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RESUMO GERAL

A cultura do milho é de grande importancia econanpiara o Brasil, principalmente
por ser usada em rotag&do de cultura com a culusp@. Estudos tém sido feitos no sentido
de buscar gendtipos resistentes a varias doencasilh® € suscetivel a varias doencas,
principalmente aguelas causadas por fungos. Eatpatbgenos de solo estdo os nematoides.
As espécies mais danosas a cultura do milho sa®laypertencentes ao género
Pratylenchus No Brasil, P. brachyurus e P. zeasfdo 0s nematbides mais importantes a
cultura do milho, aumentando em até duas vezesus®< de producdo. Apesar de sua
relevante importancia, nematdides do génkleloidogynespp. sdo 0s mais estudados.
Portanto, ha a necessidade de mais estudos sobespasiesPratylenchus zeae P.
brachyurus,as mais comumente associadas a cultura do milhoarActerizacdo destas
espécies tem sido feita através da morfologia,sesda em alguns casos dificil e laboriosa.
Por isto, a regidao ITSr(ternal Transcribed Sequend@TS) doRibosomal Desoxiribonucleic
Acid (rDNA) tem sido bastante utilizada para a car@&defo molecular ou para estudos
filogenéticos e evolucionarios de nematoides. Neatealho, foram caracterizadas por meio
da Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Polphism(PCR-RFP) populagdes
de P. zeaeP. coffeagP. jaehnj P. penetrans P. brachyurusporiundas de diferentes regites
geograficas do Pais. As andlises foram conduzidasde as enzimas de restrigddel,
Hindlll, Hpall e Pstl. Os produtos amplificados por PCR revelaram fragasede DNA de
750 a 1200 pb. A técnica RFP mostrou a existéneigadiacdes interespecificas, mas néo
revelaram variaces intraespecificas entre as popes estudadas de cada espécie. Outro
objetivo deste estudo foi avaliar a reacao derit@&ljens e hibridos de milho aos nematoides
P. brachyuruse P. zeaee avaliar a reproducdo dessas duas espécies ddoitEsasob

condigcdes de telado. As plantas foram inoculaddisidualmente com aproximadamente 800
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nematoides. Sessenta e dois dias apos a inoculatdoninou-se a capacidade reprodutiva
dos nematoides, estimando-se o fator de reprodigePf/Pi, sendo Pf a populacao final e
Pi a populacéo inicial de nematoides). O FR mostjoe, das plantas inoculadas c&mn
brachyurusapenas a linhagem 521550 foi considerada suscetivgianto que, pakRa zeage

0S acessos 531162, 262841-1-4-1, 521550 e BRS36e&nf suscetiveis. Quanto a
reproducédo dos nematoides, demonstrada pelo F&®J-8etque a multiplicacdo & zeadoi
significativamente superior a apresentada pobrachyurus.O uso de espécies cultivadas
resistentes aos nematoides das lesfes radicularesmas de rotacdo de culturas previne
danos futuros em espécies mais suscetiveis. Ramrtast hibridos de milho avaliados
apresentam grande potencial para semeadura emirdfiestadas poP. brachyuruse P. zeae
pois permitem taxas restritas de multiplicacdo dmatoide. Os resultados mostraram que a
maioria das linhagens avaliadas sdo materiais gsmreés a serem usados em programas de
melhoramento, visando a obtencédo de hibridos eesed. Porém, mais estudos devem ser

realizados para corroborar os resultados obtidsie teabalho.
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ABSTRACT

Maize is a crop of great economic importance foazB, mainly because it is used in
crop rotation with soybeans. Studies have beemedaout in search for resistant genotypes to
various diseases. As in other crops, maize is ptibte to various diseases, especially those
caused by fungi, such as stalk rot and ear rotd Beene pathogens and soil pathogens are
worth mentioning because of their role in reducggymination and seedling emergence.
Among these pathogens are soil nematodes. Theespetnematode that more frequently
attack maize crop are those belonging to the g@maty/lenchus Pratylenchus brachyurus
andP.zeaeare the most damaging nematodes to maize, arabitieol of nematodes increases
up to twice the cost of yield. However, in maizegsinstudies focus on root knot nematodes
(Meloidogyne spp.). Therefore, there is a need for further swdon P. zeaeand P.
brachyurus the most commonly species associated with m&t@racterization of these
species is usually accomplished by the morpholedych is in some cases difficult and
laborious. Therefore, the region ITS (Internal Barbed Sequence) (ITS) of the Ribosomal
Desoxiribonucleic Acid (rDNA) has been widely ustm molecular characterization, or
phylogenetic and evolutionary studies of nematodiesthis work, were characterized by
Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment rRotghism (PCR-RFP) distinct
populations ofPratylenchusspecies most commonly found in Bra#l, zeae P. coffeaeP.
Jaehnj P. penetransand P. brachyurusfrom different geographical regions through the
country. Analyses were conducted using the resirnicenzymesDdel, Hindlll, Pstl and
Hpall. The PCR amplified products of ITS region reveali#terences in size of molecular
weight, ranging approximately from 750 to 1200 B#P analysis showed the existence of

interspecific variation, but did not reveal intrasgic variation among populations of each
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species. Another objective of this study was tdweate the reaction of 18 breeding lines and
hybrids of maize to the nematodeshrachyurusandP. zeagand to evaluate the reproduction
of both nematode species under greenhouse corglitRiants were individually inoculated
with 800 nematodes. Sixty-two days after inoculatib was determined the reproductive
ability of the nematodes, estimating the reprodurctactor (RF = Pf/ Pi, where Pf is the final
population and Pi is the initial population of ndoues). According to FR, only breeding line
521550 was considered susceptible, whileHozeaeaccess 531162, 262841-1-4-1, 521550
and BRS3025 were susceptible. With respect to rmeateproduction, as demonstrated by
FR, it was noted that the multiplication Bf zeaewas significantly higher than that W
brachyurus The use of resistant species to the nematodgsteras of crop rotation prevents
injury and future damages on more susceptible spedherefore, the hybrids evaluated
represents potential for sowing in areas infested.lbrachyurusandP. zeage because they
allow restricted rates of nematode multiplicatidtesults showed that most of the lines
evaluated constitute promising source of materfiatsuse in breeding programs to obtain
resistant hybrids. However, further studies shdugdperformed to corroborate the results

obtained in this work.
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INTRODUCAO GERAL

1. A cultura do milho

O milho Zea mayd..) tem sua provavel origem ha 7 mil anos nos plagalo México.

Os Incas, Maias e Astecas, ndo sO se alimentavém as tinham também uma relacdo de
cunho religioso (Clayton, 1973 e Clayton, 1983).

O milho pertence a familiRoacea(Gramineae), é uma espécie dipléide e alégama. E
uma planta mondica, apresenta flores masculinasngninas na mesma planta, porém em
estruturas distintas. E considerado uma das planthivadas mais antigas e uma das mais
estudadas. Sua importancia econémica é caractarfgelds diversas formas de utilizacdo, que
vao desde a alimentacdo animal até a industridtaléegnologia. Na realidade, o uso do milho
em grao como alimentac&o animal representa a rpaite do consumo desse cereal, isto é, cerca
de 70% no mundo (CIMILHO, 2010).

O milho é uma das plantas cultivadas mais impataatualmente, e a espécie mais
produzida nos paises em desenvolvimento. Seu cufitode ser feito em locais com clima
tropical, subtropical e temperado e em altitudesside nivel do mar a superiores a 3000 metros.
Devido a sua alta adaptabilidade a diversos andserd milho € o cereal mais cultivado
considerando o numero de paises, cerca de 70 ¢iag2007).

Em 2008, a area plantada no mundo foi de aproximeadte 161 milhdes hectares, sendo
a producao e produtividade mundial de aproximad&n@23 milhdes toneladas e 5.109 kg/ha,
respectivamente (CIMILHO, 2010). Em 2005, o mercadondial de milho foi abastecido
basicamente por trés paises, os Estados Unidosmiii6es de toneladas), a Argentina (14,0
milhdes de toneladas) e a Africa do Sul (2,3 mithée toneladas). A principal vantagem desses

paises € uma logistica favoravel, que pode sermete da excelente estrutura de transporte (o



caso dos EUA), proximidade dos portos (0 caso dgertima) ou dos compradores (0 caso da
Africa do Sul). O Brasil eventualmente participaske mercado, porém, a instabilidade cambial e
a deficiéncia da estrutura de transporte dos pdéwos prejudicado o pais na busca de uma
presenca mais constante no comércio internaci@naliho (Duarte et al., 2009).

O Brasil ocupa a terceira posicdo no ranking mund@m a producdo de
aproximadamente 51 milhdes de toneladas (FAO, 28&0Ho superado pelos Estados Unidos da
América (331 milhdes de toneladas) e China (152de# de toneladas). Apesar de estar entre 0s
trés maiores produtores, o Brasil ndo se destaoa @npaises com maior nivel de produtividade,
devido ao grande numero de produtores que cultigase cereal com tecnologia inadequada
(CIMILHO, 2010). A maior produtividade se concentra Centro-Sul do pais, porém, quanto a
produtividade em 2008, merecem destaque os estiddscatins, Minas Gerais, Goias, Mato

Grosso, Parana e o Distrito Federal.
2. Problemas fitossanitarios na cultura do milho

O milho sempre foi considerado uma planta rlstie@az de suportar Varios estresses
ambientais. Hoje, no entanto, com a expansdo dasefras agricolas e com a ampliacdo das
épocas de cultivo, esta realidade mudou. Plantitecgados sob irrigacdo, plantios da safra de
verdo e 0 aumento do plantio safrinha séo respeissgela continuidade temporal da cultura do
milho, o que proporciona, a cada ano, surgimentondeos problemas para a cultura,
principalmente com relacao as doencas (Costa 20415).

Nos ultimos anos, notadamente a partir do finalddeada de 90, as doencas tém se
tornado uma grande preocupacao por parte de técaiprodutores envolvidos no agronegécio
do milho. Relatos de perdas na produtividade deaaataque de patdégenos tém sido frequentes

nas principais regifes produtoras do pais. Nesstexto, vale destacar a severa epidemia de



cercosporiose ocorrida na regido sudoeste do eskadsoias no ano de 2000, na qual foram
registradas perdas superiores a 80% na produtei(@dPMS, 2010).

