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RESUMO

Diversos pardmetros influenciam a extragio dos fitonematdides e
a selegao do melhor método a ser utilizado depende dos objetivos da
extragao. No presente trabalho, descrevem-se os principios nos quais se
fundamenta a grande maioria dos métodos utilizados.

A identificagdo de fitonematdides é comumente baseada nas carac-
teristicas morfologicas da populagio. Entretanto, as caracteristicas fisio-
l6gicas, citogenéticas, sorologieas e moleculares possibititam aprofundar
e estabelecer diferengas morfologicamente semelhantes entre taxons.

SUMMARY

EXTRACTION AND IDENTIFICATION OF PLANT PARASITIC
NEMATODES

Many factors can affect the efficiency of extracting plant-parasitic
nematodes from both plant and soil samples. This chapter reviews the
general principles on which most extraction methods are based on.

Whilst studies on nematode morphology form the basis for their
identification, it is in the separation of closely-related species or races
that methods such as physiology, cytogenetics, immunology, and mole-
cular biology are being used in a more routine basis.

INTRODUCAO

A forma e o tamanho do corpo do nematdide, o tipo de parasitismo,
o estddio de desenvolvimento, a mobilidade, o tipo de substrato em que
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se encontra e as condigdes abicticas adversas as quais os nematéides
estdo submetidos sao pardmetros que influenciam a extragdo dos fitone-
matoides.

Diversos sio os tipos de métodos de extragio de fitonematdides.
Eles podem ser qualitativos ou quantitativos; podem ser utilizados para
a extragdo de nematdides migratdrios ou sedentatios - nas formas vermi-
formes ou globosas, nos estidios ativos, de cistos ou de ovos - e para os
nematdides presentes em solo ou em partes da planta hospedeira. Decidir
qual método utilizar depende dos objetivos da extragio.

Nao convénm, no presente trabalho, discorrer sobre todos os méto-
dos existentes, ja suficientemente detalhados em revisdes como as de
Hooper (1990}, de Southey (1986) e de Tihohod (1993). O objetivo aqui
¢ o de descrever os principios nos quais se fundamenta a grande maioria
dos métodos. Esse conhecimento conduzird a selegio do caminho mais
conveniente para o desenvolvimento de determinado trabalho.

A identificacdo de fitonematdides é mais comumente baseada nas’
caracteristicas morfologicas da populagao. A observagao e a mensuragao
de tais caracteristicas, feitas anteriormente através do microscépio opti-
co, ganhou maior acuidade com o microscépio eletrénico de varredura e
o de transmissao.

As caracteristicas fisiolégicas possibilitam a identificagao de fito-
nematdides pelo grau de diferenciagdo de parasitismo em determinadas
plantas. Testes com hospedeiros diferenciais s3o empregados para espé-
cies morfolégicamente muito semelhantes e para ragas ou patotipos com
diferentes habitos alimentares.

Caracteristicas citogenéticas, como o nimero de cromossomos, a
morfologia do cariétipo, o mecanismo de determinacéo do sexo e 0 modo
de reprodugao, revelaram-se validas na taxonomia e na sistemdtica dos
fitonematoides. Essas caracteristicas, entretanto, apesar de validas como
caracteres taxondmicos, tém aplicagao limitada como caratér de identi-
ficagdo rotineira.

As caracteristicas sorologicas sdo classicamente utilizadas na iden-
tificagdo de virus e de fitobactérias, mas 6 mesmo nao ocotre no caso dos
fitonematdides, onde poucos sio os estudos realizados. Anti-soros poli-
clonais foram desenvolvidos pata vérios fitonematoides de importancia
econdmica e, apesar da identificagio de antigenos em algumas espécies,
estes nao foram especificos. Quando testados em outras espécies, resul-
tam em vdrias reagdes cruzadas (El-Sherif & Mai, 1968; Hussey, 1979;
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Schots et al., 1990). A especificidade foi obtida com o desenvolvimento
de antj-soro monoclonal, secretado pela técnica de hibridoma (Schots et
al., 1990). A aplicagao de anti-soro monoclonal em teste de ELISA
petmitiu a diferenciagdo de espécies de Meloidogyne (Davis & Lander,
1992). Estes procedimentos, entretanto, sao muito trabalhosos e precisam
ser mais bem desenvolvidos para que possam ser aplicados na identifi-
cagao rotineira de fitonematoides.

Atualmente, o uso de caracteristicas moleculares comega 2 mostrar
seu potencial na identificacdo de fitonematdides. Técnicas altamente
sensiveis e especificas, que permitem a anélise de proteinas e do material
genético (DNA), tém sido empregadas principalmente na caracterizagio
e na diferenciagdo de espécies morfologicamente semelhantes e de
formas intrasubespecificas, como ragas e patétipos de importincia eco-
némica.

Todas as caracteristicas, sejam elas motfoldgicas, fisioldgicas,
bioquimicas ou moleculares, fazem parte do organismo e se complemen-
tam. A selegio de ferramentas aproptiadas pode permitir a identificagio
precisa do taxon, mas, como declarou Heyns (1983), “é a natureza que
cria as espécies; os taxonomistas nio fazem mais que reconhecé-las,
estuda-las, descrevé-las e, enfim, nomed-las .

