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RESUMO GERAL
SILVA, Esdras Henrique. Variabilidade genética e fisioldégica de populacdes de
Meloidogyne incognita e identificagcdo de QTLs de uma nova fonte de resisténcia do
algodoeiro (Gossypium spp.) a esse nematoide. 2014. 159p. Tese de Doutorado em

Fitopatologia — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brasil.

O nematoide das galhas Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood, 1949 é um
dos mais importantes patdgenos da cultura do algodoeiro. Sendo assim, é importante
determinar a variabilidade genética das populacdes brasileiras de M. incognita
provenientes de regides distintas, e verificar a agressividade/viruléncia dessas
populacdes em diferentes genotipos de algodoeiro. Dessa maneira 0 objetivo deste
trabalho foi estudar a variabilidade genética e fisiologica de populacBes de M. incognita
coletadas em areas produtoras de algoddo e identificar QTLs associados a resisténcia ao
M. incognita raca 3 em um acesso de algodoeiro selvagem (G. barbadense). Na analise
molecular os resultados mostraram que apenas 2,7% dos fragmentos foram
polimorficos. Apesar da existéncia de duas racas (racas 3 e 4) e dois fendétipos de
esterase (I11 e 12), foi observado uma baixa variabilidade genética entre os isolados, o
que pode ser devido ao modo de reproducdo partenogenético mitético do patégeno. Os
mesmos isolados usados no estudo da variabilidade genética foram inoculados em
diferentes gendtipos (silvestres e cultivares) objetivando avaliar a viruléncia/
agressividade dos isolados. Nenhuma das populagdes foi virulenta aos genotipos de
algodoeiros resistentes M-315 RNR, TX-25, CIR1343, Wild mexicano Jack Jones e
CIR1348, que apresentaram fator de reproducdo (FR) < 1. Duas populacbes de M.
incognita dos estados de Mato Grosso do Sul e Parand (Umuarama) (racas 4 e 3,
respectivamente) foram altamente agressivas para o controle suscetivel FM966 e

virulentas para os acessos LA-887 e Clevewilt-6 que mostraram resisténcia moderada a
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outras populacdes testadas. Visando a introgressdo de genes de resisténcia no algodao
cultivado, um mapa de ligacdo foi construido, usando uma populagdo F,, obtida do
cruzamento entre o gen6tipo Gossypium hirsutum FM 966 (suscetivel a M. incognita) e
do acesso CIR1348 de G. barbadense (resistente). Esse mapa foi baseado em
marcadores microssatélites codominantes entre as espécies aparentadas. Um total de
262 marcadores microssatélites ja publicados foi usado. Os 262 pares de primers SSR
revelaram 284 locos que segregaram dentro da populacdo de mapeamento. Como em
outros mapas genéticos de algodao tetrapldide publicado, 19 marcadores amplificaram
mais de um loco. O mapa genético construido com a populacdo F2 consistiu de 29
grupos de ligacdo. Um comprimento total de 4.294 cM foi obtido e os grupos variaram
de 52,8 cM (com 3 marcadores) a 241,3 cM (14 marcadores) com uma distancia média
de 15,11 cM entre marcadores adjacentes. Esse mapa foi utilizado para 0 mapeamento
de QTLs que estdo ligados a resisténcia ao nematoide M. incognita raca 3. Dois QTLS
foram identificados pelo método de mapeamento por intervalo composto com valores de
LOD minimo estabelecido pelo software WinQTL Cartographer. Sendo que um QTL se
encontra no grupo 11 e outro no grupo 15. Marcadores associados a estes QTLs,
também foram identificados. No cromossomo 11, foram encontrados os marcadores
CIR069a e CIR316b. Ja& no cromossomo 15, foram encontrados os marcadores
JESPR152 e NAU3254.

Palavras- Chaves: mapeamento de QTLs, resisténcia, selecdo assistida, viruléncia

Orientador: Prof. Cleber Furlanetto, Ph.D — Universidade de Brasilia

Co-orientadora: Regina Maria Dechechi Gomes Carneiro, Ph.D — Embrapa Cenargen



GENERAL ABSTRACT
SILVA, Esdras Henrique. Genetic and physiological variability of Meloidogyne
incognita populations to resistant cotton genotypes (Gossypium spp.) and
identification of QTLs associated with resistance to this nematode. 2014. 161p.
Doctoral dissertation in Plant Pathology — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF,

Brazil.

The root-knot nematode Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood, 1949 is a
major pathogen of cotton (Gossypium spp.), worldwide. The objectives of this second
chapter were to assess the thus that it is important to study and understand the genetic
variability and aggressiveness of Brazilian populations of 4 of M. incognita in cotton.
Five isolates of M. incognita and one isolate of M. enterolobii (outgroup) were used for
the molecular analyses through RAPD markers. Results showed that only 2.7% of the
fragments were polymorphic. Despite the existence of two races (races 3 and 4) and two
esterase phenotypes (11 and 12), a low genetic variability among isolates was observed,
which might be due to the mitotic parthenogenetic mode of reproduction of this
pathogen. The same populations were also used to study the aggressiveness/virulence
towards different cotton genotypes. None of the populations was virulent to the resistant
cotton genotypes M-315 RNR, TX-25, CIR1343, Wild Mexican Jack Jones and
CIR1348, that presented RF<1.0. Two populations of M. incognita from the states of
Mato Grosso do Sul and Parana (Umuarama) (races 4 and 3, respectively) were highly
aggressive to the susceptible control FM966 and virulent to the accessions LA-887 and
Clevewilt-6 that showed moderate resistance to the other populations tested. The
objectives of the third chapter were to introgress gene(s) for resistance to M. incognita
race 3 from G. barbadense access CIR1348 (resistant) into cultivated G. hirsutum