E importante entendermos que a evolucdo das doawamilho esta estreitamente
relacionada a evolucdo do sistema de producao dektaa do Brasil. Modificacbes ocorridas
no sistema de producao, que resultaram no aumarpeoodutividade da cultura, foram, também,
responsaveis pelo aumento da incidéncia e da daderidas doencas. Desse modo, a expansao
da fronteira agricola, a ampliacdo das épocasatdipl(safra e safrinha), a adocéo do sistema de
plantio direto, o aumento do uso de sistemas @@@éo, a auséncia de rotacédo de cultura e o uso
de materiais suscetiveis tém promovido modifica¢dgmrtantes na dinamica populacional dos
patdgenos, resultando no surgimento, a cada sdffanovos problemas para a cultura
relacionados a ocorréncia de doencas (Costa 2080).

Como nas demais culturas, o milho é suscetivetiasrdoencas, principalmente aquelas
causadas por fungos. As que trazem maiores redngdendimento de grdos sdo as podriddes
da base do colmo e da espiga. Coincidentementag@stes causais dessas podriddes sdo o0s
principais patdégenos presentes na semdrtisarium moniliformeSheldon, F. subglutinans
(Wollenw. & Reinking) P.E. Nelson, Toussoun & Maasl983 Aspergillusniger Tiegh. 1867,
Penicillium sp Link 1809,Macrophominasp.,, Stenocarpela maydis (Berk.) B. Sutton, 1980,
Stenocarpela macrospora Earle B. sutton, 1977 eb@tidla zeag(Schwein.) Petch 1936. Na
regido central do Brasil, os danos maiores sdoadasspor agentes de manchas foliares. Os
patdgenos veiculados pelas sementes e patégersdadeerecem destaque, por contribuirem
para a reducdo da germinacdo e emergéncia daapldhitre os patégenos de solo estdo os

nematoides (Reis & Casa, 1996).



2.1. Importancia dos nematoides na cultura do milho

Mais de 40 espécies de 12 géneros de nematoidesidéncitadas como parasitas de
raizes de milho, em todas as éreas produtoras ddarande este cereal € cultivado (Costa et al.,
2009). A ocorréncia de nematoides do gémdedoidogyneGoeldi, 1887parasitando o milho e
causando prejuizos significativos em condi¢cbes atepo foi relatada no Brasil em 1986 por
Lordello, sendo identificada a espébleloidogyneincognita (Kofoid e White, 1919) Chtiwood,
1949 raca 3 em raizes de milho que ndo se desemaoly Contudo, o milho esta entre as
culturas mais recomendadas para a rotacao emiafestadas por espécies Meloidogyne

Atualmente, devido a necessidade de se controlaematoide de cistoHgterodera
glycinesichinohe, 1915) na cultura da soja, o milho tedo sima alternativa para a rotagéo de
cultura, pois ndo € parasitado por esse nematBmleoutro lado, essas duas culturas podem ser
parasitadas por nematoides do gémdetoidogyne notadamente pdvl. incognitae M .javanica
(Treub 1885) Chitwood, 194@osta et al., 2009).

As espécies que atacam a cultura do milho com frejgéncia sdo aquelas pertencentes
ao génerdPratylenchusFilipjev, 1936 (Lordello, 1986)No Brasil, as espécies de nematoides
mais importantes, na cultura do milho, quanto ageticidade, a distribuicédo e a alta densidade
populacional, sdoVeloidogyne spp., Pratylenchus brachyurugGodfrey, 1929) Filipjev &
Schuurmans Stekhoven, 194Rratylenchus zeadsrahan, 1951 Helicotylenchus dihystera
Criconemoidespp. eXiphinemaspp. (Costa et al., 2009). Sendo uérachyurus e P.zea#o
as mais danosas a cultura do milho, o controleegassmatoides aumenta até duas vezes o custo
de producédo (Lordello, 1984). No Kenya, ja foi telaté 50% de perda em campo infestado por

P. zeae essa espécie € considerada a mais importanteapawtura do milho nessa regiao



(Kimenju et al.,1998). Na regido norte central dstados Unidos da Ameérica, as perdas na
producéo de milho tém sido associadas as espgédexincisugaylor and Jenkins . scribneri

Steiner (Bergeson, 1978 e Norton, 1983).

2.1.1. O GénerdPratylenchus Filipjev, 1936

As espécies dBratylenchussao genericamente referidas como os nematoideesizes
radiculares devido aos sintomas na forma de leséesdticas que causam nas raizes de seus
hospedeiros (Godfrey, 1929 e Tihohod, 1993). Esepmatoides sdo endoparasitos migradores de
corpo fusiforme, cujo comprimento dos adultos vdga,3 a 0,9 mm (Loof, 1991).

No Brasil e no mundo, esses fitonematoides ocupasegoindo lugar em importancia
econdmica, sendo superados, apenas, pelos nensatlaiseyalhadyleloidogynespp. (Sasser &
Freckman 1987). Algumas espécies d&atylenchusFilipjev, 1936 tém ampla distribuicdo
geografica, tanto em paises de clima tropical ctemperado (Luc, 1987), e causam necroses em
orgdos subterrdneos em um grande numero de cult@asnportancia econbmica para a
agricultura brasileira, tais como: soja, cana-dgzag citros, café, milho, algoddo, batata e
diversas ornamentais (Tenente et al., 2002).

Pratylenchus brachyurugh foi relatada no Brasil em quiabeirdbelmoschus esculentus
(L.) Moench) (Cafe-filho & Huang, 1988) e sua pawigidade foi estudada nessa cultura, a qual
reagiu como boa hospedeira (Inomoto et al., 2004)moto et al. (2001) estudaram o
crescimento de duas cultivares de algodzamsépium hirsuturh.) inoculadas conf. brachyurus
em casa de vegetacdo e observaram que ambas waresltanalisadas mostram-se boas
hospedeiras dB. brachyurusafetando ligeiramente a massa fresca das raiteesl®m a massa
seca da parte aérea. Porém, em condi¢cOes de cdamsigades populacionais inferiores a 12000

nematoides por planta ndo causaram reducédo noragggo das plantas (Machado et 2006).



O nematoide das lesdes também ja foi relatado éorportante patdégeno na cultura do
milho na regido norte dos Estados Unidos, ondeagend producdo foram estimadas com base
nas densidades populacionais de espécieBralylenchus(Smolik & Everson, 1987; Norton,
1983). Com objetivo de controlar nematoides asdosiaa cultura do milho, inclusive
Pratylenchusspp., foi realizado um experimento na regido cenarte da Flérida, observando-se
gue o revolvimento do solo a 40 cm de profundidagd®entou a producao do milho (Rich et al.,
1985).

Varios pesquisadores tém dedicado seus estuBozemdgJordaan et al., 1987; Muchena
& Bird, 1988; Arim et al., 2006; Berry et al., 2Q0Buimarées et al., 2008; Cabrera et al., 2009).
Na busca de controle paka zeae foi avaliado o efeito de cinco espécies de ptani@inhas
sobre a infestacdo d& zeaeem milho, sendo que os autores concluiram queealestespécies
testadasCrotalaria shaerocarpa&err. ex DC merece atencéo especial por aumepiapwdacao
do nematéide. J&leusine indical., além de ser sucetivel B zeag também apresenta
capacidade de competir com o milho (Jordan & Del®yd®88)

Na revisdo realizada por Gonzaga (2006) séao listefaspécies véalidas Beatylenchus
porém o numero de espécies descritas deste géasrawymentando, chegando a 89 espécies
(Castillo & Vovlas, 2007; Inserra et al., 2007; Mkobo et al., 2007; Subbotin et al., 2008,
Troccoli et al.,, 2008 e Palomares-Rius et al., 20Apesar do grande numero de espécies no
género, apenas seis sdo encontradas com mais rfoigueEssociadas a diferentes culturas no
Brasil, a saberP. brachyurus(Godfrey, 1929) Filipjev & Schuurmans Stekhove®41, P.
coffeae(Zimmermann, 1898) Goodey, 1999, jaehnilnserra, Duncan, Troccoli, Dunn, Santos,
Kaplan & Vovlas, 2001P. penetrangCobb, 1917) Chitwood & Oteifa, 195, vulnusAllen &

Jensen, 1951 zeadeGrahan, 1951 (EMBRAPA, 2007).



3. lIdentificacdo de espécieBratylenchus Filipjev, 1936

Os caracteres comumente usados para diagnose @igiarguir espécies sao presenca ou
auséncia de machos e os morfoldgicos e os morfmogtcomo, tamanho do corpo, nimero de
anéis labiais, forma da regido cefalica, tamanhoestilete, forma dos ndédulos do estilete,
estrutura do campo lateral, forma da espermataggrtho e estrutura do saco pés-uterino, forma
da cauda e do término da cauda das fémeas. Mastlaslas ndo sdo em geral identificaveis
apenas as fémeas oferecem caracteristicas modasogionfiaveis para a identificacdo das
especies.

Vérias sdo as ferramentas taxondmicas que podenapeladas em conjunto para
identificar com maior precisdo as espeécies de r@des, incluindo a morfometria de espécimes
com o uso de microscopio fotbnico (Mota & Eisenha®93; Carneir@t al, 1996a,b e Inserra
et al, 2001); estudo da morfologia através do uso deasitopio eletrénico de varredura - SEM
(Eisenback, 1985; Santos & Tihohod, 1993; Tetsl., 1995; Santos & Maia, 1997 e Hernandez
et al., 2001); métodos eletroforéticos para estuttopadrdes enzimaticos de espécies (Hussey,
1979; Esbenshade & Triantaphyllou, 1985; Payan &&on, 1990; Santos & Triantaphyllou,
1992; Alonsoet al., 1995; Ibrahim et al., 1995 e SoareS@tos, 2000) e a deteccdo molecular
por PCR especifico ou mediante técnicas envolv&@® (Subbotin et al., 1997; Pourjame et al.,
1999; Karssen et al., 2000; Inserra et al., 200dadki et al., 2002; Saeki et al. 2003; Oliveira et
al., 2005; De La Pefa et al., 2006 e Machado 2@07). O uso de critérios morfolégicos ainda
deve continuar sendo, o primeiro passo na ideatiio de nematoides (Mota & Eisenback,
1993), mas podem néo ser completamente acuradegiepdiferencas genéticas ndo podem ser
visualizadas e também devido a interferéncias doiemte na morfologia das espécies. No caso

de nematoides fitoparasitas, no estadio juvenie quo estagio infectivo, é dificil distinguir



especies morfologicamente semelhantes. Portantguéntemente, resultados baseados em
critérios fenotipicos devem ser confirmados utiida métodos mais acurados de identificacéo,
como os métodos baseados em caracteristicas ganeétic

Com o desenvolvimento de técnicas para os estudiobi@ogia molecular, tornou-se
possivel a distincdo entre géneros e espécies afinsematoides, bem como de populacdes
desses parasitas. A partir de protocolos desemas\para outros organismos, esta diferenciacao
de nematoides pode ser efetiva, com adaptacdocd&dé ou o desenvolvimento de novos
métodos, possibilitando a diferenciacdo de fitorteidas morfologicamente semelhantes
(Burrows, 1990; Caswell-Chen et al., 1992; Chadoal.¢ 1994; Hahn et al., 1994 e lbrahim et
al., 1994). A andlise do DNA revela um elevado gdmu polimorfismo, além de nao ser
influenciada pelo ambiente, fenétipo, ou pelo gstdé desenvolvimento do nematoide (Curran,
1991). Com isso, verificou-se que as técnicas midees representam um grande potencial e
facilidades na identificacdo rotineira de nematei(dulholland et a] 1996; Jones et al., 1997,
Saeki et al., 2003 e Al- Banna et al., 2004).