EXTRACAO DE NEMATOIDES

As populagdes de nematdides consistem de individuos méveis,
ligeiramente moveis ou inativos (cistos, ovos individuais ou em massas),
ou de combinagdes destes.

Os métodos de extragio de fitonematodides utilizam, de preferéncia,
a combinagao de vérios principios. Nenhum método possui 100% de
eficicia e as vantagens e desvantagens dependem das vérias caracteris-
ticas do nematoide e do substrato em que ele se encontra. Alguns métodos
sdo mais adequados para a extragao de nematdides do solo, e outros, para
partes de tecidos da planta. E raro aplicar-se apenas um método de
extragdo. O ideal, normalmente, é a combinagéo de varios métodos.
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PRINCIPIOS GERAIS DOS METODOS DE EXTRACAO
DE NEMATOIDES

FLUTUACAO

A diferenga entre o peso do nematdide e o da maioria das particulas
de solo faz com que o nematdide, por ser mais leve, fique menos sujeito
4 acao da gravidade, permanecendo mais tempo em suspensio. Esse
principio, utilizado para a extragio de nematdides em solo, é mais
eficiente para os grupos de nematéides de tamanho pequeno. Pode ser
aplicado tanto para as formas ativas como para as pouco ou nio ativas,
pois indepepende da mobilidade dos nematoides. Utilizando-se a saca-
rose, o sulfato de magnésio ou o sulfato de zinco, obtém-se solugdes mais
densas que a agua e os nematoides permanecem mais tempo em stspen-
sdo. Essas solugdes aumentam a recuperacio de nematdides, principal-
mente daqueles de maiot tamanho e, portanto, mais pesados. O perigo é
a fotte pressdo osmdtica, em meio hipertdnico, pois pode causar distor-
¢Oes nas estruturas ou a morte dos nematoides. E recomendével que o
tempo de exposi¢ido dos nematoides a essas solugdes seja o mais curto
possivel.

A flutuagao € um dos principios que compdem os métodos de
peneiramento (Byrd et al., 1966), de centrifugacao (Jenkins, 1964) e de
elutriagdo (Hooper, 1990).

SEDIMENTACAQ

Os nematoides desprendidos das particulas de solo ou dos tecidos
da planta sdo mais pesados (densidade= 1,09 a 1,10) que a dgua (densi-
dade igual a 1), sedimentando apés alguns minutos (3) pela agio da
gravidade e permanecendo depositados. O método do Funil de Baermann
e suas modificagdes baseiam-se neste principio.

MACERACAO

E o principio aplicado & recuperagio de nematéides de tecidos
vegetais (raizes, folhas, caules e sementes), porque estes parasitos apre-
sentam tendéncias de abandonar o tecido infestado e migrar para a agua.
Esta técnica, fregiientemente, é mais rapida na recuperagio de nematéi-
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des e mais eficiente que alguns métodos ja descritos, porque as partes do
tecido vegetal sdo cortadas em pequenos pedacos e colocadas em dgua,
facilitando a movimentagio do nematdide e, portanto, diminuindo o
tempo de permanéncia do tecido na agua. Esta técnica pode utilizar
periodo de extragao superior a 48 horas, com a adigio de enzimas ou de
quimnicos que retardam a decomposigao do material, obtendo, portanto,
maior percentagem de recuperagio desses parasitos.

FLOCULACAO

Serve para extragio de nematéides de raizes ou de solo. Durante o
procedimento desta técnica sao utilizados agentes floculantes, tais como
Sepatan ou cloreto férrico (FeCls), que auxiliam na separagdo dos
nematdides de particulas de solo ou de raizes floculantes. Geralmente,
este método é usado em combinagio com outros, tais como maceragao,
flutuagio e peneiramento, mas deve-se salientar que esta técnica é o
ptimeiro passo para a aplicagdo de outros métodos. Os agentes floculan-
tes aumentam o peso das particulas de solo ou das partes de raizes e
decanta-as rapidamente, permitindo que os nematéides fiquem na patte
supetior da suspensio. Embora esta técnica seja rapida e recupere dife-
tentes géneros de nematdides, servindo igualmente para clarificar as
amostras, é possivel que os floculantes possam agregar os nematoides de
tamanho menor s particulas do substrato, dificultando sua extragio.

MOBILIDADE OU MIGRACAO

Meétodo frequentemente utilizado para clarificar as suspensdes de
nematoides recuperadas de solo ou de partes da planta, usando o principio
da migragéo ativa, através de certos materiais, como papel de filtro,
algodio ou tecido de papel (lengo, papel de cozinha etc). £ necessério
selecionar o material a ser utilizado pata que se retenha maior quantidade
de detritos e seja permitida a movimentagio dos nematéides através dos
poros. Nematdides com pouco movimento, ou que apresentam cuticula
com apéndices ou ornamentagdes, ou ,ainda, formas sedentdrias, nao
conseguem migrar através do filtro. Outra desvantagem ¢ o risco de
intoxicagéo através de componentes quimicos do papel ou do algodio,
que podem afetar o movimento dos nematéides.

Este principio é aplicado nos métodos: funil de Baermann Tihohod
(1993); vaporizagio de névoa de Seinhorst (1956); e técnica da bandeja
(Whitehead e Hemming, 1965).

