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RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi demonstrar a utilidade da técnica do cédigo de barras do DNA na
diagnose de 12 subpopulacfes de Pratylenchus spp. coletadas principalmente em cafezais do estado de S&o Paulo. O
DNA gendmico foi extraido de um Unico espécime de Pratylenchus spp. oriundos de raizes de café, Aglaonema,
braquiaria e citros. Através do uso de PCR, amplificou-se a regido D2/D3 rDNA das subpopula¢des de Pratylenchus
spp. Os fragmentos de DNA amplificados de cada populacdo foram purificados e seqlienciados diretamente em ambas
as direcOes. A seguir, as seqliéncias consenso de Pratylenchus spp. foram comparadas as seqtiéncias de outras espécies
de nematoides depositadas no banco de dados (GenBank) para a identificacdo da porcentagem de homologia. O uso da
técnica do codigo de barras mostrou-se eficiente na identificagdo de Pratylenchus brachyurus, P. jaehni e pelo menos
duas espécies provavelmente ainda ndo descritas.
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DIAGNOSIS OF PRATYLENCHUS SPP. FROM SAO PAULO STATE COFFEE
PLANTATIONS THROUGH APPLICATION OF DNA BARCODE TECHNOLOGY

ABSTRACT: The objective of the present work was to demonstrate the usefulness of DNA barcode methodology to
diagnose 12 root lesion nematode populations mainly from coffee plantations. The genomic DNA was extracted from
one individual Pratylenchus spp. from Coffeae Arabica, Aglaonema, Brachyaria or Citrus sp. roots. The D2/D3 region
of rDNA of each Pratylenchus populations were amplified by PCR. Purified DNA fragments were sequenced directly in
both directions using each primer pair. Thereafter the consensus sequences of Pratylenchus spp. were compared with
other nematode species sequences deposited in the on line data base (GenBank) to identification of percentage of
homology. The use of DNA barcode technology provided an accurate identification of the plant-parasitic nematode P.
brachyurus, P. jaehni and at least two undescribed Pratylenchus species from coffee.
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INTRODUCAO

O uso de um cddigo de barras do DNA para identificacdo de organismos foi proposto em duas conferéncias
realizadas no laboratério de Cold Spring Harbor, Estados Unidos (EUA), em 2003 (Powers, 2004). O principio do uso
de um cédigo de barras genético seria 0 de que, em um pequeno trecho do genoma do organismo, especifico para cada
espécie, geralmente o DNA mitocondrial ou DNA ribossémico, existiria variagao suficiente para separar as espécies que
habitam o planeta atualmente, inclusive os nematdides parasitos de plantas (Powers, 2004).

Recentemente, através da aplicacdo da tecnologia do codigo de barras do DNA, pesquisadores do Instituto
Biologico (http://www.biologico.sp.gov.br/artigos_ok.php?id_artigo=62) relataram que, inadvertidamente, tubérculos
de batata provenientes do Canada apresentavam-se com o nematdide P. penetrans. Nesse material, devido as condi¢Ges
de transporte e armazenagem, 0s poucos nematdides presentes na amostra apresentavam-se com a morfologia alterada
devido a anidrobiose, sem condic¢des para a segura identificacdo especifica. Para resolver tal questdo, lancou-se méao de
uma técnica bastante segura, mas que ainda ndo se encontra em uso rotineiro em laboratérios de diagnose de nematoides
no Brasil, o chamado cédigo de barras do DNA (DNA barcode), através do sequenciamento de um pequeno trecho do
genoma do organismo, especifico para cada espécie.

Nesse sentido, utilizou-se metodologia semelhante no presente estudo com o objetivo de demonstrar a utilidade
da técnica do cddigo de barras do DNA para a diagnose de 12 subpopulacbes de Pratylenchus spp. (K5, M2, IB01Pc,
IB02Pc, IB04Pc, IBO6Pb, IBO7Pb, IB08Pb, IB10Pb, IB11Pb, IB12Pb e IB13Pj) (Tabela 1).
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MATERIAL E METODOS

Para nematdides do género Pratylenchus, a regido gendmica mais estudada é a D2/D3, situada no DNA
ribossdmico (rDNA). Essa regido apresenta-se atualmente com maior nimero de seqliéncias depositadas no GenBank e,
de acordo com Subbotin et al. (2008), é a mais adequada para identificacdo molecular de Pratylenchus spp. Portanto,
procedeu-se ao estudo dessa regido com o objetivo de elucidar a identificacdo das espécies de Pratylenchus coletadas
em cafezais paulistas em analise, além de IB13Pj proveniente de plantas citricas, IB12Pb de braquiaria cv. Tanzania
cultivada em area abandonada de café e M2, da ornamental Aglaonema.