Dentre as técnicas moleculares a de RFP (Restrickagment Polymorphism),
utilizando o DNA ribossomal, tem mostrado ser uéanica confiavel para a identificacdo de
espécies dératylenchuse uma poderosa ferramenta para a anélise da Nidade genética
(Vrain et al., 1992; Orui, 1996; Powers et al., 1997; @riizukubo, 1999; Waeyenberge et al
2000; Mizukubcet al., 2003; Saeki et al. 2003; De La Peia e2@D6 e Machado et al., 2006).
Waeyenberge et .a(2000) utilizando a técnica RFP diferenciaram 4@éeies d®ratylenchuse
trés populacdes d@ coffeae

Um outro marcador molecular amplamente utilizadadeatificacdo e diferenciacdo de
especies é o DNA ribossomal (rDNA). O rDNA nos eiotas esta presente repetidas vezes, e

cada unidade consiste de regides codificadas gagarees rDNA 18S, 5.8S e 28S e dois espacos



internos (ITS1 e ITS2) que separam essas regidasla Qinidade do rDNA apresenta
componentes em sua sequéncia que envolvem var@agémlem ser usados em estudos de
sistematica para diferentes niveis taxonémicos l{ffFetal, 1997). As regides do rDNA 18S,
5.8S e 28S sdo muito conservadas eservem de baseop&eccdo dprimers universaigBerbee
& Taylor, 1995 e Gargas & Depriest, 1996). Egsesiersuniversais podem ser utilizados para
uma ampla gama de espécies (White ¢t1890). Por outro lado, as regibes espacadora® TS
IGS acumulam mais variabilidade, sendo mais utlizana diferenciacdo de espécies ou entre
populacdes da mesma espécie (Risteinal, 1998 e Esteve-Zarzosd al, 1999). A regido ITS
(Internal Transcribed Spacersem sido muito utilizada para a identificagaofiienematoides,
como também para estudos de filogenia, de gerdgigmpulacdes e de processos evolucionarios
desses organismos (Vraghal., 1992; Wendt et al., 1993; Ibrahim et @94; Joyce et al., 1994;
Orui, 1996; Cherry et al., 1997; Powers et al.,719%hara et al., 1998a,b e Saeki et al., 2003).
Recentemente, utilizando a técnica de PCR (Polyseetdain Reaction) Machado et al.
(2007), amplificaram a regido ITS-1 do rDNA &e brachyuruse por meio da analise dessa
sequéncia verificaram diferencas em relacdo a®espécies do génerd coffeagP. vulnuse P.
zea@. Essas diferencas na regido ITS-1 foram usadasgiatetizar um paprimesr especifico
para diagnose de. brachyurusAo avaliarem qrimer em 30 populagbes d& brachyurusos
autores obtiveram um fragmento de 267 pb para tedapopulacfes testadas. Além disso,
verificaram que quando utilizaram outras espéce®ratylenchuse de outros nematoides de
solo, ndo houve amplificacdo de fragmentos por @R oprimer desenvolvido no estudo em
questdo. Trabalhos semelhantes foram realizadaPpeaoffeagP. loosie P. penetransem que,
a partir de um unico individuo, inclusive juverihés a amplificacdo e sequenciamento da regido
ITS dessas espécies, foram construfgtowers especificos para a diagnose das mesmas (Uehara

et al., 1998a,b e Saeki et al., 2003).



4. Manejo de fitonematoides

Diferentes métodos isolados de controle tém sidequisados e aplicados, mas
recentemente énfase tem sido dada a integracaarites ynétodos, para tornar a operacao de
controle mais racional, eficiente e econdmica (Resaal.,, 2003). Entre as técnicas mais
recomendadas para as fitonematoses esta o usolttkares resistentes, controle biolégico,
emprego de plantas antagodnicas, rotacado de cultorasplantas ndo hospedeiras, revolvimento
do solo por aragdo nos meses mais quentes e nelaatsistémicos (Whitehead, 1998).

A utilizacéo de cultivares resistentes € a medida mficiente de controle de nematoides
que parasitam a cultura do milho (Lordello, 19&4jotacédo de culturas com espécies botanicas
nao hospedeiras do nematodide, presente, na areaultido do milho, também é medida
recomendada (Lordello, 1984; Araya & Caswell-ChE®94). Ademais, a utilizacdo de plantas
armadilnas comoCrotalaria spectabilis Roth as quais atraem e aprisionam juvenis de
nematoides, é especificamente recomendada pararoleodeMeloidogynespp. Nao obstante, a
C. junceal. possui potencial para mutiplicacdo Heatylenchusspp. eHelicotylenchusspp.,
enquanto que rotacdo com mucuna prétuclina aterrimaPiper & Tracy) diminui as
populacdes iniciais deratylenchusspp (Silva et al., 1989). O controle quimico dosatides
parasitas do milho depende da disponibilidade dmdyios registrados no Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), benmooda analise econbémica da utilizacédo

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

- Caracterizacao a nivel molecular de populacdeBrdtylenchus zead®. coffeaeP. jaehnj P.
penetranse P. brachyurus oriundas de diferentes regides geograficas dgilBeaparasitas de
diferentes hospedeiros, utilizando a técnica PCR-RF

- Reacdo de linhagens e cultivares de mildea( maysL.) aos nematoide®ratylenchus

brachyuruse P. zeaeem cultivo protegido.
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CAPITULO |

CARACTERIZACAO MOLECULAR DE CINCO ESPECIES DE PRATYLENCHUS SPP.
ATRAVES DA ANALISE DO rDNA POR PCR-RFP (POLYMERASE CHAIN

REACTION- RESTRITION FRAGMENT POLYMORPHISM)
RESUMO

Os nematoides do géneRyatylenchussdo geralmente referidos como nematoides dasslesde
radiculares, devido as lesdes necroticas que caesageus hospedeiros. Estes parasitas tém sido
considerados o segundo grupo mais importante estreematoides fitoparasitas na agricultura,
causando severos danos em diversas culturas. QogPnatylenchusengloba 89 espécies
morfoldgicas. A caracterizacao dessas espéciesxeamh@realizada através da morfologia, sendo
essa, em alguns casos, dificil e laboriosa. Poy @stegido ITSIAternal Transcribed Sequence
(ITS) do Ribosomal Deoxyribonucleic AcigrDNA) tem sido bastante utilizada para a
caracterizacdo molecular ou em estudos filogergteavolucionarios de nematoides. Neste
trabalho, foram caracterizadas por meio da técRiolymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment PolymorphisnfPCR-RFP) distintas populacdes Bezeage P. coffeag P. jaehnj P.
penetranse P. brachyurusoriundas de diferentes regifes geogréaficas doilBAssanalises foram
conduzidas usando as enzimas de restigia, Hindlll, Hpall e Pstl. Os produtos amplificados
por PCR fragmentos de DNA de 750 a 1200 pb. Ar&lREP mostraram a existéncia de
variacdes interespecificas, mas nado revelaram ¢fsa intraespecificas entre as populacdes

estudadas de cada espécie.

Palavras chave:PratylenchusPCR-RFLP, ITS.

19



ABSTRACT - Nematodes in the gen®satylenchusare generally referred as the root lesion
nematode in allusion to the symptoms these pasasitese in their plant hosts. These nematodes
have been considered as the second most importanp gof plant-parasitic-nematodes in
agriculture, causing yield losses in a variety obps. The genu®ratylenchusincludes 89
putative morphospecies. Their characterization @sthy accomplished by taking in account
morphological approaches which in some cases fEulifand time consuming. Therefore, the
ITS (Internal Transcribed Sequence) region of thmsomal oxiriborucleic Acid (rDNA) has
been used in molecular characterization and inqgenetic and evolutionary studies. In this
work, molecular characterization was performed wifferent populations oP. zeagP. coffeage

P. jaehnj P. penetransand P. brachyurusfrom diverse geographic regions of Brazil, using
Polymerase Chain Reaction followed by Restrictisagment Polymorphism (PCR-RFP). The
analyses were conducted with four different resticenzymes a®del, Hindlll, Hpall, and
Pstl. The amplified PCR products from the ITS regioneaded differences in molecular weight
ranging in size from 750 to 1200 pb, and the pastdRFP analysis showed an interspecific
variation among species but absence of intraspegdiiation among the populations studied of

each species.

Key words: PratylenchusPCR-RFLP, ITS.
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INTRODUCAO

Os nematoides do géneRratylenchusFilipjev, 1936, sdo geralmente referidos como
nematoide das lesdes radiculares, devido aos sastol@ lesbes necroticas que causam em seus
hospedeiros. Estes parasitas tem sido considemdegundo grupo mais importante entre os
nematoides fitoparasitas na agricultura, causamyergss danos em diversas culturas, sendo
superados apenas pelos nematoides de galhas do yEteidogyne(Sasser & Freckman, 1987;
Tihohod, 1993). Embora as espéciesPdatylenchussejam bastante polifagas, existe uma clara
diferenca quanto a preferéncia desses nematoidesspécie hospedeira. Por exemployulnus
Allen & Jensen, 195lencontrada associada a roseird® penetrangCobb, 1917) Filipjev &
Schuurmans Stekhoven, 194%3o comumente relatadas em plantas frutiferas ¢eren
Pratylenchus brachyurugGodfrey, 1929) Filipjev e Shuurmans Stekhoverill%a California
se associa principalmente a cultura do algodédo @icK & Roberts, 1985). No Brasil, seis
espécies dePratylenchustem sido relatadas com maior frequéndta:brachyurus, P. zeae
Graham, 1951P. coffeagZimmerman, 1898) Filipjev & Shuurman Stekhoven41LP. jaehni
Inserra, Ducan, Troccoli, Dunn, Santos, Kaplan &lsls, 2001 P. penetransg P. vulnus
(Gonzaga, 2006).