RAPP - Volume 2, 1994



270 - Edna Costa Manso & Rerata Vilardi Tenente

PRINCIPAIS METODOS EM QUE OS PRINCIPIOS DE
EXTRACAO SAO APLICADOS

Como mencionado anteriormente, nao serido detalhados os métodos
de extra¢do, mas da maneira pela qual os principios atuam nestes méto-
dos. Os passos para a execugao dos métodos sio descritos em revisdes
por Hooper, 1990; Zuckerman et al., 1985; Southey, 1986; e Tihohod,
1903,

Peneiramento - E muito usado para extragao de nematdides de
solo, além de servit para reduzir o volume das amostras obtidas de outros
métodos. Consiste na utilizagio de peneiras sobrepostas com abertura
mdxima de 1/10 do comprimento do nematoide. Geralmente, a primeira
peneira possui malha de 0,149mm (100 mesh), para reter os maiores
detritos de solo, enquanto a segunda, com 0,037mm (400 mesh), retém
os nematdides e as particulas menores de solo. Para extragio de ovos de
nematoides € utilizada a peneira de 0,044mm (500 mesh). Para aumentar
a eficiéncia do método, o peneiramento da suspensio de solo deve ser
repetido, pelo menos, 3 vezes.

Um dos inconvenientes deste método é o de se perder alguns
individuos que ficam presos na malha da peneira. Sabe-se, entretanto,
como demonstrou Mendes (1986), que nenhum método ¢ igualmente
eficiente para todos os géneros de nematdides.

Centrifugagiio - ¢ utilizada para extragio de nematoides de solo e
de raizes, sendo eficaz para os nematdides de pouca mobilidade, como
os Criconematidoidea. E usado, ademais, para clarificar amostras obti-
das pelo peneiramento ou pelo elutriador.

A flutuagdo é o principio utilizado na segunda fase do método de
centrifugagdo. Com o uso de solugdes densas (Ex. agticar 475g/litro), os
nematoides tornam-se mais leves, permanecendo na parte superior da
suspensio, e os dettitos vegetais e as particulas de solo, mais pesados,
decantam para o fundo do tubo.

Elutriagio - é opgao eficaz para extragio de nematdides de solo.
Os nematdides e as particulas mais leves de solo sio mantidos em
flutuagao, através de fluxo constante de agua, ao longo de uma coluna
de vidro ou de metal. Uma vantagem deste método € a de que pode ser
automatizado, e o fluxo de 4gua, monitorado e ajustado para os diferentes
tamanhos de nematdides.
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Winfield et al. (1987) descreveram um novo elutriador de solo
(Wye Washer), acreditando que as extragdes por este método s3o melho-
res e de mais facil operagdo que as de outras técnicas,

Funil de Baermann - trata-se de sistema simples, pouco dispen-
dioso e de fécil execugao. E usado na extracio de nematsides dos tecidos
de planta, de sementes, e de solo fino e serve, ainda, para clarear ou limpar
amostras obtidas através de outros métodos.

A falta de oxigenagdo da dgua e a retengao de alguns nematdides
no papel, ou nas paredes internas do funil, sio algumas das desvantagens
deste método. A falta de oxigenagdo pode ser letal aos nematéides ou
causar uma agao nematostatica, isto €, a paralisagio dos individuos.

A eficiéncia do método original, demonstrada por Mendes (1986),
indica a recuperagdo maxima de 30%, resultado que melhora em 20%
com modifica¢des do método.

As modificagdes a serem consideradas sobre o método do funil de
Baermann sdo o acréscimo de Hz07, ou de um oxigenador de ar ou a
troca da dgua dos funis de 24 em 24 horas, aumentando a oxigenacio da
4gua, ou, ainda, a adigdo de antibicticos efou sulfato de estreptomicina a
agua do funil, evitando o crescimento de fungos e de bactérias que podem
atacar os nematdides. Uma versdo melhorada desta técnica do funil de
Baermann envolve o uso de tabuleiros em vez de funis (Southey, 1986).

IDENTIFICACAO

A identificacdo de uma populagio é o reconhecimento das carac-
teristicas que a compdem e o seu agrupamento as espécies descritas. Nos
casos em que a populagdo apresenta caracteristicas especificas que a
distingue das demais, procede-se a identificagio de um novo taxon.
Assim, a populagio é descrita seguindo-se as normas estabelecidas
internacionalmente, atribuindo-se o nome cientifico pelo qual sera futu-
ramente identificada,

O nimero crescente, nos ultimos anos, de novos taxons de fitone-
matdides demonstra, entretanto, a existéncia aparente de uma "inflagio
taxonémica” (Luc et al., 1987). Dificuldades em se proceder 2 identifi-
cagio levam, muitas vezes, a criagao de um novo taxon. Em algumas
diagnoses, um género novo é descrito como “C”, por apresentar valores
intermedidrios aos géneros "A” e "B”. A hipdtese de a populagio “C” ser
a ligagdo entre os outros dois géneros nio ¢ analisada, quando poderia
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ser a solugao. Neste caso, ao invés de trés géneros, teriamos apenas um
(Luc et al., 1987).

Diversas sio as maneiras que permitem identificar os fitonematdi-
des. Todas possuem vantagens e desvantagens e é isso que ser4 tratado
a seguir.

MORFOLOGICA

A morfologia tem sido, até o presente, a base da taxonomia e da
sistematica dos fitonematédides.

