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RESUMO GERAL 

A cultura do milho é de grande importância econômica para o Brasil, principalmente 

por ser usada em rotação de cultura com a cultura da soja. Estudos têm sido feitos no sentido 

de buscar genótipos resistentes a várias doenças. O milho é suscetível a várias doenças, 

principalmente aquelas causadas por fungos. Entre os patógenos de solo estão os nematoides. 

As espécies mais danosas à cultura do milho são aquelas pertencentes ao gênero 

Pratylenchus. No Brasil, P. brachyurus e P. zeae, são os nematóides mais importantes à 

cultura do milho, aumentando em até duas vezes os custos de produção. Apesar de sua 

relevante importância, nematóides do gênero Meloidogyne spp. são os mais estudados. 

Portanto, há a necessidade de mais estudos sobre as espécies Pratylenchus zeae e P. 

brachyurus, as mais comumente associadas à cultura do milho. A caracterização destas 

espécies tem sido feita através da morfologia, sendo essa em alguns casos difícil e laboriosa. 

Por isto, a região ITS (Internal Transcribed Sequence) (ITS) do Ribosomal Desoxiribonucleic 

Acid (rDNA) tem sido bastante utilizada para a caracterização molecular ou para estudos 

filogenéticos e evolucionários de nematoides. Neste trabalho, foram caracterizadas por meio 

da Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Polymorphism (PCR-RFP) populações 

de P. zeae, P. coffeae, P. jaehni, P. penetrans e P. brachyurus, oriundas de diferentes regiões 

geográficas do País. As análises foram conduzidas usando as enzimas de restrição DdeI, 

HindIII , HpaII e PstI. Os produtos amplificados por PCR revelaram fragmentos de DNA de 

750 a 1200 pb. A técnica RFP mostrou a existência de variações interespecíficas, mas não 

revelaram variações intraespecíficas entre as populações estudadas de cada espécie. Outro 

objetivo deste estudo foi avaliar a reação de 18 linhagens e híbridos de milho aos nematoides 

P. brachyurus e P. zeae e avaliar a reprodução dessas duas espécies de nematoides, sob 

condições de telado. As plantas foram inoculadas individualmente com aproximadamente 800 
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nematoides. Sessenta e dois dias após a inoculação determinou-se a capacidade reprodutiva 

dos nematoides, estimando-se o fator de reprodução (FR=Pf/Pi, sendo Pf a população final e 

Pi a população inicial de nematóides). O FR mostrou que, das plantas inoculadas com P. 

brachyurus, apenas a linhagem 521550 foi considerada suscetível, enquanto que, para P. zeae, 

os acessos 531162, 262841-1-4-1, 521550 e BRS3025 foram suscetíveis. Quanto à 

reprodução dos nematoides, demonstrada pelo FR, notou-se que a multiplicação de P. zeae foi 

significativamente superior à apresentada por P. brachyurus. O uso de espécies cultivadas 

resistentes aos nematoides das lesões radiculares em sistemas de rotação de culturas previne 

danos futuros em espécies mais suscetíveis. Portanto, os híbridos de milho avaliados 

apresentam grande potencial para semeadura em áreas infestadas por P. brachyurus e P. zeae, 

pois permitem taxas restritas de multiplicação do nematoide. Os resultados mostraram que a 

maioria das linhagens avaliadas são materiais promissores a serem usados em programas de 

melhoramento, visando a obtenção de híbridos resistentes. Porém, mais estudos devem ser 

realizados para corroborar os resultados obtidos neste trabalho. 
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ABSTRACT 

 

 Maize is a crop of great economic importance for Brazil, mainly because it is used in 

crop rotation with soybeans. Studies have been carried out in search for resistant genotypes to 

various diseases. As in other crops, maize is susceptible to various diseases, especially those 

caused by fungi, such as stalk rot and ear rot. Seed borne pathogens and soil pathogens are 

worth mentioning because of their role in reducing germination and seedling emergence. 

Among these pathogens are soil nematodes. The species of nematode that more  frequently 

attack maize crop are those belonging to the genus Pratylenchus. Pratylenchus brachyurus 

and P.zeae are the most damaging nematodes to maize, and the control of nematodes increases 

up to twice the cost of yield. However, in maize, most studies focus on root knot nematodes 

(Meloidogyne spp.). Therefore, there is a need for further studies on P. zeae and P. 

brachyurus, the most commonly species associated with maize. Characterization of these 

species is usually accomplished by the morphology, which is in some cases difficult and 

laborious. Therefore, the region ITS (Internal Transcribed Sequence) (ITS) of the Ribosomal 

Desoxiribonucleic Acid (rDNA) has been widely used for molecular characterization, or 

phylogenetic and evolutionary studies of nematodes. In this work, were characterized by 

Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Polymorphism (PCR-RFP) distinct 

populations of Pratylenchus species most commonly found in Brazil, P. zeae, P. coffeae, P. 

Jaehni, P. penetrans and P. brachyurus from different geographical regions through the 

country. Analyses were conducted using the restriction enzymes DdeI, HindIII , PstI and 

HpaII. The PCR amplified products of ITS region revealed differences in size of molecular 

weight, ranging approximately from 750 to 1200 bp. RFP analysis showed the existence of 

interspecific variation, but did not reveal intraspecific variation among populations of each 
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species. Another objective of this study was to evaluate the reaction of 18 breeding lines and 

hybrids of maize to the nematodes P. brachyurus and P. zeae, and to evaluate the reproduction 

of both nematode species under greenhouse conditions. Plants were individually inoculated 

with 800 nematodes. Sixty-two days after inoculation it was determined the reproductive 

ability of the nematodes, estimating the reproduction factor (RF = Pf / Pi, where Pf is the final 

population and Pi is the initial population of nematodes). According to FR, only breeding line 

521550 was considered susceptible, while for P. zeae access 531162, 262841-1-4-1, 521550 

and BRS3025 were susceptible. With respect to nematode reproduction, as demonstrated by 

FR, it was noted that the multiplication of P. zeae was significantly higher than that by P. 

brachyurus. The use of resistant species to the nematode in systems of crop rotation prevents 

injury and future damages on more susceptible species. Therefore, the hybrids evaluated 

represents potential for sowing in areas infested by P. brachyurus and P. zeae, because they 

allow restricted rates of nematode multiplication. Results showed that most of the lines 

evaluated constitute promising source of materials for use in breeding programs to obtain 

resistant hybrids. However, further studies should be performed to corroborate the results 

obtained in this work. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

1. A cultura do milho 

O milho (Zea mays L.) tem sua provável origem há 7 mil anos nos planaltos do México. 

Os Incas, Maias e Astecas, não só se alimentavam dele, mas tinham também uma relação de 

cunho religioso (Clayton, 1973 e Clayton, 1983). 

O milho pertence à família Poacea (Gramineae), é uma espécie diplóide e alógama. É 

uma planta monóica, apresenta flores masculinas e femininas na mesma planta, porém em 

estruturas distintas. É considerado uma das plantas cultivadas mais antigas e uma das mais 

estudadas. Sua importância econômica é caracterizada pelas diversas formas de utilização, que 

vão desde a alimentação animal até a indústria de alta tecnologia. Na realidade, o uso do milho 

em grão como alimentação animal representa a maior parte do consumo desse cereal, isto é, cerca 

de 70% no mundo (CIMILHO, 2010).  

O milho é uma das plantas cultivadas mais importantes atualmente, e a espécie mais 

produzida nos países em desenvolvimento. Seu cultivo pode ser feito em locais com clima 

tropical, subtropical e temperado e em altitudes desde o nível do mar a superiores a 3000 metros. 

Devido à sua alta adaptabilidade a diversos ambientes, o milho é o cereal mais cultivado 

considerando o número de países, cerca de 70 (Filgueira, 2007). 

Em 2008, a área plantada no mundo foi de aproximadamente 161 milhões hectares, sendo 

a produção e produtividade mundial de aproximadamente 823 milhões toneladas e 5.109 kg/ha, 

respectivamente (CIMILHO, 2010). Em 2005, o mercado mundial de milho foi abastecido 

basicamente por três países, os Estados Unidos (46 milhões de toneladas), a Argentina (14,0 

milhões de toneladas) e a África do Sul (2,3 milhões de toneladas). A principal vantagem desses 

países é uma logística favorável, que pode ser decorrente da excelente estrutura de transporte (o 
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caso dos EUA), proximidade dos portos (o caso da Argentina) ou dos compradores (o caso da 

África do Sul). O Brasil eventualmente participa desse mercado, porém, a instabilidade cambial e 

a deficiência da estrutura de transporte dos portos têm prejudicado o país na busca de uma 

presença mais constante no comércio internacional de milho (Duarte et al., 2009). 

O Brasil ocupa a terceira posição no ranking mundial, com a produção de 

aproximadamente 51 milhões de toneladas (FAO, 2010), sendo superado pelos Estados Unidos da 

América (331 milhões de toneladas) e China (152 milhões de toneladas). Apesar de estar entre os 

três maiores produtores, o Brasil não se destaca entre os países com maior nível de produtividade, 

devido ao grande número de produtores que cultivam esse cereal com tecnologia inadequada 

(CIMILHO, 2010). A maior produtividade se concentra no Centro-Sul do país, porém, quanto à 

produtividade em 2008, merecem destaque os estados de Tocatins, Minas Gerais, Goiás, Mato 

Grosso, Paraná e o Distrito Federal. 

2. Problemas fitossanitários na cultura do milho 

O milho sempre foi considerado uma planta rústica, capaz de suportar vários estresses 

ambientais. Hoje, no entanto, com a expansão das fronteiras agrícolas e com a ampliação das 

épocas de cultivo, esta realidade mudou. Plantios antecipados sob irrigação, plantios da safra de 

verão e o aumento do plantio safrinha são responsáveis pela continuidade temporal da cultura do 

milho, o que proporciona, a cada ano, surgimento de novos problemas para a cultura, 

principalmente com relação às doenças (Costa etal., 2005). 

Nos últimos anos, notadamente a partir do final de década de 90, as doenças têm se 

tornado uma grande preocupação por parte de técnicos e produtores envolvidos no agronegócio 

do milho. Relatos de perdas na produtividade devido ao ataque de patógenos têm sido frequentes 

nas principais regiões produtoras do país. Nesse contexto, vale destacar a severa epidemia de 
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cercosporiose ocorrida na região sudoeste do estado de Goiás no ano de 2000, na qual foram 

registradas perdas superiores a 80% na produtividade (CNPMS, 2010). 

É importante entendermos que a evolução das doenças do milho está estreitamente 

relacionada à evolução do sistema de produção desta cultura do Brasil. Modificações ocorridas 

no sistema de produção, que resultaram no aumento da produtividade da cultura, foram, também, 

responsáveis pelo aumento da incidência e da severidade das doenças. Desse modo, a expansão 

da fronteira agrícola, a ampliação das épocas de plantio (safra e safrinha), a adoção do sistema de 

plantio direto, o aumento do uso de sistemas de irrigação, a ausência de rotação de cultura e o uso 

de materiais suscetíveis têm promovido modificações importantes na dinâmica populacional dos 

patógenos, resultando no surgimento, a cada safra, de novos problemas para a cultura 

relacionados à ocorrência de doenças (Costa et al., 2009). 