O controle dePratylenchusspp. € dificil e alternativas de manejo desse r@denem
sempre sdo eficazes, uma vez que as espeécies presam amplo circulo de plantas
hospedeiras, o0 que na maioria das vezes invialilizso da rotacdo de culturas, assim como sao
escassas as fontes de resisténcia para as prineggsicies vegetais cultivadas no Brasil.

O sucesso de um programa de manejo de nematoidess mezes depende da rapida e
segura identificacdo da espécie presente na area{(@l., 2007). A correta identificagdo a nivel

de espécie é crucial para a prevencdo da dissefwirdas nematoides fitopatogénicos, local e
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internacionalmente, bem como, para 0 sucesso diaégsas de manejo desses parasitas (De
Waele & Elsen, 2007).

As dificuldades para a identificacdo de espécieRrdéylenchussdo em decorréncia da
escassez de caracteristicas morfoldgicas aplicavdiagnose de individuos desse género, bem
como da variabilidade intraespecifica de algumasatecaracteriticas (Tarjan & Frederick, 1978;
Handoo & Golden, 1989; Mounport et al., 1990). @extnte, caracteristicas morfoldgicas, tais
como, numero de anéis labiais, forma da espermateestruturas do campo lateral, sédo
geralmente eficientes para a identificacdo de éspélePratylenchugLoof, 1978). Entretanto, o
reconhecimento dessas caracteristicas requer wtasglal treinamento, além da necessidade de
muitos espécimes de fémeas para um diagnésticispréd@riacbes morfométricas em estudos
com espécies dBratylenchusforam previamente relatadas (Doucet et al., 12081). Essas
variagbes indicam que nem sempre pelas caraatadstinorfométricas pode-se chegar a
identificac@o correta das espéciedrdatylenchus

Nos ultimos 20 anos é crescente 0 uso de técnicdscutares para analise de DNA
(Vogler & Monaghan, 2007) e analises de proteiAasl(és et al., 2000) entre os nematologistas,
para confirmar a validade de espécies de nemateidesnbém, para ajudar na identificacéo e
descricdo de novas espécies (DeWaele & Elsen, 2007)

Dentre os estudos de identificacdo de nematoidesocaso de ferramentas moleculares,
destacam-se aqueles que utilizam as sequénciaddTT®NA. Essas sequéncias sdo variaveis
(ITS 1 e ITS 2) e intercalam, respectivamente, dmisidades das regides 18S, 5.8S e 26S do
rRNA. Assim, as regifes ITS sdo capazes de distinguwios organismos além de permitirem
estudos filogenéticos e evolucionarios (Bulman &rdhall, 1997; Uehara et al., 1998; Carta et
al., 2001; Handoo et al., 2001; Saeki et al., 20B&yry et al.,2007). Especialmente para

caracterizacdo molecular de nematoides, o estudsageegibes tem mostrado consideraveis
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variacoes interespecificas e intraespecificas (@wagt al., 1998; Inserra et al., 2001; Hajieghrari
et al., 2007; Zhao et al., 2008; Landa et al., 200&era et al., 2009; Trinh et al., 2009; Deimi et
al., 2009; Oh et al., 2009; Kanzaki et al., 2008n \den Berg et al., 2009).

O objetivo do presente trabalho foi caracterizaménel molecular populacbes &ezeage
P. coffeage P. jaehnj P. penetranse P. brachyurus provinientes de diferentes hospedeiros,

oriundas de diferentes regifes do Brasil, utilizaadalises da regido ITS através da PCR-RFP.

MATERIAL E METODOS
Populacdes dd°ratylenchus spp.

Neste trabalho foram analisadas 18 populacdespssrtd ddPratylenchus zeaseis de
P. brachyurustrés deP. jaehni,uma deP. coffeaee uma deP. penetransAs populacdes foram
obtidas em diferentes regides do Brasil oriundasdderentes hospedeiras (Tabela 1). A
identificacdo inicial foi realizada com base noragamicroscépico de espécimes montados em
laminas permanentes e comparacdo das caracteristiogoldgicas observadas com aquelas
descritas na literatura (Handoo & Golden, 1989). @matoides de cada populacdo foram
multiplicados e mantidos em cilindros de cenouna,aenbiente estéril a temperatura de°@5

conforme metodologia descrita por Gonzaga (2006).

Extracdo do DNA

A extracdo do DNA dos nematoides de cada populémacealizada de acordo com o
protocolo de purificacdo de DNA de tecido animasaligo em KitDneasy Blood and Tissue
(Qiagen), como descrito abaixo. Aproximadamente AéMatoides de cada populagdo foram

colocados individualmente sob esteromiscroscopitilizados na extracao.
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Os nematoides foram pescados e colocados em epfemidmtendo 10 pl de agua
destilada esterilizada. Em seguida foram adiciogpat®0 pl de tampédo de lise (ATL) e os
nematoides foram macerados com pistilos plastipaxédimento feito no gelo). Acrescentando-
se 10 pl de proteinase K e incubando-se as amosimasbanho maria a 8D por
aproximadamente 1h e 40 minutos, até que o maseridrnasse viscoso. Acrescentou-se 200 pl
de tamp&o AL e incubou-se as amostras & Por 10 minutos, em seguida adicionou-se 200 pl
de etanol (96-100%). O material foi pipetado paracoluna de mini Dneasy e centrifugado a
8000 rpm por 1 minuto (15-25). Descartou-se o que passou pela coluna e fareesados 500
ul de tampéo de lavagem AW1 e centrifugou-se o naht@ovamente a 8000 rpm por 1min (15-
25C), descartou-se novamente o material que passawcqlena e foi acrescentado o tamp&o de
lavagem AW2 e centrifugou-se a 14000 rpm por 3 mEl5-25C), sendo que o material que
passou pela coluna foi descartado. Por fim, acnésgese 50 ul de agua destilada e esterilizada e
centrifugou-se a 8000 rpm (15-29. Esse procedimento foi repetido e as amostwasiés para
uma centrifuga a vacuo para reduzir o volume final.

Apoés a extracdo, o DNA das amostras foi quantiicach espectrofotometro do tipo

Nanodrop (Modelo ND-1000) e utilizado nas reac@PaR.
Reacdes de PCR

Cada reacao de PCR foi realizada em tubos de O¢cdmténdo cerca de: 1 ng do DNA de
cada espécie; 1 U Tag DNA polimerase (Invitrogd@gp uM de cada dNTP; 22 mM Tris-HCI
(pH 8,4); 55 mM KCI; 1,65 mM MgGJ 250 puM (0,4 uM) doprimersuniversaig(18S -5 TTG
ATT ACG TCC CTG CCC TTT 3e 26S — 5TTT CAC TCG CCG TTACTA AGG 3 como
descrito por Vrain et al. (1992) em um volume tadal 25 pl de reacdo. As condi¢cdes de

amplificacdo utilizadas foram: 8@ por 2 minutos (1 ciclo), 35 ciclos de 1 minut®4°C
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(Desnaturacdo), 1 minuto a 58 (anelamento), 2 minuto a °@2 (extens&o), seguido por
extensao final a P2 por 6 minutos. Ap6s a amplificacdo do DNA, 8 plrdacéo foi depositado
em gel de agarose a 1% para corrida em apareltrofefético horizontal contendo tampéao Tris
Borato EDTA (TBE) (Tris-Borato 100 mM, EDTA 2 mM)a@rado com brometo de etidio (0,5
pg/ml). Os fragmentos de DNA foram visualizados émansiluminador de luz UV e

fotodocumentado em sistema EDAS, Kodak.
Restriction Fragment polymorphism (RFP)

Para a andlise de RFP dos produtos amplificadosada populacdo foram utilizados
cerca de 10 a 15 pl de cada PCR para a digestdolbobh das enzimas de restricBalel
(Fermentas Life Scienced)jndlll (Sigma),HPall (Fermentas Life Sciences)Pstl (Fermentas
Life Sciences) em tampao apropriado, de acordo aemiecomendacOes dos fabricantes. A
digestdo foi conduzida por 16 h a%7. Os produtos da digestdo enzimatica foram seps@ah
eletroforese em gel de agarose 1% e, corados comebw de etidio (0,5 pg/ml) em TBE. Ao
término da corrida eletroforética os géis foranualzados em luz UV e fotodocumentados em
sistema EDAS, Kodak. A estimativa do peso molecdts produtos amplificados do DNA de
cada populacdo na PCR, bem como dos produtos dat@iigenzimatica foi realizada por meio
da comparacdo com o marcador de peso molecularpBOOu 1 Kb (Invitrogen) também
adicionados aos géis. O resultado de cada digestAmatica dos produtos amplificados na PCR

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

A amplificacdo da regido ITS do rDNA de cada pogétaproduziu fragmentos de DNA
de 750 a 1200pb (Figura 1). Este resultado densnste a regido ITS 1 — ITS 2 é varidvel em
tamanho entre as espécies analisadas e, somentd#feaefoi perfeitamente distinguivel dos
demais no gel de agarose a Patylenchus penetrarfei o que apresentou o menor fragmento
amplificado para aquela regido, de aproximadamé&s@epb. Os demai$(zeae, P. brachyuries
P. jaehn) apresentaram regides de cerca de 800 a 900quke diminui a distinguibilidade entre
as espécies, dificultando em alguns casos a s&pad@s mesmas. Subbotin et al. (2008)
observaram, baseado em analise da regido D2-D3188&S divergéncias filogenéticas ene
zeaee P. brachyurus

Na andlise em PCR-RFP os padrdes de bandas nosdgéigarose demonstraram
claramente diferencas de tamanho e nimero de fraigméde digestdo com as quatro enzimas
analisadas. A Unica espécie que apresentou séiosstlicdo para todas as enzimadfaioffeae
(Figuras 2, 3, 4 e S5pratylenchus penetrarspresentou sitios para duas enzinkfg(l e Ddel)
(Figuras 4 e 5). Duas espécies apresentaram péarasduas enzimas comdiadlll e Pstl (P.
brachyuru3 (Figuras 2 e 3) Bdel e Hpall (P. jaehn) (Figuras 4 e 5)Pratylenchus zeagsomente
apresentou claramente sitios de restricdo paraimadel (Figura 5), cujo fragmento parece
ser digerido poHpall (Figura 4), pois notou-se um fragmento menor qaggnal (Figura 1).