As caracteristicas morfoldgicas sdo morfométricas e morfo-anaté-
micas.

As caracteristicas morfométricas, ou seja mensuraveis, foram in-
troduzidas na nematologia por De Man (1880) e ainda sdo citadas na
literatura nematoldgica. Sio elas:

L: comprimento total do cotpo, em mm

a: comprimento do corpo/maior largura do corpo

b: comprimento do corpofdistincia da extremidade anterior do
corpo a jungao esdfago-intestino

c: comprimento do corpofcomptimento da cauda

¢’:comprimento da caudaflargura do corpo na altura da regiio anal
ou da cloaca

V: distancia da extremidade anterior do corpo & vulva x 100/com-
primento do corpo

T: distancia da cloaca & parte anterior do testiculo x 100/compri-
mento do corpo

L estilete: comprimento do estilete, em pym

L espiculo: comprimento do espiculo, em um

L guberniculo: comprimento do guberniculo, em pum

Outros parametros mensuraveis foram propostos por De Grisse
(1964) e também incorporados as descrigdes de fitonematdides. Sio eles:

R: nimero total de anéis do corpo

R st: nimero de anéis entre o disco labial e a base do estilete

R oes: numero de anéis entre o disco labial e a jungdo eséfago-in-
testino

R hem: mimero de anéis entre o disco labial e o primeiro anel apds
o hemizonideo

R ex: mimero de anéis entre o disco labial e o primeiro anel apés
0 poro excretor
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R V: nimero de anéis da cauda 4 vulva (pode também indicar o
numero de anéis do disco labial 4 vulva - deve ser especificado na
descri¢do)

R ¢: nimero de anéis da regido posterior do corpo & regido anal

R Van: mimero de anéis entre a vulvae a regido anal

A validade taxonomica desses caracteres foi questionada por Ge-
raert (1968}, principalmente para os coeficientes a, b,c, Ve T. Segundo
Geraert, antes de o coeficiente ser usado, dever-se-ia analisar sua con-
fiabilidade. Em seu trabalho, ele acredita que os coeficientes a e b nio
possuem valor taxondmico, pela extrema variabilidade que apresentam.
Os coeficientes V e T sido validos nos casos em que o comprimento da
cauda é independente do comprimento do corpo.

O estudo de significativas populagtes de Hemicycliophora e de
Caloosia, por Costa-Manso (1990), permitiu avaliar a validade taxoné-
mica dos caracteres motfométricos dessas espécies. Ficou demonstrado
que L, V, R, L estilete, R ex e R V foram os caracteres mais estaveis,
enquanto os mais variaveis foram R Va,Rcec’.

As caracteristicas morfoanatdmicas, nio mensuraveis, descrevem
a forma de partes do corpo ou a presenca de estruturas especificas. Os
caracteres citados na maioria das diagnoses sio: forma da regido labial,
dos bulbos do estilete, do metacorpo, das glandulas esofagianas, da
cardia, dos labios vulvares ou espiculos e da regido pos-vulvar ou cauda,

O tipo de oramentagdes cuticulares é outro cardter importante nas
diagnoses, principalmente em determinados grupos, como a sub-familia
Criconematinae Taylor, 1936. Os representantes desse taxon sio muito
homogéneos internamente, sendo as omamentagoes cuticulares umas das
principais diferengas entre os géneros e as espécies (Raski & Luc,1987).

A identificagio das espécies do género Meloidogyne também é
complexa, devido a similaridade da grande maioria des caracteristicas
morfoldgicas. As diferengas nas linhas e nas formas da impressao peri-
neal ainda sdo uma das formas rotinsiramente usadas na classificagio
desse grupo ao micréscopio optico (Eisenback et al., 1681; Tihohod,
1993).

Os catacteres motfoanatdmicos também devem ser utilizados com
grande prudéncia, devido a grande variabilidade intra-especifica a que
estdo sujeitos.

A variabilidade dos caracteres & a principal desvantagem da taxo-
nomia morfolégica. As primeiras descricdes de fitonematdides nio leva-
ram em conta as variabilidades intra e inter-especicica existentes. E
comium observar descrigdes a partir de um vinico espécime, como as de
Micoletzky (1913) e as de Thorne (1955). Atualmente, essa preocupagao
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tornou-se cada vez mais evidente nas descrigoes de Brzeski & Zucker-
man, 1965; de Costa-Manso, 1990; e de Roca & Bravo, 1993.

A questio essencial € avaliar o intervalo confidvel das variabilida-
des. A experiéncia do taxonomista e o uso de procedimentos estatisticos
apropriados podem auxiliar na decisio (Fortuner, 1984). Para isso, ¢
necessario que um numero suficiente de individuos, pelo menos vinte,
seja analisado. Mas, como nem sempre é possivel, a diagnose deve
basear-se em caracteres realmente fidveis.

A utilizagiio de caracteres mensuraveis de média, de extremos ede
desvie padrio tem se tornado frequente nas diagnoses, favorecendo a
andlise das variabilidades {Barcina et al., 1992; Costa-Manso, 1990,
Roca & Bravo, 1993).