Como nas demais culturas, o milho é suscetível a várias doenças, principalmente aquelas 

causadas por fungos. As que trazem maiores reduções no rendimento de grãos são as podridões 

da base do colmo e da espiga. Coincidentemente, os agentes causais dessas podridões são os 

principais patógenos presentes na semente, Fusarium moniliforme Sheldon, F. subglutinans 

(Wollenw. & Reinking) P.E. Nelson, Toussoun & Marasas 1983, Aspergillus niger Tiegh. 1867, 

Penicillium sp Link 1809, Macrophomina sp.,, Stenocarpela maydis (Berk.) B. Sutton, 1980, 

Stenocarpela macrospora Earle B. sutton, 1977 e Gibberella zeae (Schwein.) Petch 1936. Na 

região central do Brasil, os danos maiores são causados por agentes de manchas foliares. Os 

patógenos veiculados pelas sementes e patógenos de solo merecem destaque, por contribuírem 

para a redução da germinação e emergência das plantas. Entre os patógenos de solo estão os 

nematoides (Reis & Casa, 1996). 
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2.1. Importância dos nematoides na cultura do milho 

Mais de 40 espécies de 12 gêneros de nematoides têm sido citadas como parasitas de 

raízes de milho, em todas as áreas produtoras do mundo onde este cereal é cultivado (Costa et al., 

2009). A ocorrência de nematoides do gênero Meloidogyne Goeldi, 1887 parasitando o milho e 

causando prejuízos significativos em condições de campo foi relatada no Brasil em 1986 por 

Lordello, sendo identificada a espécie Meloidogyne incognita (Kofoid e White, 1919) Chtiwood, 

1949 raça 3 em raízes de milho que não se desenvolveram. Contudo, o milho está entre as 

culturas mais recomendadas para a rotação em áreas infestadas por espécies de Meloidogyne. 

Atualmente, devido à necessidade de se controlar o nematoide de cisto (Heterodera 

glycines Ichinohe, 1915) na cultura da soja, o milho tem sido uma alternativa para a rotação de 

cultura, pois não é parasitado por esse nematoide. Por outro lado, essas duas culturas podem ser 

parasitadas por nematoides do gênero Meloidogyne, notadamente por M. incognita e M .javanica 

(Treub 1885) Chitwood, 1949 (Costa et al., 2009). 

As espécies que atacam a cultura do milho com mais frequência são aquelas pertencentes 

ao gênero Pratylenchus Filipjev, 1936 (Lordello, 1986). No Brasil, as espécies de nematoides 

mais importantes, na cultura do milho, quanto à patogenicidade, à distribuição e à alta densidade 

populacional, são Meloidogyne spp., Pratylenchus brachyurus (Godfrey, 1929) Filipjev & 

Schuurmans Stekhoven, 1941, Pratylenchus zeae Grahan, 1951, Helicotylenchus dihystera, 

Criconemoides spp. e Xiphinema spp. (Costa et al., 2009). Sendo que P. brachyurus e P.zeae são 

as mais danosas a cultura do milho, o controle desses nematoides aumenta até duas vezes o custo 

de produção (Lordello, 1984). No Kenya, já foi relata até 50% de perda em campo infestado por 

P. zeae, essa espécie é considerada a mais importante para a cultura do milho nessa região 
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(Kimenju et al.,1998). Na região norte central dos Estados Unidos da América, as perdas na 

produção de milho têm sido associadas às espécies P. hexincisus Taylor and Jenkins e P. scribneri 

Steiner (Bergeson, 1978 e Norton, 1983).  

 

2.1.1. O Gênero Pratylenchus Filipjev, 1936 

As espécies de Pratylenchus são genericamente referidas como os nematoides das lesões 

radiculares devido aos sintomas na forma de lesões necróticas que causam nas raízes de seus 

hospedeiros (Godfrey, 1929 e Tihohod, 1993). Esses nematoides são endoparasitos migradores de 

corpo fusiforme, cujo comprimento dos adultos varia de 0,3 a 0,9 mm (Loof, 1991). 

No Brasil e no mundo, esses fitonematoides ocupam o segundo lugar em importância 

econômica, sendo superados, apenas, pelos nematoides das galhas, Meloidogyne spp. (Sasser & 

Freckman, 1987). Algumas espécies de Pratylenchus Filipjev, 1936 têm ampla distribuição 

geográfica, tanto em países de clima tropical como temperado (Luc, 1987), e causam necroses em 

órgãos subterrâneos em um grande número de culturas de importância econômica para a 

agricultura brasileira, tais como: soja, cana-de-açúcar, citros, café, milho, algodão, batata e 

diversas ornamentais (Tenente et al., 2002). 

Pratylenchus brachyurus já foi relatada no Brasil em quiabeiro (Abelmoschus esculentus 

(L.) Moench) (Café-filho & Huang, 1988) e sua patogenicidade foi estudada nessa cultura, a qual 

reagiu como boa hospedeira (Inomoto et al., 2004). Inomoto et al. (2001) estudaram o 

crescimento de duas cultivares de algodão (Gosspium hirsutum L.) inoculadas com P. brachyurus 

em casa de vegetação e observaram que ambas as cultivares analisadas mostram-se boas 

hospedeiras de P. brachyurus afetando ligeiramente a massa fresca das raízes e também a massa 

seca da parte aérea. Porém, em condições de campo, densidades populacionais inferiores a 12000 

nematoides por planta não causaram redução no crescimento das plantas (Machado et al., 2006). 
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O nematoide das lesões também já foi relatado como importante patógeno na cultura do 

milho na região norte dos Estados Unidos, onde perdas na produção foram estimadas com base 

nas densidades populacionais de espécies de Pratylenchus (Smolik & Everson, 1987; Norton, 

1983). Com objetivo de controlar nematoides associados à cultura do milho, inclusive 

Pratylenchus spp., foi realizado um experimento na região centro-norte da Flórida, observando-se 

que o revolvimento do solo a 40 cm de profundidade aumentou a produção do milho (Rich et al., 

1985).  

Vários pesquisadores têm dedicado seus estudos a P. zeae (Jordaan et al., 1987; Muchena 

& Bird, 1988; Arim et al., 2006; Berry et al., 2008; Guimarães et al., 2008; Cabrera et al., 2009). 

Na busca de controle para P. zeae, foi avaliado o efeito de cinco espécies de plantas daninhas 

sobre a infestação de P. zeae em milho, sendo que os autores concluíram que dentre as espécies 

testadas, Crotalaria shaerocarpa Perr. ex DC merece atenção especial por aumentar a população 

do nematóide. Já Eleusine indica L., além de ser sucetível a P. zeae, também apresenta 

capacidade de competir com o milho (Jordan & De Waele, 1988) 

Na revisão realizada por Gonzaga (2006) são listadas 69 espécies válidas de Pratylenchus, 

porém o número de espécies descritas deste gênero vem aumentando, chegando a 89 espécies 

(Castillo & Vovlas, 2007; Inserra et al., 2007; Mizukubo et al., 2007; Subbotin et al., 2008, 

Troccoli et al., 2008 e Palomares-Rius et al., 2010). Apesar do grande número de espécies no 

gênero, apenas seis são encontradas com mais frequência associadas a diferentes culturas no 

Brasil, a saber: P. brachyurus (Godfrey, 1929) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941, P. 

coffeae (Zimmermann, 1898) Goodey, 1959, P. jaehni Inserra, Duncan, Troccoli, Dunn, Santos, 

Kaplan & Vovlas, 2001, P. penetrans (Cobb, 1917) Chitwood & Oteifa, 1952, P. vulnus Allen & 

Jensen, 1951 e P. zeae Grahan, 1951 (EMBRAPA, 2007). 
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3. Identificação de espécies Pratylenchus Filipjev, 1936 

Os caracteres comumente usados para diagnose e para distinguir espécies são presença ou 

ausência de machos e os morfológicos e os morfométricos como, tamanho do corpo, número de 

anéis labiais, forma da região cefálica, tamanho do estilete, forma dos nódulos do estilete, 

estrutura do campo lateral, forma da espermateca, tamanho e estrutura do saco pós-uterino, forma 

da cauda e do término da cauda das fêmeas. Machos isolados não são em geral identificáveis 

apenas as fêmeas oferecem características morfológicas confiáveis para a identificação das 

espécies. 

Várias são as ferramentas taxonômicas que podem ser aplicadas em conjunto para 

identificar com maior precisão as espécies de nematoides, incluindo a morfometria de espécimes 

com o uso de microscópio fotônico (Mota & Eisenback, 1993; Carneiro et al., 1996a,b e Inserra 

et al., 2001); estudo da morfologia através do uso de microscópio eletrônico de varredura - SEM 

(Eisenback, 1985; Santos & Tihohod, 1993; Tersi et al., 1995; Santos & Maia, 1997 e Hernandez 

et al., 2001); métodos eletroforéticos para estudos de padrões enzimáticos de espécies (Hussey, 

1979; Esbenshade & Triantaphyllou, 1985; Payan & Dickson, 1990; Santos & Triantaphyllou, 

1992; Alonso et al., 1995; Ibrahim et al., 1995 e Soares & Santos, 2000) e a detecção molecular 

por PCR específico ou mediante técnicas envolvendo PCR (Subbotin et al., 1997; Pourjame et al., 

1999; Karssen et al., 2000; Inserra et al., 2001; Elbadri et al., 2002; Saeki et al. 2003; Oliveira et 

al., 2005; De La Peña et al., 2006 e Machado et al., 2007). O uso de critérios morfológicos ainda 

deve continuar sendo, o primeiro passo na identificação de nematoides (Mota & Eisenback, 

1993), mas podem não ser completamente acurados, porque diferenças genéticas não podem ser 

visualizadas e também devido a interferências do ambiente na morfologia das espécies. No caso 

de nematoides fitoparasitas, no estádio juvenil, que é o estágio infectivo, é difícil distinguir 
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espécies morfologicamente semelhantes. Portanto, frequentemente, resultados baseados em 

critérios fenotípicos devem ser confirmados utilizando métodos mais acurados de identificação, 

como os métodos baseados em características genéticas.  

