécie constatada no Brasil foi Pratylen-

chus brachyurus (LORDELLO et alii, 1968). Mais tarde outras es-

pacies foram assinaladas como P. zeae, P. vulnus, P. coffeae, PE.
po...trans, porem, & certa a existéncia de outras espécies em so-

1.s brasileiros (LORDELLO, 1986).

Devido & dificuldade de manutencao de inoculo de ne-
matdoides endoparasitas migradores em casa-de-vegetacado, a cultu-
ra asséptica representa a alternativa mais vidvel para obtengao
de indculo. As técnicas de culturas -de nematoides fitoparasitas
em tecidos vegetais sdo muito importantes pelo fato de constitui-
rem um sistema experimental simples, de condic¢Ges fisicas e qui-
micas controladas para investigagdo de varios aspectos da inte-
racio patégeno-hospedeiro. Como os nematoides parasitas obriga-
torios de plantas ndo se multiplicam na auséncia de células vi-
vas, ésse sistema propicia um meio de manutencdo e suprimento de

indculo livre de contaminantes (CASTRO, 1986). Pratylenchus &€ o

género gue apresenta maior namero de espécies propagadas em cul-

turas assépticas.

MOUNTAIN (1955) foi o primeiro a descrever metodos pa-
ra a cultura continua de nematboides sob condicdes estéreis, mas

foi o trabalho de KRUSBERG (1961) que proporcionou o primeiro im-



pulso significativo na cultura asséptica de alguns nematoides fi-
toparasitas migratorios. Desde, entao, uma ampla gama de estu-~
dos fisioldgicos, bioguimicos e patogénicos tém sido conduzidos
sendo utilizadas culturas assépticas. Alguns outros autores re-
lataram métodos para manutengdo e propagagao de culturas assép-

ticas de espécies de Pratylenchus (ZUCKERMAN, 1971; KRUSBERG,

1979; LIMA, 1982; RIEDEL et alii, 1983; CASTRO, 1986).

As técnicas bioguimicas podem auxiliar na taxonomia
morfolégica e filogenia de nematOides, especialmente quando  o©s
caracteres morfoldgicos entre espécies sao semelhantes ou quando
ocorrem diferencas em formas raras. Os métodos biogquimicos mais
utilizados sio comparacio de isoenzimas, comparacao de proteinas
por imunologia e eletroforesey hibridacic e eletroforese de DNA

(HIANSEN e BUECHER, 1970; HUSSEY, 1979).

Eletroforese em gel de poliacrilamida, particularmen-
te poliacrilamida-SDS, tem sido uma técnica importante na sepa-
ragio e caracetrizacao de proteinas solliveis, especialmente por
sua capacidade de separacao por peso molecular, sendo capaz de
separar proteinas de homogeneizadoes cris (SVASTI e PANJPAN,1977;
HUSSEY, 1979). A aplicacio e teoria de eletroforese em gei de
poliacrilamida, bem como possiveis modificagbes tém sido descri-
t+as em muitos artigos e livros (DAVIS, 1964; ORNEISTEIN, 1964;

GORDON, 1970; SVASTI e PANJPAN, 1977; HAMES e RICKWOOD, 1981).



Os primeiros a utilizarem eletroforese para estudos
de proteinas nio enzimidticas e enzimaticas de espécies de nema-
tdides fitoparasitas e microbivoros foram BENTON e MYERS (1966).
Qutros autores utilizando eletroforese em gel conseguiram obter
padrdes proteicos diferentes para varias espécies de géneros de

nematdides fitoparasitas como Meloidogyne (DICKSON, et alii, 1970;

1971; HUSSEY et alii, 1972; BERGE e DALMASSO, 1975; DALMASSO e
BERGE, 1978; FARGETTE, 1987, 1 e 2; VEECH.et alii; 1987); Dity-

lenchus (DICKSON et alii, 1970); Radopholus (HUETELet alii, 1983);

. Heterodera e Globodera (TRUDGILL e CARPENTER, 1971; TRUDGILL e

PARROT, 1972; GREET e FIRTH, 1977; FRANCO, 1979; BAKKER et alii,

1988).

Tecnicas de se:ologia‘podem oferecer oprotunidade pa-
ra identificacdo de fitopatdgenos em larga escéla. Ag vantagens
dessas técnicas sdo especificidade, rapidez e simplicidade, po-
dendo ser utilizadas rotineiramente. As reag¢des .antigeno-anti-
corpo sao primariamente estudadas por difusado em gel ou por imu-

noeleéroforese (HUSSEY, 1979).

