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RESUMO GERAL

CUNHA, Dwillian Firmiano. Interacdes da cenoura e do tomateiro com espécies de
Meloidogyne: Parasitismo e resisténcia genética. 2023. 158p Dissertacao (Mestrado em
Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brasil.

Os nematoides-das-galhas (Meloidogyne spp.) representam importante grupo de
patdgenos radiculares devido aos danos induzidos em uma ampla gama de hospedeiras.
O parasitismo por Meloidogyne spp. € um grande obstaculo a producdo de cenoura
(Daucus carota) em regides subtropicais, causando perdas de producéo e qualidade. No
Brasil, as espécies com maior importancia na cenoura sdéo Meloidogyne javanica e M.
incognita. A cultivar ‘Brasilia’ é a principal fonte de resisténcia a essas duas espécies. No
entanto, ainda ndo estdo disponiveis sistemas de marcadores moleculares ligados aos
fatores de resisténcia para as cultivares brasileiras de cenoura, que facilitaria o processo
de selecdo. O tomateiro (Solanum lycopersicum) também é severamente afetado por
Meloidogyne spp. com especial destaque para M. enterolobii devido a sua recente
disseminacdo geografica e pela capacidade de “quebrar” a resisténcia conferida pelo gene
Mi-1.2. Todavia, fontes alternativas de resisténcia no tomateiro a M. enterolobii ainda
ndo estdo disponiveis. Além disso, novas metodologias de avaliacdo de plantas em relacao
ao M. enterelobii sdo necessarias em ambas as hortalicas. Neste contexto, o presente
trabalho objetivou estudar diferentes aspectos das interac@es de cenoura e tomateiro com
espécies de Meloidogyne. Em cenoura, realizou-se um estudo com uma populacgéo F> de
108 plantas da populacdo de melhoramento ‘Brasilia #83147° (que segrega para
resisténcia a M. javanica). Plantas foram inoculadas com 8000 ovos de M. javanica aos
30 dias apds a semeadura. DNA total foi extraido de amostras foliares e avaliadas (via
PCR) com marcadores do tipo SCAR/STS codominantes (SQ1850R / SQ1700S e
SQ6650R / SQ6590S) previamente identificados em estreita ligacdo com um locus de
resisténcia a M. javanica (Mj-1) em ‘Brasilia’. Quanto as analises nematolégicas, avaliou-
se os sistemas radiculares de plantas individuais aos 120 dias ap6s a inoculacédo (DAI)
quanto ao fator de reproducéo (FR = pf/pi) e 0 nUmero de ovos por grama de raiz (NOGR).
Raizes de plantas individuais contrastantes (resistentes versus suscetiveis) foram
vernalizadas e submetidas a autofecundacéo (geracdo S1). O bioensaio de inoculacdo em
conjunto com a analise de marcadores confirmou que a resisténcia nao esta fixada nessa
populacdo, com muitos individuos suscetiveis sendo detectados. No entanto, foi possivel
identificar individuos com resisténcia extrema (resposta do tipo imunidade) e com a
presenca dos marcadores SCAR/STS codominantes. Esses individuos podem ser agora
utilizados como parentais em estudos genéticos e na selecdo assistida por marcador
molecular do fator de resisténcia, auxiliando no desenvolvimento de novas cultivares
brasileiras de cenoura resistentes a M. javanica. No tomateiro, foi avaliado o
comportamento de 24 acessos de germoplasma de Solanum (Lycopersicon) sob diferentes
niveis de indculo de M. enterolobii. Os acessos foram inoculados com quatro niveis de
indculo de M. enterolobii (1000, 2000, 4000 e 8000 ovos) aos 15 dias apos o transplantio.
Quanto as analises nematologicas, as raizes do tomateiro aos 45 dias ap6s a inoculagdo
foram avaliadas de acordo com o indice de galhas (I1G), indice de massa de ovos (IMO),
namero de ovos por grama de raiz (NOGR) e o fator de reproducdo (FR). Todos os
acessos de tomateiro avaliados apresentaram respostas de suscetibilidade, sendo
imprescindivel conduzir avaliagdes mais amplas de cole¢Ges de germoplasma em busca
de fontes de resisténcia efetivas a esse patdgeno emergente. No processo de inoculagéo
de M. enterolobii, que consistia na utilizacdo de plantas com 15 dias ap0s a semeadura e
com 15 cm de comprimento, entre a primavera e 0 verdo, concluiu-se que a dose de
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inoculo entre 1000 a 2000 ovos de M. enterolobii pode ser considerada otima e
frequentemente suficiente para desencadear a expressdo maxima dos sintomas nos
tomateiros em estudo. Isso indica que, em relacdo a infeccdo e multiplicacdo de M.
enterolobii, niveis mais elevados de in6culo podem néo ser necessariamente vantajosos
para a manifestacdo dos sintomas. O potencial efeito residual do gene Mi-1.2 também foi
estudado em ensaios comparativos empregando linhagens isogénicas (isolinhas)
contrastantes para esse fator de resisténcia: ‘Rio Grande’ (mi-1.2/mi-1.2) versus
‘Nemadoro’ (Mi-1.2/Mi-1.2). A condic¢&o alélica de cada planta individual foi confirmada
via marcadores moleculares ligados ao locus Mi-1.2. O gene Mi-1.2, embora
extremamente efetivo a pelo menos 13 espécies de Meloidogyne, ndo conferiu efeito
residual significativo a M. enterolobii se mostrando ineficiente para interferir mesmo em
aspectos quantitativos do processo de parasitismo. O marcador molecular ligado ao gene
Mi-1.2 também foi empregado para avaliar a utilizacdo do melhoramento genético deste
gene no panorama varietal brasileiro. Os resultados indicaram que um, nimero
significativo de cultivares de tomateiro apresentam esse gene, mas a expressdo da
resisténcia se mostra variavel de acordo com a cultivar onde o gene foi incorporado.
Diante da importancia do tomateiro e da cenoura no Brasil, os resultados deste estudo
contribuem substancialmente para os programas de melhoramento visando o
desenvolvimento de cultivares resistentes as diferentes espécies de Meloidogyne.

Palavras-chaves: Nematoide-das-galhas., Daucus carota, Solanum lycopersicum.

Orientador — Leonardo Silva Boiteux — Universidade de Brasilia, UnB
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ABSTRACT
CUNHA, Dwillian Firmiano. Interactions of carrot and tomato with Meloidogyne
species: Parasitism and genetic resistance. 2023. 158p. Dissertation (Master Degree —
Plant Pathology) — University of Brasilia, Brasilia, DF, Brazil.

Root-knot nematodes (Meloidogyne spp.) represent an important group of root pathogens
inducing damages in a wide range of hosts. The parasitism of Meloidogyne species is a
major obstacle to carrot (Daucus carota) production in subtropical regions, causing yield
and quality losses. In Brazil, the most important species in carrots are M. javanica and M.
incognita. The cultivar ‘Brasilia’ is the main source of resistance against these two
nematode species. However, molecular marker systems linked to resistance factors in
carrot cultivars from Brazil are still not available, which would facilitate the selection
process. Tomato (Solanum lycopersicum) is also severely affected by Meloidogyne
species with special emphasis on M. enterolobii due to its recent geographic spread and
its ability to “break-down” the resistance conferred by the Mi-1.2 gene. However,
alternative sources of resistance in tomato to M. enterolobii are not yet available.
Furthermore, new nematological methodologies are necessary for the evaluation of plants
against M. enterelobii in both vegetables. In this context, the present work aimed to study
different aspects of carrot and tomato interactions with Meloidogyne species. In carrots,
a study was carried out with an F2> population of 108 plants of the breeding population
‘Brasilia #83147’ (which segregates for resistance to M. javanica). Plants were inoculated
with 8000 eggs + eventual J2 of M. javanica 30 days after sowing. Total DNA was
extracted from foliar samples and evaluated (via PCR) with codominant SCAR/STS-like
markers (SQ1ss0r/SQ1700s and SQ66s0r/SQ6s90s) previously identified in close connection
with a resistance locus to M. javanica (Mj-1) in ‘Brasilia’. As for the nematological
analyses, the root systems of individual plants were evaluated at 120 days after
inoculation (DAI) regarding the reproduction factor (FR = pf/pi) and the individual
quantification of galls and egg mass. Roots of individual contrasting plants (resistant
versus susceptible) were vernalized and subjected to selfing (S1 generation). Inoculation
bioassay in conjunction with marker analysis confirmed that resistance is not fixed in this
population, with many susceptible individuals being detected. However, it was possible
to identify individuals with extreme resistance (immunity-like response) and with the
presence of codominant SCAR/STS markers. These individuals can now be used as
parentals in genetic studies and molecular-assisted selection of the resistance factor,
helping in the development of new Brazilian carrot cultivars resistant to M. javanica. In
tomato, the behavior of 24 Solanum (Lycopersicon) germplasm accessions under
different levels of M. enterolobii inoculum was evaluated. Accessions were inoculated
with four levels of M. enterolobii inoculum (1000, 2000, 4000 and 8000 eggs + eventual
J2s) 15 days after transplanting. As for the nematological analyses, the tomato roots at 45
days after inoculation were evaluated according to the gall index (IG), egg mass index
(IMO), number of eggs per gram of root (NOGR) and the factor of reproduction (FR). All
tomato accessions evaluated showed susceptibility responses, making it essential to
conduct broader evaluations of germplasm collections in search for effective sources of
resistance against this emerging pathogen. In the M. enterolobii inoculation process, the
inoculum dose of 1000 eggs + occasional J2 can be considered optimal and often
sufficient to trigger the maximum expression of symptoms in the studied tomato plants.
This indicates that, regarding the infection and proliferation of M. enterolobii, higher
inoculum levels may not necessarily be advantageous for symptom manifestation. The
potential residual effect of the Mi-1.2 gene was also studied in comparative assays using
isogenic lines (isolines) contrasting for this resistance factor: ‘Rio Grande’ (mi-1.2/mi-
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1.2) versus ‘Nemadoro’ (Mi-1.2/ Mi-1.2). The allelic status of each individual plant was
confirmed via molecular markers linked to the Mi-1.2 locus. The Mi-1.2 gene, although
extremely effective against at least 13 Meloidogyne species did not confer a significant
residual effect against M. enterolobii, proving to be inefficient to interfere even in
quantitative aspects of the process of parasitism. The molecular marker linked to the Mi-
1.2 gene was also used to evaluate the breeding employment of this gene in the Brazilian
varietal panorama. The results indicated that a significant number of tomato cultivars have
this gene, but the resistance expression is variable according to the cultivar where the
gene was incorporated. Given the importance of tomato and carrot in Brazil, the results
of this study contribute substantially to breeding programs aimed at developing cultivars
resistant to different Meloidogyne species.

Key words: Root-knot nematode, Daucus carota, Solanum lycopersicum.
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INTRODUCAO GERAL

Os nematoides-das-galhas (NGs), pertencentes ao género Meloidogyne, Goldi, 1887,
parasitam mais de 3000 espécies hospedeiras, induzindo severos danos a maioria das
culturas agricolas em todo o mundo (Abdellatif et al., 2016). As perdas anuais sao
estimadas em US$ 100 bilhGes de dolares (Ghareeb et al., 2020). A denominagao
“nematoide-das-galhas” € apropriada, pois descreve a principal e mais marcante
caracteristica da interacdo das espécies de Meloidogyne com as diferentes espécies
hospedeiras que é a inducdo de hipertrofias e hiperplasias radiculares (Pinheiro et al.,
2014a; Ferraz & Brown, 2016).

A cenoura (Daucus carota) € a principal espécie da familia Apiaceae em termos
econdmicos. De acordo com dados da Organizacao das Nacgdes Unidas para a Agricultura
e Alimentacao (FAO), a producdo mundial de cenoura em 2020 foi cerca de 39,3 milhdes
de toneladas em aproximadamente 1,22 milhdes de hectares (FAO, 2020). O consumo da
cenoura estd amplamente difundido no Brasil, o que posiciona o pais entre 0s dez maiores
produtores do mundo, com producéo superior a 700 mil toneladas em aproximadamente
25 mil ha, figurando como a 5? hortalica mais cultivada e consumida nacionalmente
(Conab, 2020; Cunha et al., 2021).

Dentre os principais patdgenos que afetam a cultura da cenoura, merece destaque 0s
nematoides-das-galhas (NGs) (Meloidogyne spp.). O parasitismo por Meloidogyne spp. é
um grande obstaculo na producdo de cenoura em regides subtropicais, causando perdas
de producédo e qualidade. Em regides produtoras localizadas em climas mais amenos, a
espécie Meloidogyne hapla Chitwood, 1949 é a mais prevalente. Por outro lado, em areas
de producdo com temperaturas mais elevadas, M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949
e M. incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949 sdo as espécies predominantes
(Parsons et al., 2015). De maneira geral, M. incognita, M. javanica e M. hapla sédo as
principais espécies de NGs que causam perdas na producdo de cenoura no Brasil (Cunha
et al., 2021), embora M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949 também tem sido

encontrada em areas isoladas de cultivos de cenoura pelo pais.