Com o desenvolvimento de técnicas para os estudos em biologia molecular, tornou-se 

possível a distinção entre gêneros e espécies afins de nematoides, bem como de populações 

desses parasitas. A partir de protocolos desenvolvidos para outros organismos, esta diferenciação 

de nematoides pode ser efetiva, com adaptação de técnicas ou o desenvolvimento de novos 

métodos, possibilitando a diferenciação de fitonematoides morfologicamente semelhantes 

(Burrows, 1990; Caswell-Chen et al., 1992; Chacon et al., 1994; Hahn et al., 1994 e Ibrahim et 

al., 1994). A análise do DNA revela um elevado grau de polimorfismo, além de não ser 

influenciada pelo ambiente, fenótipo, ou pelo estádio de desenvolvimento do nematoide (Curran, 

1991). Com isso, verificou-se que as técnicas moleculares representam um grande potencial e 

facilidades na identificação rotineira de nematoides (Mulholland et al., 1996; Jones et al., 1997; 

Saeki et al., 2003 e Al- Banna et al., 2004). 

Dentre as técnicas moleculares a de RFP (Restriction Fragment Polymorphism), 

utilizando o DNA ribossomal, tem mostrado ser uma técnica confiável para a identificação de 

espécies de Pratylenchus e uma poderosa ferramenta para a análise da variabilidade genética 

(Vrain et al., 1992; Orui, 1996; Powers et al., 1997; Orui & Mizukubo, 1999; Waeyenberge et al. 

2000; Mizukubo et al., 2003; Saeki et al. 2003; De La Peña et al., 2006 e Machado et al., 2006). 

Waeyenberge et al. (2000) utilizando a técnica RFP diferenciaram 18 espécies de Pratylenchus e 

três populações de P. coffeae.  

Um outro marcador molecular amplamente utilizado na identificação e diferenciação de 

espécies é o DNA ribossomal (rDNA). O rDNA nos eucariotos está presente repetidas vezes, e 

cada unidade consiste de regiões codificadas para os genes rDNA 18S, 5.8S e 28S e dois espaços 
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internos (ITS1 e ITS2) que separam essas regiões. Cada unidade do rDNA apresenta 

componentes em sua sequência que envolvem variação e podem ser usados em estudos de 

sistemática para diferentes níveis taxonômicos (Fouly et al., 1997). As regiões do rDNA 18S, 

5.8S e 28S são muito conservadas eservem de base para confecção de primers universais (Berbee 

& Taylor, 1995 e Gargas & Depriest, 1996). Esses primers universais podem ser utilizados para 

uma ampla gama de espécies (White et al., 1990). Por outro lado, as regiões espaçadoras ITS e 

IGS acumulam mais variabilidade, sendo mais utilizadas na diferenciação de espécies ou entre 

populações da mesma espécie (Ristaino et al., 1998 e Esteve-Zarzoso et al., 1999). A região ITS 

(Internal Transcribed Spacers) tem sido muito utilizada para a identificação de fitonematoides, 

como também para estudos de filogenia, de genética de populações e de processos evolucionários 

desses organismos (Vrain et al., 1992; Wendt et al., 1993; Ibrahim et al., 1994; Joyce et al., 1994; 

Orui, 1996; Cherry et al., 1997; Powers et al., 1997; Uehara et al., 1998a,b e Saeki et al., 2003).  

Recentemente, utilizando a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) Machado et al. 

(2007), amplificaram a região ITS-1 do rDNA de P. brachyurus e por meio da análise dessa 

sequência verificaram diferenças em relação a outras espécies do gênero (P. coffeae, P. vulnus e P. 

zeae). Essas diferenças na região ITS-1 foram usadas para sintetizar um par primesr específico 

para diagnose de P. brachyurus. Ao avaliarem o primer em 30 populações de P. brachyurus os 

autores obtiveram um fragmento de 267 pb para todas as populações testadas. Além disso, 

verificaram que quando utilizaram outras espécies de Pratylenchus e de outros nematoides de 

solo, não houve amplificação de fragmentos por PCR com o primer desenvolvido no estudo em 

questão. Trabalhos semelhantes foram realizados para P. coffeae, P. loosi e P. penetrans, em que, 

a partir de um único indivíduo, inclusive juvenil, após a amplificação e sequenciamento da região 

ITS dessas espécies, foram construídos primers específicos para a diagnose das mesmas (Uehara 

et al., 1998a,b e Saeki et al., 2003). 
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4. Manejo de fitonematoides 

Diferentes métodos isolados de controle têm sido pesquisados e aplicados, mas 

recentemente ênfase tem sido dada à integração de vários métodos, para tornar a operação de 

controle mais racional, eficiente e econômica (Rosa et al., 2003). Entre as técnicas mais 

recomendadas para as fitonematoses está o uso de cultivares resistentes, controle biológico, 

emprego de plantas antagônicas, rotação de culturas com plantas não hospedeiras, revolvimento 

do solo por aração nos meses mais quentes e nematicidas sistêmicos (Whitehead, 1998). 

A utilização de cultivares resistentes é a medida mais eficiente de controle de nematoides 

que parasitam a cultura do milho (Lordello, 1984). A rotação de culturas com espécies botânicas 

não hospedeiras do nematóide, presente, na área de cultivo do milho, também é medida 

recomendada (Lordello, 1984; Araya & Caswell-Chen, 1994). Ademais, a utilização de plantas 

armadilhas como Crotalaria spectabilis Roth, as quais atraem e aprisionam juvenis de 

nematoides, é especificamente recomendada para o controle de Meloidogyne spp. Não obstante, a 

C. juncea L. possui potencial para mutiplicação de Pratylenchus spp. e Helicotylenchus spp., 

enquanto que rotação com mucuna preta (Mucuna aterrima Piper & Tracy) diminui as 

populações iniciais de Pratylenchus spp (Silva et al., 1989). O controle químico dos nematoides 

parasitas do milho depende da disponibilidade de produtos registrados no Ministério da 

Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA), bem como da análise econômica da utilização 

desta tecnologia (Costa et al., 2009) 
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5. Objetivos 

- Caracterização a nível molecular de populações de Pratylenchus zeae, P. coffeae, P. jaehni, P. 

penetrans e P. brachyurus, oriundas de diferentes regiões geográficas do Brasil e parasitas de 

diferentes hospedeiros, utilizando a técnica PCR-RFP.  

- Reação de linhagens e cultivares de milho (Zea mays L.) aos nematoides Pratylenchus 

brachyurus e P. zeae em cultivo protegido. 
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CAPÍTULO I 

CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE CINCO ESPÉCIES DE PRATYLENCHUS SPP. 

ATRAVÉS DA ANÁLISE DO rDNA POR PCR-RFP (POLYMERASE CHAIN 

REACTION- RESTRITION FRAGMENT POLYMORPHISM) 

RESUMO 

Os nematoides do gênero Pratylenchus são geralmente referidos como nematoides das lesões 

radiculares, devido as lesões necróticas que causam em seus hospedeiros. Estes parasitas têm sido 

considerados o segundo grupo mais importante entre os nematoides fitoparasitas na agricultura, 

causando severos danos em diversas culturas. O gênero Pratylenchus engloba 89 espécies 

morfológicas. A caracterização dessas espécies em geral é realizada através da morfologia, sendo 

essa, em alguns casos, difícil e laboriosa. Por isto, a região ITS (Internal Transcribed Sequence) 

(ITS) do Ribosomal Deoxyribonucleic Acid (rDNA) tem sido bastante utilizada para a 

caracterização molecular ou em estudos filogenéticos e evolucionários de nematoides. Neste 

trabalho, foram caracterizadas por meio da técnica Polymerase Chain Reaction-Restriction 

Fragment Polymorphism (PCR-RFP) distintas populações de P. zeae, P. coffeae, P. jaehni, P. 

penetrans e P. brachyurus oriundas de diferentes regiões geográficas do Brasil. As análises foram 

conduzidas usando as enzimas de restrição DdeI, HindIII , HpaII e PstI. Os produtos amplificados 

por PCR fragmentos de DNA de 750 a 1200 pb. Análises RFP mostraram a existência de 

variações interespecíficas, mas não revelaram variações intraespecíficas entre as populações 

estudadas de cada espécie. 

Palavras chave: Pratylenchus, PCR-RFLP, ITS. 
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ABSTRACT  – Nematodes in the genus Pratylenchus are generally referred as the root lesion 

nematode in allusion to the symptoms these parasites cause in their plant hosts. These nematodes 

have been considered as the second most important group of plant-parasitic-nematodes in 

agriculture, causing yield losses in a variety of crops. The genus Pratylenchus includes 89 

putative morphospecies. Their characterization is mostly accomplished by taking in account 

morphological approaches which in some cases is difficult and time consuming. Therefore, the 

ITS (Internal Transcribed Sequence) region of the Ribosomal Deoxiribonucleic Acid (rDNA) has 

been used in molecular characterization and in phylogenetic and evolutionary studies. In this 

work, molecular characterization was performed with different populations of P. zeae, P. coffeae, 

P. jaehni, P. penetrans, and P. brachyurus from diverse geographic regions of Brazil, using 

Polymerase Chain Reaction followed by Restriction Fragment Polymorphism (PCR-RFP). The 

analyses were conducted with four different restriction enzymes as DdeI, HindIII , HpaII,  and 

PstI. The amplified PCR products from the ITS region revealed differences in molecular weight 

ranging in size from 750 to 1200 pb, and the posterior RFP analysis showed an interspecific 

variation among species but absence of intraspecific variation among the populations studied of 

each species.  

Key words: Pratylenchus, PCR-RFLP, ITS. 
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INTRODUÇÃO 

Os nematoides do gênero Pratylenchus Filipjev, 1936, são geralmente referidos como 

nematoide das lesões radiculares, devido aos sintomas de lesões necróticas que causam em seus 

hospedeiros. Estes parasitas tem sido considerados o segundo grupo mais importante entre os 

nematoides fitoparasitas na agricultura, causando severos danos em diversas culturas, sendo 

superados apenas pelos nematoides de galhas do gênero Meloidogyne (Sasser & Freckman, 1987; 

Tihohod, 1993). Embora as espécies de Pratylenchus sejam bastante polífagas, existe uma clara 

diferença quanto à preferência desses nematoides por espécie hospedeira. Por exemplo, P. vulnus 

Allen & Jensen, 1951, encontrada associada a roseiras e P. penetrans (Cobb, 1917) Filipjev & 

Schuurmans Stekhoven, 1941, são comumente relatadas em plantas frutíferas perenes. 

Pratylenchus brachyurus (Godfrey, 1929) Filipjev e Shuurmans Stekhoven, 1941, na Califórnia 

se associa principalmente à cultura do algodão (McKenry & Roberts, 1985). No Brasil, seis 

espécies de Pratylenchus tem sido relatadas com maior frequência: P. brachyurus, P. zeae 

Graham, 1951, P. coffeae (Zimmerman, 1898) Filipjev & Shuurman Stekhoven, 1941, P. jaehni 

Inserra, Ducan, Troccoli, Dunn, Santos, Kaplan & Vovlas, 2001, P. penetrans, e P. vulnus 

(Gonzaga, 2006).  

O controle de Pratylenchus spp. é difícil e alternativas de manejo desse nematoide nem 

sempre são eficazes, uma vez que as espécies apresentam um amplo círculo de plantas 

hospedeiras, o que na maioria das vezes inviabiliza o uso da rotação de culturas, assim como são 

escassas as fontes de resistência para as principais espécies vegetais cultivadas no Brasil. 