Em 1964, BIRD demonstrou que a injegao de  suspensao

de nematdides do género Meloidogyne induziu a formagdoc de ‘anti=-

-~

corpos em coelhos. LEE (1965) fez a jidentificacaoc de duas espe-

cies de Meloidogyne por imunodifusao. Estudos com este género

demonstraram que varias espécies sao serologicamente relaciona-

das (HUSSEY, 1971; 1972; McCLURE et alii, 1973; MISAGHI e McCLU-

=




RE, 1974; BARON, 1975). Grupos serologicos distintos foram iden-

tificados ainda, entre diferentes espécies de Heterodera (WEBSTER

e HOOPER, 1968; SCOTT e RIGGS, 1971; RIGGS et alii, 1982) e Di-

tylenchus (WEBSTER e HOOPER, 1968; GIBBINS e GRANDISON, 1968).

A eletroforese em gel tem sido util na separacdo e
caracterizacgdo de macromoléculas. A utilizacao de eletroforese
em gel de agarose tem sido {itil em estudos de DNA, principalmen-
te devido sua capacidade de.separagéd de DNA em funcaoc do peso
molecular (HELLING et alii, 1974). A utilizacdo desta técnica
em nematologia & relativamente recente. DNA total, genbmico e
mitocondrial tém sido extraidos de espécies de nematoides fito-
parasitas e diferencas tém sido.observadas. A analise de DNA tem
sido utilizada para estabelecer divergéncias genéticas de popu-

lacbes. O género Meloidogyne tem sido o mais estudado, com es-

tabelecimento de diferencgas entre espécies e ragas (CURRAN et
alii, 1985; CURRAN et alii, 1986; GEORGI et alii, 1986; POWERS
et alii:1986; PABLEC et alii, 1988; POWERS e SANDALL, 1988). Ou-

tros géneros como Heterodera (RADICE et alii, 1988; KALINSKI e

HUETEL, 1988) e Bursaphelenchus (BOLLA et alii, 1988) tém  sido

estudados.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obten¢3c -de inoculo:de Pratylenchus spp

3.1.1 Origem das culturas assépticas de Pratylenchus spp

Culturas assépticas de trés espécies de Pratylenchus

em calos de alfafa (Medicago satival.) cv. Crioula foram obti-

das a partir do banco de nematdides da Segdo de Geneética do Ins-
tituto Agrondmico de Campinas. Foram obtidas culturas asséepti=-

cas de Pratylenchus zeae GRAHAM, 1951;  Pratylenchus penetrans

(COBB, 1917) CHITWOOD e OITEFA, 1952 e Pratylenchus brachyurus

(GOODFREY, 1929) FILIPJEV e SCHURMANS STEKHOVEN, 1941.

3.1.2 Manutencdo e aumento das culturas assépticas de Praty-

lenchus spp

As culturas assépticas de espécies de Pratylenchus fo-

ram repicadas a cada trés meses, segundo LIMA (1982), a partir

da obtencdo de calos de ralzes de alfafa.

Sementes de alfafa foram submetidas a tratamento tér-
mico prévio a 63°C por 30 min. e a seguir tratadas com hipoclo-

rito de sbOdio 5% durante 30 min. Outro tratamento utilizado pa-



ra sementes foi solugdo de hipoclorito de sodio 5% (v/v) conten-
do formalina 5% (v/v) e SDS 1% (p/v) durante 30 min. e a seguir
lavadas com agua destilada estéril. Uma vez esterilizadas su-
perii.ialmente, as sementes de alfafa foram inoculadas emmeio de
RIEDEL et alii t19?3), sem 2,4D, em placas de petri. Apds incu~
bacio por 7 dias em sala escura foram selecionadas plantulas li-
vres de contaminantes e transferidas para frascos contendo meio
de RIEDEL et alii. Decorridos 7 dias algumas plantulas infecta-

das com Pratylenchus das culturas assépticas antigas (aproxima-

damente 3 meses) foram transferidas para os frascos contendo ca-

los de raizes de alfafa.

* Foi testada a influencia dos meios de cultura de
RIEDEL et alii (1973) e de MURASHIGE e SKOOG (1962) sobre a re-

producao de Pratylenchus e sobre o desenvolvimento de calos de

alfafa. Os nematdides foram inoculados a partir de plantulas
infectadas de culturas antigas e noventa dias apds a inoculacao
foi determinado o peso do calo frescd e o nimero de nematdides
por frasco de cultura. O calo de alfafa foi transferido para
béquer contendo 10ml de agua e seu peso determinado em balanca
analitica. Posteriormente o calo e a agua de pesagem foram uti-

lizados para extracd3o de nematdides.

N



3.2 Extracdo de Pratylenchus das culturas assépticas

, A extracao de especies de Pratylenchus de culturas

assépticas foi feita primeiramente pelo método de funil de Baer-
mann modificado, tendo sido substituido pelo método de COOLEN e

D'HERDE (1972).