variety FM 966 (susceptible) using a F2 population from crosses between the two
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genotypes and to build a genetic linkage map. This map was based on a set of co-
dominant microsatellite markers present in the two species A total of 232 microsatellites
markers published elsewhere were used. The 232 pairs of SSR primers revealed 284
loci that segregated within the mapping population. Similar to published genetic maps
of tetraploid cotton genotypes, some markers amplified more than a locus. The genetic
map constructed with the F2 population consisted of 29 linkage groups. A total length
of 4,294 cM was obtained and groups varied from 52.8 cM (with 3 markers) to 241.3
cM (14 markers) with an average distance of 15.11 cM between adjacent markers. This
map was used for the identification of quantitative trait loci (QTLS) possibly associated
with resistance to M. incognita race 3. Two QTLs were identified by composite interval
mapping method with values of minimum LOD established by the software WinQTL
Cartographer. One QTL is found in group 11 and another in group 15. Markers
associated with these QTLs were also identified. Markers CIR069a and CIR316b were
found on chromosome 11, while markers JESPR152 and NAU3254 were found on
chromosome 15.

Keywords: QTL mapping, resistance, assisted selection, virulence

Adviser: Cleber Furlanetto, PhD — Universidade de Brasilia

Co-adviser: Regina Maria Dechechi Gomes Carneiro, PhD — Embrapa Cenargen
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INTRODUCAO GERAL

O nematoide das galhas Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood
1949 é um importante patdégeno em algoddo (Gossypium hirsutum L.) em areas
produtoras em todo o mundo (Starr et al., 2007), causando danos diretos e aumentando
a incidéncia e a severidade de outras doencas, em particular, a fusariose, causada pelo
fungo Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Atk.) Snyd. Hans (Jeffers & Roberts,
1993; Abawi & Chen, 1998). As ragas 3 e 4 desse nematoide sdo capazes de parasitar
algodao nos Estados Unidos (Veech & Starr, 1986) e no Brasil.

O controle mais eficiente para o nematoide das galhas é por meio da utilizacao
de variedades resistentes, que ajudam a controlar a doenga, mantém o rendimento da
cultura e diminuem a populacdo de nematoides presentes no solo, melhorando assim os
rendimentos dos proximos cultivos (Ruano et al., 1997; Davis & Kemerait, 2009). No
entanto, a exposicao continua de variedades resistentes a nematoides pode induzir o
aparecimento de isolados capazes de suplantar a resisténcia, ou seja, burlar os
mecanismos de resisténcia ocorrendo a “quebra de resisténcia”, o que pode ocorrer em
algumas geracdes do patdgeno (Netscher, 1977; Janssen et al., 1998). Grande parte das
informacdes sobre viruléncia em Meloidogyne spp. estd relacionada ao gene Mi de
resisténcia em tomate (Roberts, 1992; Roberts et al., 1995) ou genétipos de feijao-frade
com o gene de resisténcia Rk (Roberts et al., 1995). No algodao, a selegdo de isolados
com elevada reproducdo em variedades resistentes tem sido demonstrada (Ogallo et al.,
1997). A resisténcia atribuida por um Gnico ou poucos genes, geralmente, possui pouca
duragdo, pois, devido a resisténcia ser monogénica e possuir apenas um mecanismo de

acdo esta mais propensa a ser quebrada pelo nematoide.



Atualmente, o melhoramento genético do algodéo resistente ao nematoide das
galhas depende de um namero reduzido de fontes de resisténcia, com apenas um
pequeno nimero de genes envolvidos (Robinson et al, 2001; McPherson et al., 2004,
Starr et al., 2010). Além disso, a variabilidade na viruléncia de isolados de Meloidogyne
spp. em genotipos resistentes de algodao tem sido relatada (Elliott et al., 1998; Zhou et
al., 2000; Anwar & McKenry, 2007). Sendo assim, ha necessidade de identificar novas
fontes de resisténcia e aumentar o nimero de genes Uteis e, também, é necessario
estudar a extensdo da variabilidade, agressividade e viruléncia das populacbes de
Meloidogyne spp. de diferentes regiGes produtoras de algoddo em relacdo aos genotipos
resistentes e tolerantes de algodoeiro.

Devido a impossibilidade pratica em realizar inoculagbes artificiais nos
gendtipos gerados a cada ano pelos programas de melhoramento de algodoeiro, quase
toda a avaliacdo da resisténcia ao nematoide das galhas é realizada em campos
infestados. De modo geral, a quantidade de inoculo naturalmente presente em campo
ndo € homogénea o que dificulta a selecdo de gendtipos resistentes. Portanto, a
confiabilidade do processo de selecdo é pequena, ocorrendo a possibilidades de eliminar
plantas com niveis adequados de resisténcia e manter outras suscetiveis até estagios
avancados do programa de melhoramento.

O desenvolvimento de ferramentas de biotecnologia tais como marcadores
moleculares, tem auxiliado tanto na caracterizacdo genética de resisténcia como na
introgressdo de genes em programas de melhoramento genético. Em casos de
dificuldade de selecdo de genotipos resistentes por meio de fenotipagem, como € o caso
da selecdo para a resisténcia ao nematoide das galhas, o uso dessas novas ferramentas

por meio de selecdo assistida por marcadores moleculares é plenamente justificada.



Nesses casos, as limitaces na selecdo fenotipica sdo superadas quando se emprega a
selecdo genotipica por meio de marcadores moleculares. Ndo havendo o componente
ambiental, a variacdo é apenas de origem genética com herdabilidade méxima e maiores

ganhos genéticos em curto prazo.



OBJETIVO GERAL

Estudar a variabilidade genética e fisioldgica de populagdes de M. incognita
coletadas em éareas produtoras de algoddo e identificar QTLs associados a
resisténcia ao M. incognita raca 3 em um acesso de algodoeiro selvagem (G.

barbadense).