O sucesso de um programa de manejo de nematoides muitas vezes depende da rápida e 

segura identificação da espécie presente na área (Qiu et al., 2007). A correta identificação a nível 

de espécie é crucial para a prevenção da disseminação dos nematoides fitopatogênicos, local e 
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internacionalmente, bem como, para o sucesso das estratégias de manejo desses parasitas (De 

Waele & Elsen, 2007). 

As dificuldades para a identificação de espécies de Pratylenchus são em decorrência da 

escassez de características morfológicas aplicáveis à diagnose de indivíduos desse gênero, bem 

como da variabilidade intraespecífica de algumas dessas caracteríticas (Tarjan & Frederick, 1978; 

Handoo & Golden, 1989; Mounport et al., 1990). Certamente, características morfológicas, tais 

como, número de anéis labiais, forma da espermateca e estruturas do campo lateral, são 

geralmente eficientes para a identificação de espécies de Pratylenchus (Loof, 1978). Entretanto, o 

reconhecimento dessas características requer um substancial treinamento, além da necessidade de 

muitos espécimes de fêmeas para um diagnóstico preciso. Variações morfométricas em estudos 

com espécies de Pratylenchus foram previamente relatadas (Doucet et al., 1998, 2001). Essas 

variações indicam que nem sempre pelas características morfométricas pode-se chegar à 

identificação correta das espécies de Pratylenchus. 

Nos últimos 20 anos é crescente o uso de técnicas moleculares para análise de DNA 

(Vogler & Monaghan, 2007) e análises de proteínas (Andrés et al., 2000) entre os nematologistas, 

para confirmar a validade de espécies de nematoides e, também, para ajudar na identificação e 

descrição de novas espécies (DeWaele & Elsen, 2007). 

Dentre os estudos de identificação de nematoides com o uso de ferramentas moleculares, 

destacam-se aqueles que utilizam as sequências ITS do rDNA. Essas sequências são variáveis 

(ITS 1 e ITS 2) e intercalam, respectivamente, as subunidades das regiões 18S, 5.8S e 26S do 

rRNA. Assim, as regiões ITS são capazes de distinguir vários organismos além de permitirem 

estudos filogenéticos e evolucionários (Bulman & Marshall, 1997; Uehara et al., 1998; Carta et 

al., 2001; Handoo et al., 2001; Saeki et al., 2003; Berry et al., 2007). Especialmente para 

caracterização molecular de nematoides, o estudo dessas regiões tem mostrado consideráveis 
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variações interespecíficas e intraespecíficas (Iwahori et al., 1998; Inserra et al., 2001; Hajieghrari 

et al., 2007; Zhao et al., 2008; Landa et al., 2008; Munera et al., 2009; Trinh et al., 2009; Deimi et 

al., 2009; Oh et al., 2009; Kanzaki et al., 2009; Van den Berg et al., 2009).  

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar em nível molecular populações de P. zeae, 

P. coffeae, P. jaehni, P. penetrans e P. brachyurus, provinientes de diferentes hospedeiros, 

oriundas de diferentes regiões do Brasil, utilizando análises da região ITS através da PCR-RFP.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Populações de Pratylenchus spp. 

Neste trabalho foram analisadas 18 populações, sendo sete de Pratylenchus zeae, seis de 

P. brachyurus, três de P. jaehni, uma de P. coffeae e uma de P. penetrans. As populações foram 

obtidas em diferentes regiões do Brasil oriundas de diferentes hospedeiras (Tabela 1). A 

identificação inicial foi realizada com base no exame microscópico de espécimes montados em 

lâminas permanentes e comparação das características morfológicas observadas com aquelas 

descritas na literatura (Handoo & Golden, 1989). Os nematoides de cada população foram 

multiplicados e mantidos em cilindros de cenoura, em ambiente estéril à temperatura de 25 oC, 

conforme metodologia descrita por Gonzaga (2006). 

Extração do DNA 

A extração do DNA dos nematoides de cada população foi realizada de acordo com o 

protocolo de purificação de DNA de tecido animal descrito em Kit Dneasy Blood and Tissue 

(Qiagen), como descrito abaixo. Aproximadamente 100 nematoides de cada população foram 

colocados individualmente sob esteromiscroscópio e utilizados na extração.  
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Os nematoides foram pescados e colocados em eppendorfs contendo 10 µl de água 

destilada esterilizada. Em seguida foram adicionados 180 µl de tampão de lise (ATL) e os 

nematoides foram macerados com pistilos plásticos (procedimento feito no gelo). Acrescentando-

se 10 µl de proteinase K e incubando-se as amostras em banho maria a 60°C por 

aproximadamente 1h e 40 minutos, até que o material se tornasse viscoso. Acrescentou-se 200 µl 

de tampão AL e incubou-se as amostras a 70°C por 10 minutos, em seguida adicionou-se 200 µl 

de etanol (96-100%). O material foi pipetado para uma coluna de mini Dneasy e centrifugado a 

8000 rpm por 1 minuto (15-25°C). Descartou-se o que passou pela coluna e foram acrescidos 500 

µl de tampão de lavagem AW1 e centrifugou-se o material novamente a 8000 rpm por 1min (15-

25°C), descartou-se novamente o material que passou pela coluna e foi acrescentado o tampão de 

lavagem AW2 e centrifugou-se a 14000 rpm por 3 minutos (15-25°C), sendo que o material que 

passou pela coluna foi descartado. Por fim, acrescentou-se 50 µl de água destilada e esterilizada e 

centrifugou-se a 8000 rpm (15-25°C). Esse procedimento foi repetido e as amostras levadas para 

uma centrífuga a vácuo para reduzir o volume final. 

Após a extração, o DNA das amostras foi quantificado em espectrofotômetro do tipo 

Nanodrop (Modelo ND-1000) e utilizado nas reações de PCR. 

Reações de PCR 

Cada reação de PCR foi realizada em tubos de 0,2 ml contendo cerca de: 1 ng do DNA de 

cada espécie; 1 U Taq DNA polimerase (Invitrogene) (220 µM de cada dNTP; 22 mM Tris-HCl 

(pH 8,4); 55 mM KCl; 1,65 mM MgCl2; 250 µM (0,4 µM) dos primers universais (18S -5’  TTG 

ATT ACG TCC CTG CCC TTT 3’ e 26S – 5’ TTT CAC TCG CCG TTACTA AGG 3’) como 

descrito por Vrain et al. (1992) em um volume total de 25 µl de reação. As condições de 

amplificação utilizadas foram: 94oC por 2 minutos (1 ciclo), 35 ciclos de 1 minuto a 94 oC 
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(Desnaturação), 1 minuto a 53 oC (anelamento), 2 minuto a 72oC (extensão), seguido por 

extensão final a 72oC por 6 minutos. Após a amplificação do DNA, 8 µl da reação foi depositado 

em gel de agarose a 1% para corrida em aparelho eletroforético horizontal contendo tampão Tris 

Borato EDTA (TBE) (Tris-Borato 100 mM, EDTA 2 mM) e corado com brometo de etídio (0,5 

µg/ml). Os fragmentos de DNA foram visualizados em transiluminador de luz UV e 

fotodocumentado em sistema EDAS, Kodak. 

Restriction Fragment polymorphism (RFP) 

Para a análise de RFP dos produtos amplificados de cada população foram utilizados 

cerca de 10 a 15 µl de cada PCR para a digestão com 15 U das enzimas de restrição DdeI 

(Fermentas Life Sciences), HindIII  (Sigma), HPaII (Fermentas Life Sciences) e PstI (Fermentas 

Life Sciences) em tampão apropriado, de acordo com as recomendações dos fabricantes. A 

digestão foi conduzida por 16 h a 37 oC. Os produtos da digestão enzimática foram separados em 

eletroforese em gel de agarose 1% e, corados com brometo de etídio (0,5 µg/ml) em TBE. Ao 

término da corrida eletroforética os géis foram visualizados em luz UV e fotodocumentados em 

sistema EDAS, Kodak. A estimativa do peso molecular dos produtos amplificados do DNA de 

cada população na PCR, bem como dos produtos da digestão enzimática foi realizada por meio 

da comparação com o marcador de peso molecular 100 pB ou 1 Kb (Invitrogen) também 

adicionados aos géis. O resultado de cada digestão enzimática dos produtos amplificados na PCR 

e PCR-RFP foi confirmado em duplicatas. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A amplificação da região ITS do rDNA de cada população produziu fragmentos de DNA  

de 750 a 1200pb (Figura 1). Este resultado demonstra que a região ITS 1 – ITS 2 é variável em 

tamanho entre as espécies analisadas e, somente P. coffeae foi perfeitamente distinguível dos 

demais no gel de agarose a 1%. Pratylenchus penetrans foi o que apresentou o menor fragmento 

amplificado para aquela região, de aproximadamente 750 pb. Os demais (P. zeae, P. brachyurus e 

P. jaehni) apresentaram regiões de cerca de 800 a 900 pb, o que diminui a distinguibilidade entre 

as espécies, dificultando em alguns casos a separação das mesmas. Subbotin et al. (2008) 

observaram, baseado em análise da região D2–D3 28S, 18S, divergências filogenéticas entre P. 

zeae e P. brachyurus. 

Na análise em PCR-RFP os padrões de bandas nos géis de agarose demonstraram 

claramente diferenças de tamanho e número de fragmentos de digestão com as quatro enzimas 

analisadas. A única espécie que apresentou sítios de restrição para todas as enzimas foi P. coffeae 

(Figuras 2, 3, 4 e 5). Pratylenchus penetrans apresentou sítios para duas enzimas (HpaII e DdeI) 

(Figuras 4 e 5). Duas espécies apresentaram sítios para duas enzimas como a HindIII e PstI (P. 

brachyurus) (Figuras 2 e 3) e DdeI e HpaII (P. jaehni) (Figuras 4 e 5). Pratylenchus zeae somente 

apresentou claramente sítios de restrição para a enzima DdeI (Figura 5), cujo fragmento parece 

ser digerido por HpaII (Figura 4), pois notou-se um fragmento menor que o original (Figura 1).  

Os fragmentos originados de todas as digestões com o DNA de P. coffeae confirmaram o 

tamanho amplificado na PCR de cerca de 1,2 a 1,3 Kb conforme observado no trabalho de 

Waeynberge et al. (2000). Nesse caso, ainda com a enzima DdeI somente pode-se distinguir 

fragmentos resultantes de aproximadamente 500 pb. Assim, pode-se esperar que existam sítios 

que produzam fragmentos menores não visualizados no gel. Este resultado também foi observado 
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em alguns casos em P. jaehni (DdeI e HpaII), P. brachyurus (DdeI, HindIII e PstI) e P. penetrans 

(DdeI, HpaII e PstI).  