A partir dos anos 70, a taxonomia morfolégica ganhou forte aliado:
o microscoépio eletrdnico de varredura (MEV). Muitos caracteres mor-
folégicos localizados na superficie externa do corpo do nematoide, que
anteriormente eram grosseiramente observados ou invisiveis ao micros-
c6pio optico (MO), foram revelados pelos estudos ao MEV (Hischmann,
1983). A alta magnitude e a qualidade da resolugéo conseguida com o
MEV clarificaram importantes estruturas da regido labial - forma e
tamanho das aberturas anfidiais, dos labios laterais, do disco labial, e a
presenga de papilas cefalicas - e da regio caudal - caracteristicas sexuais
secundarias do macho e detalhes da regiao perineal das fémeas. Partes
dissecadas do corpo, como estilete, espiculo, espermatozéides, impres-
sdes perineais e supetficies de ovos e de cistos, visualizadas ao MEV,
serviram pata solucionar dificuldades taxondmicas na diferenciagio de
taxons (Eisenback, 1991).

A preparagio do espécime é passo importantissimo nas analises a0
MEV. A ma manipulagdo pode ocasionar a obscuridade de estruturas ou
o aparecimento de artefatos que confundem a interpretagao dos dados.
A técnica de preparagio do nematdide para observagao ao MEV é
detathada por Eisenback (1991).

O microscopio eletrdnico de transmissdo (MET) tem auxiliado o
estudo filogenético de fitonematoides, através da descoberta de novas
caracteristicas motfoldgicas de valor taxondmico. A anilise ac MET
demonstrou que a ultra-estrutura da cuticula é varidvel em diversos
grupos e ¢ indicada como um cardter valioso na filogenia de taxons
superiores (Baldwin & Powers, 1987). Em Tylenchida, a ultra-estrutura
da espermatozoa e a morfologia do espermatozdide sio aspectos promis-
sores na diferenciagdo de taxons inferiores, incluindo espécies (Baldwin
& Powers, 1987). A aplicabilidade do MET é irrefutivel nos testes de
hipdteses filogenéticas, entretanto o mesmo nao ocorre na identificacdo
de rotina. O MET ¢é um instrumento que fortalece a sistematica dos
fitonematdides, contribuindo para que a classificagao e a identificagdo
sejam construidas sobre firmes alicerces.
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FISIOLOGICA

A interagio planta-hospedeiro pode servir como indicativo na
identificagio de espécies morfologicamente semethantes efou de ragas
de fitonematéides, através do teste de hospedeiros diferenciais. Esse teste
consiste na inoculagdo de populagdes puras, a serem identificadas em
plantas que sio hospedeiras especificas de determinados taxons.

Em nematologia, a planta é considerada hospedeira, se pelo menos,
uma fémea adulta produz ovos férteis, mas, nos testes de hospedeiros
diferenciais, a reprodugio é positiva quando, peloc menos, 10% das
fémeas adultas reproduzem (Powers, 1992).

A planta hospedeira pode ser resistente ou suscetivel 4 infestagio
do nematdide. Segundo Riggs (1992), a intensidade da resisténciz ou da
suscetibilidade esta relacionada com o comportamento da planta e com
a taxa de multiplicagio do nematdide: resistente, se houver baixa taxa de
multiplicagdo; suscetivel, se a taxa de multiplicagio for elevada.

O teste com hospedeiros diferenciais possui a vantagem de ser
simples, uma vez obtidas as plantas indicadoras, e de baixo custo.
Entretanto, demanda tempo para a obtengio dos resultados (pelo menos
o periodo de um ciclo de vida do nematéide) e esta sujeito as alteragdes
fenotipicas e 4 criagio de novas ragas do parasito, pela alta pressio
seletiva existente nos fitonematsides. Algumas ragas apresentam segre-
gagao ou retrocruzamento e recombinagao dos caracteres que controlam
a preferéncia de hospedeiros. O retrocruzamento entre ragas de Ditylen-
chus dipsaci originou progénies hibridas com patogenicidade diferente
da dos tipos parentais.

Testes com hospedeiros diferenciais sio comumente aplicados na
determinagio de espécies efou de ragas economicamente importantes,
como Ditylenchus dipsaci (Metllitzky, 1972, citado por Gubina, 1985),
Heterodera glycines (Riggs & Schmitt, 1991) e Meloidogyne (Hartman
& Sasser, 1085).

Ditylenchus dipsaci

No final do século XIX, Ritzema Bos (1892) constatou experimen-
talmente a presenga de ragas fisioldgicas em Ditylenchus dipsaci. Até
hoje, a complexa infectividade dessa espécie gera controvétsias quanto
20 nimero de ragas. Seinhorst (1957) reconheceu onze ragas, enquanto
Hesling (1966) definiu a existéncia de vinte e uma, que Metlitzky (1972),
citado por Gubina (1985), reduziu para quinze (Tabela 1).

O teste de hospedeiros diferenciais proposto por Metlitzky (1972),
citado por Gubina (1985), é uma evolugio do teste formulado por
Seinhorst (1957), onde as plantas dé morango, de Phlox e de aveia sdo
introduzidas, e a de trevo branco, retirada (Gubina,1985) (Tabela 1).
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Heterodera glycines

A variabilidade fisiologica entre populagdes de H. glycines foi
observada pela primeira vez por Ross (1962).