Na cenoura, as perdas causadas por nematoides variam entre 20-100%, dependendo da
densidade populacional, da suscetibilidade da cultivar, da espécie de nematoide, do tipo

de solo e das condigfes ambientais (temperatura e umidade relativa) (Pinheiro, 2017). As
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perdas vao desde o descarte de raizes que seriam comercializadas até o abandono da
lavoura, sendo a area inutilizada por varios anos para o plantio de cenoura (Pinheiro,
2017). Os danos causados pelas populacBes de nematoides da espécie M. javanica
correspondem a hiperplasia e hipertrofia celular do sistema radicular, reduzindo a
produtividade e comprometendo a classificacdo comercial do produto (Huang & Porto,
1988; Charchar et al., 2000; Huang & Porto, 1988). Os principais sintomas sdo a formacao
de galhas nas raizes secundérias, também denominadas de “pipocas”. Na raiz principal,
além de alteragdes no comprimento e no diametro, bifurcacGes também séo observadas
na forma de “gancho” em algumas cultivares, embora esse sintoma possa ser decorrente
da compactacdo do solo ou problemas hidricos, e nem sempre estando associado ao
nematoide. No entanto, a presenca de galhas nas raizes € um indicativo inequivoco da

infeccdo pelo nematoide-das-galhas (Pinheiro, 2017).

No contexto da busca por alternativas de manejo, a identificagéo de fontes de resisténcia
torna-se essencial. Assim, a partir de pesquisas conduzidas pela Embrapa Hortalicas
desde o inicio da década de 1980, foram encontrados acessos de cenoura que
demonstraram resisténcia/tolerancia as diferentes espécies de Meloidogyne, sendo as
fontes de resisténcia mais importantes as cultivares ‘Brasilia’ e “Tropical’ (Charchar &
Vieira, 1990; Pinheiro, 2017). A cultivar ‘Brasilia’ revelou-se como uma notavel fonte de
resisténcia frente as espécies do nematoide-das-galhas em diferentes regiGes produtoras
no mundo (Simon et al., 1997; 2000). Essas descobertas adquirem relevancia fundamental
para o desenvolvimento de estratégias de manejo integrado de NGs em cultivos de
cenoura, permitindo a implementacdo de abordagens agronémicas sustentaveis e eficazes

na mitigacdo dos impactos econdmicos negativos causados por esses patdgenos.

Através da genética classica em combinacdo com marcadores moleculares, foi localizada
a regido gendmica contendo o locus Mj-1 que confere elevados niveis de resisténcia a M.
javanica na cultivar ‘Brasilia’ (Boiteux et al., 2000; 2004; Simon et al., 2000). O gene
Mj-1 esté localizado no cromossomo 8 (Simon et al., 2019) e também confere resisténcia
parcial as populagBes de M. incognita. Em 2014, outro locus de resisténcia a M. javanica
foi mapeado no acesso ‘Pl 652188” e denominado Mj-2. O locus Mj-2 também esta no
cromossomo 8, mas se localiza em uma regiéo distinta do Mj-1 (Aamir Ali et al., 2013;

Simon et al., 2019). A descoberta dos genes Mj-1 e do Mj-2 é significativa para o
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melhoramento genético para resisténcia aos nematoides-das-galhas em cenoura (Simon
etal., 2019).

Em contraste com a cenoura, que é uma hortalica tuberosa, o tomateiro (Solanum
lycopersicum ) é classificado como uma hortalica-fruto. Essa hortalica € amplamente
cultivada em vérias regides do mundo devido as suas diversas aplicagdes, como alimento,
tempero e uso industrial, aléem de apresentar notaveis valores nutricionais e propriedades
nutracéuticas (Lu et al., 2020). Sua caracteristica cosmopolita permite que seja cultivado
em diferentes climas, podendo ser utilizado in natura, e sendo destaque entre as hortalicas
no que se refere ao processamento industrial (Kessel, 2003).

Os nematoides-das-galhas (Meloidogyne spp.) estdo entre os patégenos mais comuns e
mais amplamente disseminadas no tomateiro, induzindo severos danos em cultivares
suscetiveis (Abd-Elgawad, 2014, 2020; El-Shafeey et al., 2019). A invasdo primaria de
Meloidogyne spp. pode ter efeitos sinérgicos, facilitando a invasdo do tomateiro por
outros patogenos radiculares, incluindo espécies de Ralstonia (Singh & Siddiqui, 2012)
e de Fusarium (Kassie et al.,, 2019). De fato, os NGs representam uma ameaca
significativa para a producdo de tomate, limitando tanto a quantidade quanto a qualidade
dos frutos e causando prejuizos econdémicos aos produtores. Estudos realizados por Tarig-
Khan et al. (2017) e Mukhtar et al. (2017) destacam o impacto negativo desses patdgenos
nas lavouras de tomate. A gravidade das perdas de producéo é evidenciada pelo estudo
de Karssen et al. (2013), que estima que as perdas de tomate devido a esses organismos

do género Meloidogyne atinjam o indice de 61 %.

A interacdo entre cultivares suscetiveis de tomateiro com 0s nematoides-das-galhas e
outros patdgenos representa uma ameaca consideravel para a producdo sustentavel de
tomates em diversas regides tropicais e subtropicais. Neste aspecto, destacam-se as areas
de cultivo no Brasil, onde as espécies de Meloidogyne apresentam ampla distribuicéo
geografica, grande gama de hospedeiros e alta capacidade reprodutiva (Gabriel et al.,
2020). Em escala global, as perdas na cultura do tomateiro podem variar entre 25 e 100%
(Jablonska et al., 2007; Seid et al., 2015). Um especial destaque no tomateiro é a espécie
Meloidogyne enterolobii Yang & Eisenback, 1983, devido a sua recente disseminacgao
geografica e pela capacidade de “quebrar” a resisténcia conferida pelo gene Mi-1.2
(Tigano et al., 2010; Gabriel et al., 2020). No Brasil, M. enterolobii foi inicialmente

relatado em pomares de goiabeiras em 2001 e, desde entdo, vem causando grandes
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prejuizos em ampla gama de plantas hospedeiras (Carneiro et al., 2001; Castro, 2019). De
modo geral, esse nematoide se manifesta de forma agressiva nas plantas hospedeiras, com
perdas de producdo superiores a 65%, apresentando alta densidade populacional e
causando grande numero galhas, diferentemente do observado para outras espécies do
género. Essa percentagem de perdas € consideravelmente maior quando comparada com
outras espécies de nematoide-das-galhas (Castagnone-Sereno, 2012). Além disso, fontes
de resisténcia estaveis a M. enterolobii ainda ndo foram detectadas no germoplasma do
tomateiro (Silva et al., 2019).

A resisténcia aos NGs no tomateiro foi obtida por meio da introgressdo de um unico gene
dominante (denominado de Mi-1) a partir do parente selvagem do tomateiro S.
peruvianum (posteriormente classificado como Lycopersicon peruvianum) (Bailey 1941;
Gilbert & McGuire 1956). A regido gendmica no cromossomo 6 onde o0 gene Mi-1.2 esta
localizado contém um agrupamento (‘cluster’) de diferentes genes (denominados de Mi-
1.1 até Mi-1.7) que apresentam elevados niveis de similaridade estrutural entre si. No
entanto, estudos detalhados demonstraram que apenas o gene Mi-1.2 é capaz de codificar
o fendtipo de resisténcia funcional aos NGs (Milligan et al. 1998; Seah et al. 2007). Esta
fonte de resisténcia se mostrou eficaz as trés espécies mais importantes de NGs: M.
javanica, M. arenaria e M. incognita (Roberts 1992; Williamson 1998). Recentemente,
uma cultivar de tomateiro contendo o gene Mi-1.2 se mostrou resistente as populagdes de
13 diferentes espécies de Meloidogyne (Gabriel et al., 2020), entretanto se mostrou
suscetivel quando exposta a populacdes de M. hapla e M. enterolobii e também a
populacgdes virulentas de M. javanica coletadas no Sul do Brasil (Gabriel et al., 2022).
Um aspecto interessante do gene Mi-1.2 tem sido a sua capacidade de conferir
resisténcia/tolerancia as diferentes insetos-pragas, incluindo a mosca branca Bemisia
tabaci, Gennadius, 1889 o pulgao da batata Macrosiphum euphorbiae Thomas, 1878 e o
psilideo do tomateiro Bactericerca cockerelli Sulc, 1909 (Rossi et al., 1998; Nombela et
al., 2003; Casteel et al., 2006).

Devido a ampla gama de espécies hospedeiras e persisténcia no solo, os NGs sao
patdgenos de dificil manejo nas lavouras (Kumari et al., 2016). Desta forma, o controle
das chamadas “meloidoginoses” na cultura da cenoura e tomateiro representam um
grande desafio para os produtores. Os produtos nematicidas, ainda que eficazes, ttm um
uso restrito devido ao elevado custo, ndo disponibilidade de registro para diversas
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culturas, elevada toxicidade e impactos ambientais deletérios. Além disso, 0 uso intensivo
de nematicidas quimicos para manejar os fitonematoides resultou em problemas
ambientais e de satde, bem como a sele¢do de populagdes de NGs com resisténcia aos
nematicidas (Molinari, 2011; Abd-Elgawad, 2020). Por essas razfes, muitos principios

ativos tiveram o seu uso comercial banido em diversas regides (Abd-Elgawad, 2020).

Nas ultimas duas décadas foi observado progresso significativo no desenvolvimento de
estratégias de manejo de nematoides em diferentes culturas de importancia econdmica.
No entanto, o0 manejo dos NGs ainda é uma preocupacdo séria devido & sua ampla
diversidade de espécies e a amplitude de hospedeiros. No que se refere ao manejo, o ideal
¢ evitar a entrada desses patdgenos na area, para isso, sdo essenciais medidas de
prevencdo, como a utilizacdo de mudas certificadas e saudaveis, a higienizacdo de
maquinas e equipamentos quando usados em areas com presenca de nematoides e o

controle do trafego de pessoas.

Dentre as varias técnicas no manejo integrado de nematoides, merecem destaque a
solarizacdo do solo, 0 uso de plantas antagonistas, o controle bioldgico, a inundacéo do
solo, nematicidas quimicos, a rotacdo com culturas ndo hospedeiras e a resisténcia
genética (Zasada et al., 2010). O controle bioldgico, a rotacdo de culturas, as praticas
culturais e a resisténcia das plantas sdo atualmente as principais areas de pesquisa para 0s
cientistas que buscam enfrentar esse desafiador problema (Sikandar et al., 2020b).
Embora exista um numero crescente de praticas de manejo, a resisténcia de plantas
oferece uma estratégia ecologicamente amigavel e economicamente sustentavel para o

controle das “meloidoginoses”.

Nesse contexto, a resisténcia genética de plantas se destaca como a estratégia mais
sustentavel e economicamente viavel para reduzir simultaneamente as densidades
populacionais de NGs abaixo do nivel de dano e evitar perdas na colheita. Dessa forma,
a resisténcia tem sido considerada como a primeira linha de defesa da planta as espécies
de NGs de importancia para o tomateiro (Roberts, 1992; Williamson, 1998; Seid et al.,
2015). Para tal, se torna crucial o conhecimento dos recursos genéticos disponiveis com
resisténcia aos NGs dentro do germoplasma das espécies hospedeiras cultivadas bem
como de suas espécies selvagens relacionadas. Estudos envolvendo a elucidacdo dos
mecanismos de ac¢do génica, o desenvolvimento e aplicacdo de marcadores moleculares

associados aos fatores de resisténcia também sdo cruciais dentro dos modernos programas
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de melhoramento genético da cenoura e do tomateiro visando o desenvolvimento (em
maior escala) de cultivares resistentes nestas duas relevantes hortalicas. Com os avancos
nas tecnologias de sequenciamento de proxima gera¢do, 0 mapeamento preciso e o
desenvolvimento de marcadores auxiliardo no avanco da selecdo assistida por
marcadores. Dentro deste cenario, se justifica acGes de pesquisa tendo como finalidade
estudar diferentes aspectos das interacGes da cenoura e do tomateiro com espécies de
Meloidogyne. A presente Dissertagdo visa contribuir em alguns aspectos relacionados

com esses temas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O presente trabalho visa estudar diferentes aspectos das interagdes de cenoura e tomateiro

com espécies de Meloidogyne.

2.2 Objetivos especificos
A) Cenoura

v Validar marcadores moleculares do tipo SCAR/STS codominantes visando a
selecdo de cultivares brasileiras de cenoura (Daucus carota) associados a
resisténcia genética a Meloidogyne javanica em casa de vegetacao;

v" Identificar individuos com resisténcia extrema (resposta do tipo imunidade) na
populacdo F> ‘Brasilia #83147° em casa de vegetacao.

B) Tomateiro

v’ Estudar o comportamento de acessos de tomateiro (Solanum lycopersicum ) do
banco de germoplasma da Embrapa Hortalicas (CNPH) sob diferentes niveis de
indculo de Meloidogyne enterolobii em casa de vegetacao;

v Verificar o potencial efeito residual do gene Mi-1.2 em ensaios comparativos
empregando linhagens isogénicas (isolinhas) contrastantes para esse fator de
resisténcia em casa de vegetagéo;

v Conhecer o nivel de indculo mais adequado de M. enterolobii para a obtencdo da
méaxima manifestacao das reacdes nematoldgicas.

v"Avaliar 0 panorama atual do emprego do gene Mi-1.2 de resisténcia aos

nematoides-das-galhas em cultivares comerciais de tomateiro no Brasil.
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1. A cultura dacenoura
1.1 Origem e historico

A cenoura (Daucus carota) pertence a familia Apiaceae e ao grupo das Hortaligas de
raizes tuberosas. A espécie tem sido cultivada ha mais 5.000 anos na Asia Central
(Afeganistdo, Paquistdo e Ird), embora esses dados sejam incertos. Além disso, regides
que incluem o Cazaquistdo, Quirguistdo, Tajiquistdo, Turcomenistdo e Uzbequistdo
foram centros basicos de origem de cenouras cultivadas na Asia (Vavilov et al., 1992;
Simon et al., 2008). O Afeganistao tem sido considerado centro primario de diversidade
de cenouras e a Turquia o centro secundario (Stolarczyk & Janick, 2011). Polimorfismos
de nucleotideo Unico (SNPs) foram empregados para analisar a estrutura e filogenia do
género Daucus (lorizzo et al., 2013). Foi encontrada uma clara separacdo entre as
cenouras selvagens e as cultivadas, estando, portanto, os resultados experimentais de
acordo com documentos histéricos que indicavam a Asia Central como o centro de origem

da cenoura cultivada (lorizzo et al., 2013).