As espécies P. brachyurus e P. coffeae foram aquelas que mais se distinguiram das 

demais. Essas diferenças foram observadas através dos fragmentos obtidos da digestão de com as 

enzimas HindIII , HpaII e PstI para Pratylenchus coffeae  e também dos fragmentos obtidos da 

digestão com as enzimas HindIII , DdeI e PstI para P. brachyurus. As espécies P. jaehni e P. 

penetrans destacaram-se das demais com a enzima HpaII, porém não foi possível a distinção 

entre elas. A espécie P. zeae não pode ser exatamente e individualmente distinguida com 

nenhuma enzima quando comparada com as outras quatro espécies estudadas devido às 

semelhanças em tamanho dos fragmentos gerados. Porém, não foi possível observar a existência 

de variação intraespecífica ao menos nas sete populações analisadas.  

Os resultados da digestão dos fragmentos com DdeI demonstraram que as espécies P. 

zeae, P. coffeae, P. jaehni e P. penetrans resultaram em fragmentos de tamanhos similares, tais 

como 500-550 pb e 200-250 pb, o que dificulta a diferenciação dessas espécies com a aplicação 

dessa enzima. No entanto, estes resultados sugerem que os sítios de restrição para DdeI são 

conservados nessas quatro espécies, sendo divergentes apenas para P. brachyurus. Divergências 

entre P. brachyurus e outras espécies de Pratylenchus também foram encontradas por Andrés et 

al. (2000). Estudando nove espécies de Pratylenchus, os autores observaram um certo 

distanciamento genético entre P. brachyurus e as espécies P. penetrans e P. coffeae. Também 

Subbotin et al. (2008) observaram, baseado em análise da região D2–D3 28S, 18S, divergências 

genética entre P. zeae e P. brachyurus. 

A digestão com a enzima DdeI mostrou um perfil semelhante de restrição para a maioria 

das espécies (Figura 5). Porém, essa enzima foi a única que digeriu claramente o fragmento do 

rDNA de P. zeae. No entanto, essa espécie não pode ser individualmente distinguida com 
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exatidão com nenhuma das enzimas quando comparada às demais espécies estudadas devido à 

similaridade em tamanhos dos fragmentos gerados, diferindo dos resultados obtidos por 

Waeynberg et al. (2000) 

As análises de RFP da região ITS do rDNA amplificada em PCR para as enzimas PstI, 

HindIII,  HpaII e DdeI, revelaram variabilidade interespecífica entre as espécies de Pratylenchus 

das populações brasileiras estudadas, confirmando os resultados obtidos por Waeynberge et al. 

(2000), que demonstraram variação interespecífica para dezoito espécies de Pratylenchus de 

diferentes regiões geográficas por meio da análise da combinação de pelo menos duas enzimas. 

Assim, com a análise simultânea dos fragmentos da região ITS 1 de rDNA resultantes da digestão 

com duas enzimas pode ser possível proceder a identificação individual de P. zeae e/ou das 

demais espécies que ocorrem no Brasil. Além disto, este tipo de análise não confirmou a 

inexistência de variabilidade intraespecífica nas espécies aqui estudadas. Orui & Mizukubo 

(1999), estudando espécies de Pratylenchus de amostras de tabaco, através das análises PCR-

RFLP, concluiram que foi possível distinguir entre P. penetrans, P. crenatus, P. neglectus, P. zeae 

e Pratylenchus sp. Reid et al. (1997), estudando dezessete espécies de nematoides 

entomopatogênicos, concluíram que a região ITS é ideal para distinguir espécies, dependendo da 

enzima de restrição usada para RFLP. 

Alguns estudos têm revelado variações intraespecíficas em populações de nematoides 

(Hugall et al., 1999; Subbotin et al., 2000; Waeyenberge et al., 2000). As principais causas dessa 

variação estão na presença de sequências repetidas e nas diferenças em tamanho na região ITS do 

rDNA (Harris & Grandall, 2000; Canole et al., 2001; Depaquit et al., 2002). Neste estudo não foi 

observada essa variação intraespecífica em nenhuma das espécies estudadas, para as quais foram 

analisadas mais de uma população, porém, através do estudo em outras regiões do rDNA, como 

por exemplo a D1, D2 ou D3 desses genes, ou usando dupla digestão ou ainda outras técnicas tais 
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como a Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), variações intraespecíficas poderão ser 

detectadas entre as populações. A técnica de DNA polimórfico amplificado aleatoriamente 

(RAPD) tem sido empregada com esse objetivo (Cenis, 1993), mas sua reprodutibilidade tem 

sido motivo de discussão. Este trabalho oferece seqüenciar os fragmentos de DNA visando a 

obtenção de possíveis marcas genéticas específicas para as diferentes espécies de Pratylenchus 

como P. brachyurus, P. jaehni, P. penetrans e P. zeae. 

Este trabalho representa o primeiro relato da utilização do PCR-RFP para caracterizar em 

nível molecular diferentes populações brasileiras pertencentess a cinco espécies de Pratylenchus. 

CONCLUSÕES 

A análise RFP demonstrou diferença interespecífica para as espécies Pratylenchus 

coffeae, P. brachyurus, P. jaehni e P. penetrans, no conjunto da análise de quatro diferentes 

enzimas, porém não demonstrou variabilidade intraespecífica nas populações analisadas.  

Este estudo demonstra que a técnica molecular baseada em PCR-RFP é uma ferramenta 

útil na diagnose de espécies de Pratylenchus. 
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Tabela 1: Populações de Pratylenchus spp. utilizadas nas análises RFP. 

Espécie Hospedeiro Local Código 
P. zeae Milho Luís Eduardo Magalhães (BA) 1 
P. zeae Dracena Juquiá (SP) 2 
P. zeae Cana-de-açúcar Paineiras (SP) 3 
P. zeae Milho Onda verde (SP) 4 
P. zeae Milho Brasília (DF) 5 
P. zeae Cana-de-açúcar Rio de Janeiro 6 
P. zeae* Cana-de-açúcar Inhumas (GO) 7 
P. coffeae Graviola Recife (PE) 8 
P. jaehni Citros Palestina (SP) 9 
P. jaehni Citros Mogiguaçú (SP) 10 
P. jaehni Citros Itajobi (SP)  11 
P. penetrans Lírio Araxá (MG) 12 
P. brachyurus Cana-de-açúcar Santa Adélia (SP) 13 
P. brachyurus* Soja Ipameri (GO) 14 
P. brachyurus Soja Luziânia (GO) 15 
P. brachyurus Soja Chapadões (GO) 16 
P. brachyurus Soja Paraúna (GO) 17 
P. brachyurus Milho Silvânia (GO) 18 

*Populações utilizadas como inoculo para o ensaio de resistência genética, capítulo II. 
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Figura 1: Amplificação do Espaço Interno trancrito (ITS) do DNA ribossomal através da reação da 

polimerase em cadeia (PCR) de Pratylenchus spp. PM: Marcador de peso molecular 1kb; 1, 2, 3, 4, 

5, 6 e 7: P. zeae; 8: P. coffeae; (-) controle negativo; 9, 10, 11: P. jaehni; 12: P. penetrans; 13, 14, 15, 

16, 17, 18: P. brachyurus. 
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Figura 2- (A) Fragmentos de restrição, obtido com a enzima PstI, da região ITS de rDNA 

amplificada por PCR de Pratylenchus spp.; (B) esquema consolidado. PM- marcador de 

peso molecular 1kb; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ( P. zeae); 8 (P.coffeae); (-) controle negativo; 9, 10, 

11 (P. jaehni); 12 (P. penetrans); 13, 14, 15, 16, 17, 18 (P. brachyurus). 
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Figura 3: (A) Fragmentos de restrição, obtido com a enzima HindIII , de rDNA da região ITS 

amplificada por PCR de Pratylenchus spp.; (B) esquema consolidado. PM- marcador de peso 

molecular 1kb; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 (P. zeae); 8 (P. coffeae); (-) controle negativo; 9, 10, 11 (P. 

jaehni); 12 (P. penetrans); 13, 14, 15, 16, 17, 18 (P. brachyurus). 
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Figura 4: (A) Fragmentos de restrição, obtido com a enzima HpaII, da região ITS de rDNA 

amplificada por PCR de Pratylenchus spp.; (B) esquema consolidado. PM- marcador de 

peso molecular 1kb; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 (P. zeae); 8 (P. coffeae); (-) controle negativo; 9, 10, 

11 (P. jaehni); 12 (P. penetrans); 13, 14, 15, 16, 17, 18 (P. brachyurus). 
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Figura 5: (A) Fragmentos de restrição, obtido com a enzima DdeI, da região ITS de rDNA 

amplificada por PCR de Pratylenchus spp.; (B) esquema consolidado. PM- marcador de peso 

molecular 1kb; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 (P. zeae); 8 (P. coffeae); (-) controle negativo; 9, 10, 11 (P. 

jaehni); 12 (P. penetrans); 13, 14, 15, 16, 17, 18 (P. brachyurus). 
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CAPÍTULO 2  

REAÇÃO DE ACESSOS DE MILHO (ZEA MAYS L.) A ESPÉCIE DE PRATYLENCHUS 

BRACHYURUS E P. ZEAE 

RESUMO 

A cultura do milho é de grande importância econômica para o Brasil, principalmente por 

ser usada em rotação de cultura em plantios de soja. Estudos têm sido feitos no sentido de buscar 

genótipos resistentes a várias doenças. Porém, a maioria dos estudos se concentram em 

nematoides causadores de galhas (Meloidogyne spp.). Portanto havendo a necessidade de mais 

estudos sobre as espécies Pratylenchus zeae e P. brachyurus, as quais estão comumente 

associadas à cultura do milho. Os objetivos deste estudo foram avaliar a reação de 18 linhagens e 

híbridos de milho aos nematoides P. brachyurus e P. zeae e avaliar a reprodução das duas 

espécies de nematoides, sob condições de telado. As plantas foram inoculadas individualmente 

com aproximadamente 800 nematoides. Sessenta e dois dias após a inoculação determinou-se a 

capacidade reprodutiva dos nematoides, estimando-se o fator de reprodução (FR=Pf/Pi, sendo Pf 

a população final e Pi a população inicial de nematoides). O FR mostrou que das plantas 

inoculadas com P. brachyurus, apenas a linhagem 521550 foi considera suscetível, enquanto que 

para P. zeae os acessos 521162, 262841-1-4-1, 521550 e BRS3025 foram suscetíveis. Quanto à 

reprodução dos nematoides, demonstrada pelo FR, notou-se que a multiplicação de P. zeae foi 

significativamente superior à apresentada por P. brachyurus. O uso de espécies cultivadas 

resistentes aos nematoides das lesões radiculares em sistemas de rotação de culturas previne 

danos futuros em espécies mais suscetíveis. Portanto, os híbridos de milho avaliados apresentam 

grande potencial para semeadura em áreas infestadas por P. brachyurus e P. zeae, pois permitem 

taxas restritas de multiplicação do nematoide. Os resultados mostraram que a maioria das 
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linhagens avaliadas constitui materiais promissores para ser usados em programas de 

melhoramento, para obtenção de híbridos resistentes. 
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REACTION ACESS OF MAIZE ( ZEA MAYS L.) TO THE NEMATODES 

PRATYLENCHUS BRACHYURUS AND P. ZEAE 

ABSTRACT   

 Maize is a crop of great economic importance for Brazil, mainly because it is used in crop 

rotation to soybeans. Studies have been done to seek genotypes resistant to various plant diseases. 