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Estudar a variabilidade genética de populagdes de M. incognita coletadas em

areas de producdo de algoddo através dos marcadores moleculares neutros
RAPD, ISSR e AFLP; analisar a reagdo de gendtipos de algodoeiros quanto a
resisténcia ou suscetibilidade as populacGes de M. incognita coletadas em areas
produtoras de algoddo; obter uma populacdo F2 segregante proveniente do
cruzamento de um acesso resistente CIR1348 (G. barbadense) e um suscetivel
FM966 (G. hirsutum) e realizar a fenotipagem usando uma populacdo de M.
incognita raca 3; realizar a genotipagem das plantas F2 através de marcadores
microssatélites com a finalidade de construir um mapa genético e compara-lo
com um mapa de algoddo ja publicado; combinar os dados de fenotipagem com
a genotipagem e identificar QTLs e marcadores que estejam associados com a

resisténcia do acesso CIR1348 ao M. incognita raca 3.



cAPiTULO 1

REVISAO DE LITERATURA



1. Acultura do algodoeiro

O algodoeiro pertence ao género Gossypium, que além das plantas cultivadas,
comporta plantas selvagens. As cerca de 50 espécies de Gossypium sdo endémicas das
regides tropicais e sub-tropicais da Australia, Africa, Asia, América Central e do Sul
(Wendel & Albert, 1992; Percival et al., 1999; Wendel et al.,, 2009). O termo
‘algodoeiro’ refere-se a quatro espécies do género Gossypium, G. hirsutum L., G.
barbadense L., G. arboreum L. e G. herbaceum L., que foram cultivadas
independentemente como fonte de fibra (Brubaker et al., 1999). Nos dias atuais, as
espécies tetraploides G. hirsutum e G. barbadense constituem as duas espécies mais
cultivadas, sendo que G. hirsutum contribui com aproximadamente 95% do algodao
produzido mundialmente. As espécies diploides G. arboreum e G. herbaceum ainda sdo
cultivadas em algumas areas da Asia, como a india e o Paquistdo (Ogrt, 2002).

Gossypium barbadense é uma espécie originaria da América do Sul, cujo centro
de domesticacao é o Peru e o Equador (Percy & Wendel, 1990; Westengen et al., 2005).
Essa espécie é constituida por duas entidades arboreas: raca barbadense e raga
brasiliense, esta compde o algoddo conhecido como ‘rim-de-boi’ da Bacia Amazonica
(Brubaker, 1999). As cultivares elites de G. barbadense sdo representadas por ‘Sea
Island’, ‘Creole’, ‘Egyptian, ‘ELS’ (extra long-staple), ‘Indian’ e ‘Pima’ (Percy, 2009).
A espécie G. hirsutum, cujo centro original de domesticagdo provavelmente encontra-se
no México, é o algodoeiro mais cultivado mundialmente, conhecido principalmente
como upland cotton ou algoddo herbaceo (Brubaker et al., 1999). Hutchinson (1951)
reconheceu sete racas de G. hirsutum: yucatanense, punctatum, palmeri, latifolium,

marie-galante, morrilli e richmondi. Dessas, punctatum, latifolium e marie-galante



sofreram dispersdo, sendo consideradas as racas a partir das quais derivaram as
modernas cultivares de algoddo upland (Lubbers & Chee, 2009).

Atualmente, o algoddo herbaceo (G. hirsutum raca latifolium Hutch.) é uma das
dez principais espécies domesticadas pelo ser humano, fornecendo fibras para producgéo
de tecidos, 6leo utilizado para alimentacdo humana e para producdo de energia
(biodiesel), além de farinhas para producédo de racao animal (Beltrdo & Azevedo, 2008).
O algodoeiro é cultivado entre as latitudes 45° norte e 30° sul. Durante todo o ciclo, sdo
necessarios dias predominantemente ensolarados, com temperaturas medias entre 22°C
até 30°C, ndo suportando temperaturas inferiores a 5°C. A planta requer, para um ciclo
de 160 dias, entre 750 mm a 900 mm de dgua bem distribuidos no periodo. Satisfeitas as
condicbes de agua e temperatura, a cultura tem se desenvolvido com sucesso em
altitudes variando de 200 m a 1.000 m, com ciclo que pode aumentar em até 40 dias em
altitudes superiores a 600 m. Nas espécies cultivadas comercialmente o estagio do
florescimento ocorre de 40 a 70 dias apds a semeadura. Apos o florescimento, a parte
interna da flor desenvolve-se gradualmente por cerca de 40 a 70 dias em um fruto
(capulho), com as sementes e as fibras (Beltrdo, 1999; Cia et al., 1999). A producéo de
algodao exige solos férteis em matéria organica, fosforo e potassio, e com teores de
nutrientes equilibrados. Sdo desfavoraveis solos acidos ou pobres em nutrientes, Umidos
ou sujeitos a encharcamento, rasos e compactados (Buainain & Batalha, 2007).

Os insetos-praga constituem um dos principais problemas agrondmicos desta
cultura, causando grandes prejuizos econdémicos anualmente. As pragas que atacam o
algodoeiro podem ser divididas em dois grupos: i) as que ocorrem principalmente no
estabelecimento da cultura (broca-da-raiz, tripes, broca-do-ponteiro, percevejo castanho,

pulgdo e cigarrinha); e ii) as que ocorrem principalmente no florescimento e na



frutificacdo (curuqueré, mosca branca, lagarta-das-macas, acaro branco, acaro rajado,
percevejo rajado, percevejo manchador, lagarta militar, lagarta rosada e bicudo). O
ataque de pragas, principalmente as do segundo grupo, € razdo de prejuizos
consideraveis a cotonicultura, pois compromete a produtividade, a qualidade das fibras
e eleva os custos de producdo. A forma mais racional do controle de pragas é pelo
manejo integrado, que considera medidas como: destruicdo de soqueiras, época e
concentracao de plantio, uso de cultivares tolerantes, rotagdo de cultura, monitoramento
populacional das pragas, controle de bordaduras e focos, uso de feroménios. Na safra de
2012/2013 a praga Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) foi encontrada
parasitando algodoeiro na Bahia, a larva desse inseto tem surpreendido produtores e
pesquisadores pelo seu poder de destruicdo, ela ataca desde os estagios iniciais até a
fase de maturacdo das plantas.