A diferenciagdo das ragas de H. glycines baseia-se na reagao dos
cultivares resistentes selecionados: Pickett, Pecking, PI 88788 e PI
90763. O cultivar Lee, altamente suscetivel, tem sido utilizado como
testemunha positiva da infestagio. Entretanto, alteragdes no comporta-
mento do cultivar Lee foram observadas em testes realizados em 1991,
onde 1.ee mostrou-se aparentemente resistente as ragas 1 e 3. A partir
desses resultados, hd tendéncia de substitui-lo pelo cultivar Lee 74 (Riggs
& Schmitt, 1991).

O resultado da infestagdo é considerado positive (+) quando o
numero de fémeas adultas é 10% maior, ou igual, que o mimero obser-
vado no cultivar testemunha (Lee), e negativo (-), se a taxa for 10%
menor (Niblack, 1992).

Atualmente, dezesseis tagas sio reconhecidas e podem ser diferen-
ciadas por testes de hospedeiros diferenciais (Riggs & Schmitt, 1988;
Niblack, 1992) (Tabela 2).

Meloidogyne

O teste de hospedeiro diferencial, em conjugagio com a morfolo-
gia, pode determinar as quatro principzis espécies de M. eloidogyne (M.
incognita, M. arenaria, M. javanica e M. hapla) e as tacas descritas para
essas espécies (Hartman & Sasser, 1985) (Tabela 3).

A avaliagdo do teste € feita pela reagZo da planta 2 multiplicagdo
do nematdide (resistente ou suscetivel) e pela contagem do numero de
galhas efou de ootecas, proposta por Taylor & Sasser (1978), citado por
Tihohod (1993) (Tabela 4).

Os procedimentos, que devem ser obedecidos, sao detalhado por
Tihohod (1993).

CITOGENETICA

Estudos da citogenética de nematéides foram iniciados no final do
século passado, motivados pelo desejo de conhecer e explicar a fungéio
dos cromossomos na divisdo celular, na reprodugio e na hereditariedade
(Triantaphyllou, 1983).

O mimero de cromossomos (n) é importante carater citogenético
utilizado na diferenciagdo de espécies de um mesmo género ou de
géneros de uma mesma familia, O nimero de cromossomos ja foi
determinado para oitenta espécies de fitonematdides e esses estudos
revelaram extensa diversidade citogenética entre os grupos analisados.
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Tabela 2. Teste de diferenciagio de ragas de Heterodera glycines, baseado no indice de

fémeas (IF)*
Reagio de cultivares de soja
Raga Pickett Peking P188788 P1 50763
1 - = + -
2 + + + =
3 - - - 2
4 + + + +
5 + = & #
(i} + = -
7 - - + +
8 - N +
g #* + - -
10 + = - +
11 - + + @
12 - + & -
13 - + - .
14 + + +
15 + _ i %
16 - + +

* IF = (n® de fémeas adultas)/(n? de fémas adultas em Lee) x 100; (<) = IF 10 %; (+)
IF 10 %. (Niblack, 1992).
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Tabela 3. Resposta usual das quatro espécies mais comuns de Meloidogyne e de suas
racas a0 teste diferencial da Carolina do Norte (Hartman & Sasser, 1985)

Espécies de

Meloidogyne
e raga fisioldgica Planta hospedeiro diferencial

Algodio Fumo Pimentio Melancia Amendoim Tomate

M. incognita
Raga 1 - s - - - *
Raga 2- - + + + = +
Raga 3 + - + + - +
Ragad + + + & - +
M. arenaria
Ras-a 1 = + + - + +
Raga 2 - + % - 2 +
M. javanica * + = # - *
M. hapla 4 + ¥ . . .

Cultivares das plantas hospedeiras: algodio = Deltapine 61; fumo = NC 035;
pimentio = Early California Wonder; melancia = Charleston gray; amendoim =
Florunner; tomate = Rutgers; (-) resistente; {+} suscetivel.
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Tabela 4. Escala para avaliagio da reagiio da planta hospedeira e da multiplicagao de
Meloidogyne, segundo Taylot & Sasser (1978) (Tihohod, 1993)

Grau Reagio Multiplicagao
(Numero de galhas efou cotecas)
0 Resistente 0
1 Resistente 1-2
2 Resistente 3-10
3 Suscetivel 11-30
4 Suscetivel 31-100
5 Suscetivel >100
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O menor nimero de cromossomos, cinco, foi observado entre as familias
Pratylenchidae e Hoplolaimidae, embora existam espécies comn =6,7,8
ou 10. A familia Anguinidae apresentou variagdo enttre as espécies de
Anguina, comn = 9, 18 ou 27, e em Ditylenchus, comn = 12 ou 24, A
extensao da variabilidade citogenética em um mesmo género pode ser
bem ilustrada entre as espécies de Meloidogyne. As caracteristicas
citogenéticas de 23 espécies de Meloidogyne sio descritas por Eisenback
& Triantaphyllou (1991), demonstrando que o nimero de cromossomos
nas espécies hapldides varia de 7 a 34, e nas dipldides, de 30 a 56.
Hackney (1974} utilizou o nimero de cromossomos ha identificagio das
espécies M. javanica, M. incognita, M. arenaria e M. hapla.

As caractetisticas citogenéticas, embora altamente validas nos es-
tudos taxondmicos, ndo sio aplicaveis nas identificagdes de rotina.