However, most studies focus on the root-knot nematode (Meloidogyne spp.). Therefore, there is a 

need for additional studies on the lesion nematodes Pratylenchus zeae and P. brachyurus, 

commonly associated with maize. The objectives of this study were to evaluate the reaction of 18 

breeding lines and two hybrids of maize to the nematodes P. brachyurus and P. zeae, and to 

evaluate the reproduction of these nematode species under greenhouse conditions. Plants were 

individually inoculated with 800 nematodes. Sixty-two days after inoculation, reproductive 

ability of the nematodes was determined, estimating the reproduction factor (RF = Pf / Pi; Pf is 

the final population and Pi is the initial population of nematodes). Splitting the analysis by 

nematode species, only breeding line 521550 was considered susceptible to P. brachyurus, while 

for P. zeae access 521162, 262841-1-4-1, 521550 and BRS3025 were susceptible. As for the 

reproduction of the nematodes, as demonstrated by FR, the multiplication of P. zeae was 

significantly higher than that by P. brachyurus. The use of resistant plant species to lesion 

nematodes in crop rotation systems prevents future damage in more susceptible species. 

Therefore, the hybrids evaluated in this study have great potential for sowing in areas infested by 

P. brachyurus and P. zeae, since they allow restricted multiplication rate of the nematode. The 

results suggest that the breeding lines evaluated are are promising materials to be used in 

breeding programs to obtain hybrids resistant to the lesion nematodes. 
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INTRODUÇÃO 

O Brasil ocupa a terceira posição no ranking mundial em produção de grãos de milho, 

colhendo em média 12 milhões de hectares a cada safra, sendo superado apenas pelos Estados 

Unidos e pela China (FAO, 2010). 

Além de ocupar uma área cultivada considerável no território brasileiro, gerando 

empregos no setor agrícola, o milho é importante pela sua utilização direta na alimentação 

humana e de animais, bem como na indústria para a produção de cola, amido, óleo, álcool, flocos 

alimentícios, bebidas e de vários outros produtos importantes em nosso cotidiano. A importância 

do milho na produção animal pode ser reconhecida pelo consumo de 80% de todo o milho 

produzido no país na forma de ração (Souza & Braga, 2004). 

Por ser um dos cereais de maior importância econômica no mundo, o milho é uma das 

espécies vegetais mais estudadas. Constantemente, programas de melhoramento estão buscando 

novos procedimentos para a obtenção de variedades mais produtivas e economicamente 

rentáveis. 

Os programas de melhoramento genético do milho foram impulsionados no início do 

século XX, com o desenvolvimento de linhas puras ou linhagens, oriundas do processo clássico 

de autofecundação das plantas de milho por várias gerações e com a descoberta do vigor híbrido 

ou heterose, fenômeno que proporciona grande produtividade em plantas F1 provenientes do 

cruzamento de parentais que exibem alta divergência genética entre si. Através do conhecimento 

e da aplicação dos princípios da genética clássica, permitiu-se a introdução de novos caracteres 

na cultura do milho, como a resistência a doenças e pragas, melhor qualidade nutricional, maior 

produtividade, menor tombamento e quebra do colmo e, demais caracteres importantes à cultura 

(CIB, 2010). 
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Os conceitos para o desenvolvimento do milho híbrido surgiram por volta de 1909, em 

que dois estudos independentes chegaram a semelhantes conclusões. Desde o início do século 

passado, o método utilizado na formação do milho híbrido vem adotando os mesmos 

procedimentos de auto-fecundações sucessivas para obtenção das linhagens, sendo essas 

avaliadas quanto à capacidade de combinação e obtenção dos híbridos. A auto-fecundação 

contínua de indivíduos por sete a dez gerações resulta em linhagens puras, sendo que a fixação 

dos alelos nessas linhas puras leva à redução no vigor e na produtividade, entretanto o vigor 

híbrido restaurado pelo cruzamento de linhagens endogâmicas provoca significativos aumentos 

na produtividade (East, 1909; Shull, 1909).  

No entanto, para que a produção comercial de milho híbrido seja eficiente, são 

necessários métodos para identificar as linhagens com resistência aos patógenos e que 

apresentem os melhores desempenhos “per se” ou em combinações híbridas (Melo et al., 2001). 

A cultura do milho é de grande importância econômica para o Brasil, também por ser uma 

opção economicamente atrativa para uso em rotação de cultura em plantios de soja objetivando o 

controle de alguns fitonematoides (Johnson, 1985 e Raymundo, 1985). Visando garantir a 

sustentabilidade desse sistema de rotação, estudos têm sido feitos no sentido de desenvolver 

híbridos com resistência múltipla a doenças (Baldwin & Barker, 1970; Brito & Antonio, 1989; 

Jones et al., 1997; Schuelter et al., 2003; Vieira et al., 2009). No que se refere a nematoides, a 

maioria desses estudos concentra-se em nematoides causadores de galhas, Meloidogyne spp. 

(Waudo & Norton, 1986; Jordaan et al., 1987; Aung et al., 1990; Silva e Carneiro, 1993; 

Medeiros et al., 2001; Manzotte et al., 2002; Ribeiro et al.,2002; Carneiro et al., 2006 e Carneiro 

et al., 2007). Entretanto, observa-se a necessidade de se conhecer mais sobre as espécies 

Pratylenchus zeae e P. brachyurus em realação ao milho, as quais são rotineiramente associadas 

à cultura. 
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As espécies de Pratylenchus Filipjev, 1936 são referidas como os “nematoides das lesões 

radiculares” devido aos sintomas na forma de lesões necróticas que causam nas raízes de seus 

hospedeiros (Godfrey, 1929 e Tihohod, 1993). No Brasil e no mundo, esses fitonematoides 

ocupam o segundo lugar em importância econômica, sendo superados, apenas, pelos nematoides 

de galha Meloidogyne spp. (Sasser & Freckman, 1987 e Tihohod, 1993). Causam necroses em 

raízes e outros órgãos subterrâneos em um grande número de culturas de importância econômica 

para a agricultura brasileira, tais como: soja, cana-de-açúcar, citros, café, milho, algodão, batata e 

diversas ornamentais (Tenente et al., 2002).  

As espécies de nematóides que atacam a cultura do milho com mais frequência são 

aquelas pertencentes ao gênero Pratylenchus Filipjev, 1936 (Lordello, 1986). No Brasil, as 

espécies de nematoides mais importantes para a cultura do milho, quanto à patogenicidade, à 

distribuição e à alta densidade populacional, são Meloidogyne spp., Pratylenchus brachyurus 

(Godfrey, 1929) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941, Pratylenchus zeae Grahan, 1951, 

Helicotylenchus dihystera, Criconemoides spp. e Xiphinema spp. (Costa et al., 2009). P. 

brachyurus e P. zeae são as mais danosas a cultura do milho sendo que o controle desses 

nematoides aumenta até duas vezes o custo de produção (Lordello, 1984). No Quênia, a espécie 

mais importante é P. zeae, sendo já relata até 50% de perda em campo infestado (Kimenju et 

al.,1998). Na região central-norte dos Estados Unidos da América, as perdas na produção de 

milho têm sido associadas mas frequentemente às espécies P. hexincisus Taylor and Jenkins e P. 

scribneri Steiner (Bergeson, 1978 e Norton, 1983).  

P. brachyurus já foi relatado no Brasil em quiabeiro Abelmoschus esculentus(L.) Moench 

(Café-filho & Huang, 1988) e sua patogenicidade foi estudada nessa cultura, a qual reagiu com 

boa hospedeira (Inomoto et al., 2004). Inomoto et al., (2001) estudaram o efeito de P. brachyurus 

no crescimento de duas cultivares de algodão (Gosspium hirsutum L.) em casa de vegetação e 
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observaram que ambas as cultivares analisadas mostram-se boas hospedeiras ao P. brachyurus 

afetando ligeiramente a massa fresca das raízes e também a massa seca da parte aérea. Porém, em 

condições de campo observou-se que ele é pouco agressivo ao algodoeiro, uma vez que 

densidades populacionais inferiores a 12000 nematoides por planta não causaram redução no 

crescimento das plantas (Machado et al., 2006). 

O nematoide das lesões radiculares também já foi relatado como importante patógeno na 

cultura do milho na região norte dos Estados Unidos, onde perdas na produção foram estimadas 

com base nas densidades populacionais de espécies de Pratylenchus (Smolik & Everson, 1987; 

Norton, 1983). Com objetivo de controlar nematoides associados à cultura do milho, inclusive 

Pratylenchus spp., foi realizado um experimento na região centro-norte da Flórida, observando-se 

que o revolvimento do solo a 40 cm de profundidade aumentou a produção do milho (Rich et al., 

1985).  

Vários pesquisadores têm dedicado seus estudos a P. zeae (Jordaan et al., 1987; Muchena 

& Bird, 1988; Arim et al., 2006; Berry et al., 2008; Guimarães et al., 2008; Cabrera et al., 2009). 

Na busca de controle de P. zeae, foi avaliado o efeito de cinco espécies de ervas daninhas sobre a 

infestação de P. zeae em milho, sendo que os autores concluíram que, dentre as espécies testadas, 

Crotalaria shaerocarpa Perr. ex DC merece atenção especial por aumentar a população do 

nematoide e também Eleusine indica L., além de ser sucetível a P. zeae, também apresenta 

capacidade de competir com o milho (Jordan & De Waele, 1988) 

No Brasil, tornaram-se também frequentes trabalhos visando caracterizar a reação de 

genótipos de milho, em função da capacidade reprodutiva dos nematoides nas raízes, devido a 

busca constante em desenvolver cultivares resistentes a nematoide e a necessidade de conhecer 

mais sobre a patogenicidade dos mesmos (Brito e Antonio, 1989; Guimarães Filho, 1993; 

Lordello et al., 1989; Asmus & Andrade, 1997; Carneiro et al., 2006). 
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Em estudos moleculares visando caracterizar as populações de P. zeae e P. brachyurus 

(Capítulo 1), observaram-se divergências dos resultados publicados por Waeyenberge et al. 