O controle quimico é muito usado, seja por meio de produtos sistémicos ou de
contato, o que eleva consideravelmente os custos. O uso de produtos quimicos para 0
controle de pragas pode chegar a até 25% do custo da producdo. Nas regides Nordeste,
Sudeste e Sul do Brasil sdo efetuadas, em média, 18 aplicacdes de pesticidas quimicos
durante o ciclo da cultura. Na regido Centro-Oeste, onde as lavouras sdo mais recentes,
hd a necessidade de onze aplicacGes sO para controlar uma das pragas principais, 0
bicudo do algodoeiro. Nesse cenario, o uso de variedades transgénicas com resisténcia a
insetos é um fator de vantagem para o cultivo de algoddo. Haja vista que variedades de
algodao transgénico resistentes a insetos ja foram liberadas para comercializacdo na
Africa do Sul, Argentina, Australia, China, Colémbia, India, Indonésia, México e

Estados Unidos e, inclusive, no Brasil.



O algodoeiro e afetado por doencas altamente destrutivas, como as murchas de
Fusarium e de Verticillium, nematoses, mancha-angular, ramulose e mosaico das
nervuras. Mesmo doencas tidas no passado como secundarias (manchas de Alternaria,
mancha de Ramularia, cercosporiose e outras manchas foliares) podem tornar-se
importantes se incidirem em cultivares suscetiveis. O controle mais racional e
econébmico desses patdgenos ocorre mediante o uso de cultivares resistentes ou
tolerantes, complementado por medidas profilaticas ou praticas culturais, dentre elas o
uso de sementes sadias, rotagdo de culturas, destruicao de restos culturais, espagcamentos
apropriados e adubacbes equilibradas. O controle quimico é recomendado para o
tratamento de sementes e para algumas dessas doencas, especialmente as foliares,
quando cultivares resistentes ou tolerantes ndo sdo utilizadas (Beltrdo, 1999; Cia et al.,

1999).

2. Producédo mundial de algodao

O algoddo esta entre as mais importantes culturas de fibras no mundo. Todos 0s
anos, uma média de 35 milhdes de hectares de algodéo é plantada por todo o planeta. A
demanda mundial tem aumentado gradativamente desde a década de 1950, a um
crescimento anual médio de 2%. O comércio mundial do algoddo movimenta
anualmente cerca de US$ 12 bilhdes e envolve mais de 350 milhGes de pessoas em sua
producdo, desde as fazendas até a logistica, 0 descarogcamento, 0 processamento e a
embalagem. Atualmente, o algoddo € produzido por mais de 60 paises, nos cinco
continentes. Cinco paises — China, India, Estados Unidos, Paquistdo e Brasil —

despontam como os principais produtores da fibra (sitio Abrapa).



O Brasil é responsavel por mais de um milhdo de hectares, o que coloca o pais no
quinto lugar no ranking mundial de area colhida (Conab, 2014). A China e a india sdo
0s maiores produtores mundiais de algoddo, os dois paises juntos produzem quase a
metade do algoddo produzindo em todo o mundo, sendo a producdo da China de 6.7
milhdes de toneladas e a producdo da India de 6.3 milhdes de toneladas. A producio
mundial para a safra de 2013/2014 é estimada em 25,6 milhGes de toneladas. Nas
Gltimas trés safras, com volume médio préximo de 1,7 milhdo de toneladas de pluma, o
Brasil esta entre os cinco maiores produtores mundiais, ao lado de paises como China,
india, EUA e Paquistdo. As estimativas para a safra atual s&o em torno de 1.655 milhdes
de toneladas, equivalente a aproximadamente 6,46% da produgcdo mundial (Conab,
2014).

O Brasil tem hoje uma area plantada com algoddo de 1.074,2 milhdes hectares, 0s
estados de Mato Grosso, Bahia e Goids concentram grande parte da producdo brasileira
de algoddo, com destaque para a regido Centro-Oeste, a qual ostenta a maior
produtividade nacional (Abrapa, 2014). Nesse cenario o estado do Mato Grosso se

destaca tanto com a maior area plantada, como com a maior producdo (Conab, 2014).

3. Nematoides parasitas do algodoeiro
(Kirkpatrick & Rothrock, 2001). No Brasil, os principais nematoides causadores
de danos a cultura do algodoeiro sdo M. incognita, R. reniformis e Pratylenchus
brachyurus (Inomoto, 2001). Dentre as especies de nematoides parasitas do algodoeiro,
M. incognita merece destaque pela sua ampla distribuicdo e capacidade de
sobrevivéncia, haja vista que ele infecta plantas das mais diversas familias boténicas.

Nessa espécie, apenas as ragas 3 e 4 parasitam o algodoeiro, sendo a raca 3 a mais

10



encontrada em areas de producdo comercial (Inomoto, 2001). O parasitismo por
nematoides em plantas de algodoeiro pode ocorrer em diferentes tipos de solo, sendo 0s
arenosos mais propicios a disseminagdo e infeccdo por M. incognita (Asmus, 2004). A
presenca de M. incognita em altas populacGes pode inviabilizar o cultivo, com relatos
de abandono de areas infestadas nos estados de Sdo Paulo e Goias (Ide, 2000). Na
regido centro-Oeste, M. incognita raca 3 e 4 apresenta distribuicdo restrita, por ser uma

regido relativamente nova para a cultura do algodéo.

