SEPARACAO DE DUAS POPULACOES DE NEMA-
TOIDES DO GENERO Meloidogyne. COM DIFERENTES
FPATOGENICIDADES EM CAFEEIRO, ATRAVES
DE ELETROFORESE

RAUL MACHADO NETO, RUBENS R. A. LORDELLO e
LUIZ GONZAGA E. LORDELLO

Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
Universidade de Sdo Paulo — Piracicaba

INTRODUGAO

A existéncia de racas fisiolégicas, entre os nematoides, j4 vem
sendv relatada, ha tempos, com os trabalhos de GOODEY (1933),
FILIPJEV & SCHUURMANS-STECKHOVEN (1941), DUCHARME &
BIRCHFIELD (1956) etc. Desses trabalhos. o de DUCHARME &
BIRCHFIELD sobre Radophclus similis (Cobb,, 1893) Thorne, 1949,
¢ talvez o mais completo. Estes autores fizeram seu trabalho ba-
seadus em parasitismo do referido nematoéide em citrus e banana,
sendc que uma das “ragas” parasitava banana e a outra banana e
citru , sendo inseparavels morfologicamente.,

Com referéncia ao nematodide Meloidogyne exigua Goeldl, 18817,
CURI. et al. (1970) sugeriram a existéncia de trés ragas fisiologi-
cas do mesmo, atacando cafeeiros (Coffea arabica L.), no Pais. De-
ve-se notar que o conceito de raga fisioldogica neste caso expressa
também nematoides inseparaveis morfologicamente, porém com di-
ferencas na patogenicldade através de experimentos conduzidos em
vasos. Neste trabalho, foi possivel observar as diferencas que o ata-
que de nemctdldes provenientes de Florida Paulista e Ribeirio Pre-
to apresentaram, concluindo-se serem os de Florida Paulista mais
patogéniccs.

OBJETIVOS

O usdo de analises bioquimicas para a separacdo de animais é ra-
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cente e constitui o que se convencionou chamar de taxonomia qui-
mica, usada quando O0s Tecursos morfologicos .sdo insuficientes ou
duvidosos.

No presente trabaho, o objetivo fol confirmar a separag¢do dos
nematoldes provenlentes das mesmas fontes usadas por MACHADO
NETO (1975), através de provas bioquimicas, ou seja da eletrofore-
se, que & um processo usado para separar proteinas que se compor-
tam diferentemente ao efeito de uma corrente elétrica. Com esse
método, para a separagdo de proteinas, caso seja observada umsa
ou um grupo de proteinas que apresentam caminhamentos dife-
rentes, poderemos concluir que 0s nematoides sio diferentes fislo-
logicamente, pois essa proteina ou grupo, que reagiu diferentemen-
te, faz parte da constituicido dos nematoéides dessa populagio ou &
algum énzimo ou énzimos produzidos pelos mesmos, que a outra po-
pulacio ndo apresenta.

MATERIAIS E METODOS

Os nematoéides foram obtidos em cafezais infestados, que apre-
sentavam sintomas caracteristicos de diferentes patogenicidades.
A populacio considerada menos patogénica foi coletada em Ribei-
rdo Preto que é tida como M. exigua tipica e a outra em Floérida
Paulista.

No material proveniente de R. Preto, as fémeas foram obtidas pe-
la dissecacao manuel das raizes com 0 uso de um microscopio esteri-
oscOpio. Porém, no material proveniente de Florida Paulista, esse
processc foi inexequivel, em virtude do seu baixo rendimento. Para a
obtencao das fémeas desse material, as raizes foram picadas e ba-
tidas em liquidificador durante 30 segundos. O liquido obtido foi
passado numa peneira de 90 malhas por polegada, e recebido numa
de 100, sendo retiradas as fémeas desse material gque nao atravessou
esta ultima peneira, com o uso de um microscopio estereoscdpio e
de uma pequena espatula especialmente adaptada a esse fim.

As fémeas obtidas, em numero de 100, para cada material, fo-
ram maceradas juntamente com 1,0ml de tampéo fosfato, com pH
proximo de 6,8 em solucdo de sacarose a 209% . Ap6s a maceragio,
o material sofreu uma centrifuga¢io a 16.100 rpm durante 20 mi-
nutos, com o cbjetivo de separarmos as proteinas soluvels, sobrena-
dantes, desprezando-se o precipitado.