Plantulas de alfafa infectadas com nematdides foram
cortadas em pedacos de aproximadamente lcm e homogeneizadas em
Omnimixer Sorvall em intensidade minima por 30 seqg. A seguir a
suspensaoc foi passada em peneiras de 60 e 400 mesh (250 e 38 jm,
respectivamente). Os nematdides retirados da peneira de 400 mesh
juntamente com restos de pl3ntulas de alfafa e meio de cultura
foram transferidos para tubo de centrifuga e adicionados ]l cm?
de caolim. A solucao foi centrifugada a 1.750g por 5 min. 0
sobrenadante (Sl) foi descartado e ao precipitado IPl) foi adi-
cionado solugao de sacarose 454 g/1 (gravidade especifica 1,18
ou3s,5% p/v), homogeneizado e centrifugado a 1.750g por 1 min,
(COOLEN e D'HERDE, 1972). O sobrenadante (S,) contendo nematdi-
des foi coletado e centrifugado a 15.000g por 2 min. e utiliza-
dos para extracéé de proteinas e DNA totais de macerado (ESQUEMA

1).
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3.3 Extragdo de proteinas totais de espécies de Pratylenchus

Para fins de eletroforese em gel de poliacrilamida-
SDS foram extraidas proteinas totais a partir de macerado de ne-
matdides extraidos de culturas assépticas. Os nematdides (cerca
de 2.000)} foram macerados em homogeneizador de teflon com tampao
Tris-HC1 0,001 M, pH 7,4 a 4°C contendo 2-mercaptoetancl (2-ME)
5% (v/v). Ao homogeneizado foi adicionado igual volume de ~-tam-
paoc Tris-HCl1l 0,06 M, pH 6,8 contendo SDS 2% (p/v), .2-mercaptoe-
tanol 5% 8v/v) e glicerol 10% (v/v) (tampao da amostra). A se~
guir a preparacao foi aguecida em banho-maria a 100°c por 10 min.
e centrifugada a 15.000g por 2 min. O sobrenadante foi utiliza-
do para eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e -armazenado

(—18°C), o precipitado foi descartado.

3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS

Amostras de proteinas totais de macerado de espécies

de Pratylenchus extraidos de culturas assépticas foram submeti-

das a eletroforese em gel de poliacrilamida-5DS em sistema des-

continuo-desnaturante, segundo HAMES e RICKWOOD (1981).

O sistema foi constituido por dois géis com concentra-
coes diferentes de poliacrilamida, o gel de resolugido contendo

12% de acrilamida e medindo 10cm de comprimento e o gel de empa-
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ESQUEMA 1. Extracdo de Pratylenchus spp de culturas assépticas

Plantulas de alfafa contendo Pratylenchus spp

pedacos lcm
Omnimixer, 30 seq.

peneiras 60 e 400 mesh

Pratylenchus spp, restos de plantulas e meio de

descartado

|

5,

—

caolim

1.750g, S5 min.

sacarose 38,5% p/v

1.750g, 1 min.

15.000g, 2 min.

Nematoides

agua dest., 3 vezes

15.000g, 2 min.

cultura

Extracao de proteinas e DNA de macerado total

T



12

cotamento contendo 3,5% de acrilamida e medindo 1,5¢m de compri-
mento (TABELA 1). As amostras de proteina foram dosadas pelo mé-
todo dé BRADFORD (1976), aplicadas no gel e a eletroforese con-
duzida em placa vertical a 8v e 4mA durante 16h em tampao Tris-
HC1l 0,025 M, pH 8,3 contendo glicina 0,192 M e SDS 0,1% {p/v}.
Ands a corrida eletroforética o gel foi conduzido por prata e
£ -~ pelo método de BLUM et alii (1987; TABELA 2). O peso mole~
¢ iar das proteinas separadas pela eletroforese foi estimado a-
través da utilizacdo de um padrao delpeso molecular contendo so-
roalbumina bovina (PM 66.000), albumina de ovo (PM 45.000), pep-
sina (PM 34.700), tripsinogénioc (PM 24.000), lactoglobulina (PM

18.400) e lisozima {(PM 14.300}.

3.5 Testes de dupla difusdo em agar

Espécies de Pratylenchus extraidas de culturas assep-

ticas foram utilizadas para imunizar coelhos com peso aproximado
de 2kg, através de injegdo via linfonddulo, segundo  OLIVEIRA
(1975). Antes da primeira injegdao os animais foram sangrados pa-

ra controle (soroc normal).

Os antissoros foram obtidos através de sangrias pe-
riddicas na veia marginal da orelha e utilizados para testes de
dupla difusdo em agar contra macerado total de espécies de Pra-

tylenchus. Os testes foram feitos em ldminas de microscopia em
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TABELA 1. Solucgdes estogue e guantidades utilizadas para © pre-

paro de gel de poliacrilamida-SDS.