4. Classificagio do género Meloidogyne

As espécies do género Meloidogyne constituem uma pequena parte do Filo
Nematoda, que compreende os nematoides em geral, incluindo os parasitas do homem,
dos animais e de plantas, além de espécies de vida livre no solo, agua doce e no mar
(Maggenti, 1981). O género Meloidogyne faz parte da classe Chromadorea, ordem
Rhabditida, Subordem Tylenchina, Infraordem Tylenchomorpha, Superfamilia
Tylenchoidea e familia Meloidogynidae (De Ley & Blaxter, 2002; Karsen & Moens,
2006).

Até junho de 2009, havia 97 espécies validas pertencentes ao género
Meloidogyne (Hunt & Handoo, 2009). Dentre essas, a maioria tem reproducao
partenogenética. A sistematica desses organismos ndo pode ser incluida na definicdo
classica de espécie, a qual se baseia em formas de reproducdo anfimitica. A diversidade
biolégica e genética que ocorre em Meloidogyne spp. é bastante complexa e dificil de
ser compreendida. Por um lado, a reproducdo partenogenética forma organismos

polipldides e estabiliza 0 genoma da sua descendéncia; por outro lado, cada mutante que
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conseguir se reproduzir dara origem a um clone diferente da populacdo mée

(Triantaphyllou, 1985).

5. Ciclo de vida e comportamento de Meloidogyne spp.

O ciclo de vida de Meloidogyne inicia-se com a fémea depositando seus ovos em
um Unico local da raiz, formando massa de ovos envoltos em uma matriz gelatinosa
(Taylor & Sasser, 1983). Essa matriz mantém os ovos unidos e protegidos contra
condicbes ambientais adversas e predacdo, além de apresentar propriedades
antimicrobianas (Orion & Kritzman, 1991). No interior dos ovos, o desenvolvimento
embrionario resulta no juvenil de primeiro estadio (J1) que passa por uma ecdise, dando
origem ao juvenil de segundo estadio (J2). De maneira geral, o J2 eclode quando ha
condicdes ambientais favoraveis a sua sobrevivéncia, tais como temperatura apropriada,
disponibilidade de oxigénio e niveis de umidade do solo adequados (Curtis et al., 2009).
Esse estadio movel (J2), vermiforme, infectante migra através do solo atraido por
substancias que emanam das plantas e penetra nas raizes da hospedeira. Os J2 movem-
se por entre as células dos tecidos da planta com o auxilio do estilete, migrando até a
zona de elongacdo da raiz, na periferia do cilindro central estabelecem seus sitios de
alimentacdo no parénquima vascular iniciando um complexo relacionamento com a
planta (Taylor & Sasser, 1983). O inicio da alimentagdo do J2 em celulas do
protoxilema e protofloema induz a diferenciacdo dessas células em células
especializadas, chamadas células gigantes (Moens et al., 2009). Uma vez que as células
gigantes sdo iniciadas, o nematoide torna-se sedentario e ocorre entdo a segunda (J2
torna-se J3), a terceira (J3 torna-se J4) e a quarta ecdises (J4 torna-se fémea jovem ou

macho) (Eisenback & Triantaphyllou, 1991; Moens et al., 2009). Logo apds a ultima
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ecdise, a fémea jovem comeca a se alimentar, permanecendo ali o restante de sua vida,
em condigOes ideais o ciclo de vida desse parasita dura aproximadamente 30 dias.
Ocorre a hiperplasia e hipertrofia das células resultando, geralmente, na formacdo da
galha radicular (Eisenback & Triantaphyllou, 1991). A formacdo de galhas radiculares
pode variar entre as espécies de Meloidogyne e as plantas hospedeiras. Meloidogyne
hapla, por exemplo, é particularmente conhecida pela incidéncia elevada de raizes
adventicias que se desenvolvem a partir das galhas radiculares (Sasser, 1954; Moens et
al., 2009). Em algumas hospedeiras, as galhas podem ser pequenas ou indistintas,
resultando muitas vezes na nédo identificacdo do parasitismo (Moens et al., 2009).

Os machos, quando presentes, sdo vermiformes e ndo ha evidéncias que eles se
alimentam (Moens et al., 2009). A mudanca de forma nos machos (piriforme para
adulto vermiforme) ocorre durante o quarto estadio juvenil (J4) (Eisenback &
Triantaphyllou, 1991). A maioria das espécies de Meloidogyne é partenogenética.
Algumas se reproduzem por partenogénese meiotica facultativa. As espécies
economicamente mais importantes, tais como M. javanica, M. incognita e M. arenaria,
possuem modo de reproducdo partenogenético mitético obrigatério (revisado por
Castagnone-Sereno, 2006).

Em condigOes normais, a quase totalidade dos adultos formados de Meloidogyne
spp. sdo fémeas. Porém, em condicbes ambientais desfavoraveis, com elevada
populacdo de nematoides na raiz ou resisténcia da planta hospedeira, 0s juvenis que se
desenvolveriam em fémeas, tornam-se machos, pois seu primérdio sexual se desenvolve
em testiculos em vez de ovarios. Tal fendmeno é conhecido por reversdo sexual e é um

dos mecanismos de sobrevivéncia desses nematoides, pois assim a populagédo de fémeas
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ird reduzir e o parasitismo sobre a planta infectada serd mais brando, garantindo a
sobrevivéncia das fémeas formadas (Freitas et al., 2006).

A duracdo do ciclo de vida do nematoide das galhas é fortemente afetada pela
temperatura, umidade e planta hospedeira. As fémeas produzem ovos por trés semanas,
depois cessam a producdo, podendo viver um pouco mais. Os machos vivem semanas e
0s J2 podem viver de poucos dias a meses (Taylor & Sasser, 1983).