Inicialmente, a cenoura foi utilizada pelos gregos e romanos para fins medicinais, onde,
curiosamente, apenas as sementes eram consumidas. Forma, cor e sabor foram o0s
principais critérios de sele¢cdo na domesticacéo das raizes de cenoura visando o0 consumo
humano (Simon et al., 2008; Grzebelus et al., 2014). As cenouras cultivadas sao
classificadas em dois grandes grupos: cenouras de origem oriental e cenouras ocidentais.
Essa classificacdo considera formato, arquitetura e pigmentacdo nas raizes (Rubatzky et
al., 1999). As cenouras orientais possuem raizes pigmentadas (roxas, amarelas, rosas,
amarelo-alaranjado e algumas avermelhadas), florescem precocemente e sempre
apresentam raizes mais grossas, curtas, estreitas e conicas, possuindo folhas pubescentes
e, comparativamente, teores mais baixos dos carotenoides precursores da vitamina A
(alfa-caroteno e beta-caroteno). Em contrapartida, as cenouras ocidentais tém raizes
pigmentadas por carotenoides (raizes amarelas, laranjas ou vermelhas, e ocasionalmente
brancas), tém sempre forma cilindrica ou cilindrica afilada e folhas menos pubescentes.
Possuem tambeém maior teor de carotenoides pré-vitamina A e maior teor de agucar do
que as cenouras orientais (Rubatzky et al., 1999; Baranski et al., 2012). O argumento de
que a cenoura cultivada do tipo oriental foi domesticada a partir das cenouras selvagens
na regido ao redor do Afeganistdo é geralmente aceito (Heywood, 1983; Simon et al.,

2008). No entanto, com base no primeiro estudo molecular sobre a domesticagcdo da
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cenoura, acredita-se que a cenoura cultivada do tipo ocidental tenha dado origem

diretamente as cenouras do tipo oriental (lorizzo et al., 2013).

A cenoura foi dispersa da Arabia ao norte da Africa até alcancar a Peninsula Ibérica por
volta do século X (Embrapa 2008). Na Holanda, no século XVI, uma cenoura laranja foi
selecionada como tributo a casa real dos Paises Baixos, a Casa de Orange (em neerlandés
Oranje-Nassau). A cenoura foi criada a partir de mutagdes das formas amarelas e posterior
cruzamento dessas com outras variedades, resultando na cor laranja caracteristica (Banga,
1957, 1963, Heywood, 1983) também podendo ser chamada de cenoura moderna (Dossa
& Fuchs, 2017).

O compilado de comentarios feitos por Banga (1957; 1963) mostra que as cenouras roxas,
em geral, eram consideradas de melhor sabor do que as cenouras amarelas. Uma
caracteristica das cenouras roxas, mencionada pelos autores, € que elas tinham o potencial
de deixar manchas escuras nas maos, utensilios de cozinha e na dgua de cozimento. Essas
manchas provavelmente eram causadas pelos pigmentos naturais do grupo das
antocianinas sollveis em &gua e presentes nas cenouras roxas. Tal peculiaridade pode ter
gerado comentarios negativos por parte de algumas pessoas, que podem ter visto isso
como um inconveniente ao manipular e cozinhar as cenouras. A partir do século XVII,
devido a preferéncia da populacdo, a cenoura laranja expandiu-se pelo Mediterraneo e
Europa e desbancou a cenoura roxa. Com boa palpabilidade, versatilidade culinaria e bom
valor nutricional, a cenoura disseminou-se por toda a Europa. No Brasil, o primeiro relato
do cultivo da cenoura ocorreu no século XIX, quando as cultivares trazidas pelos
portugueses acorianos foram introduzidas no estado do Rio Grande do Sul. No entanto, a
sua difusdo, principalmente no sul e sudeste, s6 ocorreu depois da imigracdo de asiaticos

e outros europeus (Rodrigues, 2020).

Como mencionado por Simon et al. (2008), o desenvolvimento das cenouras alaranjadas
no Ocidente trouxe consigo a diferenciacdo de caracteristicas distintivas entre os tipos de
cenoura. Isso teve inicio no século XVI, quando os tipos “Long Orange e “Horn”
(cenouras de raizes curtas e laranjas) foram descritos. Posteriormente, diversas variagcdes
de ambos os tipos foram identificadas e descritas. As diferencas entre estes tipos néo se
limitam ao comprimento da raiz de armazenamento, mas também abrangem a intensidade

da cor, a coloracéo do nucleo, o tamanho, a forma da ponta da raiz e a taxa de maturagéo
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da colheita. Essas mesmas distin¢des ainda sdo usadas nos dias de hoje para auxiliar na

categorizacdo dos grupos varietais de cenouras (Simon et al., 2008).

Atualmente a cenoura é cultivada em diversas variedades ao redor do mundo. Os
principais tipos de raiz de cenoura incluem grupos varietais europeus (Nantes’,
‘Chantenay’, ‘Danvers’, ‘Paris Market’, ‘Flakkee’, ‘Berlicum’ e ‘Amsterdam Forcing’),
grupos asiaticos (‘Kuroda’ e ‘Harumaki’), grupos norte-americanos (‘Imperator’) e
grupos sul-americanos (‘Brasilia’ e cultivares derivadas). Esses grupos possuem inimeras
cultivares nomeadas, 0 que demonstra a diversidade de opg¢des disponiveis para 0s

agricultores e consumidores.

Desde 1981, a Embrapa Hortaligas tem desempenhado um papel fundamental no estudo
e desenvolvimento de cultivares de cenoura no Brasil. O langamento da cenoura ‘Brasilia’
foi um marco significativo para viabilizar o cultivo da cenoura no pais, pois possibilitou
expansdo do cultivo para novas regides, incluindo o cerrado brasileiro. Essa expansdo
resultou na estabilidade de pregos e no fornecimento regular do alimento durante todo o
ano. Ao longo dos quase 40 anos seguintes, a cultivar ‘Brasilia’ serviu como base genética
para o desenvolvimento de varios materiais genéticos destinados ao plantio no verdo
brasileiro, incluindo as cultivares ‘BRS Planalto’, ‘BRS Paranoa’ e o hibrido ‘BRS
Carmela’ (Charchar & Vieira, 1990; Charchar & Vieira, 1991; Pinheiro, 2017).

A continua pesquisa e a utiliza¢do da cultivar ‘Brasilia’ como base para novas cultivares
demonstram a importancia dessa variedade para a agricultura brasileira e seu papel na
diversificacdo e melhoria do cultivo de cenouras no pais (Charchar & Vieira, 1990;
Charchar & Vieira, 1991; Boiteux et al., 2000). Novos materiais genéticos derivados da
cultivar ‘Brasilia’ ttm sido langados (Vieiraetal., 2012). Em 2020, a Embrapa Hortaligas,
em parceria com o0 setor produtivo (empresa Isla Sementes), alcangou um marco
significativo no mercado nacional ao desenvolver a cultivar ‘BRS Paranoa’ que foi o
primeiro material genético de cenoura destinada exclusivamente ao sistema organico de
producdo. Em 2023, a parceria atingiu outro avango importante ao criar o primeiro hibrido
de cenoura, 0 BRS Carmela, que possui resisténcia a bactéria e aos fungos causadores da
queima-das-folhas, a principal doenca foliar que ataca a cultura da cenoura. A resisténcia
do hibrido ‘BRS Carmela’ a queima-das-folhas € uma caracteristica extremamente
valiosa para os produtores, pois essa doenga pode causar danos consideraveis as plantas

e afetar negativamente a produtividade das lavouras. Apesar do sucesso no
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desenvolvimento de cultivares de cenoura, a busca por cultivares com maior nivel de

resisténcia aos NGs é imprescindivel para a cadeia produtiva da hortalica.

1.2 Importancia socioecondmica do cultivo da cenoura
A cenoura ¢ a hortalica com maior importancia econémica dentro familia Apiaceae, que
ainda inclui o aipo (Apium graveolens L.), a salsa (Petroselinum crispum (Mill.) Fuss ) e
o0 coentro (Coriandrum sativum L.) (Rubatzky et al., 1999). A cenoura destaca-se como
uma excelente fonte de carotenoides, vitaminas e fibras dietéticas e é também é rica em
minerais e antioxidantes (Arscott & Tanumihardjo, 2010). De acordo com dados da
Organizacdo das NacOes Unidas para a Agricultura e Alimentagéo (FAO), a producdo
mundial de cenoura em 2021 foi cerca de 39,3 milhGes de toneladas em aproximadamente
1,22 milhdes de hectares, sendo a China responsavel por mais de 50% da producdo

mundial, seguida por Uzbequistao e Russia (FAO, 2020).

O consumo da cenoura foi amplamente difundido no Brasil, 0 que posiciona o pais entre
0s dez maiores produtores do mundo, com uma producdo superior a 700 mil toneladas
em aproximadamente 25 mil ha, figurando como a 5% hortalica mais cultivada e
consumida nacionalmente (Dossa & Fuchs, 2017; Conab, 2020). A regido Sudeste
concentra a maior producdo com mais de 60% do total, sequida pela regido Sul, Nordeste,
Centro-Oeste e Norte. O estado de Minas Gerais € o maior produtor e apresenta a maior
area cultivada com a hortalica no Brasil (Nick & Borém, 2016). As principais regides
produtoras estdo distribuidas nas regides de Sdo Gotardo e Carandai (MG), Marilandia
do Sul (PR), Caxias do Sul (RS), Cristalina (GO) e microrregido de Irecé (BA). Quando
somadas, essas regides representam quase 16 mil ha e mais de 90% de toda a producéo
brasileira (IBGE, 2017; Cunha et al., 2021).

O municipio de Sdo Gotardo possui grande relevancia no cenario nacional da producgéo
de cenoura se destacando entre todas as principais regides produtoras, sendo responsavel
por aproximadamente 50% de todo o abastecimento. Sdo Gotardo possui a maior area
cultivada, com uma média em torno de 5500 ha, seguida pelo municipio de Cristalina,
com 1100 ha e o municipio de Caxias do Sul, com 700 ha (HF Brasil, 2021). Em 2022, a
regido de S&o Gotardo conquistou a Indicacdo Geografica (IG), na modalidade Indicacao
de Procedéncia, pelo Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) para a producgéo
de cenoura. O selo é importante para a valorizagdo da cenoura produzida na regido. Por

outro lado, na microrregido de Irecé (BA) no semiarido brasileiro, que abrange os
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municipios de Irecé, Lapdo, America Dourada e Jodo Dourado, aproximadamente 5 mil
unidades familiares estdo engajadas na producao continua de cenouras ao longo do ano,
abrangendo uma extenséo de 6 mil hectares. Esse valor corresponde a cerca de 20% da
producdo nacional total de cenouras. Nessa regido, caracterizada pela utilizacdo de
abordagens tecnoldgicas mais simples, a totalidade da area cultivada até o ano de 2008
era alocada exclusivamente para o cultivo da variedade de cenoura Brasilia. A
microrregido é a Unica que apresenta um sistema de producédo divergente das demais. O
clima semiarido, com altas temperaturas e longos periodos sem chuva (estiagem), faz com
que os produtores utilizem sistemas de irrigagcdo via microaspersao ou gotejamento e néo
0 pivd central. Outras caracteristicas incluem a utilizacdo de cultivares de polinizacdo
aberta de baixa produtividade, uso pouco racional das sementes (8 kg/ha) e intermédio de

terceiros durante a comercializacdo (Embrapa, 2021).

1.3 Classificagdo taxonomica e biologia da cenoura
A cenoura é uma espécie herbacea bienal pertencente a familia Apiaceae, divisdo
Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Apiales e género Daucus (Rubatzky et al.,
1999). Existem varias subespécies e variedades de cenoura, que podem ser classificadas
de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas e de cultivo. Algumas das subespécies
mais comuns incluem a subespécie sativus (cenoura cultivada), a subespécie maximus

(cenoura selvagem) e a subespécie carota (cenoura selvagem de origem europeia).

A raiz se desenvolve a partir dos hipocétilos e apresenta boa capacidade de
armazenamento. O sistema radicular é do tipo pivotante, ou seja, uma raiz principal longa
da qual se formam as raizes secundarias. Uma grande quantidade de carboidratos €é
armazenada na raiz tuberosa para permitir a floragdo da planta. A cor da raiz varia e inclui
laranja, amarelo, roxo, vermelho e branco (Simon et al., 2008). A inflorescéncia tipica da
cenoura € uma umbela achatada em forma de guarda-chuva, podendo ser terminal ou
priméria, composta de flores brancas com 10-15 cm de didmetro. A umbela é formada
pela unido de pequenas flores individuais com cinco pétalas e cinco anteras. Apos 0
surgimento da umbela primaria, as demais sdo denominadas umbelas secundarias,
terciarias e quaternarias. Embora geralmente as flores sejam hermafroditas, a esterilidade
masculina € uma caracteristica importante para a produgdo de sementes hibridas. Além

disso, a umbela € uma caracteristica que distingue as cenouras de taxons relacionados. A
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cor das flores da cenoura cultivada geralmente é branca e as folhas sdo compostas (Simon
et al., 2008).