Para a extracdo do DNA gendmico foi utilizado o método da Proteinase-K (WLB: Worm Lysis Buffer),
segundo Williams et al. (1994). Separadamente, um Unico individuo do género Pratylenchus foi selecionado,
seccionado em trés partes (com auxilio de uma agulha) em uma gota de 15 ul WLB e colocados em tubos de
microcentrifuga, sendo incubados a -20 °C por 15 min. Posteriormente, os tubos foram incubados a 60 °C por 1 hora, 95
°C por 15 min e resfriados a 4 °C.

A seguir, em um tubo de microcentrifuga de 0,5 ml foi adicionada uma esfera do kit de PCR (pureTaq Read-
To-Go Bead, Amersham Pharmacia Biotech), que num volume final de 25 ul de reacdo contém os seguintes reagentes
necessarios para a rea¢do de PCR: 2,5 U puReTaq, 200 uM de cada dNTP, 10 uM Tris-HCI, 50 uM KCl e 1,5 mM
MgCl,, quando dissolvida em 17,5 ul de 4gua mili-Q. Em seguida, foi adicionado 5 ul de DNA genémico, 1ul de cada
par de primers (D2A: 5 — ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG -3’ e D2B: 5 - TCGGAAGGAACCAGCTACTA
— 37). Esta mistura foi levada ao termociclador.

Os sequenciamentos realizados no presente trabalho foram feitos no Laboratorio de Bioquimica Fitopatoldgica
do Instituto Biolodgico, SP. O sequenciamento direto dos fragmentos amplificados da regido D2/D3 foi feito por meio de
PCR utilizando o kit Big Dye Terminator (Perkin Elmer, Norwalk, CT, EUA). Os fragmentos foram purificados por
meio do kit Wizard® PCR Preps DNA Purification System (Promega). Para cada reacéo, foi preparada uma mistura
contendo 2 ul de TRR mix (terminator ready reaction mix), 3,2 umol do primer para o sentido anverso ou para o
sentido reverso, 3,0 ul do produto previamente amplificado contendo aproximadamente 400 ng de DNA e 2,0 ul de
dgua. A amplificacdo para sequenciamento foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante (PE Applied
Biosystems, Norwalk, CT, EUA). Foi feita nova purificagdo do produto amplificado por precipitacdo com isopropanol
em microtubos. Apds a desnaturacdo das amostras a 95 °C por 3 min., foi realizada eletroforese em aparelho ABI Prism
377 DNA SequencerO (PE Applied Biosystem, Norwalk, CT, EUA).

As seqiiéncias obtidas foram alinhadas e comparadas com auxilio do programa BioEdit Sequence Alignment
Editor (Hall, 1999) com a finalidade de identificar polimorfismo nas seqiiéncias nucleotidicas e analise do
eletroferograma de cada sequéncia. A seguir, as sequéncias consenso de Pratylenchus spp. foram comparadas as
seqliéncias de outras espécies de nematdides depositadas no banco de dados (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
para a identificacdo de homologia utilizando-se o programa BLASTN 2.2.19+ (Zhang et al. 2000).

Anaélises filogenéticas: Para essa etapa, foi utilizado inicialmente o programa CLUTALX v. 1.81 (Thompson et
al., 1997), para criacdo dos alinhamentos multiplos entre as diferentes sequiéncias da regido D2/D3 das subpopulacGes
analisadas e varias outras espécies de Pratylenchus depositadas e disponiveis no banco de dados. As analises
filogenéticas foram feitas através do programa TREE-PUZZLE (Strimmer & VVon Haeseler, 1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As sequéncias da regido D2/D3 obtidas no presente estudo foram individualmente confrontadas aos dados
existentes no banco de dados GenBank, para a identificacdo de homologia com seqliéncias de outras espécies de
nematoides. Baseando-se nessa comparacdo, elaborou-se a Tabela 1 contendo a porcentagem de homologia entre as
subpopulaces coletadas e as seqiiéncias depositadas no GenBank.