Algumas espécies de Meloidogyne s6 podem ser separadas umas das outras por
suas preferéncias de hospedeiro. Essas preferéncias sdo denominadas racas bioldgicas
ou fisioldgicas. Eisenback (1983) relata que M. incognita apresenta quatro racgas
fisioldgicas. Todas as racas reproduzem-se em tomate cultivar Rutger; melancia cultivar
Charleston Gray e pimentdo cultivar Early California Wonder; porém, suas repostas a
cultivar NC 95 de fumo e a cultivar de algoddo Deltapine 61 variam com a raca, e

nenhuma se multiplica em amendoim Florunner como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1- Teste para determinacao de ragas de Meloidogyne incognita em plantas

hospedeiras diferenciadoras, segundo Taylor & Sasser (1978).

M. incognita ~ Fumo Algodao Pimenta Melancia Amendoim  Tomate

Raca 1 - - + + - +
Raca 2 + - + + - +
Raca 3 - + + + . +
Raca 4 + + + + - +

Fonte: Taylor & Sasser (1978).

As racas 3 e 4 que parasitam o algodoeiro, estdo presentes em praticamente
todas as regifes produtoras do mundo, principalmente nas areas com solo de textura

arenosa e de baixa fertilidade (Starr & Page, 1993).
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6. Diversidade do género Meloidogyne e o0 uso de marcadores moleculares para

0 seu estudo

Existem 97 especies validas pertencentes ao género Meloidogyne (Hunt &
Handoo, 2009). Dentre estas, a maioria tem reproducdo partenogenética. A sistematica
desses organismos ndo pode ser incluida na definicdo classica de espécie, a qual se
baseia em formas de reproducdo anfimitica. A diversidade bioldgica e genética que
ocorre em Meloidogyne spp. é bastante complexa e dificil de ser compreendida. Por um
lado, a reproducdo partenogenética gera organismos poliploides e estabiliza o genoma
da sua descendéncia; por outro lado, cada mutante que conseguir se reproduzir dara
origem a um clone diferente da populacdo mée (Triantaphyllou, 1985).

Estudos enzimaticos extensivos, com cerca de 800 populagdes originarias de
diferentes paises tém demonstrado que as espécies de Meloidogyne podem ser
diferenciadas por meio de marcadores enzimaticos, sobretudo as esterases (EST) e
malato desidrogenases (MDH) (Esbenshade & Triantaphyllou, 1985; Carneiro et al.,
1996; 2000). Infelizmente, ndo ha padrdes enzimaticos para todas as espécies descritas e
esses perfis ndo fornecem informacdes suficientes para estudos de racas fisioldgicas e
variabilidade intraespecifica. A variabilidade intraespecifica no que diz respeito a
enzimas € geralmente muito baixa. 1sso pode ser explicado pelo fato das enzimas serem
produzidas, através da expressdo de genes altamente conservados e representarem
apenas uma fragdo muito pequena do genoma, enquanto as regides ndo codantes séo
mais abundantes e submetidas a extensivas mudancas evolutivas (McLain et al. 1987).

O desenvolvimento de técnicas moleculares abriu novas perspectivas quanto a
identificacdo de espécies e estudos da variabilidade intraespecifica dos nematoides de

galhas. Assim, estudos foram realizados a partir da analise do polimorfismo do
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comprimento dos fragmentos de restricdo do DNA (RFLP: Restriction Fragment Length
Polymorphism) (Curran et al., 1986; Castagnone-Sereno et al., 1991, 1993a). O advento
da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) fez progredir de maneira consideravel
os métodos de andlise e diferentes estudos sobre 0 DNA mitocondrial e ribossdémico que
foram realizados em isolados de Meloidogyne spp. (Harris et al., 1990; Powers et al.,
1997; Zijlstra et al., 1997).

A técnica RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), baseada na PCR, é
utilizada atualmente para os estudos genéticos e para a diferenciacdo de varias espécies
de Meloidogyne, a partir de perfis gerados com o auxilio de primers aleatérios (Cenis,
1993; Castagnone - Sereno et al., 1994; Blok et al., 1997; Randig et al., 2002). A
analise de RAPD, além de utilizar pequenas quantidades de material genético (6 - 30 ng
DNA), ndo necessita do conhecimento prévio do genoma a ser estudado, pois se
utilizam primers de sequéncia aleatéria (Williams et al., 1990). A técnica é considerada
simples, rapida e de baixo custo quando comparada a RFLP. A principal limitacdo dos
marcadores RAPD é o baixo contetido de informacdo genética por loco. Apenas um
alelo, frequentemente, é detectado, o segmento que é amplificado, enquanto que as
demais variacOes alélicas sdo classificadas conjuntamente como um alelo nulo. Os
marcadores RAPD, portanto, comportam-se como marcadores dominantes: os dados
tém natureza binaria (presenca ou auséncia de fragmentos). Gendtipos heterozigotos ndo
podem ser diretamente discriminados dos homozigotos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

De forma semelhante a analise de RAPD, a técnica de AFLP (Amplified
fragment length polymorphism) (Semblat et al.,, 1998) permite a deteccdo de
polimorfismo especifico e/ou subespecifico em Meloidogyne spp. A vantagem

apresentada por essa técnica é o grande namero de fragmentos gerados em um unico gel
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(Ferreira & Grattapaglia, 1998). Outra vantagem & o grande poder de deteccdo de
variabilidade genética. Ela explora simultaneamente o polimorfismo de presenca e
auséncia de sitios de restricao, tal como no ensaio de RFLP e, a ocorréncia ou ndo de
amplificacdo a partir de sequéncias arbitrarias, tal como o ensaio RAPD,
caracterizando-se uma flexibilidade significativa na obtencdo de marcadores
polimorifcos (Ferreira & Grattapaglia, 1998). A limitacdo da técnica, de forma analoga
aos marcadores RAPD, é o baixo conteldo de informacdo genética por loco. Além
disso, a analise de AFLP envolve maior nimero de etapas do que a de RAPD (Ferreira
& Grattapaglia, 1998).