SOROLOGICA

Desde 1964, técnicas soroldgicas estao sendo estudadas na diferen-
ciagdo taxonomica dé fitonematoides. Esses trabalhos, relacionados por
Schots et al. (1990), englobam as espécies Aphelenchus avenae, Aphe-
lenchoides ritzemabosi, Ditylenchus dipsaci, D. destructor, D. myce-
liophagus, Globodera rostochiensis, G. pallida, Heterodera betulae, H.
carotae, I. cruciferae, H. glycines, H. goettingiana, H, schachtii, H.
trifolii, Meloidogyne arenaria, M. incognita e M. javanica.

Antj-soros policlonais sdo obtidos com a injecio de nematdides
inteiros ou fraccionados, em coelhos. Entretanto, o anti-soro policional
reconhece amplo espectro de substincias antigenas, todas presentes em
varios taxons, como espécies de um mesmo género ou de géneros de uma
mesma familia, tornando-o néo especifico (Williamson, 1991).

A detecgao por anti-soro policlonal pode facilitar os testes de rotina
quando se deseja detectar apenas a presenga de representantes de deter-
minadas familias ou de géneros. A vantagem é que os parasitos podem
ser detectados mesmo misturados a solo ou tecido vegetal, além de serem
testes rapidos, simples e relativamente pouco dispendiosos.

A especificidade pode ser obtida com o uso de anti-soro moenoclo-
nal. Na preparagio desse tipo de anti-soro usa-se a fusio de células
imunizadas e secretadoras de anticorpos em ratos, com células linfaticas
tumorais, resultando em células hibridas, denominadas hibridomas. C
hibridoma, que pode ser cultivado in vivo e em grande escala, é a célula
que secreta o anticorpo monoclonal (Williamson, 1991; Schots et al.,
1990).

Em nematologia, foram aplicados fundamentalmente os testes de
imunodifusio e de ELISA.
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Na imunodifusao, a interacdo anticorpo - antigeno (extrato do
nematodide e a solugdo adjuvante) produz bandas de imunoprecipitagio,
que sao observadas em placas de dgar. A imunodifusdo foi utilizada por
El-Sherif & Mai (1968), sem obter resultados especificos, na identifica-
¢ao de Aphelenchus avenae, de Panagrellus redivivus e de Diplogaster
sp.

O teste de ELISA consiste em colocar o antigeno em contato com
anti-soro em um suporte sélido (placa de polietileno ou membrana). A
essa reagdo € adicionado um segundo anti-soro, ao qual esta ligado uma
enzima, capaz de ser reconhecida com a adi¢ido do substrato da enzima.
Esse reconhecimento produz uma reago colorida na proporgao da
quantidade do antigeno presente (Williamson, 1991).

O teste de ELISA foi efetuado usando-se anti-soros policlonal e
monoclonal na diferenciagéo das espécies Meloidogyne incognita, M.
arenaria e M. javanica (Davies & Lander, 1992). O anti-soro policlonal
revelou a presenga de muitos antigenos conservados nas trés espécies,
tornando dificil a diferenciacdo. Entretanto, trés anti-soros monoclonais
selecionados foram capazes de identificar as respectivas espécies (Da-
vies & Lander, 1992).

A produgio de anti-soro monoclonal, para os nematoides do cisto
de batata, também permitiu a diferenciagao das duas principais espécies,
Globodera rostochiensis e G. pallida (Schots et al., 1989). O resultado
do uso do anti-soro monoclonal demonstrou ser possivel o seu uso em
testes rotineiros de identificagao dessas espécies. E necessério, no entan-
to, vencer dificuldades na homogeneizagio dos nematdides, bem como
conhecer os efeitos dos residuos de material orginico nos cistos e a
interagdo dos fumigantes de solo com esses antigenos (Schots et al.,
1989).

MOLECULAR

A identificagdo molecular de fitonematoides, com a anilise do
material genético, tornou-se possivel com a aplicagio de técnicas de
proteinas e de DNA. Metodologias desenvolvidas para outros organis-
mos foram adaptadas para géneros e para espécies de fitonematdides
economicamente importantes.

Proteina
As proteinas sio sintetisadas a partir das informagdes genéticas
contidas no DNA e néo estio sujeitas as variagdes ambientais e fisicas.
Estudos comparativos entre populagdes de uma mesma espécie, origina-
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rias de diversas localidades e de diferentes hospedeiros, comprovaram a
estabilidade do padrdo protéico (Dickson et al., 1991 Pais & Abrantes,
1989).

A técnica de eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida
tornou evidente a diferenciagio entre espécies dos géneros Anguinag,
Aphelenchus, Bursaphelenchus, Ditylenchus, Globodera, Heterodera,
Radopholus e Meloidogyne (Curran, 1991; Williamson, 1991).

O padrio protéico pode ser determinado pela extragéo de proteinas
especificas ou de proteina total. A complexidade da analise de proteina
total dificulta a interpretagéo dos resuliados e torna-a suscetivel a erros;
com 1sso, o padrdo de proteinas especificas é mais empregado nos
estudos taxondmicos. Dentre elas, as mais comumente estudadas sdo: a
esterase, a malato desidrogenase, a glucose fosfatase (Dickson et al.,
1971; Esbenshade & Triantaphyllou, 1985; Esbenshade & Triantaphyl-
lou, 1990; Williamson, 1991). A esterase e a malato desidrogenase sao
utilizadas na diferenciagfo das principais espécies de Meloidogyne: M.
arenaria, M. incognita, M. hapla, M. javanica, M. chitwoodi, M. naasi,
M. exigua e M. graminicola (Esbenshade & Triantaphyllou, 1985;
Esbenshade & Triantaphyllou,1990; Datmasso & Bergé, 1983).

