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Resumo:

Introdugdo: Os fitonematoides sdo uma das pragas mais nocivas para as culturas agricolas
gerando um prejuizo de R$ 35 bilhdes anuais. O género Meloidogyne, denominado como
“nematoide de galhas” ¢ um dos mais nocivos, pois causa hipertrofia das raizes,
dificultando o crescimento da planta. A identificacdo ¢ realizada em laboratério pela andlise
morfoldgica e tem como fatores limitantes a necessidade de isolamento de fémeas juvenis e
da expertise do examinador. Em contrapartida, a PCR em tempo real (QPCR) apresenta a
possibilidade de identificagdo de amostras mesmo sem encontrar a fémea em estagio
juvenil, pois baseia-se na amplificagdo do material genético do individuo que pode ser
obtido em qualquer fase da sua vida, do ovo ao adulto. Objetivo: Realizar a identificagdo
molecular de fitonematoides do género Meloidogyne por meio da qPCR. Metodologia:
Apos revisdo da literatura, selecionamos o par de primers RKN para a detec¢do do género
Meloidogyne. Na sequéncia, foi realizada a analise in silico com o algoritmo BLASTn para
identificar sequéncias de espécies do género com maior similaridade. Para testar a
especificidade e sensibilidade da qPCR, extraimos DNA de seis espécies de fitonematoides
de culturas puras cedidas pela Funda¢ao Mato Grosso, com o Kit E.Z.N.A. de acordo com
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as recomendacdes do fabricante. Foram utilizadas 148 amostras de solo e raiz para validar
os resultados da qPCR com amostras de campo comparando-se ao método morfolédgico.
Para essas amostras, trés inovacdes foram estabelecidas no protocolo de extracdo de DNA:
1) a partir do filtrado, a amostra foi decantada durante 1 hora concentrando os
fitonematoides em um volume final de 200ul; 2) etapa de disrup¢do mecénica realizada no
aparelho FastPrep 24™ - MPBio; 3) banho-maria, 2h a 70°C. Apods essas modificagoes
utilizou-se o KIT E.Z.N.A. para a obtencdo do DNA que foi submetido qPCR. A anélise
estatistica foi realizada para determinar a concordancia, sensibilidade e especificidade dos
resultados da qPCR em relagdo a metodologia padrdo de identificacdo. Resultados: Com a
analise in silico, foram identificadas 1000 sequéncias que possuiam 100% de cobertura e
identidade, na qual foram detectadas 13 espécies do género Meloidogyne. A qPCR permitiu
identificar a especificidade dos primers para 2 espécies de Meloidogyne: M. incognita e M.
javanica. As curvas de sensibilidade permitiram a amplificagdo da razdo de 1:10.000
nematoides ¢ ambas as espécies, indicando a alta sensibilidade do par de primers RKN.
Com a testagem de 148 amostras de campo, foi possivel constatar que a a concordancia
entre as analises moleculares de qPCR e morfologicas foi 67,6%, especificidade de 76,2% e
sensibilidade de 55%. As andlises das curvas de melting da qPCR apresentaram uma
varia¢do nas faixas de temperaturas dos amplicons maior em campo que nos testes com
amostras puras sugerindo que isso possa ser devido a uma maior diversidade genética das
populacdes de espécies de Meloidogyne em amostras de campo. Conclusdo: As
modificagdes no protocolo de extracdo de DNA foram eficientes para viabilizar a detec¢ao
molecular de fitonematoides do género abordado. O par de primers RKN mostrou-se
adequado para detec¢do de individuos do género Meloidogyne em amostras de campo e a
especificidade do método foi adequada para complementar a andlise morfologica, e
viabilizar a deteccao em diversos estagios de vida dos fitonematoides.
Palavras — chave: Fitonematologia, métodos moleculares, primer, analise morfolédgica.
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