Os fragmentos originados de todas as digestdesocddMA deP. coffeaeconfirmaram o
tamanho amplificado na PCR de cerca de 1,2 a 1,Zdfflorme observado no trabalho de
Waeynbergeet al (2000). Nesse caso, ainda com a enziddal somente pode-se distinguir
fragmentos resultantes de aproximadamente 500 $fimA pode-se esperar que existam sitios

que produzam fragmentos menores nao visualizadgeIn&ste resultado também foi observado
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em alguns casos eR jaehni(Ddel e Hpall), P. brachyurugDdel, Hindlll e Pstl) e P. penetrans
(Ddel, Hpall ePstl).

As espéciesP. brachyuruse P. coffeaeforam aquelas que mais se distinguiram das
demais. Essas diferencas foram observadas atragdsadgmentos obtidos da digestdo de com as
enzimasHindlll, Hpall e Pstl paraPratylenchus coffeaee também dos fragmentos obtidos da
digestdo com as enzimadindlll, Ddel e Pstl paraP. brachyurus As espécied. jaehnie P.
penetransdestacaram-se das demais com a enHpall, porém nao foi possivel a distincdo
entre elas. A espéciB. zeaendo pode ser exatamente e individualmente digtagaom
nenhuma enzima quando comparada com as outrasogesprecies estudadas devido as
semelhancas em tamanho dos fragmentos gerados,Rd@é foi possivel observar a existéncia
de variacao intraespecifica ao menos nas setegigjad analisadas.

Os resultados da digestdo dos fragmentos Daolel demonstraram que as espédres
zeae P. coffeae, P. jaehre P. penetrangesultaram em fragmentos de tamanhos similaris, ta
como 500-550 pb e 200-250 pb, o que dificulta ardiiciagdo dessas espécies com a aplicacdo
dessa enzima. No entanto, estes resultados sugprenos sitios de restricdo pdbael sdo
conservados nessas quatro espécies, sendo diesrggregnas paf brachyurus Divergéncias
entreP. brachyuruse outras espécies tatylenchusambém foram encontradas por Andrés et
al. (2000). Estudando nove espécies Rlatylenchus os autores observaram um certo
distanciamento genético entRe brachyuruse as espécieB. penetranse P. coffeae Também
Subbotin et al. (2008) observaram, baseado emsanddi regido D2—-D3 28S, 18S, divergéncias
genética entr®. zeaee P. brachyurus

A digestdo com a enzima Ddel mostrou um perfil dbarge de restricdo para a maioria
das espécies (Figura 5). Porém, essa enzima foica que digeriu claramente o fragmento do

rDNA de P. zeae.No entanto, essa espécie ndo pode ser individusndistinguida com
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exatiddo com nenhuma das enzimas quando compasadian@ais espécies estudadas devido a
similaridade em tamanhos dos fragmentos geradderindio dos resultados obtidos por
Waeynberg et al. (2000)

As andlises de RFP da regido ITS do rDNA ampliicadh PCR para as enzim@st|,
Hindlll, Hpall e Ddel, revelaram variabilidade interespecifica entreg®cies d@ratylenchus
das populagGes brasileiras estudadas, confirmasdesultados obtidos por Waeynbegjeal.
(2000), que demonstraram variacao interespecifara pezoito espécies d&ratylenchusde
diferentes regibes geograficas por meio da andhseombinacdo de pelo menos duas enzimas.
Assim, com a andlise simultanea dos fragmentosglaa ITS 1 de rDNA resultantes da digestao
com duas enzimas pode ser possivel proceder afickr@io individual deP. zeaee/ou das
demais espécies que ocorrem no Brasil. Aléem disste tipo de analise ndo confirmou a
inexisténcia de variabilidade intraespecifica napéeies aqui estudadas. Orui & Mizukubo
(1999), estudando espécies Biatylenchusde amostras de tabaco, através das analises PCR-
RFLP, concluiram que foi possivel distinguir erfrgpenetransP. crenatusP. neglectusP. zeae
e Pratylenchus sp. Reid et al (1997), estudando dezessete espécies de nensatoide
entomopatogénicos, concluiram que a regido IT®& joara distinguir espécies, dependendo da
enzima de restricdo usada para RFLP.

Alguns estudos tém revelado variacdes intraespasifem populacbes de nematoides
(Hugall et al, 1999; Subbotirt al, 2000; Waeyenbergat al, 2000). As principais causas dessa
variacdo estdo na presenca de sequéncias repetidasdiferencas em tamanho na regido ITS do
rDNA (Harris & Grandall, 2000; Canokt al, 2001; Depaquigt al, 2002). Neste estudo néo foi
observada essa variacao intraespecifica em nentasnaspécies estudadas, para as quais foram
analisadas mais de uma populacdo, porém, atravéstddo em outras regidées do rDNA, como

por exemplo a D1, D2 ou D3 desses genes, ou ushupda digestdo ou ainda outras técnicas tais
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como a Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), \ades intraespecificas poderédo ser
detectadas entre as populacgbes. A técnica de DNingrlico amplificado aleatoriamente
(RAPD) tem sido empregada com esse objetivo (Cd8i83), mas sua reprodutibilidade tem
sido motivo de discussao. Este trabalho oferecéesmipr os fragmentos de DNA visando a
obtencdo de possiveis marcas genéticas espegficasas diferentes espéciesRiatylenchus
comoP. brachyurusP. jaehnj P. penetran® P. zeae

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

nivel molecular diferentes populacdes brasileiexsepcentess a cinco espécie®datylenchus

CONCLUSOES

A analise RFP demonstrou diferenca interespecifiaea as espécieBratylenchus
coffeae, P. brachyurus, P. jaehaiP. penetransno conjunto da analise de quatro diferentes
enzimas, porém nao demonstrou variabilidade inpesfca nas populacdes analisadas.

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

atil na diagnose de espéciesRiatylenchus
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Tabela 1: Populacfes &eatylenchuspp. utilizadas nas analises RFP.

Espécie Hospedeiro Local Caodigo
P. zeae Milho Luis Eduardo Magalhdes (BA) 1
P. zeae Dracena Juquia (SP) 2
P. zeae Cana-de-acucar Paineiras (SP) 3
P. zeae Milho Onda verde (SP) 4

P. zeae Milho Brasilia (DF) 5

P. zeae Cana-de-acgucar Rio de Janeiro 6
P. zeae* Cana-de-acgucar Inhumas (GO) 7
P. coffeae Graviola Recife (PE) 8

P. jaehni Citros Palestina (SP) 9

P. jaehni Citros Mogiguacu (SP) 10
P. jaehni Citros Itajobi (SP) 11

P. penetrans Lirio Araxa (MG) 12

P. brachyurus Cana-de-acucar Santa Adélia (SP) 13
P. brachyurus* Soja Ipameri (GO) 14
P. brachyurus Soja Luziania (GO) 15
P. brachyurus Soja Chapaddes (GO) 16
P. brachyurus Soja Parauna (GO) 17
P. brachyurus Milho Silvania (GO) 18

*Populacgbes utilizadas como inoculo para o ensaitedisténcia genética, capitulo II.
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Figura 1: Amplificacdo do Espaco Interno trancrito (ITS) ObIA ribossomal através da reacdo da
polimerase em cadeia (PCR) Emtylenchusspp. PM: Marcador de peso molecular 1kb; 1, 2,3, 4

5, 6 e 7P. zeag8: P. coffeag(-) controle negativo; 9, 10, 1P: jachnj 12:P. penetransl3, 14, 15,
16, 17, 18P. brachyurus.
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Figura 2- (A) Fragmentos de restricdo, obtido com a enZ?sth da regidao ITS de rDNA
amplificada por PCR dBratylenchusspp.; (B) esquema consolidado. PM- marcador de
peso molecular 1kb; 1, 2, 3, 4, 5, 6,F. geag 8 (P.coffeag; (-) controle negativo; 9, 10,
11 (P. jaehn); 12 (P. penetrang 13, 14, 15, 16, 17, 1&(brachyurug
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Figura 3: (A) Fragmentos de restricdo, obtido com a enZitivallll, de rDNA da regido ITS
amplificada por PCR deratylenchusspp.; (B) esquema consolidado. PM- marcador de peso
molecular 1kb; 1, 2, 3, 4, 5, 6, P.(zeag 8 (P. coffeag (-) controle negativo; 9, 10, 1P.(
jaehn); 12 P. penetrang 13, 14, 15, 16, 17, 1&®(brachyuruk
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Figura 4: (A) Fragmentos de restricdo, obtido com a enipall, da regido ITS de rDNA
amplificada por PCR deratylenchusspp.; (B) esquema consolidado. PM- marcador de
peso molecular 1kb; 1, 2, 3, 4, 5, 6,7 feag 8 (P. coffeag (-) controle negativo; 9, 10,
11 (P. jaehn); 12 . penetrang 13, 14, 15, 16, 17, 1®(brachyurug
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Figura 5: (A) Fragmentos de restricdo, obtido com a enziddel, da regido ITS de rDNA
amplificada por PCR deratylenchusspp.; (B) esquema consolidado. PM- marcador de peso
molecular 1kb; 1, 2, 3, 4, 5, 6, P.(zeag 8 (P. coffeag (-) controle negativo; 9, 10, 1P.(
jaehn); 12 P. penetrang 13, 14, 15, 16, 17, 1&®(brachyuruk
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CAPITULO 2
REACAO DE ACESSOS DE MILHO (ZEAMAYSL.) A ESPECIE DE PRATYLENCHUS

BRACHYURUSE P. ZEAE

RESUMO

A cultura do milho é de grande importancia econ@npara o Brasil, principalmente por
ser usada em rotacdo de cultura em plantios deEBstjados tém sido feitos no sentido de buscar
genodtipos resistentes a varias doencas. Porém, iarianaos estudos se concentram em
nematoides causadores de galhdsldidogynespp.). Portanto havendo a necessidade de mais
estudos sobre as espéciemtylenchus zeaee P. brachyurus,as quais estdo comumente
associadas a cultura do milho. Os objetivos dedtele foram avaliar a reacdo de 18 linhagens e
hibridos de milho aos nematoid®s brachyuruse P. zeaee avaliar a reproducdo das duas
espécies de nematoides, sob condicbes de teladolaAgs foram inoculadas individualmente
com aproximadamente 800 nematoides. Sessenta elidsiapos a inoculacdo determinou-se a
capacidade reprodutiva dos nematoides, estimanddaer de reproducao (FR=Pf/Pi, sendo Pf
a populacédo final e Pi a populagédo inicial de neidas). O FR mostrou que das plantas
inoculadas con®. brachyurusapenas a linhagem 521550 foi considera suscetinglianto que
paraP. zeaeos acessos 521162, 262841-1-4-1, 521550 e BRS88@% suscetiveis. Quanto a
reproducdo dos nematoides, demonstrada pelo FBuy4setque a multiplicacdo de zeaefoi
significativamente superior a apresentada Potbrachyurus.O uso de espécies cultivadas
resistentes aos nematoides das lesdes radicularesiseemas de rotacdo de culturas previne
danos futuros em espécies mais suscetiveis. Rortahibridos de milho avaliados apresentam
grande potencial para semeadura em areas infegtadBsbrachyuruse P. zeag pois permitem

taxas restritas de multiplicagdo do nematoide. €siltados mostraram que a maioria das
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linhagens avaliadas constitui materiais promissopasa ser usados em programas de

melhoramento, para obtencao de hibridos resistentes
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REACTION ACESS OF MAIZE (ZEAMAYSL.) TO THE NEMATODES