SOL. ESTOQUE GEL EMPAC. GEL RESOLUCAO {(ml)
3,5%{ml) 16% 12% 10%

Acri:Bis 1,170 16,000 12,000 10,000
(30:0,8)

Tris 1M pH 6,8 1,170

Tris 1M pH 8,8 11,250 11,250 11,250
Hz0 dest. 7,530 2,600 6,700 8,700
20% (p/v)SDs 0,050 0,150 0,150 0,150
TEMED 0,005 0,015 0,015 0,015
10%(p/v) persulfato 1,500 4,500 4,500 4,500

de amonio
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TABELA 2. Fases e reagentes utilizados na coloragao por prata
descrita por BLUM et alii (1987}).
ETAPA SOLUCOES TEMPO
01. Fixagao metanol 50%, 60 min,
ac. acetico 12%,
0,5m1 HCOOH 37%/1
02. Lavagem etancl 50% 3x20 min.
03, Pre-trat. NaySo 1 min.
Qg (0,233‘1)
04, Lavagem Hy0 3x20 seg.
05. Impreg. AgNDs (2g/1) 20 min,
0,75m1 HCOH 37%/1
06, Lavagem ",0 2x20 seg.
07. Desenvolv. Na,C 05 {60g/1) 20 min.
NagszOS.S
H,0 (4mg/1)
0,5ml HCOH 37%/1
08. Lavagem H,0 2x2 win.
09; Interrup. metanol 50% 10 min.
ac. acetico 12%
10. Lavagenm metanci 50% 20 min.
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gel de agar 1,5% (p/v). A leitura foi feita apds 48h e a seguir

as laminas foram lavadas e coradas por negro de amido 0,1%.

3.6 Extracio de DNA total de espécies de Pratylenchus

DNA total de espécies de Pratylenchusobtidos de cul-

turas assépticas foi extraido segundo MANIATIS et alii (1982). Os
nematdides foram macerados em homogeneizador de teflon com tam-
pdo Tris-HC1 0,01 M, pH 7,8 contendo EDTA 0,001 M (tampao TE pH
7,8), a 4°c. pro homogeneizado foi adicionado solucao estogue de
fenol, contendo 50ml de fenol, 48ml de clorofdrmio, 2ml de alcool
igsoamilico e 0,05% de ditiotreitol ou 2-mercaptoltanol e apos 5
minutos a amostra foi centrifugada a 3.500g por 10 min., © pre-
cipitado (P,) foi tratado novamente com clorofdérmio. O precipi-
tado (P,) foi descartado e o sobrenadante (5;) foi tratado com
Ribonuclease (RNase — A) por 30 min. a 10 ml/ml de solugdo. De-
corrido o tempo foi adicionado igual volume de clorofornic e
apbs 5 min. a amostra foi centrifugada a 3.500g por 10 min. o
precipitado (P,) foi descartado e ao sobrenadante (5,) foram adi-
cionados 2,5 volumes de etanol absoluto gelado e a preparacao
mantida a -20°% por 12h. Decorrido o tempo a preparacao foi cen-

trifugada a 2.800g por 10 min.

0 dcido nucleico obtido foi utilizado para eletrofo-
rese em gel de agarose 1,2% (p/v), apos dosagem a 260 a 280 nm

(ESQUEMA 2} .
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O grau de pureza (R) da preparagao foi determinado
segundo MANIATIS et alii (1982). Para analisar a interferéncia
do fenol na dosagem de DNA e na estimativa do grau de pureza (R)
da preparacgdo foi realizado um experimento balanceado com trés
concentracdes de DNA e seis de fenol, tendo sido utilizados va-

rios testes de comparagdes multiplas e transformacao dos dados.

3.7 Eletroforese em gel de agaroge

Amostras de DNA total de macerado de espécies de

Pratylenchus extraidos de culturas assépticas foram submetidas a

eletroforese em gel de agarose 1,2%, contendo brometo de etidio
(0,5 ng/ml) , segundo MANIATIS et alii (1982). A corrida eletro-
forética foli seguida em placa horizontal a 100 V e 50 mA durante
ih em tampdc Tris-Borato-EDTA pH 8,2 (tampaoc TBE) e revelada por
luz ultravioleta a 260 nmm. O peso molecular do acido nucleico
separado pela eletroforese foi estimado através da utilizacdo de

um padrdo de PM, o fago Adigerido por EcoRI/Hind III.
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ESQUEMA 2. Extracdo de DNA total de macerado de espécies de Pra-

tylenchus.