Para a execucdo da eletroforese, foram feitas algumas modifi-
cactes no processo da poliacrilamida, de DAVIS (1964), cujos objeti-
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vos foram obter maior nimero e melhor nitidez das bandas. As mo-
dificacbes foram a eliminacdo do gel espassador, o nido congela-
mento do material, sendo utilizado logo ap6s a obtencdo, o uso de
recipiente de porcelana com silica e ndo vidro para a maceracio,
bem como a retirada do excesso de “amido black” pelo aparelho de
baixa votagem.

O gel fino, que constitul o meio em que as proteinas sdo corri-
das, é preparado com a seguinte formula: 3,0ml de A (HC1 + TRIS
+ TEMED) + 4,2ml de C (acrilamida + BIS) -+ 6.3ml H20; esses
13,5ml sdo misturados com igual volume de uma solugdo de persul-
fato 140 mg/100ml. Usames 1,2ml da mistura acima para cada tu-
bo € em seguida colocamos, com o0 uso de micro-pipeta, uma fina
pelicula de H20, cuja finalidade é evitar a oxidacdo do gel. Apobs
essa operacdo, colocamos os tubos na vertical numa estufa, polime-
rizando durante 30 minutos.

Apoés a polimerizacdn das eolunas, nos tubos, distribuimos, com
uma micro-pipeta, o sobrenadante obtido das fémeas, da segunte
forma:

v

Florida Paulista Ribeirdo Preto
Tubo 1 0,05 ml Tubo 5 0,05 ml
Tubo 2 0,05 ml Tubo 6 0,05 ml
Tubo 3 0,056 ml Tubo 7 0,05 ml
Tubo 4 0,10 ml Tubo 8 0,10 ml

Colocamos em seguida um fronte de 2,0ml de bromo-fenol
(0,005% ), por tubo, que ir4 correr na frente das proteinas, indican-
do sua posicio na coluna de gel.

Os dois reservatérios em que as extremidades dos tubos foram
fixados. continham TRIS GLY pH 8,3 suficiente para cobri-los. O
tempo para o fronte percorrer a coluna de gel foi de 1 h 45 min,
com uma amperagem de 3 muliamper por tubo.

Apos a refirada das colunas de gel polimerizado dos tubos, esie
fol colocado em uma solucio de 0,4g de amido black + 100ml de 4-
cido acético 7%, durante 8 horas. Depois desse periodo, a retirada
do excesso do corante foi feita de duas formas, 1 tubo de cada ne-
matbide pelo processo ja consagrado de lavagem em solucdo de a-
cide acético a 7% e os 3 outros tubos de cada nematoide foram co-
lecados no aparelho de baixa voltagem novamente, com 4cido ace-
tico 7%, nos reservatérios. O eido acético usado foi o glaclal.

RESULTADOS
Apo6s a execucdio do processo de eletroforese, cada material a-
presentou uma distinta distribuicdo de bandas.

Podemos pela comparacio das distribuicGes das bandas de ca-
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da material, constatar facilmente que essas distribuigées eram di-
ferentes, pois uma das bandas, no material procedente de Ribeirdo
Preto, correu 21 mm e no material de Flérida Paulista essa banda
nio apareceu; porém, nesse material constatou-se uma banda que
correu 44 mm e ndo apareceu no outro material.

Para melhor compararmos os resultados, utilizamos o célculo
de Rf, que é a relacdo entre a distancia percorrida pela amostra €
a distancia percorrida pelo fronte.

Os valores a seguir sio médias de trés repeticdes.

Os valores de Rf sio Rf(Al) = 0,3818, Rf (Bl) = 0,5636, Rf
(C1) = 0.6363, Rf (D1) = 0,9818, Rf (B2) = 0,5614, Rf (C2) =
0,6140, Rf (E2) = 0,7719, Rf (D2) = 0,9649.

As laudas Bl, C1 e D1 evidenciadas com material de Ribeirdo
Preto, encontram correspondéncia com B2, C2 € D2 obtidas com
material de Florida Paulista. Porém, as laudas Al, reveladas no
primeiro material, e E2, no segundo material, nio encontram cor-
respondentes.

CONCLUSAO ,

Os resultados obtidos sdo significativos, permitindo-nos afir-
mar que essas duas populagbes de nematoides apresentam diferen-
cas em Ssua composi¢do proteica.
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