PRATYLENCHUS BRACHYURUSAND P. ZEAE

ABSTRACT

Maize is a crop of great economic importance faaz3, mainly because it is used in crop
rotation to soybeans. Studies have been done koges®types resistant to various plant diseases.
However, most studies focus on the root-knot nedefdeloidogynespp.). Therefore, there is a
need for additional studies on the lesion nematdeegylenchus zea@and P. brachyurus
commonly associated with maize. The objectivedisf $tudy were to evaluate the reaction of 18
breeding lines and two hybrids of maize to the rnenesP. brachyurusand P. zeae and to
evaluate the reproduction of these nematode speci@sr greenhouse conditions. Plants were
individually inoculated with 800 nematodes. Sixtyet days after inoculation, reproductive
ability of the nematodes was determined, estimattiegreproduction factor (RF = Pf / Pi; Pf is
the final population and Pi is the initial poputati of nematodes). Splitting the analysis by
nematode species, only breeding line 521550 wasidered susceptible # brachyuruswhile
for P. zeaeaccess 521162, 262841-1-4-1, 521550 and BRS302& suesceptible. As for the
reproduction of the nematodes, as demonstrated Ry tle multiplication ofP. zeaewas
significantly higher than that bf. brachyurus The use of resistant plant species to lesion
nematodes in crop rotation systems prevents futlamage in more susceptible species.
Therefore, the hybrids evaluated in this study hgreat potential for sowing in areas infested by
P. brachyurusandP. zeae since they allow restricted multiplication ratetbe nematode. The
results suggest that the breeding lines evaluatedaee promising materials to be used in

breeding programs to obtain hybrids resistant édekion nematodes.
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INTRODUCAO

O Brasil ocupa a terceira posicao ramking mundial em producédo de grados de milho,
colhendo em média 12 milhdes de hectares a cadg sahdo superado apenas pelos Estados
Unidos e pela China (FAO, 2010).

Além de ocupar uma area cultivada consideravel eratdrio brasileiro, gerando
empregos no setor agricola, o milho é importanta paa utilizacdo direta na alimentacdo
humana e de animais, bem como na indUstria parmadagio de cola, amido, 6leo, alcool, flocos
alimenticios, bebidas e de varios outros produtgmitantes em nosso cotidiano. A importancia
do milho na produgcdo animal pode ser reconhecid@a gansumo de 80% de todo o milho
produzido no pais na forma de racéo (Souza & Br2@24).

Por ser um dos cereais de maior importancia eca@nmd mundo, o milho € uma das
espeécies vegetais mais estudadas. Constantemesgearmpas de melhoramento estdo buscando
novos procedimentos para a obtencdo de variedades pmodutivas e economicamente
rentaveis.

Os programas de melhoramento genético do milhanfarapulsionados no inicio do
século XX, com o desenvolvimento de linhas puradirhagens, oriundas do processo classico
de autofecundacéo das plantas de milho por vaeies;ges e com a descoberta do vigor hibrido
ou heterose, fenbmeno que proporciona grande pvathde em plantas F1 provenientes do
cruzamento de parentais que exibem alta diverg@ariatica entre si. Através do conhecimento
e da aplicacdo dos principios da genética clasgamaitiu-se a introducdo de novos caracteres
na cultura do milho, como a resisténcia a doengas@as, melhor qualidade nutricional, maior
produtividade, menor tombamento e quebra do colntemais caracteres importantes a cultura

(CIB, 2010).
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Os conceitos para o desenvolvimento do milho hdbsdrgiram por volta de 1909, em
que dois estudos independentes chegaram a senesltamclusdes. Desde o inicio do século
passado, o meétodo utilizado na formacdo do milhoridd vem adotando os mesmos
procedimentos de auto-fecundacbes sucessivas pdemcao das linhagens, sendo essas
avaliadas quanto a capacidade de combinacdo e cébtatos hibridos. A auto-fecundacgao
continua de individuos por sete a dez geracOe#taemm linhagens puras, sendo que a fixacdo
dos alelos nessas linhas puras leva a reducdogoo &ina produtividade, entretanto o vigor
hibrido restaurado pelo cruzamento de linhagensgérdicas provoca significativos aumentos
na produtividade (East, 1909; Shull, 1909).

No entanto, para que a producdo comercial de milfwido seja eficiente, séo
necessarios métodos para identificar as linhagema cesisténcia aos patdégenos e que
apresentem os melhores desempenpes$e”ou em combinagdes hibridas (Melo et al., 2001).

A cultura do milho é de grande importancia econ@rp@ra o Brasil, também por ser uma
opcéo economicamente atrativa para uso em rotagéaltira em plantios de soja objetivando o
controle de alguns fitonematoides (Johnson, 1988agmundo, 1985). Visando garantir a
sustentabilidade desse sistema de rotacdo, estédosido feitos no sentido de desenvolver
hibridos com resisténcia multipla a doencas (Bald&iBarker, 1970; Brito & Antonio, 1989;
Jones et al., 1997; Schuelter et al., 2003; Vietral., 2009). No que se refere a nematoides, a
maioria desses estudos concentra-se em nematadsadores de galhakleloidogynespp.
(Waudo & Norton, 1986; Jordaan et al., 1987; Aumgale, 1990; Silva e Carneiro, 1993;
Medeiros et al., 2001; Manzotte et al., 2002; Ribet al.,2002; Carneiro et al., 2006 e Carneiro
et al.,, 2007). Entretanto, observa-se a necessidadse conhecer mais sobre as espécies
Pratylenchus zeae P. brachyurusem realacdo ao milho, as quais sdo rotineiranesseciadas

a cultura.
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As espécies dBratylenchug-ilipjev, 1936 sao referidas como os “nematoides ldstes
radiculares” devido aos sintomas na forma de les@esdticas que causam nas raizes de seus
hospedeiros (Godfrey, 1929 e Tihohod, 1993). NosiBra no mundo, esses fitonematoides
ocupam o segundo lugar em importancia econdomicaossuperados, apenas, pelos nematoides
de galhaMeloidogynespp. (Sasser & Freckman, 1987 e Tihohod, 1993)s&ma necroses em
raizes e outros 6rgaos subterraneos em um gramadero@e culturas de importancia econémica
para a agricultura brasileira, tais como: sojaged@-acucar, citros, café, milho, algodao, batata e
diversas ornamentais (Tenente et al., 2002).

As espécies de nematdides que atacam a culturaildlo oom mais frequéncia séo
aguelas pertencentes ao génematylenchusFilipjev, 1936 (Lordello, 1986)No Brasil, as
espécies de nematoides mais importantes para @acad milho, quanto a patogenicidade, a
distribuicdo e a alta densidade populacional, E&idogynespp., Pratylenchus brachyurus
(Godfrey, 1929) Filipjev & Schuurmans Stekhoven4ll9Pratylenchus zea&rahan, 1951,
Helicotylenchus dihysteraCriconemoidesspp. e Xiphinema spp. (Costa et al., 2009F.
brachyurus e P. zeasdo as mais danosas a cultura do milho sendo qcentwole desses
nematoides aumenta até duas vezes o custo de poofluardello, 1984). No Quénia, a espécie
mais importante €. zeae sendo ja relata até 50% de perda em campo idtegi&menju et
al.,1998). Na regido central-norte dos Estados &ida América, as perdas na producdo de
milho tém sido associadas mas frequentemente @siesp. hexincisusraylor and Jenkins B
scribneri Steiner (Bergeson, 1978 e Norton, 1983).

P. brachyuruga foi relatado no Brasil em quiabeifdelmoschus esculen{us Moench
(Café-filho & Huang, 1988) e sua patogenicidadeestudada nessa cultura, a qual reagiu com
boa hospedeira (Inomoto et al., 2004). Inomotd.e{2001) estudaram o efeito Bebrachyurus

no crescimento de duas cultivares de algod@zms$pium hirsutunh.) em casa de vegetagao e
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observaram que ambas as cultivares analisadasames& boas hospedeiras Robrachyurus
afetando ligeiramente a massa fresca das raizeste®in a massa seca da parte aérea. Porém, em
condicbes de campo observou-se que ele € poucssagreao algodoeiro, uma vez que
densidades populacionais inferiores a 12000 nededgpor planta ndo causaram reducao no
crescimento das plantas (Machado et28106).

O nematoide das les@es radiculares também jaltaad® como importante patdgeno na
cultura do milho na regido norte dos Estados Unidonde perdas na producdo foram estimadas
com base nas densidades populacionais de espédiatglenchus(Smolik & Everson, 1987,
Norton, 1983). Com objetivo de controlar nematoidssociados a cultura do milho, inclusive
Pratylenchusspp., foi realizado um experimento na regido cenarte da Flérida, observando-se
qgue o revolvimento do solo a 40 cm de profundidagd®entou a producao do milho (Rich et al.,
1985).