A maioria das cenouras cultivadas (Daucus carota subsp. sativus) € diploide (2n = 2x =
18), ou seja, possui dois conjuntos de cromossomos em suas células sométicas. O nimero
basico de cromossomos é 9 (lorizzo et al., 2011). A associagdo entre os grupos de ligagdo
da cenoura com cromossomos paquitenos foi elucidada através de ensaios utilizando a
tecnologia de hibridizacdo fluorescente in situ ou FISH — Fluorescence In Situ
Hybridization (lovene et al., 2011). Os nove cromossomos de cenoura foram classificados
em trés grupos: os cromossomos 1, 6 e 8 com centrdmeros subterminais; 0s Cromossomos
2 e 4 com centrdmeros terminais e, por fim, os cromossomos 3, 5, 7 e 9 com centrdmeros
quase medianos (lovene et al., 2011). Os comprimentos dos cromossomos da cenoura

variam de 2 a 4 um com o cromossomo 1 sendo o mais longo (lovene et al., 2011).

2. A cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum )
2.1 Origem e historico

Amplamente difundido, o tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € originario dos Andes
peruanos sendo domesticado na Mesoamérica, em uma regido correspondente ao atual
México, a partir do ancestral S. lycopersicum L. var. cerasiforme (SLC) (Blanca et al.,
2012, 2015; Razifard et al., 2020). Posteriormente, a hortalica foi levada para a Europa.
O botanico italiano Mattioli descreveu variedades com tipos de frutos achatados,
redondos e segmentados em 1544 (McCue, 1952). Isso indicava que frutos de tomate de
varias formas provavelmente chegaram a Europa vindos da América (Sahagun, 1577,

Sanfunentes Echevarrria, 2006).

No inicio, o tomate ndo foi imediatamente adotado para consumo pelos europeus, pois foi
considerado em diferentes épocas e regides como uma planta ornamental, tendo frutos
venenosos. Posteriormente, o tomate se tornou um valioso ingrediente para molhos e
sopas, uma cura milagrosa e, finalmente, um ingrediente fresco para saladas (Harvey et
al., 2003). No século XIX o tomate se tornou um componente regular da dieta na Gra-
Bretanha e na América do Norte (Harvey et al., 2003). Em contraste, o tomate foi bem
recebido, extensivamente cultivado e consumido como alimento no século XVIII no sul
da Europa, que, portanto, poderia ter se tornado um centro secundario de diversidade
(Boswell, 1937; Bauchet & Causse, 2012).
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Como resultado desta longa tradicdo de uso, ocorre um grande numero de variedades
tradicionais de tomate ao longo da bacia do Mediterraneo, mostrando uma diversidade
fenotipica impressionante em termos de aparéncia do fruto, adaptagéo as condi¢des locais
e uso culinario. Apesar do interesse em desvendar a historia da populacao e dos processos
que deram origem a domesticacdo do tomate (Blanca et al., 2015; Razifard et al., 2020),
ainda ndo existem analises genéticas detalhadas da histéria da diversificacdo das
variedades tradicionais de tomate.

2.4 Importancia socioecondmica do tomateiro

O tomateiro € considerado uma das hortali¢as de maior importancia econémica no mundo,
sendo amplamente cultivado em diferentes condicGes: em campos, estufas e jardins
(Berni et al., 2018). A producdo mundial de tomate é estimada em 4,0 milhdes de
toneladas métricas, com um crescimento de 2,0% em relagdo ao Ultimo levantamento, de
acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). No Brasil, a area
plantada € de 56.874 hectares, sendo que a maioria dos produtores nacionais pertencem
aos estados de Goias e Sao Paulo, que representam 28,9% e 25,6% da producéo nacional,
respectivamente. As médias de producdo estimadas sdo de 92.394 kg/ha em Goias e
78.344 kg/ha em S&o Paulo (IBGE, 2021).

O tomateiro é cultivado em todo o mundo devido as suas diversas utilizagdes na
alimentagdo, tempero e uso industrial (Lu et al., 2020). Considerado uma cultura
cosmopolita pela possibilidade de cultivo em diferentes regibes, o tomate figura como o
segundo produto olericola mais cultivado no mundo (Conab, 2019) e como cultura
processada ocupa o primeiro lugar entre as hortalicas (Kessel, 2003). E consumido in
natura e/ou utilizado para fazer pastéis, purés, ketchup e sucos de frutas (Ogwulumba &
Ogwulumba, 2018).

O tomate € considerado um alimento promotor da manutencéo da saide humana (Shah et
al., 2015; Kelebek et al., 2017) devido ao seu alto valor nutricional, a presenca de
compostos bioativos e funcionais e propriedades antioxidantes naturais (presenca de
vitamina C), compostos fendlicos e compostos carotenoides. O principal carotenoide
presente no fruto do tomateiro € o licopeno, que € responsavel pela cor vermelha dos

frutos de tomate e seus derivados (Martinez-Valverde et al., 2002; Eyiler & Oztan, 2011).
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2.3 Classificacdo taxonémica e biologia
O tomateiro pertence ao género Solanum, aos subgéneros Eulycopersicum e Eriopersicon,
a classe Dicotileddneas, a ordem Turbiflorae e a familia Solanaceae. Essa familia inclui

batata, berinjela, pimentdo e pimenta e o0 tomateiro (Solanum lycopersicum, Nuez, 1995).

O tomateiro é uma cultura semi-perene; todavia € cultivado como cultura anual. As
plantas apresentam carater herbaceo-arbustivo, com caule flexivel, ramificacdo lateral
abundante e pelos em sua arquitetura natural, que podem ser alterados ou modificados
por meio de poda e sistemas de cultivo, geralmente sistemas de cultivo no solo para a
indUstria e sistemas de condugdo para consumo in natura (Filgueira, 2013). As plantas
apresentam diferentes formas de desenvolvimento (rasteiras, semi-eretas e eretas) e dois
habitos de crescimento (determinado, semi-determinado e indeterminado). O habito de
crescimento determinado é representado por cultivares que apresentam auséncia de
dominéncia apical e ramos ou flores solitarias na extremidade do caule; enquanto as
plantas com héabito indeterminado sdo representadas pela maioria das cultivares de tomate
de mesa (consumo in natura), com dominancia apical e emissao de ramos florais a cada

trés folhas emitidas (Alvarenga, 2013; Filgueira, 2013).

A cultura do tomateiro é adaptada a diferentes condic¢Ges climaticas, incluindo climas
tropicais quentes e Umidos, o que requer uma temporada de crescimento longa, pois a
velocidade de crescimento esta relacionada & temperatura do ar e & idade da planta (Selina
& Bledsoe, 2002). A temperatura ideal do ar para a maioria das variedades de tomate é
de 21 a 24 °C, com tolerancia para uma amplitude de 10 a 38 °C. Temperaturas do ar
abaixo de 10 °C causam diminui¢do na taxa de crescimento, polinizagdo deficiente,
paralisia na absorcdo de &gua e nutrientes. Em contrapartida, temperaturas acima de 38
°C podem causar aborto de flores, reducdo na percentagem de germinacdo, morte
prematura das mudas, aborto de frutos, podriddo tardia nos frutos, danos nos tecidos e

problemas com escaldao nos frutos (Marouelli & Silva, 2000).

3. Os nematoides-das-galhas (Meloidogyne spp.)

Os nematoides-das-galhas (Meloidogyne spp.) sdo conhecidos pelos danos provocados
nos sistemas radiculares de diferentes culturas (Carneiro et al., 2006). As espécies de
Meloidogyne estdo entre os patdgenos de plantas mais prejudiciais em todo o mundo e
estdo presentes em todas as regides temperadas e tropicais (Trudgill & Blok, 2001). Séo

endoparasitas sedentérios obrigatérios, com elevado grau de polifagia e ampla gama de

Pégina36



37

hospedeiras, parasitando as principais culturas de importancia econémica do mundo
(Jones et al., 2013). O género Meloidogyne pertence ao Reino Animalia, Filo Nematoda,
Classe Chromadorea, Ordem Rhabditida, Subordem Tylenchina, Infraordem
Tylenchomorpha, superfamilia Tylenchoidea e familia Meloidogynidae (De Ley &
Blaxter, 2002; Karssen & Moens, 2006). O primeiro registro do género no Brasil ocorreu
em 1887, em um cafezal no Rio de Janeiro, descrito por Goeldi, ao descrever a espécie
M. exigua. Atualmente, j& foram descritas 98 espécies de Meloidogyne no mundo
(Subbotin et al., 2021), podendo parasitar mais de 5000 espécies de plantas (Santos,
2011). Dessas, mais de 21 espécies estdo presentes no Brasil (Carneiro et al., 2016;
Carneiro & Santos, 2022). A gama de hospedeiras dos nematoides-das-galhas € tdo
extensa que € dificil encontrar culturas que nao sejam hospedeiras dependo da espécie de
Meloidogyne (Olsen, 2000).

Dentro do género Meloidogyne, merecem destaque as espécies M. incognita, M. javanica,
M. hapla e M. arenaria que sdo as mais amplamente encontradas em lavouras de tomate
em escala global (Jones et al., 2013). As espécies M. incognita e M. javanica sdo as mais
comuns nas proximidades da linha do equador, sendo abundantemente encontradas em
solos leves em regides tropicais quentes da Asia, Africa, América do Sul, Austrélia,
Estados Unidos e estufas na Europa. A espécie M. javanica tem mostrado alta capacidade
de sobrevivéncia em areas mais secas ao redor do mundo (com menos de 500 mm de
precipitacdo anual) (Olowe, 2006; Oka, 2019). Por outro lado, em regides com invernos
mais curtos (0 a 15 °C), M. hapla é mais predominante no norte da Europa, norte da Asia,
América do Norte (Estados Unidos, sul do Canada) e parte da América do Sul (Trudgill
& Blok, 2001)

Dependendo da espécie de NGs envolvida, época do ano, espécie hospedeira e das
praticas culturais adotadas, a perda de rendimento pode ser total (Jablonska et al., 2007,
Seid et al.,, 2015). Os nematoides-das-galhas desenvolveram um mecanismo de
parasitismo particularmente sofisticado, no qual podem transformar células hospedeiras
especificas em células alimentadoras especializadas, alterando a expressdo de um
subconjunto de genes-alvo. Os nematoides fitoparasitas possuem uma espécie de lanca
ou estilete oca e protréatil para penetrar a parede celular das células vegetais. Eles penetram
nas raizes e induzem um sitio de alimentacéo, convertendo as células ao redor do estilete

em células gigantes (Palomares-Rius et al., 2017). Esse processo infeccioso leva a
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formacéo de galhas nas raizes, o que impede que a planta absorva agua e nutrientes (Ralmi
etal., 2016). Além dos danos diretos, a infeccéo pelo nematoide também atua como ponto
de entrada para infec¢des secundarias por varios patdgenos presentes no solo. Como
exemplo, a invasdo primaria de espécies de Meloidogyne leva ao aumento da
multiplicacdo e colonizacdo de espécies/racas de Ralstonia e Fusarium em tomate (Singh
& Siddiqui, 2012; Kassie et al., 2019).

3.1 Principais espécies de Meloidogyne parasitas da cenoura
Em hortaligas, os nematoides-das-galhas (Meloidogyne spp.) se constitui no grupo mais
importante devido a ocorréncia na maioria das espécies cultivadas (Pimenta & Carneiro,
2005). Em muitas regides produtoras de cenoura, 0s nematoides-das-galhas sdo as
principais patdgenos que limitam a producdo de cenoura (Roberts, 1987). As perdas
causadas por nematoides variam de 20% até 100%, dependendo da densidade
populacional, da suscetibilidade da cultivar, da espécie de nematoide, do tipo de solo e
das condi¢cdes ambientais (temperatura e umidade relativa) (Viljoen et al., 2019). Os
danos vao além do descarte de produtos que ndo sdo adequados para comercializacao,

como o abandono da area de produgdo (Pinheiro, 2017).

Em regides produtoras mais frias, a espécie M. hapla é a mais prevalente, ao passo que
em areas de producdo mais quentes, M. javanica e M. incognita sdo as espécies de NGs
predominantes na cultura da cenoura (Parsons et al., 2015). No Brasil, M. incognita, M.
javanica e M. hapla sédo as principais espécies de NGs que causam perdas na producao
de cenoura (Cunha et al., 2021). Outras espécies de nematoides como Pratylenchus
brachyurus (Godfrey, 1929) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941,, Helicotylenchus
dihystera (Cobb, 1893) Sher, 1961,, Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira, 1940,
Scutellonema spp., espécies de Tylenchorhynchus e Mesocriconema também tém sido

detectadas infectando a cultura da cenoura, porém sem relatos de danos significativos.

3.2 Principais espécies de Meloidogyne parasitas do tomateiro
O tomateiro é a hortalica mais importante do mundo, mas é frequentemente atacado
por Meloidogyne spp., limitando a quantidade e a qualidade da producdo de frutos
(Mukhtar et al., 2017). As principais espécies que afetam a cultura do tomateiro sao: M.
incognita, M. javanica, M. arenaria, M. enterolobii e M. hapla. Essas espécies tém uma
ampla distribuicdo geogréfica devido & duragdo do ciclo de vida mais répida e

adaptabilidade a diversas condic¢des climaticas (Jones et al., 2013) apresentando perdas
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variando de 25-100 % (Jablonska et al., 2007; Seid et al., 2015), com especial destaque
para a espécie M. enterolobii devido a sua recente expansao geografica e pela capacidade
de “quebrar” a resisténcia conferida pelo gene Mi-1.2 (Tigano et al., 2010). Todavia,
fontes alternativas de resisténcia no tomateiro a M. enterolobii ainda ndo estio

disponiveis.