A conversdo dos marcadores RAPD em SCAR (Sequence Characterized
Amplified Region), termo cunhado por Paran & Michelmore (1993) para definir
marcadores RAPD cuja sequéncia interna tenha sido determinada, permitindo compor
primers mais longos, ricos em GC (guanina-citosina) e de sequéncia especifica que tem
sido utilizada para a identificagdo de espécies. Entre as vantagens dos marcadores
SCAR, em relacdo aos marcadores RAPD, destaca-se a maior reprodutibilidade, pois a
técnica RAPD, quando executada sob diferentes condicBes, tais como qualidade e
quantidade do DNA, marcas de enzimas e de termociclador, pode apresentar variacao
no perfil amplificado (Jones et al., 1997). Os marcadores SCAR podem ser utilizados
como pontos de referéncia fisica do genoma, servindo para mapeamento, ou como
marcadores genéticos, quando estdo associados a algum genétipo ou fenétipo de
interesse (Mienie et al. 2002; Noir et al., 2003).

Nos nematoides das galhas, marcadores SCAR ja foram desenvolvidos para
identificar duas espécies quarentenaria para o Brasil, M. chitwoodi Golden, O'Bannon,

Santo & Finley, 1980 e M. fallax Karssen, 1996, ou ainda, para separar as trés espécies:
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M. incognita, M. javanica e M. arenaria, presentes principalmente em regides tropicais
e subtropicais ou em plantios em sistema protegido (Zijlstra, 2000; Zijlstra et al., 2000;
Fourie et al., 2001; Meng et al., 2004). Marcadores SCAR espécie—especificos foram
definidos para as trés principais espécies de Meloidogyne do cafeeiro: M. exigua, M.
incognita e M. paranaensis (Randig et al.,, 2002), além de M. arabicida e M.
izalcoensis, espécies de menor incidéncia no café (Correa et al., 2013a). Marcador
SCAR foi desenvolvido também para M. ethiopica, espécie de grande ocorréncia em
videiras no Chile (Correa et al., 2013b).

O primeiro estudo sobre diversidade de populacdes brasileiras de Meloidogyne
spp. foi realizado por Randig et al. (2002) em que foram estudadas através de PCR-
RAPD, 18 populacdes de Meloidogyne spp., provenientes de diferentes regides do
Brasil, caracterizadas previamente quanto ao perfil isoenzimatico (Carneiro et al.,
2000). Nesse estudo, observou-se que as diferentes espécies de Meloidogyne se
diferenciaram em clusters, de acordo com os perfis enzimaticos e que nenhuma
separacdo de racas por meio de marcadores moleculares foi observada. Um alto grau de
variabilidade intraespecifica foi observado em populacGes de M. exigua, M. hapla e M.
arenaria, que apresentaram: 67,5%, 67,5% e 69,8% de polimorfismo. Diferentemente,
populacbes de M. javanica e M. incognita apresentaram baixa variabilidade
intraespecifica, 19% e 30%, respectivamente.

Meloidogyne javanica tem sido relatada como uma espécie que apresenta baixa
variabilidade intraespecifica (Castgnone-Sereno et al., 1994; Blok et al., 1997). Estudos
realizados por Cofcewicz et al. (2004) com sete populagdes de M. javanica provenientes
de bananeiras de diferentes regides do Brasil revelaram uma variabilidade intra-

especifica de 29,1%, que ainda é considerada baixa. Entretanto, estudos realizados por
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Carneiro et al. (1998), com quatro populacdes brasileiras de M. javanica, mostraram
variabilidades morfoldgica, enzimatica, fisioldgica e genética. A presenca de quatro
racas fisioldgicas detectadas em M. javanica é outro exemplo da variabilidade intra-
especifica observada nessa espécie (Carneiro et al., 2003).

Estudos realizados por Muniz et al. (2008) com 16 populacbes de M. exigua,
revelaram polimorfismo intraespecifico elevado (24,6 — 57,8 %) para essa espécie.
Entretanto, todas as populagdes agruparam-se com 100% bootstrap apesar da grande
variabilidade intraespecifica encontrada. Diferentemente de M. exigua, a grande
variabilidade encontrada em populac@es de M. arenaria revelou a presenca de espécies
distintas dentro da mesma espécie como é o caso de M. morocciensis anteriormente
identificada como M. arenaria (EST A3) (Carneiro et al., 2008).

Estudos sobre a variabilidade genética de M. incognita provenientes de diferentes
culturas e apresentando diferentes fendtipos enzimaticos, com a utilizacdo de
marcadores moleculares demostraram que a espécie possui baixa variabilidade genética
(Castagnone-Sereno et al., 1994; Blok et al. 1997; Randig et al., 2002; Carneiro et al.,
2004; Cofcewicz et al., 2005; Santos et al., 2012). Isso pode estar relacionado com o
modo de reproducdo da espécie, partenogenética mitdtica, que em teoria geraria
descendentes clonais (Triantaphyllou, 1985).