Vérios pesquisadores tém dedicado seus estuBoszemgJordaan et al., 1987; Muchena
& Bird, 1988; Arim et al., 2006; Berry et al., 2Q08uimaréaes et al., 2008; Cabrera et al., 2009).
Na busca de controle de zeagfoi avaliado o efeito de cinco espécies de etdasnhas sobre a
infestacdo d®. zeaeem milho, sendo que os autores concluiram queredaatespécies testadas,
Crotalaria shaerocarpaPerr. ex DC merece atencdo especial por aumentapalacdo do
nematoide e tambérileusine indicalL., além de ser sucetivel R zeag também apresenta
capacidade de competir com o milho (Jordan & Del®¥yd®88)

No Brasil, tornaram-se também frequentes trabalhesndo caracterizar a reagdo de
genotipos de milho, em funcéo da capacidade repwaddos nematoides nas raizes, devido a
busca constante em desenvolver cultivares resstenhematoide e a necessidade de conhecer
mais sobre a patogenicidade dos mesmos (Brito endmt 1989; Guimardes Filho, 1993;

Lordello et al., 1989; Asmus & Andrade, 1997; Camet al., 2006).
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Em estudos moleculares visando caracterizar aslaugijgs deP. zeaee P. brachyurus
(Capitulo 1), observaram-se divergéncias dos wehodt publicados por Waeyenberge et al
(2000), as quais motivaram os estudos com os wbgetile avaliar a reacdo de linhagens e
hibridos de milho4{ea mayd..) da Embrapa Milho e Sorgo, aos nematoiglebrachyuruse P.

zeaee avaliar a reproducédo de populacdes desses rndesasob condicdes de telado.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido usando o delineamartramente casualizado em fatorial
3x20x5 (1- solo nédo infestado, Rratylenchus zeae 8- P. brachyurus 20 acessos e 5
repeticdes). Cada parcela experimental consistiungie planta por vaso de 3 litros, totalizando
300 vasos. O experimento foi conduzido na EmbrajplaoM Sorgo (CNPMS), em Sete Lagoas,
MG, Brasil, no periodo de novembro de 2009 a fak@me 2010. Os acessos avaliados fazem
parte do programa de melhoramento de milho da Embkilho e Sorgo (Tabela 1). Foram
avaliados 18 linhagens e dois hibridos comerciatiscondi¢cdes de telado (Figura ©).viveiro
(242 nf e 3m de altura) onde foi instalado o experimeméo pFotegido com tela branca anti
afideos e coberto com telhas de fibra de vidro.

Trés sementes de cada acesso foram semeadas ewasagdastico de 3 litros, contendo
substrato Plantimax®. Ap0s a emergéncia, proceden-desbaste, deixando-se uma planta por
vaso.

Os indculos foram obtidos a partir de populagdeagpmantidas em cilindros de cenoura
em camara de crescimento tipo BOD a(25com auséncia de fotoperiodos, conforme
metodologia descrita por Santos (2007). A pouladé@®ratylenchus zeae a deP.brachyurs
foram oriundas de cana-de-acucar (Inhumas, GO)ae(gmmeri, GO), respectivamente. Para
cada espécie em estudo, preparou-se uma suspems@endo aproximadamente 800
nematoides/mL e as inoculagbes foram feitas comlLldessa suspensdo, dez dias apos a
semeadura, em orificios feitos proximo ao coloplastas.

Sessenta e dois dias apds as inoculagcbes as paress das plantas foram medidas,
utilizando fita métrica, e em seguida, cortadasa@ndicionadas em sacos de papel, esses sacos
contendo a parte aérea das plantas foram levadstifa aquecida a 50°C por uma semana, em

seguida foram pesados para determinacédo da mass&Pesteriormente, os sistemas radiculares
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e 200 cm de substrato de cada vaso, foram coletados pamacé® dos nematoides conforme

metodologia de Jenkins, 1964. As raizes foram pes&d20g separadas para extracdo dos
nematoide conforme metodologia de Coolen & D’He(i872). A suspensdode nematoides

obtida foi contada com auxilio de uma lupa. Estiraew fator de reproducéo [FR= populacao

final/populacdo inicial (800 nematoides)] para &rala interacdo nematoide/gendtipo. A

populacdo final de nematoides foi estimada atraleéssoma dos nematoides das raizes e
substrato. Os acessos que apresentaram fator aeluefo inferior a 1,0 foram considerados

resistentes e aqueles que apresentaram fator deduvgfo maior ou igual a 1,0, suscetiveis

(Oostenbrink, 1966).

Os dados foram submetidos a analise de variantiayés do programa SISVAR

(Ferreira, 2008) e, as médias comparadas pelodestakey 5% de probabilidade.
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Figura 1: Vista parcial do experimento para determinacéo fatmr de reproducédo de

Pratylenchus brachyurusP. zeae.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A viabilidade do in6culo pode ser constatada asale fator de reproducédo (FR) obtido
na linhagem 16 considerada suscetivel larachyuruse aP. zeagTabela 1).

Considerando o FR, quando os dados foram analiggdasspécie, apenas a linhagem 16
foi considerada suscetivel, quando inoculada BPobrachyurusporém quando as plantas foram
inoculadas conf. zeag os acessos 5, 16 e 19 mostraram um FR igualmaerisua 1, portanto,
foram consideradas suscetiveis (Tabela 1). Esse patle ser confirmado observando-se o
numero total de nematoides nas raizes e no subgieah esses acessos, 0S quais mostram
populacdo final maiores significativamente do gseoatros acessos (Tabela 1). O nivel de
resisténcia da maioria dos materiais estudados ggrdeonsiderado satisfatério, uma vez que, 0s
valores individuais de FR observados foram infesoa 0,7. Resultados semelhantes foram
obtidos por Carneiro et al. (2006), onde cultivades aveia inoculadas comleloidogyne
incognitaraca 1 mostraram FR inferiores a 0,5. Quando a f@oreproducdo foi comparado
entre as espécies de nematoides estudadas (Fjguibae2vou-se que a reproducacPdeeadoi
significativamente superior a & brachyurusPorém, ndo houve diferenca significativa quanto a
altura e ao peso seco (Dados nado apresentadogladéas inoculadas com ambos 0os nematoides,
embora as plantas inoculadas denbrachyurugenham se mostrado maiores (182,34 cm) que as
inoculadas conk. zeag177,89 cm). Embora a porcentagem de linhageneBusis seja baixa,
€ necessario considerar que, em éareas infestadasesees nematoides, plantas com tais
caracteristicas ndo favorecem o controle do nengtpois sua populacédo sera gradativamente
aumentada.

Quando foi analisada a altura das plantas, obseswaue os hibridos avaliados (acessos
19 e 20) e as linhagens 7 e 8 mostraram alturaangéginificativamente superiores aos demais

acessos (Tabela 3). Com o desdobramento da apalisespécie de nematoide os dois hibridos
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mantiveram o mesmo comportamento, exibindo ma@mltesas, enquanto que as linhagens 7 e 8,
quando inoculadas cof zeage comportaram-se de maneira estatisticamente mpmldemais
acessos estudados. Quando analisadas as plantamodladas (SN) e aquelas inoculadas com
P. brachyurusos acessos 7, 8, 19 e 20 apresentaram as malinmeas (Tabela 3). A linhagem 7,
qguando inoculada co zeaefoi significativamente menores que as plantasindculadas e as
inoculadas conP. brachyurus(Tabela 3). A linhagem 10 apresentou altura Sigativamente
superior, quando inoculada cdf brachyurus,quando comparadas com as plantas inoculadas
comP. zeaee as ndo inoculadas. O contrario foi observado@dimhagem 14, a qual mostrou-se
significativamente superior, quanto a altura, quaindculada con®. zeaeem relacdo as plantas
inoculadas conf. brachyuruse sem nematoide. A altura da linhagem 17 néao &iadh quando
inoculada com ambos os nematoides estudados. Nesee observou-se um crescimento
significativamente superior das plantas inoculadaselacdo as plantas nao inoculadas.

Séo frequentes os relatos mostrando que planteslatas com nematoides inicialmente
aceleram o crescimento em comparacao a plantagoéoladas, a exemplo dos estudos com
maracujazeiro inoculado coRotylenchulus reniformitindford & Oliveira, 1940 e tomateiro
inoculado conMeloidogyne incognitéSharma et al., 2003; Silva Paula, 2006), porémedida
que a populacdo aumenta, a planta tende a respoadereducdo no crescimento. Um dos
possiveis mecanismos que explicaria 0 aumento escionento das plantas na presenca do
nematoide seria o estimulo a formacdo de raizesals, o que favoreceria a absorcdo de
nutrientes (Christie, 1959).

Os hibridos usados nesse estudo se comportaraomda $emelhante, ndo apresentando
diferencas significativas, porém, em geral elegsgmtaram as maiores alturas (Tabela 3).

Quando a variavel estudada foi o peso seco, asangéiral dos dados mostrou que 0s

hibridos estudados foram significativamente supesio Igual resultado foi obtido quando

52



analisadas as plantas inoculadas com as espécresagoide individualmente (Tabela 2). Nao
houve diferenca estatistica para 0 peso seco quendhparado entre os nematoides, com
excecdo das linhagens 9 e 13, onde as plantamnoéoladas apresentaram peso superiores as
inoculadas conk. brachyuruse P. zeagqTabela 2).

Julgando pelo fator de reproducéo, as linhagensnitteo avaliadas, na sua maioria,
parecem promissoras para serem usadas em progiamashoramento. Além disso, os hibridos
avaliados mostram-se potencialmente viaveis pacaam sistemas de rotacdo de culturas,
principalmente para rotacdo com soja, porque, daagtrespécie de nematoide que mais causam
prejuizos a cultura da soja no Brasil esta a esfaitylenchus brachyuru@orres et al., 2008)

e 0 uso de gendtipos de milho que reduzam a pdpuldesse nematoide torna a rotacdo de
cultura uma eficiente medida de manejo.

A baixa populacdo dBratylenchusas plantas estudadas mostra que as mesmas nao sao
boas hospedeiras do nematoide. Adtral. (2006), em busca de plantas de cobertura visando
controle deP. zeaeem milho, relaram elevada populacédo Rlezeae associada a crotalaria
(Crotalaria ochroleucaG. Don), sugerindo essa planta como 6tima hosgedesse nematoide.
Esses dados foram confirmados por Dasaeger & R#iB)2que relataram algumas espécies de
crotalaria Crotalaria ochroleiuca C. agatiflora Schweinfe C. grahamianaGrahamine) como
boas hospedeiras @ezeaeP. thorneiSher & Allen eP. pseudopratensiSeinhort.

Existem poucos trabalhos sobre a reagdo de adukodesv a P. brachyurus
principalmente em condi¢cdes controladas (Wang ,e2@02). Algumas plantas usadas como
adubos, como a mucuna preta e a mucuna cikzeuna pruriens(L) DC, ndo podem ser
recomendadas para areas infestadas Porbrachyurus pois provalvelmente seu uso teria
consequéncias negativas a cultura subsequent®r sidcetivel ao nematoide (soja, feijdo e

abacaxi, etc.)Crotalaria spectabilisRoth, C. brevifloraDC e guandu anadCgjanus cajan(L)
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Millsp), que sdo adubos verdes, pouco usados nsilBmdem ser recomendados para areas
infestadas conM. javanicae/ou P. brachyurus(lnomoto et al, 2006). Apesar dessas plantas
serem valiosas no manejo desses nematoides, elafiodperfeitamente adaptadas ao sistema de
plantio direto, pois necessitam ser incorporadasoém (Tanakat al, 1992, Wanget al, 2002);
portanto, em areas nas quais a soja € cultivadaistdima de plantio direto, 0 manejo desses
nematoides poderia ser realizado com culturas blerttoas ndo hospedeiras ou mas hospedeiras,
como o milho hibrido BRS 1015, que foi testado eestudo.