As vantagens da identificagdo por eletroforese de proteinas sio a
eficiéncia do método em diferenciar espécies, a rapidez e o baixo custo.
Entretanto, tém as desvantagens de nao ser suficientemente sensivel para
a diferenciagao de racas e de ter que utilizar espécime do mesmo estadio
de desenvolvimento nos testes comparativos - a atividade da enzima é
normalmente mais baixa nos estadios juvenis e nas fémas maduras e
trabalha com poliacrilamida, substincia toxica utilizada na preparac¢ao
dos géis de eletroforese, que deve ser manuseada com precaugio.

DNA

A identificagao de espécies e de ragas de fitonematdides, através
da andlise do DNA, comegou nos anos 80, com a técnica do DNA
recombinante. Essa técnica possibilitou a andlise direta de 100 % das
sequéncias de nucleotideos do genoma. A anilise protéica exclui 75-80%
das sequéncias do genoma, nao envolvidas na codificacio de proteinas.
Essas sequéncias possuem elevado grau de polimorfismo e nio sio
influenciadas por aspectos ambientais e fenotipicos e nem pelo estadio
de desenvolvimento do nematoide (Curran, 1991).
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Duas propriedades sdo fundamentais em biologia molecular: 1) a
capacidade de as enzimas de restrigio reconhecerem e clivarem pares de
bases especificas do DNA, produzindo fragmentos de restrigao de tama-
nhos polimortficos (RFLP); 2) a habilidade de desnaturagao das fitas
duplas de DNA e, posteriormente, de hibridizagdo com sequéncias
complementares (Castagnone-Sereno, 1992). Com base nessas ptoprie-
dades, foram desenvolvidas as técnicas de RFLP, de hibridizagio com
sondas homologas e heterdlogas, de PCR e de RAPD. As metodologias
das técnicas moleculares sfio descritas, passo a passo na revisao de
Batista (1993). Atualmente, essas técnicas sio utilizadas na diferencia-
¢ao de espeécies e de ragas dos géneros Globodera, Heterodera, Meloi-
dogyne, Xiphinema, Diiylenchus e Bursaphelenchus (Curran, 1991;
Caswell-Chen et al., 1992).

A técnica de RFLP mostrou-se altamente sensivel na identificacéo
de fitonematdides. A analise do gendtipo, por RFLP, evidenciou poli-
morfismos no genoma, capazes de diferenciar quatro espécies de Meloi-
dogyne e suas ragas (Curran et al,, 1986), e patdtipos de
Bursaphelenchus xylophylus (Bolia et al., 1988). O agrupamento de
dezesseis populagdes de Xiphinema americanum em cinco categorias
foi proposto por Vrain et al. (1992), apos a analise por RFLP.

A catacterizagao e a diferenciagdo de populagdes de M. incognita
foram obtidas com a digestao do DNA total, e a hibridizagio, com sondas
homélogas radioativas (Castagnone-Sereno, 1991). A construgio de
sondas radioativas possibilitaram a identificacio de Ditylenchus dipsaci
- raca da aveia (Palmer et al., 1991) e das ragas de Heferodera glycines
(Besal et al., 1988).

Embora as sondas sejam extremamente sensiveis, o seu uso envolve
a desvantagem da radioatividade. Isdtopos radicativos de fésforo 32P
sdo utilizados como marcadores. Além do perigo que representa para a
saude, o custo elevado e a dificuldade em adquiri-lo limitam sua utiliza-
¢do. Sondas com marcador nio radiocativo, como a biotina, estio sendo
desenvolvidas. Burrows (1990) demonstra o uso efetivo de sondas nio
radioativas na detecgao da presenga de Globodera pallida. Essa perspec-
tiva aumentara a aplicabilidade do uso de sondas.

As técnicas de PCR e de RAPD possuem, sobre a de RFLP, a
vantagem de se trabalhar com quantidades muito pequenas de DNA
inicial, extraida de reduzido niimero de individuos.

A técnica de PCR foi aplicada a dezessete populagdes de Meloido-
gyne incognita, de M. hapla, de M. javanica e de M. arenaria. Foram
amplificadas sequéncias especificas do DNA mitocondrial, extraidas de
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espécime unico. A avaliagdo do produto amplificado indicou sitios de
restrigao polimaérficos especificos para cada espécie (Harris et al., 1990).

A limitagio da técnica de PCR é a exigéneia de se conhecer
previamente a seqiiéncia do genoma a ser amplificada, para que se
definam os “primers” das reagdes. Essa limitago favoreceu a técnica de
RAPD, que utiliza “primers” arbitrarios, sem considerar a sequéncia do
DNA, que se deseja amplificar. Através dessa técnica é possivel o
diagnéstico precoce de Heterodera crucifera e de H. schachtii, a partir
de um unico cisto (Caswell-Chen et al., 1992).
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