Pratvlenchus spp extraidos de culturas assépticas

tampaoc TE
pH 7,8, 4°C

Homogeneizado

fenol, 5 min.
3.500g, 10 min.

descartado

! -

fase fenolica fase adquosa
cloroformio, 5 min.
3.500g, 10 min.

Py S,
cloroformio, 5 min.
3.500g, 10 min.

T

P, S,
RNase-A, 30 min.
cloroformio, 5 min.
3.500g, 10 min.

—

P, Sy

etanol, -20°c, 12h
2.800g, 10 min.

Acido nucleico

Dosagem em espectrofotometro a 260 e 280 nm e eletroforese
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4., RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Manutencio e aumento das culturas assépticas de espécies de

Pratylenchus

f interessante considerar gue uma forma para ser ob-

tido indculo puro de nematdides migradores do género Pratylenchus

& atravées de culturas monoxénicas, onde temos uma espécie conhe-
cida associada a uma espécie primaria em condicoes .de cultura,
condicdes fisicas e guimicas do meio de desenvolvimento contro-
ladas e as interferéncias das condicbes climaticas minimizadas.
Varios autores tém relatado métodos para manutencdo e propagacao

de culturas assépticas de Pratylenchus {ZUCKERMAN, 1971; KRUSBERG,

1979; LIMA, 1982; RIEDEL et alii, 1983; CASTRO, 1986}.

A manutencdo e aumento das culturas foi baseada na
metodologia descrita por LIMA (1982; FIGURA 1). A-utilizacgao des-
ta metodologia se mostrou efetiva para as trés especies de Pra-
tylenchus testadas uma vez foi conseguido um aumento do numero
de culturas iniciais (TABELA 3). A percentagem de contaminagdo
das culturas por bactérias diminuiu progressivamente. Isto deve
estar relacionado a pratica adguirida com o tempo e também a mo-
dificagSO no processco de esterilizacao das semeﬁtes de alfafa. O
maior nimero de culturas obtidas foi de P. zeae, embora tendo par—

tido de um nuamero inicial maior de culturas, a percentagem de
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contaminacdo destas foi sempre menor. A contaminagdo ocorreu de

modo geral antes da inoculacado dos nematoides.

Os experimentos foram sempre testado com P. zZeae e

depois de padronizados foram utilizadas as outras espéecies.

Com relagio aos métodos de esterilizacao de sementes
de alfafa, os resultados foram expressos pelo percentual de pla-
cas com meio de RIEDEL sem 2,4 D que épresentaram contaminacao
por bactérias, apds 7 dias da adigédo e manutencao das sementes
esterilizadas, mantidas no escuro, a tempertaura ambiente (TABE-
LA 4). Foi observado que a utilizacdo de hipoclorito de soédio
combinado & formalina e ao SDS foi o método mais eficiente, re-
duzindo a contaminacdo para 4,3% e também nao interferiu na per-
centagem de germinacdo das sementes. -A eficiéncia desta solugio
pode ser atribuida ao aumento do espectro de agdo. O pre-trata-
mento térmico das sementes ndo foi eficiente no controle da con-
taminacio. Foram observados dois tipos de coldnias bacterianas

que ndo foram identificados.

Foi testada a eficiencia de dois meios de cultura na

reproducdo de P. zeae, P. penetrans e P. brachyurus em calos de

alfafa cv. Crioula. Os resultados destes testes foram expressos
pelas médias do nimero de nematdides e peso fresco do calo de

cultura, comparados pelo testes de Tukey (TABELA 5).
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FIGURA 1. Fases de obtencido de culturas assépticas de espécies de

Pratylenchus. A. Plantulas de alfafa em meiode RIEDEL

sem 2,4 D; B. Plantulas de alfafa em meio de RIEDEL; C.

Cultura asséptica de Pratylenchus.

1l cm

— :"_.‘:.-l""" '
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Os dados referentes ao numero de nematoides foram
transformados em log, pois verificada a nao homogeneidade das va-
ridncias pelo teste de Bartlett. Pela anidlise de variancia des-

ses dados foi verificado que tanto para P. brachyurus guanto pa-

ra P. penetrans nio houve diferenga significativa, ao nivel de
5%, entre o meio simplificado de RIEDEL et alii (1973) e o de
MURASHIGE e SKOOG (1962). Foram encontrados maiores numeros de
P. zeae no meio simplificado de RIEDEL, diferindo estatistica-

mente do meio de MURASHIGE e SKQOG, ao nivel de 5% de probabili-

dade.