As poucas diferencas significativas entre as ptam@aculadas e as n&do inoculadas nesse
estudo indicam que os acessos estudados sao nmepesibwos das duas espécies de nematoides,
isso também foi observado no estudo de Arim e{(24806), o qual observou baixo fator de
reproducdo dé>. zeaeem milho. Diferencas genotipicas nos acessos the ravaliados neste
estudo podem explicar as diferentes respostas asbtiélrim et al. (2002) revelaram que a
variedade comercial de milho Emap11 foi boa hospedER= 2,9) &. zeaegenquanto que as
variedades H627 (FR=1,3) e Pan5195 (FR= 1,8) foré® hospedeiras.

E importante enfatizar que a maioria dos acessasilt® avaliados foram resistentes a
ambas as espécies ErmtylenchusAssim, os gendtipos comerciais testados podenmdieados
para uso em rotacdo em areas infestadas por egs&ases de nematoides. O uso de espécies
cultivadas resistentes ao nematoide das lesGesulaidis em sistemas de rotacdo de culturas
previne danos futuros em espécies mais suscetReitanto os hibridos de milho BRS3025 e
BRS1055 avaliados apresentam grande potencial ggareeadura em areas infestadas Ror
brachyuruse P. zeae pois apresentam taxas restritas de multiplicag@donematoide e as
linhagens que apresentaram reacdo de resistén@anamatoides constituem materiais
promissores para serem usados em programas derarme#do, visando a obtencdo de hibridos

resistentes. No entanto, novos ensaios serdo @eicsspara confirmacao dos resultados obtidos
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nesse trabalho.
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CONCLUSOES

Os hibridos de milho, BRS3025 e BRS1055, testaddem ser indicados para uso em
rotacdo em areas infestadas porbrachyuruse P. zeag pois apresentam taxas restritas de
multiplicacdo desses nematoide.

As linhagens com resisténcia aos nematoides aconatitiem materiais promissores
para ser usados em programas de melhoramentmltaregdo de hibridos resistentes.
PERSPECTIVAS

Os experimentos deverdao ser repetidos para comf@onaos resultados. Nesse caso
deverdo ser usados padrdes de resisténcia e bigte, para dar maior confiabilidade ao
trabalho.

Se os resultados confirmarem que a resisténcidinfagens observadas nesse estudo, as
mesmas poderdo ser analisadas para direcionarse&/@s cruzamentos para obtencdo de milho

hibrido no programa de melhoramento da EmbrapadwilBorgo.
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Tabela 1: Reacdo de linhagens e hibridos de milho, baseaddator de reproducdo, a
Pratylenchus brachyurusP. zeag62 dias apds a inoculagéo.

Cédigo do  Nome do Pratylenchus brachyurus Pratylenchus zeae
acesso acesso PF FR Reacéo PF FR  Reacéo
(TNR+TNS) (TNR+TNS)
17 2841 102,44a 0,13 R 117,44 a 0,15 R
14 521237 115,58 0,15 R 147,19 a 0,19 R
20 BRS1055 204,4%9b 0,26 R 204,49 ab 0,26 R
18 161.1 S13 218,3@b 0,27 R 233,36 ab 0,29 R
09 L37 239,39ab 0,30 R 292,84 ab 0,36 R
11 228-3 258,14ab 0,32 R 307,40 ab 0,38 R
12 521236 29537b 0,37 R 306,02 ab 0,38 R
06 L93 308,31ab 0,39 R 353,31 ab 0,44 R
08 L726 315,75ab 0,40 R 351,74 ab 0,44 R
13 L93 370,94ab 0,50 R 420,46 ab 0,53 R
07 L5046 400,78ab 0,50 R 423,28 ab 0,53 R
15 57500.07 44258b 055 R 502,50 ab 0,63 R
04 531542 455,38b 0,57 R 489,74 ab 0,61 R
01 L3 451,75ab 056 R 519,25ab 0,64 R
10 262841-1-4-1 530,9@b 0,66 R 577,85ab 0,72 R
03 521274 549,0ab 0,68 R 614,34 ab 0,77 R
02 TR6DM-25 589,59ab 0,73 R 663,00 ab 0,83 R
19 BRS 3025 547,6@ab 0,68 R 802,10b 1,0 S
05 521162 556,1%b 0,69 R 859,32 b 11 S
16 521550 787,70 1,0 S 859,32b 1,1 S

PF= Populacao final de nematoides; TNR= Total deateides nas raizes; TNS= total de
nematoides no substrato; R=resistente; S= Susketiael 8= linhagens e 19 e 20= hibridos.
As médias foram comparadas pelo Teste de Tukegiebpeobabilidade.
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Tabela 2: Peso da matéria seca (g) da parte aérea de mdbolado conPratylenchus

brachyuruse P. zeae62 dias apds inoculagao.

Populacdo de nematoide

Cbdigodo Nome do

aceso acesso Sem Nematoide P. brachyurus P. zeae

1 L3 66,4 Aa 64,9 Aab 70,3 Aahc
2 TR6DM-25 65,3 Aa 57,3 Aa 64,9 Aahc
3 521274 60,3 Aa 67,6 Aabc 62,6 A ab
4 531542 59,5 AA 65,7 A abc 67,1 A anhc
5 521162 44,6 AA 62,5 Aa 53,3 Aa
6 521283 67,3 AA 57,2 Aa 47,1  Aa
7 L5046 65,6 AA 72,51 Aabc 534 Aa
8 L726 64,6 AA 53,6 Aa 66,5 Aahc
9 L37 68,3 BA 45,1 A a 476 ABa
10 262841-1-4-1 46,7 AA 49,0 A a 480 Aa
11 228-3 59,9 AA 66,3 A abc 64,6 A anc
11 521236 54,4 AA 49,4 A a 449 Aa
12 L93 75,2 BAb 47,0 Aa 422 Aa
13 521237 44,1 AA 61,0 Aa 442 Aa
14 57500.07 53,3 AA 45,1 A a 615 Aab
15 521550 59,2 AA 55,9 Aa 69,4 Aahc
17 2841 54,0 AA 65,4 A abc 59,3 Aa
18 161.1 S13 47,9 AA 59,1 A a 436 Aa
19 BRS 3025 1048 AB 97,7 Abc 931 Anc
20 BRS1055 102,7 M 98,3 Ac 96,1 Ac

Cddigos do acesso de 1 a 18= linhagens e 19 eib@idds.
Letras maiusculas comparam as médias nas linhasgsté de Tukey 5% probabilidade.
Letras minUsculas comparam as meédias na colunagstede Tukey 5% probabilidade.



Tabela 3: Altura (cm) da parte aérea de plantas de milhoulaaas conPratylenchus brachyurusP.

zeae 62 dias apos inoculagéo.

Cadigo do Nome do Populacéo de nematodide
acesso acesso Sem nematoide P. brachyurus P. zeae
1 L3 130,2 A a 1198 A a 1458 A a
2 TR6DM-25 150,8 A abc 162,8 A abc 1754 A Abcd
3 521274 167,4 A abcd 1524 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 2240 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 1564 A abcd 205,6 B cdef 184,2 AB Abcd
11 228-3 186,6 A bcde 177,6 A bcde 1850 A Abcd
12 521236 186,7 A bcde 191,2 A bedef 175,2 A Abcd
13 L93 190,5 A bcde 2053 A cdef 181,8 A Abcd
14 521237 169,0 AB abcd 164,6 A abcd 199,0 B Bcd
15 57500.07 1450 A ab 150,6 A ab 1444 A A
16 521550 1952 A bcde 185,8 A bedef 1756 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 2230 A cd
20 BRS1055 2222 A e 2328 A f 2154 A d

PB=Pratylenchus brachyury®. zeag SN=sem nematoide; R=resistente; S= Suscetiel 8=
linhagens e 19 e 20= hibridos.

Letras maiusculas comparam as médias nas linhasgsté de Tukey 5% probabilidade.
Letras minusculas comparam as médias nas coluodgsté de Tukey 5% probabilidade.
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Fator de Reprodu¢ao
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Figura 2: Médias do fator de reproducadPdatylenchus brachyurus e P. zeama linhagens e
hibridos de milho, 62 dias ap0s a inoculacdo. Se iNoculados, PBratylenchus brachyurus
e PZ=Pratylenchus zeadteste de Tukey 5% de probabilidade)
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CONSIDERACOES FINAIS

O padrao obtido através da técnica molecular PCR-@Rfmonstrou que a regido ITS do
rDNA pode ser usada para diferenciar espécié¥ afylenchus

Este trabalho representa o primeiro relato dazatiho do PCR-RFP para caracterizar em
nivel molecular diferentes populagdes brasileieasidco espécies d&ratylenchus

Os hibridos de milho, BRS3025 e BRS1055, testaddem ser indicados para uso em
rotacdo em areas infestadas Pporbrachyuruse P. zeae pois apresentam taxas restritas de
multiplicacdo desses nematoides.

As linhagens com resisténcia (L3, TR6DM-25, 5212531542, 521283, L5046, L726,
L37, 228-3, 521236, L93, 521237, 57500.07, 28461 S13) aos nematoides citados acima
constituem materiais promissores para ser usadge@mamas de melhoramento, para obtencao

de hibridos resistentes.
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PERSPECTIVAS

Os fragmentos obtidos na PCR poderiam ser usadasspgtienciamento e o resultado
pode ser utilizados para analise filogenética, resequentemente, poder-se-ia verificar a relagédo
genética inter e intra populacional. A partir dgignciamento seria possivel desenhar um par de
primer espécie especifiquaraP. zeae.

Para observacdo de variabilidade intraespecifica plapulacbes dePratylenchus
poderiam ser usadas outras técnicas com objetideetar esse tipo de variabilidade. E ainda
podem ser testadas outras enzimas, além de tesitar miimero de populacdes de cada espécie
estudadada.

Os experimentos deverdao ser repetidos para comf@onaos resultados. Nesse caso
deverdo ser usados padrdes de resisténcia e bigte, para dar maior confiabilidade ao
trabalho.

Se os resultados confirmarem que a resisténciéirdesyens observadas nesse estudo, as
mesmas poderdo ser analisadas para direcionarse&/@s cruzamentos para obtencdo de milho

hibrido no programa de melhoramento da EmbrapadwilBorgo.
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