No Brasil, 0 nematoide M. enterolobii foi inicialmente relatado em pomares de goiabeiras
no inicio da década de 2000 (Carneiro et al., 2001). Desde entdo, esse NG vem causando
grandes prejuizos em ampla gama de hospedeiros (Carneiro et al., 2001; Castro, 2019).
De modo geral, esse nematoide se manifesta de forma agressiva nas plantas hospedeiras,
apresentando alta densidade populacional e causando grande nimero de grandes galhas,
diferentemente do observado para outras espécies do género. Os nematoides-das-galhas
limitam a quantidade e a qualidade da producdo de frutos, comprometendo a lavoura e
causando prejuizos econdmicos aos produtores (Mukhtar et al., 2017; Tarig-Khan et al.,
2017). Estima-se que as perdas de producdo de tomate devido a esses organismos sejam
de 61,0% (Karssen et al., 2013).

3.3 Ciclo de vida e comportamento das espécies de Meloidogyne

O ciclo de vida das espécies de Meloidogyne (Fig. 1.1) é constituido de seis fases: o0 ovo,
juvenil de primeiro (J1), segundo (J2), terceiro (J3) e quarto (J4) estadios e a forma adulta
(fémea ou macho). No interior do ovo, ap6s a embriogénese, ocorre a formacgéo do juvenil
de primeiro estadio (J1), que passa por uma ecdise e se transforma em juvenil de segundo
estadio (J2), que corresponde ao estadio movel e infeccioso. Segundo Tihohod (2000), a
eclosdo do juvenil é influenciada por condi¢cbes ambientais favoraveis a sobrevivéncia do
nematoide, tais como: umidade, aera¢do do solo, pH e produtos quimicos. Apoés a ecloséo,
0s J2 migram através do solo em busca de alimento; nesse percurso, sdo atraidos por
exsudatos radiculares, adentrando nas raizes das plantas. ApOs a penetracdo, 0s J2
movem-se entre as células do cortex até alcancar o cilindro vascular (Taylor & Sasser
1983, Abad et al., 2009; Carneiro et al., 2021).

No inicio da alimentacdo, o J2 injeta secre¢Bes produzidas pelas glandulas esofagianas
que induzem a formacdo de células gigantes multinucleadas, constituindo-se o sitio de
alimentacdo onde os nematoides podem tornar-se sedentarios (Huang & Maggenti, 1969).
Quando em condigdes favoraveis, sucedem-se mais trés ecdises até atingir a fase adulta,

completando o ciclo em torno de 21 a 45 dias. No inicio da alimentacdo do nematoide,
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ocorre um desequilibrio hormonal que leva a multiplicacdo de células parenquimaticas
do cortex e cilindro vascular (hiperplasia), resultando em engrossamento das raizes,

conhecido como galha (Moens et al., 2009; Pinheiro et al., 2014a).

Gradualmente, os juvenis assumem formato salsichoide e se d inicio a segunda (J2 para
J3), a terceira (J3 para J4) e a quarta ecdises (J4 para adultos) podendo ser fémea ou
macho. Nesta Ultima, os adultos exibem dimorfismo sexual classico. Os machos sao
filiformes, longos e possuem mobilidade, enquanto as fémeas assumem um formato
periforme. Apds a quarta ecdise, as fémeas comecam a se alimentar até o fim do
parasitismo. Ao contrario, 0s machos deixam a raiz, migram para o solo e ndo se
alimentam (Karssen & Moens, 2006). Esse dimorfismo sexual € influenciado por

condicdes ambientais e disponibilidade de alimento (Ferraz & Monteiro, 2011).

Devido a hipersensibilidade as condi¢bes ambientais, Meloidogyne spp. € considerado
um organismo poiquilotérmico (Sharma & Kaushik, 2021). O desenvolvimento dos
nematoides-das-galhas ocorre apenas quando a temperatura estd acima de uma
temperatura base especifica (aproximadamente 8-13 °C, dependendo da espécie), e com
0 aumento da temperatura, a taxa de desenvolvimento também aumenta. Como o ciclo de
vida depende tanto da temperatura quanto do tempo, o comprimento do ciclo de vida é
calculado com base no conceito de tempo térmico de graus-dias. Por exemplo, M.
incognita, para completar seu ciclo de vida, requer de 300 a 700 graus-dia acumulados
com uma temperatura base de 10-13 °C (Giné, 2016; Giné et al., 2021). Os nematoides
tropicais sdo mais ativos para a infeccdo em uma faixa de temperatura de 24 a 32 °C,
enquanto outros nematoides-das-galhas podem permanecer ativos em uma faixa de
temperatura entre 10-32 °C (D&vila-Negron & Dickson, 2013). A temperatura ideal para
a sobrevivéncia do ovo, assim como do juvenil, é de 5a 10 °C (Wang & McSorley, 2008).
Diversos artigos publicados desde 2016 mostram que as proteinas efetoras, como a
miPFN3 (M. incognita), MJTTL5 (M. javanica) e MeTCTP (M. enterolobii), estdo
envolvidas na modulacdo das vias de desenvolvimento do hospedeiro para induzir e
manter os sitios de alimentagdo do nematoide (Truong et al., 2015; Nguyen et al., 2018;
Vieira & Gleason, 2019).
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Figura 1.1 Ciclo de vida de Meloidogyne spp. (nematoide-das-galhas) em hortaligas. llustragdo: Vanessa
Reyes
3.4 Sintomas causados pelos nematoides-das-galhas

Os principais sintomas das meloidoigynoses sdo classicos e divididos em dois grupos:
sintomas diretos e sintomas reflexos. Os sintomas diretos compreendem a formacéo de
galhas (engrossamento das raizes) e diminuicdo do sistema radicular, tanto na raiz
principal quanto nas secundarias. Esses sintomas sdo considerados tipicos e de facil
visualizacdo no campo pelo produtor ou especialista. As plantas severamente afetadas por
Meloidogyne spp. apresentam o sistema radicular altamente desorganizado e com baixo
volume radicular, o que compromete a absorcdo de agua e nutrientes pela planta,
implicando em sintomas muito parecidos com deficiéncia nutricional (amarelecimento
das folhas e clorose), denominados como sintomas reflexos (Vale et al., 2013). Quando
tubérculos e rizomas sdo atacados, 0 nematoide causa a destrui¢do, diminuigdo e a atrofia
do orgédo de interesse, implicando na perda do padrdo exigido para a comercializagdo
(Pinheiro, 2017).

Na cenoura, 0s danos causados pelas populagdes de nematoides da espécie M. javanica
resultam da hiperplasia e hipertrofia celular do sistema radicular, reduzindo a

produtividade e comprometendo a classificagdo comercial do produto no mercado (Huang
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& Porto, 1988; Chachar et al., 2000). Os sintomas sdo a formacéo de galhas nas raizes
secundarias, também denominadas de "pipocas" quando na raiz principal, além de
alteracfes no comprimento e no didmetro da raiz principal. Também ocorrem bifurcacoes
na cenoura, conhecidas como "gancho”, por alguns produtores, porém esse sintoma nem
sempre esta associado ao nematoide e pode ser causado pela compactacdo do solo ou
condicBes hidricas inadequadas. Entretanto, a presenca de galhas nas raizes ¢ um
indicativo de que o nematoide-das-galhas é o causador da doenca (Pinheiro, 2017).

Em contrapartida, os sintomas reflexos sdo observados na parte aérea da planta:
crescimento lento, nanismo, amarelecimento das folhas e murcha. Nos casos mais graves,
ocorre a morte prematura da planta. Devido a baixa motilidade do nematoide no solo,
esses sintomas geralmente aparecem em reboleiras (Machaca-Calsin et al., 2019). Em
cultivos de cenoura, o principal sintoma em plantas infectadas na fase inicial (25 a 35 dias
apos a semeadura) é o amarelecimento foliar em consequéncia da localizacdo de galhas
no prolongamento da raiz principal, que obstruem a absorcdo de agua e de nutrientes do
solo, principalmente o nitrogénio. Além disso, o parasitismo aumenta a suscetibilidade

da planta a outros patdgenos de solo (Zhou et al. 2016).

4 ldentificacdo de espécies de Meloigodyne

Em razéo da importancia econdémica dos nematoides-das-galhas (Meloidogyne spp.) a
identificacdo acurada das espécies é essencial para a elaboracdo de estratégias de manejo
eficientes e atividades de pesquisa. As 98 espécies de Meloidogyne podem ser
caracterizadas através de trés métodos: método morfolégico (configuracdo da regido
perineal das fémeas, morfologia e morfometria da regido anterior e do estilete de machos,
fémeas e J2s), método bioquimico (fenétipos de isoenzima para distinguir as espécies de
Meloidogyne) e método molecular (PCR-SCAR).

A diagnose baseada apenas nas caracteristicas morfologicas do nematoide predominou
por muito tempo, com destaque para a observacao do padrao perineal das fémeas (Seessao
etal., 2017). Posteriormente, a técnica de eletroforese de isoenzimas passou a ser adotada
em procedimentos de rotina, sendo ainda muito utilizada nos dias atuais. Na ultima
década, varios protocolos de diagndstico por meio de técnicas moleculares baseadas em
DNA foram desenvolvidos. Segundo Carneiro et al., (2016), 0 método bioquimico e

molecular s&o os mais recomendados para uma identificagéo rapida e precisa.
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A eletroforese de isoenzimas destaca-se como a principal técnica bioquimica utilizada
para diagnosticar Meloidogyne spp. (Esbenshade & Triantaphyllou, 1990; Carneiro et al.,
2000; Carneiro & Almeida, 2001). Essa técnica € fundamentada na diferenca de
mobilidade das enzimas extraidas de fémeas adultas, conhecida como polimorfismo das
esterases de fémeas. Ela desempenhou um papel crucial na identificacdo correta da
espéecie Meloidogyne paranaenses; Carneiro, Carneiro, Abrantes, Santos & Almeida,
1996 previamente erroneamente classificada como M. incognita por mais de 10 anos
(Carneiro et al., 1996b). A eletroforese de isoenzimas é eficiente na distincdo entre
diferentes espécies de nematoides, além de requerer pouco tempo, tornando-se 0 método

mais amplamente adotado por pesquisadores e profissionais em suas rotinas de trabalho.

A utilizacéo de técnicas moleculares na identificagdo de nematoides é fundamentada na
dissimilaridade genética entre taxons, refletida através de variacGes em regides do DNA
gendmico. Ao contrario da técnica de eletroforese de isoenzimas, que restringe a fémeas
adultas, as técnicas moleculares permitem a deteccdo do nematoide em todas as fases do
ciclo de vida (ovos, juvenis ou adultos). Essa abordagem utiliza o DNA para analisar
diversos genes simultaneamente, até mesmo quando diferentes espécies de nematoides
estdo misturadas em uma Unica amostra. Além disso, as técnicas moleculares séo
consideradas rapidas e relativamente de baixo custo. Atualmente, existem duas estratégias
empregadas nessas técnicas: a) selecdo de marcadores do tipo SCAR; e b) amplificacdo
de um fragmento gene-especifico através do uso de primers especificos (Zilstra et al.,
2000; Randig et al., 2002).

5 Manejo dos nematoides-das-galhas

Devido a enorme variedade de hospedeiros, 0s nematoides-das-galhas (Meloidogyne
spp.) sdo patogenos de dificil manejo (Kumari et al., 2016). Consequentemente, 0
controle das meloidoginoses representa grande desafio para os produtores. Neste
contexto, o ideal € evitar a entrada do patdgeno na area. Para isso, medidas preventivas
sdo essenciais, como usar mudas certificadas e sadias, higienizar equipamentos e

ferramentas oriundos de areas com nematoides e controlar o transito de pessoas.

Dentre as diversas técnicas no manejo integrado de fitonematoides, podemos destacar a
solarizagdo do solo, controle biol6gico, inundacdo do solo, uso de plantas antagonistas,

nematicida quimicos, rotacdo com culturas ndo hospedeiras e resisténcia genética
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(Wiratno et al., 2009). O controle biologico, a rotacdo de culturas, as praticas culturais e
a resisténcia das plantas sdo atualmente as principais areas de pesquisa para 0s cientistas
que buscam enfrentar esse desafiador problema (Sikandar et al., 2020b).

O emprego de indutores de resisténcia tem demonstrado resultados promissores. No
estudo conduzido por Silva et al. (2021), observou-se que a aplicagéo de Bacillus subtilis
(Ehrenberg) Cohn resultou em um aumento significativo na massa fresca das raizes de
tomate em comparacdo com os tratamentos alternativos. Além disso, constatou-se uma
diminuicdo na penetracéo do J2 nas raizes das plantas submetidas a diferentes indutores
de resisténcia. A densidade populacional de M. enterolobii apresentou uma redugéo
significativa somente nos casos em que as plantas foram tratadas com R. sachalinensis
Reynoutria sachalinensis (F.Schmidt) Nakai destacando-o como um possivel agente

potencial de inducéo de resisténcia em plantas de tomate.

O uso intensivo de nematicidas quimicos por décadas para manejar os fitonematoides
resultou em problemas ambientais e de salde, bem como resisténcia a nematicidas
(Molinari, 2011; Abd-Elgawad, 2020). Desde a proibi¢do do fumigante metilamina,
varios novos compostos com baixos efeitos toxicos e de natureza ndo-fumigante, como
fuensulfona, fuopyram e fuzaindolizina, estdo em uso para 0 manejo de nematoides
(Morris etal., 2016; Oka, 2020). No entanto, o uso de nematicidas quimicos tem um efeito
prejudicial na saide do solo, e residuos de pesticidas na producdo levam a poluicdo
ambiental (Gad, 2014). Todavia, caso a area apresente altissima infestacdo pelo
nematoide-das-galhas, pode ser necessario a utilizacdo de agrotdxicos visando a
diminuigédo da populagdo do nematoide em um curto prazo de tempo. Embora existam
boas praticas de manejo disponiveis, a resisténcia genética oferece uma estratégia
ecologicamente correta e economicamente viavel para controlar esses patdgenos (Devran
etal., 2013). A utilizacdo de cultivares com maior nivel de resisténcia genética, como por
exemplo as cenouras derivadas de “Brasilia”, em conjunto com as praticas citadas, tem
apresentado grande importancia no manejo dos nematoides-das-galhas na cultura da

cenoura.