Na Tabela 1, os resultados evidenciaram que 1BO1Pc apresentou maior porcentagem de homologia com
Pratylenchus zeae. No entanto, esse nivel de homologia (apenas 78%) ¢ insuficiente para caracterizar IBO1Pc como
sendo P. zeae. Normalmente, para afirmarmos com seguranca a diagnose correta através do cédigo de barras, a
porcentagem de homologia deve ser de no minimo 95%, uma vez que deve-se considerar a possibilidade de
variabilidade intraespecifica. Portanto, nesse caso, é mais provavel que IBO1Pc trata-se de espécie ndo descrita ou que
ainda ndo ha informagbes disponiveis no banco de dados de espécie semelhante. O mesmo é vélido em relagdo a
IB02Pc e M2, que apresentaram 94% de homologia com P. brachyurus e P. penetrans, respectivamente. Ja 1B04Pc
apresentou 97% de identidade genética com P. jaehni, que corresponde a P. coffeae isolado C2 de Duncan et al. (1999).

No que tange a diagnose da subpopulagdo K5, através da comparacdo das seqiiéncias, concluiu-se que se
tratava de P. jaehni, uma vez que apresentou alto grau de homologia (99 %) com outra subpopulacdo dessa espécie —
isolado C2 (Duncan et al., 1999). Da mesma forma, a identificagdo da subpopulac¢do 1B13Pj foi confirmada como P.
jaehni (homologia de 99 %).

Com relagdo a comparacdo das sequéncias das subpopulacdes inicialmente classificadas como P. brachyurus
(1B06Pb, 1B07Pb, 1BO8Pb, IB10Ph, IB11Pb e IB12Pb) com as seqiiéncias depositadas no GenBank, os resultados
evidenciaram que 1B08Pb e 1B12Pb sdo similares a P. brachyurus, apresentando homologia de 96%. No entanto, para
as subpopulacdes 1B06Pb, IBO7Pb e IB10Pb, as percentagens de homologia sdo menores em relacdo a P. brachyurus,
variando de 85 a 94%. J& IB11Pb apresentou maior valor de similaridade com P. zeae, porém com apenas 82%. Nesse
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caso também, é mais provavel que a subpopulagdo IB11Pb trata-se de espécie ndo descrita ou que ainda nao ha
informacdes disponiveis no banco de dados.

Variabilidade genética intrapopulacional também foi encontrada quando se analisou a regido D2/D3 de espécies
de Pratylenchus. Tal variabilidade, pelo menos no caso de P. coffeae, tem sido relatada em trabalhos prévios (Duncan et
al., 1999; Waeyenberge et al., 2002). Recentemente, Subbotin et al. (2008) relataram que existe diversidade genética de
até 3,6% entre as sequéncias da regido D2/D3 de varias populacoes de P. coffeae, até 5,9% para P. zeae e 6,5% entre
subpopulacBes de P. thornei. Ademais, ha evidéncias de que varias espécies correlatas a P. coffeae séo, na verdade,
complexos de espécies (Duncan et al., 1999).

Em fungdo do maior nimero de trabalhos que utilizaram a regido D2/D3 de diferentes espécies de Pratylenchus,
foi possivel realizar uma comparagdo direta das seqliéncias obtidas no presente trabalho com outras do banco de dados
GenBank, atraves de alinhamentos multiplos e aplicacdo da tecnologia do c6digo de barras do DNA.

Tabela 1. Comparacdo das sequiéncias da regido D2/D3 das subpopula¢des de Pratylenchus spp. com as sequéncias de
outras espécies de nematoides depositadas no banco de dados (GenBank, http://www.ncbi.nim.nih.gov) para a
identificacdo de homologia (% de identidade genética).

Subpopulagéo . - % de Cadigo de acesso
(Codigo) Hospedeiro Local de coleta Espécie identidade no GenBank
M2 Aglaonemasp. Rio de Janeiro — RJ Pratylenchus penetrans 94% EU130860.1
isolate CA85 clone 3 E—
K5 Café Marilia — SP
(Coffea P. jaehni isolate C2 99% AF170427.1
arabica)

IBO1Pc Cafeé (C. Presidente P. zeae isolate CA70 o
arabica) Prudente — SP clone 2 i LR

IBO2Pc Café (C. Itatiba — SP P. brachyurus isolate o
arabica) CA83 clone 1 SR EEREE
[0 LG, Valinhos —SP 5 . ehni isolate C2 97% AF170427.1

arabica)

IBO6Pb Café (C. Galia - SP P. brachyurus isolate 0
arabica) CA83 clone 1 94% EU130842.1