A variacdo intraespecifica de Meloidogyne spp. em relacdo a interacdo planta-
nematoide pode ser expressa em trés diferentes niveis: hospedabilidade, agressividade e
viruléncia. Nesse contexto, as espécies vegetais podem ser boas hospedeiras, mas
hospedeiras ou ndo hospedeiras de determinada espécie de Meloidogyne ou grupo de
espécies. Diferencas encontradas no circulo de hospedeiras conduziu ao conceito das

racas fisioldgicas, que foram relatadas para importantes espécies como M. javanica
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(Rammah & Hirschmann, 1990; Carneiro et al., 2003), M. incognita, M. arenaria
(Sasser, 1980), M. hapla (Wofford et al., 1989), M. exigua (Silva, 2005) e M. chitwoodi
(Mojtahedi et al., 1988).

A agressividade reflete a habilidade de reproducdo dos nematoides em
hospedeiras suscetiveis, enquanto que a viruléncia é a capacidade do patdgeno em se
reproduzir em uma hospedeira resistente. Nesta situacdo, ha interacdo de genes de
viruléncia do nematoide com genes de resisténcia da hospedeira (Hussey & Janssen,
2002; Roberts, 2002).

Grande parte das informacbes sobre viruléncia em Meloidogyne spp. esta
relacionada com o gene Mi de resisténcia em tomate. A partir do ano de 1950, a
ocorréncia de quebras de resisténcia por isolados das espécies M. incognita, M. javanica
e M. arenaria foram relatadas e designadas como “B-races” ou ragas-B. Observou-se
quebra de resisténcia em campo, inclusive, em populacdes ndo expostas anteriormente a
cultivares resistentes (Roberts & Thomason, 1989; Hussey & Janssen, 2002).

Experimentos de selecdo de gendtipos em laboratérios mostraram que a proporcao
de nematoides virulentos aumentava gradualmente apds sucessivas geracdes na cultivar
resistente de tomate (Netscher, 1977). Considerando que M. incognita, M. javanica e M.
arenaria sdo espécies partenogenéticas mitoticas obrigatorias, mecanismos além da
recombinacdo génica devem ser responsaveis pela crescente viruléncia (Triantaphyllou,

1987).

7. Melhoramento genético de planta por meio de ferramentas moleculares
Antigamente nos programas de melhoramento genético de plantas o procedimento

de selecdo dos genOtipos que apresentavam caracteristicas desejaveis era realizado
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apenas com base nas informagdes fenotipicas dos individuos (cor e formato das
sementes, cor do cotilédone, cor e formato das pétalas e bracteas das flores). Mas, o
surgimento das técnicas de marcadores de DNA com capacidade de detectar variagcao
genética adicional trouxe avangos para 0 melhoramento genético. A principal
colaboracdo dessa técnica € possibilitar a analise do genétipo de um individuo, por meio
de um marcador molecular, sem a necessidade da ocorréncia da expressdo fenotipica,
excluindo-se a influéncia do ambiente.

A selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM) apresenta algumas
vantagens em relacdo a selecdo fenotipica (SF), como exemplo pode-se citar a
realizacdo de piramidacdo de genes, a qual busca concentrar em um unico gendtipo,
diferentes caracteristicas de interesse (por exemplo, a resisténcia a diferentes
patégenos). Com o uso da SAM ha& uma reducdo no tempo necessario para obter esse
gendtipo. O SAM também é usado para selecionar caracteres em que a avaliacdo
fenotipica apresenta elevado custo, ou exige ambientes especificos (déficit hidrico,
inoculacdo de patégenos), quando exigem destruicdo da planta e quando o carater de
interesse s se manifesta em fases avancadas do desenvolvimento da planta. Outra
vantagem sobre a SF é que a SAM pode ser realizada nos estagios iniciais, reduzindo
significativamente o tempo necessario para um ciclo de selecdo (Xu & Crouch, 2008).
Um dos primeiros trabalhos sobre selecdo assistida por marcadores foi feito por Stuber
et al. (1982), com a utilizacdo de oito locos isoenzimaticos em uma populacdo
melhorada de milho. O programa de melhoramento que visa a resisténcia da soja ao
nematoide de cisto, vem sendo auxiliado pela SAM (Concibido et al., 1996; Schuster et

al., 2001).
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Existem varios tipos de marcadores moleculares disponiveis para estudo
genéticos, sendo que os mais utilizados sdo as izoenzimas, o RFLP, o RAPD, o AFLP e
os microssatélites (SSR). Na década de 50, com a descoberta de que as formas alélicas
de enzimas podiam ser separadas por eletroforese, iniciou-se a era dos marcadores
moleculares na genética. J& na década de 80, os marcadores baseados em DNA, como
RFLP e RAPD, passaram a ser utilizados. Os marcadores moleculares, em compara¢édo
com os morfolégicos, tém as vantagens de serem fenotipicamente neutros, polimorficos,
abundantes e alguns deles apresentarem heranga codominante (Tanksley, 1993).
Marcadores microssatélites: os marcadores microssatélites foram primeiramente
desenvolvidos em humanos (Litt & Luty, 1989) e logo receberam a atencdo dos
melhoristas e geneticistas de plantas, pois varios estudos demonstraram que 0s
microssatélites sdo amplamente distribuidos no genoma das espécies (Brunel, 1994).
Em genomas de eucariotos, estas sequéncias simples sdo muito frequentes, distribuidas
ao acaso além de constituirem locos genéticos altamente polimérficos (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Em drosofilas, 30% do genoma € formado por este tipo de
sequéncia; no arroz, 50%; e no tabaco chega a 70% (Lewin, 2001). Marcadores
moleculares SSRs tém sido amplamente utilizados para selegdo assistida de genotipos
em programas de melhoramento genético.

Marcadores microssatélites ou SSR sdo conjuntos de sequéncias de um a seis
nucleotideos (‘motif’) que se repetem (‘tandem’) em varios pontos do genoma de
eucariotos (Litt & Luty, 1989). De acordo com Brondani et al. (1998), os
microssatélites sdo muito atrativos aos melhoristas vegetais, pois eles combinam varias
vantagens, como: 1) natureza codom