Fontes de resisténcia a espécies de Meloidogyne foram identificadas em Acessos de
cenoura, em trabalhos pioneiros coordenados pela Embrapa Hortalicas desde 1982, sendo
uma das principais fontes de resisténcia as cultivares Brasilia e Tropical (Charchar &
Vieira, 1990; Charchar & Vieira 1991; Pinheiro, 2017). A cultivar ‘Brasilia’ € a principal
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fonte de resisténcia as especies de Meloidogyne. Entre as fontes de resisténcia, ‘Brasilia’
é a fonte de resisténcia mais promissora a M. javanica (Simon et al., 1997; Vieira et al.,
2003).

6 Resisténcia genética para manejo/controle dos nematoides-das-galhas

Um dos métodos mais eficientes e econdmicos de reduzir perdas causadas por nematoides
é a resisténcia genética (Roberts, 2002). A resisténcia consiste nos efeitos dos genes do
hospedeiro que restringem ou impedem a multiplicacdo de nematoides numa espécie
hospedeira (Trudgill, 1991). Ela pode ser classificada em resisténcia vertical (mediada
por um Unico gene) e resisténcia horizontal (mediada por mais de um gene). A primeira,
por ser conferida por um Unico gene, € mais féacil de ser suplantada pelo nematoide,
enquanto a segunda é mais durdvel no campo (Pascholati, 2011). Ainda vale salientar que
a resisténcia vertical esta geralmente associada a possibilidade de quebra pelo surgimento

de novas racas.

O plantio de variedades geneticamente resistentes, quando disponiveis, tem sido a melhor
forma de manejo; porém, essa estratégia € dependente da identificacdo de fontes de
resisténcia e do mapeamento de genes que controlam essa caracteristica em um nimero
mais amplo de plantas hospedeiras (Fragoso et al., 2007). Varios projetos de pesquisa
estdo sendo conduzidos em todo o mundo para melhorar a resisténcia das plantas aos
nematoides-das-galhas (Padilla-Hurtado et al., 2022). Segundo Trudgill (1991), as plantas
geralmente respondem a invasdo dos nematoides com a ativacdo de uma série de
mecanismos de defesa, tais como a liberacdo de compostos tdxicos, reacdo de
hipersensibilidade, aumento das proteinas ricas em hidroxiprolina, aumento de
superdxidos, fitoalexinas e compostos fendlicos, entre outros mecanismos. De fato, 0s
genes de resisténcia eficazes aos nematoides-das-galhas devem apresentar amplo espectro
(ou seja, reconhecer classes amplas de elicitores diferentes) ou ter coevoluido com outro

agente patogénico.

6.1. Resisténcia as espécies de Meloidogyne em cenoura
Fontes de resisténcia de cenoura a espécies de Meloidogyne foram identificadas em
Acessos de cenoura, em estudos pioneiros coordenados pela Embrapa Hortaligas desde
1982, sendo uma das principais fontes de resisténcia as cultivares ‘Brasilia’ e ‘Tropical’
(Charchar & Vieira, 1990; Charchar & Vieira, 1991; Pinheiro, 2017). De fato, a cultivar

‘Brasilia’ revelou-se como uma notavel fonte de resisténcia frente as espécies do
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nematoide-das-galhas em diferentes regides produtoras no mundo (Simon et al., 1997,
2000). Essas descobertas adquirem relevancia fundamental para o desenvolvimento de
estratégias de manejo integrado de NGs em cultivos de cenoura, permitindo a
implementacdo de abordagens agrondmicas sustentaveis e eficazes na mitigacdo dos
impactos econdmicos negativos causados por essa enfermidade. Atraves da combinacéo
de estratégias de genética classica e marcadores moleculares, foi localizada a regido
gendmica contendo o locus Mj-1 que confere elevados niveis de resisténcia a M. javanica
na cultivar ‘Brasilia’ (Simon et al., 2000; Boiteux et al., 2004). O gene Mj-1 esta
localizado no cromossomo 8 (Simon et al., 2019) e também confere resisténcia parcial as
populagdes de M. incognita. Em 2013, outro locus de resisténcia a M. javanica foi
mapeado na cultivar ‘PI 652188 e denominado Mj-2. O Mj-2 também esta no
cromossomo 8, mas se localiza em uma regido distinta do Mj-1 (Aamir Ali et al., 2013;
Simon et al., 2019). A descoberta dos genes Mj-1 e do Mj-2 é significativa para o
melhoramento genético da resisténcia aos nematoides-das-galhas em cenoura (Simon et
al., 2019).

6.2. Resisténcia as espécies de Meloidogyne no tomateiro
A resisténcia no tomateiro foi obtida através da introgressdo de um Unico gene dominante
(denominado de Mi-1.2) a partir do parente selvagem do tomateiro Solanum peruvianum
(posteriormente classificado como Lycopersicon peruvianum (L.) Mill.) (Bailey 1941;
Gilbert & McGuire 1956; Gabriel et al., 2020). A regido gendmica no cromossomo 6 onde
0 gene Mi-1 esté localizado contém um agrupamento de diferentes genes (denominados
de Mi-1.1 até Mi-1.7) que apresentam elevados niveis de similaridade estrutural entre si.
No entanto, estudos adicionais demonstraram que apenas o gene Mi-1.2 é capaz de
codificar um gene de resisténcia funcional aos NGs (Milligan et al. 1998; Seah et al.
2007). Esta fonte de resisténcia se mostrou eficaz as trés espécies mais importantes de
NGs: M. javanica, M. arenaria e M. incognita (Roberts 1992; Williamson 1998). Mais
recentemente, uma cultivar de tomateiro contendo o gene Mi-1.2 se mostrou resistente a
populacbes de 13 diferentes espécies de Meloidogyne (Gabriel et al., 2020), mas se
mostrou suscetivel quando submetida as populacGes de M. hapla e M. enterolobii e
também contra populac@es virulentas de M. javanica coletadas no Sul do Brasil (Gabriel
et al., 2022). Como mencionado, 0s genes de resisténcia tais como o Mi-1.2 podem
reconhecer amplas classes de elicitores ou é capaz de reconhecer um fator de aviruléncia

conservado durante o processo de especiacao, visto que ele condiciona uma resposta de
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resisténcia a uma gama de 13 espécies de Meloidogyne (Gabriel et al., 2020). O gene foi
clonado e também demonstrou conferir resisténcia ao pulgdo da batata Macrosiphum
euphorbiae (Williamson, 1999) e possivelmente & mosca branca Bemisia tabaci
(Nombela et al., 2000).

Desta forma, do ponto de vista do agricultor, a resisténcia genética € a medida de controle
mais atraente, uma vez que nao requer nenhuma atividade extra durante o ciclo da cultura,
sendo compativel com outras medidas de manejo. O conhecimento dos recursos genéticos
disponiveis com resisténcia aos NGs dentro do germoplasma das espécies hospedeiras
cultivadas bem como de suas espécies selvagens relacionadas. Estudos envolvendo a
elucidacdo dos mecanismos de acdo génica, o desenvolvimento e aplicacdo de marcadores
moleculares associados aos fatores de resisténcia também sdo cruciais dentro dos
modernos programas de melhoramento genético da cenoura e do tomateiro visando o
desenvolvimento (em maior escala) de cultivares resistentes nestas duas relevantes
hortalicas. Dentro deste cenario, se justifica acBes de pesquisa tendo como finalidade de
estudar diferentes aspectos das interacfes de cenoura e tomateiro com espécies de
Meloidogyne. A presente Dissertagdo visa contribuir em alguns aspectos relacionados

com 0 manejo genético destes patdgenos.
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RESUMO

O tomateiro (Solanum lycopersicum) é considerado uma das principais hortalicas
hospedeiras do nematoides-das-galhas Meloidogyne enterolobii. Esse patdgeno
representa uma das maiores ameacas para o cultivo do tomateiro devido ao seu perfil de
viruléncia mais amplo, sendo capaz de se reproduzir em cultivares contendo o gene de
resisténcia Mi-1.2. Além disso, fontes de resisténcia adequadas a M. enterolobii ainda ndo
foram identificadas em germoplasma de tomateiros silvestres do género Solanum
(Lycopersicon). Neste contexto, o principal objetivo do presente trabalho foi avaliar a
reacao de acessos de tomateiro sob quatro diferentes niveis de indculo de M. enterolobii
(1000, 2000, 4000 e 8000 ovos + eventuais J2). O experimento foi conduzido em vasos
plasticos (2 L) em casa de vegetacdo. Foram avaliados (para cada nivel de in6culo de M.
enterolobii) 24 acessos de oito espécies e variedades botanicas de Solanum
(Lycopersicon) oriundos de uma colecdo de germoplasma da Embrapa Hortalicas. As
cultivares ‘Santa Clara’ e ‘Nemadoro’ foram utilizadas como testemunhas padrdo. O
delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados (DBC) com quatro
repeticdes para cada nivel de inéculo. A unidade experimental foi constituida de uma
planta por vaso. As plantas foram inoculadas aos 15 dias apds o transplantio (DAT). Os
sistemas radiculares foram avaliados 45 dias ap6s a inoculacdo (DAI) quanto ao indice
de galhas (IG), indice de massa de ovos (IMO); nimero de ovos + J2 por grama de raiz
(NOGR) e o fator de reproducgéo (FR). Curvas de regressao foram obtidas a partir das
varidveis FR e niveis de indculo e as médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). Todos os acessos avaliados apresentaram variados niveis de suscetibilidade,
com nenhum acesso se mostrando promissor do ponto de vista do melhoramento genético.
No processo de inoculacdo de M. enterolobii, a dose de indculo de 1000 O+J2 pode ser
considerada 6tima e muitas vezes suficiente para desencadear a expressao maxima dos
sintomas nos tomateiros em estudo, indicando que, em relacdo a infeccdo e proliferacdo
de M. enterolobii, em niveis mais elevados de in6culo podem nao ser necessariamente
vantajosos para a manifestacdo dos sintomas

Palavras-chaves: Nematoide-das-galhas, Solanum lycopersicum, Espécies silvestres,
Resisténcia genética.
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ABSTRACT

Evaluation of Solanum (Lycopersicon) germplasm under different inoculum levels
of Meloidogyne enterolobii.

Tomato (Solanum lycopersicum) is considered one of the main host vegetables for the
root-knot nematode Meloidogyne enterolobii. This pathogen represents one of the
greatest threats to tomato cultivation due to its broader virulence profile, being able to
reproduce in cultivars containing the Mi-1.2 resistance gene. Furthermore, adequate
sources of resistance against M. enterolobii have not yet been identified in germplasm of
wild tomato plants of the genus Solanum (Lycopersicon). In this context, the main
objective of the present work was to evaluate the reaction of tomato accessions under four
different inoculum levels of M. enterolobii (1000, 2000, 4000 and 8000 eggs + eventual
J2s). The experiment was carried out in plastic pots (2 L) in a greenhouse. Twenty-four
accessions of eight species and botanical varieties of Solanum (Lycopersicon) from a
germplasm collection of Embrapa were evaluated (for each inoculum level of M.
enterolobii). The tomato cultivars ‘Santa Clara’ and ‘Nemadoro’ were used as standard
checks. The experimental design used was randomized blocks (DBC) with four
replications for each inoculum level. The experimental unit consisted of one plant per pot.
Plants were inoculated 15 days after transplanting (DAT). Root systems were evaluated
45 days after inoculation (DAI) for gall index (I1G), egg mass index (IMO); number of
eggs + J2 per gram of root (NOGR) and reproduction factor (FR). From the variables RF
and inoculum levels, regression curves were calculated, and the averages were grouped
using the Scott-Knott test (P<0.05). All evaluated accessions displayed varying levels of
susceptibility, with no accession showing promise from the tomato breeding standpoint.
In the M. enterolobii inoculation process, the inoculum dose of 1000 eggs + occasional
J2 can be considered optimal and often sufficient to trigger the maximum expression of
symptoms in the studied tomato plants. This indicates that, regarding the infection and
proliferation of M. enterolobii, higher inoculum levels may not necessarily be
advantageous for symptom manifestation.

Keywords: Root-knot nematode, Solanum lycopersicum, Wild species, Genetic
resistance.
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1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum ) € intensamente cultivado em todo o mundo devido
a sua ampla e eclética utilizacdo culinaria e industrial bem como devido ao seu valor
nutricional e suas propriedades nutracéuticas (Lu et al., 2020). No Brasil, a area plantada
é de 56.874 hectares com destaque para os estados de Goids e Sdo Paulo. As médias de
producdo estimadas sdo de 92.394 kg/ha em Goias e 78.344 kg/ha em Sao Paulo (IBGE,
2021). Os nematoides-das-galhas do género Meloidogyne Goeldi representam um dos
grupos de patdgenos mais comuns afetando os niveis de produtividade do tomateiro no
Brasil (Pinheiro et al., 2014). Levantamentos tém indicado M. incognita (Kofoid &
White, 1919) Chitwood, 1949, M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949 e M. arenaria
(Neal, 1889) Chitwood. 1949 como as principais espécies associadas com a cultura do
tomateiro no Brasil (Pinheiro et al., 2015). De fato, estas trés espécies apresentam ampla
distribuicéo geogréfica devido a sua taxa de ciclo de vida mais rapida e adaptabilidade a
diversas condi¢es climaticas (Abd-Elgawad, 2014, 2020; Jones et al., 2013).