IBO7Pb Café (C. Garca— SP P. brachyurus isolate 0
arabica) CA83 clone 1 90% EU130842.1

IBO8Pb Café (C. Dracena — SP P. brachyurus isolate 0
arabica) CA83 clone 1 96% EU130842.1

IB10Pb Café (C. Presidente P. brachyurus isolate 0
arabica) Prudente — SP CA83 clone 1 85% EU130842.1
IB11Pb Cafe_(C. Patrocinio Paulista  P. zeae isolate CA70 8206 EU130893.1
arabica) - SP clone 1 I —
IB12Pb Braquiaria Getulina — SP P. brachyurus isolate 96% EU130842.1
CA83 clone 1 E—
1B13Pj Citros Conchal — SP P. jaehni isolate C2 99% AF170427.1

Com base nos sequenciamentos da regido D2/D3 do rDNA e analise do cédigo de barras do DNA concluimos
que, no caso especifico da subpopulacdo K5, a hipdtese de que se trate de espécie ainda ndo descrita foi descartada.
Essa subpopulacgdo se alinhou filogeneticamente a P. jaehni, apresentando pela analise do cddigo de barras identidade
genética de 99%. Esses resultados contradizem relatos anteriores (Duncan et al., 1999; Inomoto et al., 2007; Wilcken et
al., 2008). No entanto, Campos (2002) considerou K5 morfologicamente igual a P. jaehni; porém, K5 ndo consegue se
multiplicar em Citrus limonia, provavelmente se tratando de uma raga que seria diferente de P. jaehni, segundo Silva &
Inomoto (2002).

Além disso, a analise da regido D2/D3 de diferentes espécies de Pratylenchus mostrou que a subpopulagdo M2
ficou proxima filogeneticamente a P. penetrans, embora néo sendo idéntica a essa espécie (94% de similaridade quando
analisada atraves do codigo de barras do DNA), e ndo se alinhou com outras subpopulacées de P. coffeae. O fato de que
M2 poderia ser espécie diferente de K5 e de P. coffeae ja havia sido sugerido por Inomoto et al. (2007) e Wilcken et al.
(2008), uma vez que os autores encontraram diferencas na habilidade dessa subpopulagido em se multiplicar em plantas
de cafeeiro (C. arabica) e nos danos causados nas plantas (Figura 1).

CONCLUSOES
De maneira geral, com base nas analises da regido D2/D3, as subpopulagdes classificadas inicialmente como P.

cf. coffeae provenientes de cafezais do Estado de Sdo Paulo ndo se alinharam filogeneticamente as outras subpopulacdes
de P. coffeae procedentes dos estudos realizados por Duncan et al. (1999) e Subbotin et al. (2008). Por outro lado, as
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subpopulacGes de P. jaehni (IBO4Pc, IB13Pj e K5) formaram um grupo filogenético com outras duas subpopulac6es da
mesma espécie (C1 e C2), caracterizando e confirmando suas identidades.

Em relagdo a P. brachyurus, a subpopulagdo IB11Pb ndo se alinhou filogeneticamente as demais subpopulacGes
de P. brachyurus; agrupando-se proximo a P. zeae. No entanto, o porcentual de identidade genética entre essas duas
espécies foi baixo (82%), indicativo de que se trata de espécie ndo descrita ou que ainda ndo tenha seqiiéncia similar
depositada no GenBank. As subpopulacdes, IBO6Pb, 1BO7Pb, IB08Pb, IB10Pb e IB12Pb, embora tenham mostrado
variabilidade genética entre elas, formaram um grupo filogenético quase que Unico e ficaram proximas
filogeneticamente a outra subpopulacdo de P. brachyurus proveniente de Okinawa, Japdo (Subbotin et al., 2008).

Portanto, ainda que as razdes para explicar as varia¢fes intrapopulacionais observadas no presente estudo nao
sejam conhecidas, tanto P. coffeae como P. brachyurus podem ser constituidas por complexos de espécies. Como o
desenvolvimento de estratégias de manejo dessas espécies depende sobremaneira da definicdo do correto status
taxondmico dessas subpopulacdes, a realizacéo de futuros trabalhos que esclarecam a questdo é recomendavel.
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Figura 1. Arvore filogenética mostrando as relacdes entre as subpopulacdes de Pratylenchus spp. estudadas no presente
trabalho, em comparacéo com outras espécies de Pratylenchus da literatura, baseada nas seqiiéncias da regido D2/D3 do

rDNA. Radopholus similis foi utilizado como outgroup.
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