CASTRO (1986) estudando a influéncia de meios de cul-

tura na reproducadao de P. brachyurus, P. zeae, além de outras es-

pécies de nematdides, obteve reproducao de P. brachyurus tanto

em meio de RIEDEL et alii como no de MURASHIGE e SKOOG, n&o mos-
trando diferenca significativa ao nivel de 5%, comaprados pelo
teste de Tukey. No caso de P. zeae maiores numeros foram obser-
vados no meio simplificado de RIEDEL et alii, havendo diferenca
significativa entre este e o meio de MURASHIGE e SKOO0G. . Esses
resultados comparados aos obtidos nesse experimento revelaram que
o meio simplificado de RIEDEL et alii {1973) propiciou reprodu-

cdo e desenvolvimento de P. zeae, P. penetrans e P. brachyurus

igual ou superior ao meio de MURASHIGE e SKOOG (1962) de cons-

tituicdo mais complexa.

A analise de variancia dos dados referentes a peso
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TABELA 4. Eficiéncia de algﬁgs métodos de esterilizacao de se-

1
mentes de alfafa (Medicago sativa L.) cv.

Crioula,ex-

pressa pelo perdentualede placas com meio :de RIEDEL

sem 2,4 D contaminadas com bactérias apds a adigado e

manutencao das sementes por sete dias no escuro a

temperatura ambiente.

Médias de 10 repetigoOes.

HIisdo

Quantidade % -% placas
corecilizagao sementes . germinagao . contaminadas
Pré-trat, térmico 55 85,3 44,2
+ nipoc. sddio 5%

Hipoc. sodio 5% 55 81,8 46,7

Hipoc, sodio 5% + 55 83,6 4,3
formalina 5% +

SDS 1%

Controle sementes 55 79,8 100,0
Controle ambiente¥ - - 0,0

* controle para contaminacoes provenientes do ambiente externo
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TABELA 5. Anadlise da varidncia da reprodugaoc de Pratylenchus

zeae, P. penetrans e PE. brachyurus em calos de alfa-
fa cv. Crioula, incubados por 90 dias em dois meios

de cultura diferentes. Médias de cinco repeticdes.

Namerc de Nematoides*

Meio . : Peso de Calo(g)
P. zeae P. penetrans P. brachyurus
- k.t 4 ek *k
RIEDEL et glii  5,03% 5,202 5,22% 0,332
(1973
MURASHIGE e 3,687 4,07 4,072 ~ p,70°
SKOOG (1962)

* Dados transformados em 1lOg.

** Médias seqguidas pela mesma letra, para cada parametro, nao
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade, pelo tes-
te de Tukey.
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fresco do calo (TABELA 3) revelou um efeito estatisticamente
significativo ao nivel de 5% de probabilidade, dos dois meios
testados, sobre o desenvolvimento do calo. O meio de MURASHIGE
e SKOOG propiciou maior desenvolvimento dos calos, guando com-
parado ac meio de RIEDEL, porém, nado foi o melhor para a repro-
ducio dos nematdides. LIMA (1982) ao estudar a influéncia de
meios de cultura na reproducgdo de P. penetrans em calos de al-
fafa; ervilha, cenoura e batata encontrou correlacdo negativa
entre o peso do calo e a reproducao aqs nematoides. Resultados
semelhantes foram obtidos por CASTRO (1986) que ao estudar a

influéncia de meios de cultura na reprodugao de P. brachyurus e

P. zeae, encontrou correlacdo negativa entre o peso de tecido

cultivado e a reproducdo dos nematdides.

A composig¢ao do meio de cultura e a concentracao de
gseus constituintes sdao fatores importantes para o desenvolvimen-
to dos tecidos vegetais, bem como para a reprodugaoikxsnematéi—
des. Através dos dados obtidos (TABELA 5) pode ser concluido
que 5 meio que proporcionou maior desenvolvimento do calo nao

propiciou maior reproducdo das trés espécies de Pratylenchus

testadas, confirmando que o meio de RIEDEL et alii {(1973), de

composicdo simplificada, € o mais recomendado.
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4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida~SDS de proteinas to-

tais de espéecies de Pratylenchus

Amostras de proteinas totais obtidas de macerado de

espécies de Pratylenchus foram dosadas pelo método de BRADFORD

(1976), antes da aplicagdo no gel de eletroforese. Este método
& sensivel, r3pido e apropriado para dosar -amostras depois de
tratadas com tampio da amostras, pois, evita interferéncia de
ions ¢ detergente. As amostras éoﬁ concentracdo em +torno de
2,8mg/ml foram as melhores resolviﬁas (cerca de 15 ug de protei-

na no gel), através da coloracdo por prata.