No entanto, um especial destaque na cultura do tomateiro é a espécie M. enterolobii (Yang
& Eisenback, 1983), devido a sua recente disseminacdo geogréfica, ampla gama de
hospedeiros e pela capacidade de “quebrar” a resisténcia conferida pelo gene Mi-1.2
(Tigano et al., 2010; Gabriel et al., 2020; Dareus et al., 2021) bem como outras fontes de
resisténcia em diferentes espécies hospedeiras (Pinheiro et al., 2015; Koutsovoulos et al.,
2020). Por exemplo, M. enterolobii consegue infectar e causar danos em fontes de
resisténcia reportadas como eficientes as outras espécies de Meloidogyne, incluindo o
gene N em Capsicum annuum, o gene Rk de Vigna unguiculata, o gene Mirl em Glycine
max, o gene Mh de S. tuberosum e o gene Mi-1 de Gossypium hirsutum, Ipomoea batatas
e Solanum lycopersicum (Schwarz, 2019; Collett et al., 2021).

No Brasil, M. enterolobii foi inicialmente relatado em pomares de goiabeiras e, desde
entdo, vem causando grandes prejuizos em ampla gama de hospedeiros (Carneiro et al.,
2001), j& tendo sido detectado infectando o tomateiro em condi¢6es naturais (Pinheiro et
al., 2014). Plantas infectadas com M. enterolobii apresentam reducdo no crescimento, na
longevidade e na resisténcia a diversos estresses abioticos (Dareus et al., 2021). De forma
geral, os danos de M. enterolobii podem incluir a reducdo na qualidade e na produtividade
(Abd-Elgawad, 2021). Os sintomas observados acima do solo incluem o amarelamento

foliar, murcha e crescimento retardado, enquanto abaixo do solo, os sintomas se

Pégina63



64

manifestam na forma de galhas nas raizes, as quais podem ser consideraveis em tamanho
e quantidade (Jia et al., 2022). Devido as semelhancas entre M. enterolobii e outras
espécies de nematoides-das-galhas, diagnosticos precoces se tornam muito dificeis (Min

et al., 2012), requerendo analises bioquimicas e/ou moleculares (Philbrick et al., 2020).

Apesar de serem eficazes as diferentes espécies de Meloidogyne, os produtos quimicos
sintéticos sdo muito toxicos e perigosos para 0 meio ambiente (Sikandar et al., 2021b),
fazendo com que a maioria dos compostos nematicidas tem sido retirada do mercado
(Onkendi et al., 2014). Sendo assim, o controle bioldgico, a rotagdo de culturas, as
praticas culturais e a resisténcia genética sdo as principais taticas para enfrentar esse
problema desafiador (Sikandar et al., 2020b; Kéhl et al., 2019). Devido a sua eficiéncia,
praticidade e facilidade de implementacdo, a resisténcia genética, sempre que disponivel,

tem sido método de controle mais indicado.

A avaliagdio de germoplasma visando resisténcia aos nematoides-das-galhas
(Meloidogyne spp.) tem sido uma agdo de pesquisa intensivamente implementada pelos
programas de melhoramento genético de culturas pertencentes a familia Solanaceae.
Recursos genéticos de tomateiro e berinjela, especialmente parentes selvagens como
Solanum peruvianum, S. torvum, S. sisymbrifolium, S. aculeatissimum e S. toxicarium,
foram identificados como materiais promissores exibindo alto grau de resisténcia a esses
nematoides (Charchar & Boiteux, 1996; Pinheiro et al., 2009; Moslehi et al., 2015; Pereira
et al., Pinheiro et al., 2020). Pinheiro et al. (2020) estudaram trinta e sete acessos de
pimentdo para identificar sua resisténcia as trés espécies de nematoide-das-galhas (M.
incognita, M. javanica e M. enterolobii). Apenas dois acessos (CNPH 6144 e CNPH
30118) foram resistentes a M. enterolobii.

No tomateiro, a resisténcia as espécies de Meloidogyne é conferida por pelo menos dez
genes denominados de Mi-1, Mi-2, Mi-3, Mi-4, Mi-5, Mi-6, Mi-7, Mi-8, Mi-9 e Mi-HT
(Rezk et al., 2021). Apenas cinco deles (Mi-1, Mi-3, Mi-5, Mi-9 e Mi-HT) tiveram seus
genes mapeados até o momento (El-Sappah et al., 2019), sendo que algumas destas fontes
nédo foram ainda avaliadas contra populacdes de M. enterolobii. Atualmente, os esforgcos
de pesquisa no tomateiro tém se concentrado na busca por fontes de resisténcia genética
ao M. enterolobii (Castillo & Castagnone-Sereno, 2020). Estudos conduzidos com a
avaliacdo de germoplasma no Brasil relataram alguns poucos acessos de Solanum

(Lycopersicon) com resisténcia parcial e/ou instavel ao M. enterolobii (Pinheiro et al.,
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2009; Silva et al., 2019), sendo nenhum deles promissor para emprego em programas de
melhoramento genético. Desta forma, fontes alternativas de resisténcia no tomateiro a M.
enterolobii ainda ndo se encontram disponiveis. Ademais, novas metodologias de
avaliacdo nematoldgicas sdo necessarias para 0s processos de selecdo de plantas
resistentes especificamente para a espécie M. enterolobii. Neste contexto, objetivou-se
avaliar a reacdo de acessos de tomateiro sob diferentes niveis de indculo de M.
enterolobii.
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2. MATERIAL E METODOS
2.4 Caracterizagdo da &rea experimental

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo e nos Laboratérios de
Nematologia, Melhoramento e Gen6mica na Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria (Embrapa), na Unidade Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas
(CNPH/Embrapa Hortaligas). A unidade se localiza na Rodovia BR-060, Km 09
(Brasilia/Anapolis), Fazenda Tamandua, Gama — Distrito Federal, altitude de 996 metros
e coordenadas geograficas de 15°5600” de latitude Sul e 48°08“00” de longitude a Oeste.

2.20btencao, identificacdo e multiplicacdo de uma populacéo de Meloidogyne
enterolobii

Fémeas de M. enterolobii coletadas de raizes de pimentdo na area de producéo de Taquara
e Pipiripau no Distrito Federal, Brasil foram multiplicadas em tomateiros cultivar
‘Rutgers’ e mantidas em casa de vegetacdo. A espécie do indculo foi confirmada
utilizando-se a técnica bioquimica Eletroforese de Isoenzimas de acordo com o fenétipo
de esterase Enz, o qual apresenta duas bandas principais (Rm: 0,7; 0,9) e duas bandas
mais fracas (Rm 0,75; 0,95) (Carneiro & Almeida, 2001). Para tal, fémeas individuais de
coloragdo branco-leitosa foram extraidas das raizes e inseridas nos tubos hematocritos
ndo heparinizados contendo 8 pL de solucéo de extracdo (constituida por 5 g de sacarose,
0,259 de Triton X-100 e 15 mL de &gua destilada). Adicionou-se 2,5 uL da Solucéo F
(azul de bromofenol) em cada tubo contendo as fémeas maceradas. Até o momento da
utilizacdo, os tubos contendo as fémeas foram mantidos no gelo em recipiente do tipo
gerbox e armazenados em freezer (-18° C). Para a producao de inéculo, o nematoide foi
multiplicado em plantas de tomate cv. ‘Rutgers’ em vasos com capacidade para 5 litros
contendo uma mistura de solo e areia esterilizada na proporgdo (2:1). As plantas foram
inoculadas com suspensdo de 5.000 ovos e eventuais juvenis de segundo estadio (J2)
de M. enterolobii aos 3 dias ap6s o transplantio (DAT). Aos 65 dias apds a inoculacao,
ovos e J2 foram extraidos dos sistemas radiculares das plantas de tomate segundo a
técnica de Hussey & Barker (1973) modificada por Bonetti & Ferraz (1981), que consiste
em processar todo sistema radicular infectado de cada planta em liquidificador com
hipoclorito de s6dio a 0,5%. Em sequéncia, 0 material processado passou por um conjunto
de trés peneiras sobrepostas: 42 mesh (0,354 mm), 100 mesh (0,149 mm) e 500 mesh
(0,025mm de abertura de malha), para a obtencdo da suspensdo de inoculo que é

constituida pelos ovos e J2 retidos na peneira de 500 mesh. A suspenséo de ovos e J2 foi
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recolhida em um béquer de vidro para quantificacdo e calibracdo do indculo em camara

de Peter com auxilio de um microscopio 6ptico (modelo Nikon Eclipse 80i).
2.3 Delineamento experimental

O desenho experimental utilizado foi em Delineamento em blocos casualizados (DBC)
com 4 repeticBes por nivel de indculo. A unidade experimental foi constituida de 1 planta
por vaso. Foram avaliados (para cada nivel de indculo de M. enterolobii) 24 acessos de
especies de Solanum (Lycopersicon) oriundos de uma colecdo de germoplasma da
Embrapa Hortalicas (Tabela 2.1). A cultivar 'Rutgers' foi empregada como testemunha
padrdo de suscetibilidade, enquanto a cultivar Nemadoro foi selecionada como um
exemplo de resisténcia jA comprovada aos nematoides-das-galhas (Meloidogyne spp.).

Isso foi feito para avaliar a viabilidade do indculo de M. enterolobii.

Tabela 2.1. Acessos de tomateiro e espécies silvestres de Solanum (Lycopersicon)
avaliados quanto a reacdo a uma populacdo de Meloidogyne enterolobii sob diferentes
niveis de indculo (1000, 2000, 4000 e 8000 ovos + eventuais J2) em casa de vegetacao,
Brasilia-DF, 2023.

Acessos Espécie de Solanum (Lycopersicon)

1 CNPH 0378 S. pimpinelifolium L.

2 CNPH 0410 S. chilense (Dunal) Reiche

3 CNPH 0854 S. lycopersicum Morioka # 22

4  CNPH 0859 S. lycopersicum Morioka # 17

5 CNPH 1027 S. lycopersicum var. cerasiforme Galeni HBH
6 CNPH 1029 S. lycopersicum pruniforme HBH

7 CNPH 1031 S. lycopersicum HBH

8  CNPH 1035 S. peruvianum

9 CNPH 1048 S. lycopersicum Hawaii 7996

10 CNPH 1123 S. peruvianum L 03707

11 CNPH 1155 S. chilense LA 1969 x S. lycopersicum

12 CNPH 1236 S. lycopersicum var. cerasiforme

13 CNPH 1281 S. peruvianum x S. lycopersicum

14 CNPH 1287 S. habrochaites Pl 126445 S.Knapp &amp;

D.M.Spooner PI 126445
. habrochaites Pl 128650

. habrochaites P1 126449

. peruvianum LA 0153

. peruvianum LA 0444

. peruvianum LA 0454

. lycopersicum LA 3912

21 CNPH 1730 . lycopersicum var. cerasiforme Tocantins
22 CNPH 1742 . pimpinellifolium LA 1607

23 CNPH 1747 S. chmielewskii (C.M.Rick, Kesicki, Fobes &amp;
M.Holle)

15 CNPH 1289
16 CNPH 1290
17 CNPH 1436
18 CNPH 1438
19 CNPH 1439
20 CNPH 1516

wmw m ;o m;m o ;mw ;mw nm

w
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D.M.Spooner, G.J.Anderson &amp; R.K Jansen LA

3643
24 CNPH 1749 S. cheesmaniae (Riley) Fosburg LA 1139
25 ‘Rutgers’ S. lycopersicum
26 ‘Nemadoro’ S. lycopersicum

2.4 Instalacdo e conducéo do experimento

O experimento foi conduzido entre 20 de novembro de 2022 a 04 de janeiro de 2023 (Fig.
2.1). Para os ensaios, as sementes dos acessos de especies de Solanum (Lycopersicon)
oriundos de uma colecdo de germoplasma da Embrapa Hortalicas foram semeadas em
bandejas de poliestireno com 128 células piramidais invertidas (40 mL/célula) em
substrato estéril Bioplant ® e mantidas por 20 dias. Posteriormente, as mudas de tomates
com aproximadamente 15 cm foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade
de 2 litros, contendo uma mistura de solo e areia esterilizados na proporcdo (2:1). A
irrigacéo foi feita mediante as necessidades das plantas, sendo realizadas geralmente, trés

vezes ao dia: inicio da manh3, inicio e final da tarde.