(2000), as quais motivaram os estudos com os objetivos de avaliar a reação de linhagens e 

híbridos de milho (Zea mays L.) da Embrapa Milho e Sorgo, aos nematoides P. brachyurus e P. 

zeae e avaliar a reprodução de populações desses nematoides sob condições de telado.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento foi conduzido usando o delineamento inteiramente casualizado em fatorial 

3x20x5 (1- solo não infestado, 2- Pratylenchus zeae e 3- P. brachyurus, 20 acessos e 5 

repetições). Cada parcela experimental consistiu de uma planta por vaso de 3 litros, totalizando 

300 vasos. O experimento foi conduzido na Embrapa Milho e Sorgo (CNPMS), em Sete Lagoas, 

MG, Brasil, no período de novembro de 2009 a fevereiro de 2010. Os acessos avaliados fazem 

parte do programa de melhoramento de milho da Embrapa Milho e Sorgo (Tabela 1). Foram 

avaliados 18 linhagens e dois híbridos comerciais sob condições de telado (Figura 1). O viveiro 

(242 m2 e 3m de altura) onde foi instalado o experimento era protegido com tela branca anti 

afídeos e coberto com telhas de fibra de vidro. 

Três sementes de cada acesso foram semeadas em cada vaso plástico de 3 litros, contendo 

substrato Plantimax®. Após a emergência, procedeu-se o desbaste, deixando-se uma planta por 

vaso.  

Os inóculos foram obtidos a partir de populações puras mantidas em cilindros de cenoura 

em câmara de crescimento tipo BOD a 25°C, com ausência de fotoperíodos, conforme 

metodologia descrita por Santos (2007). A poulação de Pratylenchus zeae e a de P.brachyurs 

foram oriundas de cana-de-áçucar (Inhumas, GO) e soja (Ipameri, GO), respectivamente. Para 

cada espécie em estudo, preparou-se uma suspensão contendo aproximadamente 800 

nematoides/mL e as inoculações foram feitas com 1 mL dessa suspensão, dez dias após a 

semeadura, em orifícios feitos próximo ao colo das plantas. 

Sessenta e dois dias após as inoculações as partes aéreas das plantas foram medidas, 

utilizando fita métrica, e em seguida, cortadas e acondicionadas em sacos de papel, esses sacos 

contendo a parte aérea das plantas foram levados a estufa aquecida a 50°C por uma semana, em 

seguida foram pesados para determinação da massa seca. Posteriormente, os sistemas radiculares 
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e 200 cm3 de substrato de cada vaso, foram coletados para extração dos nematoides conforme 

metodologia de Jenkins, 1964. As raízes foram pesadas e 20g separadas para extração dos 

nematoide conforme metodologia de Coolen & D’Herde (1972). A suspensãode nematoides 

obtida foi contada com auxílio de uma lupa. Estimou-se o fator de reprodução [FR= população 

final/população inicial (800 nematoides)] para avaliar a interação nematoide/genótipo. A 

população final de nematoides foi estimada através da soma dos nematoides das raízes e 

substrato. Os acessos que apresentaram fator de reprodução inferior a 1,0 foram considerados 

resistentes e aqueles que apresentaram fator de reprodução maior ou igual a 1,0, suscetíveis 

(Oostenbrink, 1966). 

Os dados foram submetidos à análise de variância, através do programa SISVAR 

(Ferreira, 2008) e, as médias comparadas pelo teste de Tukey 5% de probabilidade. 
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Figura 1: Vista parcial do experimento para determinação do fator de reprodução de 

Pratylenchus brachyurus e P. zeae. 



 51

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A viabilidade do inóculo pode ser constatada através do fator de reprodução (FR) obtido 

na linhagem 16 considerada suscetível a P. brachyurus e a P. zeae (Tabela 1). 

Considerando o FR, quando os dados foram analisados por espécie, apenas a linhagem 16 

foi considerada suscetível, quando inoculada com P. brachyurus, porém quando as plantas foram 

inoculadas com P. zeae, os acessos 5, 16 e 19 mostraram um FR igual ou superior a 1, portanto, 

foram consideradas suscetíveis (Tabela 1). Esse fato pode ser confirmado observando-se o 

numero total de nematoides nas raízes e no substrato para esses acessos, os quais mostram 

população final maiores significativamente do que os outros acessos (Tabela 1).  O nível de 

resistência da maioria dos materiais estudados pode ser considerado satisfatório, uma vez que, os 

valores individuais de FR observados foram inferiores a 0,7. Resultados semelhantes foram 

obtidos por Carneiro et al. (2006), onde cultivares de aveia inoculadas com Meloidogyne 

incognita raça 1 mostraram FR inferiores a 0,5. Quando o fator de reprodução foi comparado 

entre as espécies de nematoides estudadas (Figura 2) observou-se que a reprodução de P. zeae foi 

significativamente superior à de P. brachyurus. Porém, não houve diferença significativa quanto à 

altura e ao peso seco (Dados não apresentados) das plantas inoculadas com ambos os nematoides, 

embora as plantas inoculadas com P. brachyurus tenham se mostrado maiores (182,34 cm) que as 

inoculadas com P. zeae (177,89 cm). Embora a porcentagem de linhagens suscetíveis seja baixa, 

é necessário considerar que, em áreas infestadas com esses nematoides, plantas com tais 

características não favorecem o controle do nematoide, pois sua população será gradativamente 

aumentada. 

Quando foi analisada a altura das plantas, observou-se que os híbridos avaliados (acessos 

19 e 20) e as linhagens 7 e 8 mostraram altura média significativamente superiores aos demais 

acessos (Tabela 3). Com o desdobramento da análise por espécie de nematoide os dois híbridos 
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mantiveram o mesmo comportamento, exibindo maiores alturas, enquanto que as linhagens 7 e 8, 

quando inoculadas com P. zeae, comportaram-se de maneira estatisticamente igual aos demais 

acessos estudados. Quando analisadas as plantas não inoculadas (SN) e aquelas inoculadas com 

P. brachyurus, os acessos 7, 8, 19 e 20 apresentaram as maiores alturas (Tabela 3). A linhagem 7, 

quando inoculada com P. zeae, foi significativamente menores que as plantas não inoculadas e as 

inoculadas com P. brachyurus (Tabela 3). A linhagem 10 apresentou altura significativamente 

superior, quando inoculada com P. brachyurus, quando comparadas com as plantas inoculadas 

com P. zeae e as não inoculadas. O contrário foi observado com a linhagem 14, a qual mostrou-se 

significativamente superior, quanto à altura, quando inoculada com P. zeae, em relação às plantas 

inoculadas com P. brachyurus e sem nematoide. A altura da linhagem 17 não foi afetada quando 

inoculada com ambos os nematoides estudados. Nesse caso, observou-se um crescimento 

significativamente superior das plantas inoculadas em relação às plantas não inoculadas.  

São freqüentes os relatos mostrando que plantas inoculadas com nematoides inicialmente 

aceleram o crescimento em comparação a plantas não inoculadas, a exemplo dos estudos com 

maracujazeiro inoculado com Rotylenchulus reniformis Lindford & Oliveira, 1940 e tomateiro 

inoculado com Meloidogyne incognita (Sharma et al., 2003; Silva Paula, 2006), porém, à medida 

que a população aumenta, a planta tende a responder com redução no crescimento. Um dos 

possíveis mecanismos que explicaria o aumento no crescimento das plantas na presença do 

nematoide seria o estímulo à formação  de raízes laterais, o que favoreceria a absorção de 

nutrientes (Christie, 1959). 

Os híbridos usados nesse estudo se comportaram de forma semelhante, não apresentando 

diferenças significativas, porém, em geral eles apresentaram as maiores alturas (Tabela 3). 

Quando a variável estudada foi o peso seco, a análise geral dos dados mostrou que os 

híbridos estudados foram significativamente superiores. Igual resultado foi obtido quando 



 53

analisadas as plantas inoculadas com as espécies de nematoide individualmente (Tabela 2). Não 

houve diferença estatística para o peso seco quando comparado entre os nematoides, com 

exceção das linhagens 9 e 13, onde as plantas não inoculadas apresentaram peso superiores às 

inoculadas com P. brachyurus e P. zeae (Tabela 2). 

Julgando pelo fator de reprodução, as linhagens de milho avaliadas, na sua maioria, 

parecem promissoras para serem usadas em programas de melhoramento. Além disso, os híbridos 

avaliados mostram-se potencialmente viáveis para uso em sistemas de rotação de culturas, 

principalmente para rotação com soja, porque, dentre as espécie de nematoide que mais causam 

prejuízos à cultura da soja no Brasil está a espécie Pratylenchus brachyurus (Torres et al., 2008) 

e o uso de genótipos de milho que reduzam a população desse nematoide torna a rotação de 

cultura uma eficiente medida de manejo. 

A baixa população de Pratylenchus nas plantas estudadas mostra que as mesmas não são 

boas hospedeiras do nematoide. Arim et al. (2006), em busca de plantas de cobertura visando o 

controle de P. zeae em milho, relaram elevada população de P. zeae associada a crotalária 

(Crotalaria ochroleuca G. Don), sugerindo essa planta como ótima hospedeira desse nematoide. 

Esses dados foram confirmados por Dasaeger & Rao (2003), que relataram algumas espécies de 

crotalária (Crotalaria ochroleiuca, C. agatiflora Schweinf e C. grahamiana Grahamine) como 

boas hospedeiras de P. zeae, P. thornei Sher & Allen e P. pseudopratensis Seinhort.  

Existem poucos trabalhos sobre a reação de adubos verdes a P. brachyurus, 

principalmente em condições controladas (Wang et al, 2002). Algumas plantas usadas como 

adubos, como a mucuna preta e a mucuna cinza (Mucuna pruriens (L) DC, não podem ser 

recomendadas para áreas infestadas com P. brachyurus, pois provalvelmente seu uso teria 

consequências negativas à cultura subsequente, se for suscetível ao nematoide (soja, feijão e 

abacaxi, etc.). Crotalaria spectabilis Roth, C. breviflora DC e guandu anão (Cajanus cajan (L) 
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Millsp), que são adubos verdes, pouco usados no Brasil, podem ser recomendados para áreas 

infestadas com M. javanica e/ou P. brachyurus (Inomoto et al, 2006). Apesar dessas plantas 

serem valiosas no manejo desses nematoides, elas não são perfeitamente adaptadas ao sistema de 

plantio direto, pois necessitam ser incorporadas ao solo (Tanaka et al., 1992, Wang et al., 2002); 

portanto, em áreas nas quais a soja é cultivada sob sistema de plantio direto, o manejo desses 

nematoides poderia ser realizado com culturas de coberturas não hospedeiras ou más hospedeiras, 

como o milho híbrido BRS 1015, que foi testado neste estudo.  

As poucas diferenças significativas entre as plantas inoculadas e as não inoculadas nesse 

estudo indicam que os acessos estudados são maus hospedeiros das duas espécies de nematoides, 

isso também foi observado no estudo de Arim et al. (2006), o qual observou baixo fator de 

reprodução de P. zeae em milho. Diferenças genotípicas nos acessos de milho avaliados neste 

estudo podem explicar as diferentes respostas obtidas. Arim et al. (2002) revelaram que a 

variedade comercial de milho Emap11 foi boa hospedeira (FR= 2,9) a P. zeae, enquanto que as 

variedades H627 (FR=1,3) e Pan5195 (FR= 1,8) foram más hospedeiras.  