Atravées da eletroforese em gel'de poliacrilamida=SDS
foram obtidas 26 bandas para P. .zeae, 20 para P. penetrans e 28

para E; brachyurus. Alem de 22 bandas proteicas comuns para P.

zeae € P. brachyurus e 18 para P. penetrans, foram obtidas ban-

das com PM de 55.000, 26.000, 16.000 e 14.000 4 para _P.. zeae;
com PM de 50,000, 36.000 € 19.000 4 para P. penetrans e com PM

de 39.000, 34.000 e 23.000 4 para P. brachyurus (FIGURAS 2 e 3).

Foram consideradas apenas as bandas gque se reproduziram em di-

versos experimentos.

Uma variedade de técnicas eletroforéticas tém sido
utilizadas para identificagio e caracterizagdo de nematdides fi-
toparasitas, porém, nio foi encontrado na literatura nenhum tra-
balho de eletroforese de proteinas de nematdoides do genero Pra-

tylenchus.
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FIGURA 2. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida-SDS pa-

ra proteinas totais de macerado de Pratylenchus zeae
(Pz), P. penetrans (Pp) e P. brachyurus (Pb). Gel co-

rado por prata. Os PM em daltons sao indicados ao la-
do da figura.
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FIGURA 3. Esquema do perfil eletroforético de proteinas de ma-

cerado de P. zeae (Pz), P. penetrans (Pp) e P. bra-
chyurus (Pb). Os PM em daltons sao indicados ao lado
da figura.
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BAKKER et alii (1988) utilizando eletroforese em gel

de poliacrilamida-SDS .conseguiram caracterizar Globodera rosto-

chiensis e G. pallida., Os autores obtiveram resultados bastan-
te réprodutivos com esta técnica. HUETTEL et alii (1983), uti-
lizando a mesma técnica ndo obtiveram diferencas entre as ragas

citrus e banana de Radopholus similis. FRIEDMAN et alii (1977)

coi-séguiram identificar varias linhagens de Caenorhabditis ele-

troforese em gel de poliacrilamida-SDS. No presente trabalho
foram encontradas gquatro bandas proteinas para P. zeae tres pa-

ra P. penetrans e tr@s para P. brachyurus, com PM diferentes. A

anidlise do perfileletroforético de proteinas totais sugere que

P. zeae e P. brachyurus parecem ser mais proximas do que P. pe-

netrans, o gue pode estar relacionadc ao comportamento das es-

pécies, uma vez gue tanto P. zeae como P. brachyurus sdo ‘espé-

cies partenogenéticas e a presencga -de machos "€ -de .ocorreéncia
bastante rara (ROMAN e HIRSHIMANN, 1969), enquanto que P. pene-—

trans € uma espécie bissexual.

4.3 Testes de dupla difusdo em adgar de macerado total de _espé-

cies de Pratylenchus

Antissoros contra 2. zeae (AsPz), P. penetrans(AsPp)

e P. brachyurus (AsPb) foram obtidos apds seis inoculacdes em

coelhos, via linfonddulo, de macerado total de nematdides.
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Os antissoros obtidos apresentaram reagaoc positiva,
com apenas uma linha de precipitagao, tanto para o antigeno ho-
mologo como para Os heterdlogos (FIGURA 4). Os antissoros ob-

tidos ndo reagiram com macerado total de Meloidogyne gramnicola.

Tais resultados sugerem Jue as espécies estudadas tém parentes-
co seroldgico muito proximo. Auvtores sugerem que maiores dife-
rengas possam ser encontradas L.@ a utilizacao de anticorpos mo-

pl

noclonais (SCHOTS, 1988).

] |

*

4.4 Eletroforese em gel de agarose de DNA total de macerado de

espécies de Pratylenchus

para eletroforese em gel de agarose foram utilizadas
prepsra- s de DNA total com grau de ‘pureza (R) em tornodel,8.
Os valore:: de R foram obtidos através dos valores de densidade

Gtica a 250 e 280 nm das preparacoes (FIGURA 5).

Como resultado da eletroforese em gel de agarose fo-
ram obtidas bandas de acido nucleico caracteristicas para P.
zeae com PM de 0,07 x 10%a; para P. penetrans com PM de 19,16;
1,41; .0,62 e 0,09 x 10 d e ainda uma banda com PMde 0,08x 10°

d para P. brachyurus (FIGURA 6 e 7).

Alguns autores tém relatado diferencgas entre espé-

cies, ragas e populacgdes de nematoides fitoparasitas utilizando



30

eletroforese em gel de agarose, principalmente de fragmentos de
restricdo. Nao foi encontrado na literatura nenhum trabalho de

eletroforese de DNA de espécies de Pratylenchus. Os resultados

obtidos neste trabalho demonstraram diferencas entre as trés
especies de neﬁatéides estudados e sugerem que P. zeae e P. bra-
chyurus sdc espécies mais proximas, do que P. penetrans. Isto
J.. > estar relacionado ao fato das duas primeiras espécies se-
Fem Qartenogenéticas e a ultima bissexual. Tem se acreditado
aq= muitas espécies de nematdides fitoparasitas criam popula-
¢bes genotipicamente diferentes rapidamente por mutagao e sele-

cio clonal via partenogénese (CURRAN et alii, 1986).