É importante enfatizar que a maioria dos acessos de milho avaliados foram resistentes a 

ambas as espécies de Pratylenchus. Assim, os genótipos comerciais testados podem ser indicados 

para uso em rotação em áreas infestadas por essas espécies de nematoides. O uso de espécies 

cultivadas resistentes ao nematoide das lesões radiculares em sistemas de rotação de culturas 

previne danos futuros em espécies mais suscetíveis. Portanto os híbridos de milho BRS3025 e 

BRS1055 avaliados apresentam grande potencial para semeadura em áreas infestadas por P. 

brachyurus e P. zeae, pois apresentam taxas restritas de multiplicação do nematoide e as 

linhagens que apresentaram reação de resistência aos nematoides constituem materiais 

promissores para serem usados em programas de melhoramento, visando a obtenção de híbridos 

resistentes. No entanto, novos ensaios serão necessários para confirmação dos resultados obtidos 
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nesse trabalho.
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CONCLUSÕES 

Os híbridos de milho, BRS3025 e BRS1055, testados podem ser indicados para uso em 

rotação em áreas infestadas por P. brachyurus e P. zeae, pois apresentam taxas restritas de 

multiplicação desses nematoide.  

As linhagens com resistência aos nematoides acima constituem materiais promissores 

para ser usados em programas de melhoramento, para obtenção de híbridos resistentes. 

PERSPECTIVAS 

Os experimentos deverão ser repetidos para confirmação dos resultados. Nesse caso 

deverão ser usados padrões de resistência e suscetibilidade, para dar maior confiabilidade ao 

trabalho. 

Se os resultados confirmarem que a resistência das linhagens observadas nesse estudo, as 

mesmas poderão ser analisadas para direcionar os possíveis cruzamentos para obtenção de milho 

híbrido no programa de melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo. 
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Tabela 1: Reação de linhagens e híbridos de milho, baseada no fator de reprodução, a 
Pratylenchus brachyurus e P. zeae, 62 dias após a inoculação. 

 

Código do 
 acesso  

 

Nome do 
 acesso 

 

Pratylenchus brachyurus Pratylenchus zeae 

PF 
(TNR+TNS) 

FR 
 

Reação 
 

PF 
(TNR+TNS) 

FR 
 

Reação 
 

17 2841 102,44 a 0,13 R 117,44 a 0,15 R 
14 521237 115,58 a 0,15 R 147,19 a 0,19 R 
20 BRS1055 204,49 ab 0,26 R 204,49 ab 0,26 R 
18 161.1 S13 218,36 ab 0,27 R 233,36 ab 0,29 R 
09 L37 239,39 ab 0,30 R 292,84 ab 0,36 R 
11 228-3 258,14 ab 0,32 R 307,40 ab 0,38 R 
12 521236 295,37 ab 0,37 R 306,02 ab 0,38 R 
06 L93 308,31 ab 0,39 R 353,31 ab 0,44 R 
08 L726 315,75 ab 0,40 R 351,74 ab 0,44 R 
13 L93 370,94 ab 0,50 R 420,46 ab 0,53 R 
07 L5046 400,78 ab 0,50 R 423,28 ab 0,53 R 
15 57500.07 442,51 ab 0,55 R 502,50 ab 0,63 R 
04 531542 455,34 ab 0,57 R 489,74 ab 0,61 R 
01 L3 451,75 ab 0,56 R 519,25 ab 0,64 R 
10 262841-1-4-1 530,96 ab 0,66 R 577,85 ab 0,72 R 
03 521274 549,03 ab 0,68 R 614,34 ab 0,77 R 
02 TR6DM-25 589,59 ab 0,73 R 663,00 ab 0,83 R 
19 BRS 3025 547,67 ab 0,68 R 802,10 b 1,0 S 
05 521162 556,19 ab 0,69 R 859,32 b 1,1 S 
16 521550 787,74 b 1,0 S 859,32 b 1,1 S 

 
PF= População final de nematoides; TNR= Total de nematoides nas raízes; TNS= total de 
nematoides no substrato; R=resistente; S= Suscetível; 1 a 18= linhagens e 19 e 20= híbridos. 
As  médias foram comparadas pelo Teste de Tukey 5% de probabilidade. 
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Tabela 2: Peso da matéria seca (g) da parte aérea de milho inoculado com Pratylenchus 

brachyurus e P. zeae, 62 dias após inoculação. 

Código do 
 aceso 

Nome do  
acesso 

População de nematoide 

Sem Nematóide P. brachyurus P. zeae 
1 L3 66,4 A a 64,9 A ab 70,3 A abc 

2 TR6DM-25 65,3 A a 57,3 A a 64,9 A abc 

3 521274 60,3 A a 67,6 A abc 62,6 A ab 

4 531542 59,5 A A 65,7 A abc 67,1 A abc 

5 521162 44,6 A A 62,5 A a 53,3 A a 

6 521283 67,3 A A 57,2 A a 47,1 A a 

7 L5046 65,6 A A 72, 51 A abc 53,4 A a 

8 L726 64,6 A A 53,6 A a 66,5 A abc 

9 L37 68,3 B A 45,1 A a 47,6 AB a 

10 262841-1-4-1 46,7 A A 49,0 A a 48,0 A a 

11 228-3 59,9 A A 66,3 A abc 64,6 A abc 

11 521236 54,4 A A 49,4 A a 44,9 A a 

12 L93 75,2 B Ab 47,0 A a 42,2 A a 

13 521237 44,1 A A 61,0 A a 44,2 A a 

14 57500.07 53,3 A A 45,1 A a 61,5 A ab 

15 521550 59,2 A A 55,9 A a 69,4 A abc 

17 2841 54,0 A A 65,4 A abc 59,3 A a 

18 161.1 S13 47,9 A A 59,1 A a 43,6 A a 

19 BRS 3025 104,8 A B 97,7 A bc 93,1 A bc 

20 BRS1055 102,7 A B 98,3 A c 96,1 A c 
 
Códigos do acesso de 1 a 18= linhagens e 19 e 20= híbridos. 
Letras maíusculas comparam as médias nas linhas pelo teste de Tukey 5% probabilidade.  
Letras minúsculas comparam as médias na coluna pelo teste de Tukey 5% probabilidade. 
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Tabela 3: Altura (cm) da parte aérea de plantas de milho inoculadas com Pratylenchus brachyurus e P. 

zeae, 62 dias após inoculação. 

Código do  
acesso 

Nome do 
acesso 

População de nematóide 
Sem nematoide P. brachyurus P. zeae 

1 L3 130,2 A a          119,8 A a 145,8 A a 

2 TR6DM-25 150,8 A abc 162,8 A abc 175,4 A Abcd 

3 521274 167,4 A abcd 152,4 A abc 153,0 A Ab 

4 531542 182,8 A bcde 192,6 A bcdef 172,2 A Abc 

5 521162 150,0 A ab 179,8 A bcde 173,0 A Abcd 

6 521283 152,8 A abc 157,2 A abc 156,4 A Ab 

7 L5046 224,0 B e 217,8 AB ef 185,8 A Abcd 

8 L726 206,4 A de 213,2 A def 192,2 A Abcd 

9 L37 179,6 A abcde 160,0 A abc 173,8 A Abcd 

10 262841-1-4-1 156,4 A abcd 205,6 B cdef 184,2 AB Abcd 

11 228-3 186,6 A bcde 177,6 A bcde 185,0 A Abcd 

12 521236 186,7 A bcde 191,2 A bcdef 175,2 A Abcd 

13 L93 190,5 A bcde 205,3 A cdef 181,8 A Abcd 

14 521237 169,0 AB abcd 164,6 A abcd 199,0 B Bcd 

15 57500.07 145,0 A ab 150,6 A ab 144,4 A A 

16 521550 195,2 A bcde 185,8 A bcdef 175,6 A Abcd 

17 2841 151,4 A abc 190,4 B bcdef 186,6 B Abcd 

18 161.1 S13 152,4 A abc 167,2 A abcd 161,4 A Ab 

19 BRS 3025 200,8 A cde 223,0 A ef 223,0 A Cd 

20 BRS1055 222,2 A e 232,8 A f 215,4 A d 
 

PB= Pratylenchus brachyurus; P. zeae; SN=sem nematoide; R=resistente; S= Suscetível; 1 a 18= 
linhagens e 19 e 20= híbridos. 
Letras maíusculas comparam as médias nas linhas pelo teste de Tukey 5% probabilidade. 
Letras minúsculas comparam as médias nas coluna pelo teste de Tukey 5% probabilidade. 
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Figura 2: Médias do fator de reprodução de Pratylenchus brachyurus e P. zeae em linhagens e 
híbridos de milho, 62 dias após a inoculação. SN= Não inoculados, PB=Pratylenchus brachyurus 
e PZ=Pratylenchus zeae. (teste de Tukey 5% de probabilidade) 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O padrão obtido através da técnica molecular PCR-RFP demonstrou que a região ITS do 

rDNA pode ser usada para diferenciar espécies de Pratylenchus.  

Este trabalho representa o primeiro relato da utilização do PCR-RFP para caracterizar em 

nível molecular diferentes populações brasileiras de cinco espécies de Pratylenchus. 

Os híbridos de milho, BRS3025 e BRS1055, testados podem ser indicados para uso em 

rotação em áreas infestadas por P. brachyurus e P. zeae, pois apresentam taxas restritas de 

multiplicação desses nematoides.  

As linhagens com resistência (L3, TR6DM-25, 521274, 531542, 521283, L5046, L726, 

L37, 228-3, 521236, L93, 521237, 57500.07, 2841 e 161.1 S13) aos nematoides citados acima 

constituem materiais promissores para ser usados em programas de melhoramento, para obtenção 

de híbridos resistentes. 
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PERSPECTIVAS 

Os fragmentos obtidos na PCR poderiam ser usados para seqüenciamento e o resultado 

pode ser utilizados para análise filogenética, e consequentemente, poder-se-ia verificar a relação 

genética inter e intra populacional. A partir do seqüenciamento seria possível desenhar um par de 

primer espécie específico para P. zeae.  

Para observação de variabilidade intraespecífica das populações de Pratylenchus, 

poderiam ser usadas outras técnicas com objetivo de detectar esse tipo de variabilidade. E ainda 

podem ser testadas outras enzimas, além de testar maior número de populações de cada espécie 

estudadada. 

Os experimentos deverão ser repetidos para confirmação dos resultados. Nesse caso 

deverão ser usados padrões de resistência e suscetibilidade, para dar maior confiabilidade ao 

trabalho. 

Se os resultados confirmarem que a resistência das linhagens observadas nesse estudo, as 

mesmas poderão ser analisadas para direcionar os possíveis cruzamentos para obtenção de milho 

híbrido no programa de melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo. 

 

 

 