Apesar da eletroforese em gel -de agarose ser uma téc-
nica relativamente facil, a eliminacao total do fenol das amos-
tras de DNA, algumas vezes leva -a perdas de .acido -nucleico.
Assim foram feitos estudos da interferéncia do fenol -em trés
concentracbes diferentes de DNA através da andlise de variancia
por varios testes de comparacdes miltiplas e foram obtidas di-
fere&gas estatisticamente significativas ao nivel de 5% de pro-
babilidade somente entre os niveis de fenol para os valores de
absorbancia a 260 e 280 nm para DNA com concentracao de 7 ug/ml.
Os valores de R para esta concentracao, bem come para concentra-
cOoes maiores de DNA e os valores de densidade Otica, naoc apre-
sentaram diferencas estatisticamente significativas. Estes re-
sultados sugerem gue n3c é necessario eliminar todo o fenol das

preparacdes, o que geralmente leva a perdas de acido nucleico e

pode reduzir o tempo de preparo das amostras.
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FIGURA 4. Reacdes de dupla difusdo em agar de macerado total de
espécies de Pratylenchus. A. Antissoro AsPz; B. An-
tissoro AsPp; C. Antissoro AsPb; 1. Macerado total de

P. zeae; 2. Macerado total de P. Eenetra;ns; 3. Macera-
do total de P. brachyurus.
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FUGURA 5. Grafico de densidade Otica de 200-300 nm de DNA total
de macerado de Pratylenchus zeae (A);_E.Eenetrans(B)

(4)

(©)

e P. brachyurus (C).

260:0,244
280:0,133
R: 1,83

26

280

260:0,180
280:0,098
R: 1,84

260

280

(B)

260:0,284
280:0,156
R: 1,82

260
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FIGURA 6. Perfil eletroforético em gel de agarose de DNA total
de macerado de Pratylenchus zeae (Pz); ©P. penetrans
(Pp) e P. brachyurus (Pb). Gel corado por brometo de

etidio. Os PM em 10° daltons sdo indicados ao lado

da figura.
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1,41
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FIGURA 7. Esquema de perfil eletroforético em gel de agarose de
bandas de DNA total de macerado de Pratylenchus 2zeae

(Pz); P. penetrans (Pp) e P. brachyurus (Pb). O0Os PM
em 10° daltons sdo indicados ao lado da figura.

Ps P P

i

JN




as

|t

3.

34

5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho,

seguintes conclusoes podem ser tiradas:

0 método mais eficiente na esterilizac¢do de sementes de al-
fafa foi o que utilizou hipoclorito de sdodio 5% combinado a

formalina 5% e ao SDS 1%.

O meio de RIEDEL et alii (1973) mostrou ser tdoc eficiente
guanto o de MURASHIGE e SKOOG, de composicdo mais complexa,

para reprodugéo de P. zeae, P. penetrans e P. brachyurus.

A eletroforese em gel de poliacrilamida;SDSrﬂe proteinas to-
tais de macerado de nematdoides mostrou ser eficiente na se-
paracao das especies testadas revelando padrdao proteico ca-
racteristico para P. zeae com bandas de PM de 55.000, 16.000
e 14.000 d; para P. penetrans com PM de 50.000, 36.000 e

19.000 d e para P. brachyurus com PM de 39.000, 34.000 e

23.000 4d.

O0s testes de dupla difusfo em agar revelaram uma linha de
de precipitacao dos antigenos com os antissoros homologos e
heterdlogos, porém, ndoc reagiram com macerado total de Me-

loidogyne gramnicola.
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A anidlise de DNA total de macerado de nematoides revelou um
perfil caracteristico para cada espécie, revelando uma banda -
com PM de 0,07 x 10° d para P. zeae; bandas com PM de 19,16;
1,41; 0,62 e 0,09 x 10°d para P. penetrans e ainda uma banda

com PM de 0,08 x 10° 4 para P. brachyurus.

A analise da interferéncia do fenol nas medidas de densidade
Gtica a .260 e 280 nm de preparagées com tres concentracgoes
de DNA revelou diferencas estatisticamente significativas a
nivel de 5% de probabilidade para os valores de densidade 0~
tica para DNA com concentracio de 7 pg/ml, através da anali-
se de variancia por varios testes de comparagées multiplas.
Na estimativa do.R para todas as concentracdes, bem como pa-

ra os valores de densidade Otica de DNA mais concentrados,

n3o houve interferéncia do fenol.
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