AR & =

Figura 2.1. A: Instalacéo do experimento com os vasos devidamente identificados; B: Acessos de tomateiro
(Solanum lycopersicum ) com 20 dias ap6s a inoculagdo (DAI). Foto: Dwillian F. Cunha

2.5 Preparo de suspenséo e inoculacéo das plantas de tomate

O preparo da suspensao foi realizado conforme Hussey & Barker (1973) modificada por
Bonetti & Ferraz (1981). Meloidogyne enterolobii foi extraido dos sistemas radiculares
do tomateiro ‘Rutgers’, sabidamente suscetivel a M. enterolobii. A cultivar é reconhecida
mundialmente para a multiplicacdo de espécies de Meloidogyne. As plantas individuais
foram inoculadas com quatro niveis de indculo (1000, 2000, 4000 e 8000 ovos + eventuais
J2) de M. enterolobii aos 3 dias apds o transplantio (DAT) para os vasos, depositadas em

trés orificios de 2 cm de profundidade entorno da planta (Fig. 2.2).
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NS A2
Figura 2.2. A: Marcagdo dos orificios para deposi¢do do in6culo B: Inoculagdo de suspensdo de ovos + J2
de Meloidogyne enterolobii em acessos de espécies de Solanum (Lycopersicon). Foto: Dwillian F. Cunha

2.6 Avaliacdo do experimento

Aos quarenta e cinco dias ap0s a inoculacdo, os sistemas radiculares das plantas foram
coletados e avaliadas as seguintes variaveis nematoldgicas: indice de galhas (IG), indice
de massa de ovos (IMO), Numero de ovos+J2 por grama de raiz (NOGR) e o Fator de
reproducdo (FR). Para os indices de galhas e massa de ovos, as raizes foram avaliadas
conforme escala proposta por Taylor & Sasser (1978) (Tabela 2.2) e 0 nimero de ovos e

J2 por grama de raizes foi determinado a partir da formula:

NOGR = PF |/ Massa de raiz

Por sua vez, o célculo do fator de reproducédo (FR) foi calculado pela relacédo de
Oostenbrink (1966):

FR = PF |/ Pi
Em que:

FR: fator de reproducdo;
PF: corresponde a populacéo final;

Pi: corresponde a populacéo inicial (5.000 ovos e eventuais J2).
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Tabela 2.2. Avaliacéo do indice de galhas e indice de massas de ovos (IG & IMO),
segundo a escala de Taylor & Sasser (1978), Brasilia, DF, 2023

Nota ou grau Galhas Massa de ovos
0 0 0
1 1-2 1-2
2 3-10 3-10
3 11-30 11-30
4 31-100 31-100
5 >100 >100

Os sistemas radiculares foram separados de suas partes aéreas, os quais foram lavados em
agua cuidadosamente e avaliados os seus pesos frescos (g), para posterior calculo do
namero de ovos por grama de raiz. Em seguida, foram imersos em solucéo corante de
Floxina B (6 mg/L) por 15-20 min (Taylor & Sasser, 1978), a fim de facilitar a
visualizacdo das massas de ovos externas dos nematoides (Fig. 2.3). Em seguida,
quantificados a olho nu quanto aos IG e IMO. Logo, os sistemas radiculares foram
processados separadamente, para extragcdo de ovos e eventuais juvenis de segundo estadio
de M. enterolobii conforme técnicas de Hussey & Barker (1973) modificada por Bonetti
& Ferraz (1981).

—\4 f \“_s ol

. S\ [k WHER\. AN
Figura 2.3. A: Imersdo de raizes em solucéo corante de Floxina B (6 mg/L) por 15-20 min (Taylor &
Sasser, 1978), B: Raiz ap6s o procedimento de coloragdo. Foto: Dwillian F. Cunha

O numero de ovosfoi estimado pela contagem em lamina de Peter sob microscopio optico
(modelo Nikon Eclipse 80i). A partir dos valores obtidos, foram determinados o fator de
reproducdo FR de cada acesso com o respectivo nivel de indculo de M. enterolobii. Com
relacdo a reacdo dos acessos aos nematoides, foram considerados imunes aqueles que
apresentaram FR igual a zero, resistentes, 0s que apresentaram FR menor que 1,0 e

suscetiveis as que apresentaram FR maior que 1,0 (Oostenbrink, 1966).
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2.7 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada com auxilio do software Genes (Cruz, 2016).
Antes da analise, os dados foram verificados quanto a normalidade pelo Teste de
Lilliefors, e todos estavam normais. Os dados resultantes foram submetidos a analises de
variancia; as médias das variaveis foram agrupadas pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. Nas tabelas as médias apresentadas s@o as originais sem transformacé&o.
Foram estimados também o coeficiente de variacdo ambiental (CV), coeficiente de
variagdo genotipico (CVQg) e o coeficiente de determinagdo genotipico (H?), de acordo
com Cruz & Regazzi (2001).

\/ quadrado médio residual

CV=100X
Média

2
CV(g) =
A VERT
_ quadrado medio dos Acessos — quadrado médio residual

,sendo g2

numero de repeti¢des

_ Quadrado médio dos Acessos — Quadrado médio residual

H2
Quadrado médio dos Acessos
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os acessos de tomateiro avaliados permitiram o desenvolvimento do nematoide
nos sistemas radiculares. Os acessos apresentaram diferentes reacGes em relacdo ao
parasitismo de Meloidogyne enterolobii. Diferencas significativas foram observadas para
todas as variaveis avaliadas no experimento (P<0,05). Os coeficientes de variagao (CV)
foram considerados baixos a médio para a maioria das variaveis avaliadas, entretanto para
0 numero de ovos por grama de raiz (NOGR) um valor de 100,48% indica que, a precisdo

experimental foi menor.

A herdabilidade no sentido amplo ou coeficiente de determinagdo genotipico (H?), que
varia de 0 a 100%, e mede a proporc¢do entre a variacdo genotipica e a fenotipica foi
elevada (H?: 95%) para a variavel fator de reproducéo, o que indica a preponderancia da
variabilidade genética proporcionalmente a variabilidade total. O mesmo ocorreu com o
niimero de ovos + J2 por grama de raiz (H?: 95%), indice de galhas (H?: 93%) e indice de
massas de ovos (H? 91%). Dessa forma, houve pouca influéncia das condigBes
ambientais e experimentais nos resultados, demonstrando confiabilidade nos dados
obtidos do experimento (Falconer & Mackay, 1996) (Tabela 2.3).

Tabela 2.3. Resumo da andlise de variancia, com os quadrados médios e significancia de
acessos de tomateiro sob diferentes niveis de in6culo (1000, 2000, 4000 e 8000 ovos +
eventuais J2) de Meloidogyne enterolobii aos 45 DAL. Brasilia, DF, 2023.

Fonte variacéo GL indice de indice de Numero de Fator de
galhas massa de ovos 0VvOos reproducao
+ J2 por
grama de raiz

Blocos 3 0,81 0,35 10,42 106 29,68
Acessos (G) 25 3,48* 4,65* 18,19 10™ 609,50*
Niveis de inéculo 3 47,83* 57,91* 29,75 107 264,49*
(N1)

G x NI 75 1,43* 1,33* 13,05 10°* 225,39*
Residuo 309 0,25 0,43 85,02 10° 30,99
Média geral - 4,33 3,72 2901,86 11,03
CV% - 11,59 17,56 100,48 50,47
H? % - 0,93 0,91 0,95 0,95

*Significativo a 5% pelo teste F. H2: coeficiente de determinagéo genotipico ou herdabilidade no sentido
amplo, em porcentagem.

Os padrdes de suscetibilidade (tomateiro ‘Rutgers’), utilizado como controle, apresentou
FRs moderados a altos (sempre FR > 10) considerando Pi = (1000, 2000, 4000 e 8000

ovos + eventuais J2) de M. enterolobii comprovando a viabilidade e qualidade do indculo.
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Além disso, ‘Rutgers’ destacou-se por apresentar o maior fator de reproducdo do
experimento, com 68,03 de FR. Na média do indice de galhas sob os diferentes niveis de
inéculo (1000, 2000, 4000 e 8000 ovos + eventuais J2) de M. enterolobii, ficou evidente
gue no menor nivel de inoculo (1 mil O+J2) ocorreu uma variacdo genética grande entre
os acessos (H?: 93%). Em contrapartida, quando no maximo nivel de indculo (8000 O+J2)
quase todos os acessos (exceto CNPH 1290 e CNPH 859) apresentaram nota maximo
para o indice de galhas (nota 5) e coeficiente de determinagio quase zero (H% 0,01 %).
Esse fato é corroborado por Pinheiro et al. (2009), quando verificou em seu estudo que 0

acesso CNPH 859 apresentou IG igual a 3.

IG e IMO sdo parametros auxiliares para aferir a hospedabilidade de plantas aos
nematoide-das-galhas. As médias variaram de 1,75a5,0; 2,5a5,0; 3,75a5,0e 4,75a5,0
para o IG. Para o IMO compreendeu de 1,25 a 5,0; 1,75 a 5,0; 2,25 a 5,0; 3,25 a 5,0,
respectivamente para as concentragdes de 1000, 2000, 4000 e 8000.

e de massa de ovos (IG e IMO) para os diferentes niveis de inoculo variaram de {1,75 e
1,25}; {2,50 e 1,75}; {3,75 e 2,25} e {4,75 e 3,25}, respectivamente (1000, 2000, 4000
e 8000 ovos + eventuais J2) de M. enterolobii (Tabelas 2.4 e 2.5). O menor indice de
galhas de M. enterolobii observado, correspondeu ao nivel de indculo 1 mil O+J2,
representado com uma média de 3,41; sendo os acessos CNPH 1123, CNPH 0859, CNPH
1290, CNPH 1281, CNPH 1027; 1048 e as duas testemunhas com os menores indices de
galhas (I1G: 1,75; 2,0; 2,0; 2,50; 2,25; 2,25; 2,50 e 2,50), respectivamente. Quanto ao
indice de massa de ovos, ndo houve diferenca estatistica na média de todos 0s acessos nos
niveis de in6culo 1 mil O+J2 e 2 mil O+J2 de M. enterolobii. Verificou-se no nivel de
indculo 1 mil O+J2, com uma meédia de 2,80 e os acessos CNPH 1123, CNPH 0859,
CNPH 1048, CNPH 1027, CNPH 12,90 e a testemunha nemadoro com 0s menores
indices de massa de ovos (IMO: 1,25; 1,50; 1,75; 2,0; 2,0 e 2,0), respectivamente. Por
outro lado, o nivel de 2 mil O+J2 de M. enterolobii apresentou uma média de 3,47 de
indice de massa de ovos, sendo os acessos CNPH 1290, CNPH 1123; CNPH 1281; CNPH
0859 e CNPH 1438 com os indices mais baixos (IMO: 2,50; 2,50; 2,25; 1,75 e 2,75).

Tabela 2.4. Reacdo de acessos de tomateiro sob diferentes niveis de inéculo (1000, 2000,
4000 e 8000 ovos + eventuais J2) de Meloidogyne enterolobii com base na variavel 1G,

dos acessos avaliados aos 45 DAI. Brasilia, DF, 2023.

Nivel de inoculo
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Acessos 1000 2000 4000 8000

CNPH 1287 4,75 aA 3,75¢cB 5,00 aA 5,00 aA
CNPH 1742 4,00 bB 5,00 aA 5,00 aA 5,00 aA
CNPH 1516 4,00 bB 4,75 aA 4,25 bB 5,00 aA
CNPH 1035 3,00 cC 4,00 bB 5,00 aA 5,00 aA
CNPH 1290 2,00dC 3,00 dB 4,50 bA 4,75 aA
CNPH 1439 4,25 bB 5,00 aA 4,25 bB 5,00 aA
CNPH 1027 2,25dC 4,25 bB 3,75 bB 5,00 aA
CNPH 1031 4,00 bB 4,25 bB 4,50 bB 5,00 aA
CNPH 1289 2,50 dB 5,00 aA 5,00 aA 5,00 aA
CNPH 1236 2,75¢cB 3,00 dB 4,75 aA 5,00 aA
CNPH 1123 1,75dC 2,75dB 4,50 bA 5,00 aA
CNPH 1281 2,50 dB 3,00 dB 4,75 aA 5,00 aA
CNPH 1747 5,00 aA 4,75 aA 5,00 aA 5,00 aA
CNPH 1749 3,50 bB 3,75¢cB 4,50 bA 5,00 aA
CNPH 8054 4,25 bB 5,00 aA 5,00 aA 5,00 aA
CNPH 0859 2,00dC 2,50dC 4,00 bB 4,75 aA
CNPH 1048 2,25dB 4,50 bA 4,75 aA 5,00 aA
CNPH 1438 3,25¢cC 4,00 bB 4,75 aA 5,00 aA
CNPH 1730 4,25 bB 4,75 aA 4,00 bB 5,00 aA
CNPH 1155 3,50 bB 4,75 aA 4,25 bA 5,00 aA
CNPH 1029 5,00 aA 5,00 aA 4,75 aA 5,00 aA
CNPH 0410 5,00 aA 5,00 aA 5,00 aA 5,00 aA
CNPH 0378 3,00 cB 4,75 aA 5,00 aA 5,00 aA
CNPH 1436 5,00 aA 5,00 aA 5,00 aA 5,00 aA
Rutgers 2,50 dB 4,75 aA 5,00 aA 5,00 aA
Nemadoro 2,50 dB 4,50 bA 5,00 aA 5,00 aA
Média 3,41 4,26 4,66 4,98

CV% 16,92 14,00 11,76 2,72

Médias seguidas por letras diferentes minusculas na coluna (comparacgéo entre Acessos em cada nivel de
indculo) e mailsculas na linha (comparacéo entre niveis de in6culo para cada Acessoacessoacesso),
diferiram significativamente pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

Tabela 2.5. Reacdo de acessos de tomateiro sob diferentes niveis de in6culo (1000,

2000, 4000 e 8000 ovos + eventuais J2) de Meloidogyne enterolobii com base na

variavel IMO, dos acessos avaliados aos 45 DAI. Brasilia, DF, 2023.

Nivel de in6culo

Acessos 1000 2000 4000 8000

CNPH 1287 3,75bB 3,25bB 4,75 aA 5,00 aA
CNPH 1742 2,50 cB 3,75 aA 4,75 aA 4,50 aA
CNPH 1516 2,75 cB 3,50 bB 3,75bB 4,75 aA
CNPH 1035 2,25cC 3,25bB 4,50 aA 4,75 aA
CNPH 1290 2,00 dB 2,50 cB 4,25 aA 3,75 bA
CNPH 1439 3,00 cB 4,50 aA 4,25 aA 4,50 aA
CNPH 1027 2,00dC 3,25bB 3,50 bB 5,00 aA
CNPH 1031 2,75¢cB 4,25 aA 4,00 aA 4,25 bA
CNPH 1289 2,25¢cC 3,50 bB 4,50 aA 5,00 aA
CNPH 1236 2,25 cB 3,00 bB 4,25 aA 5,00 aA
CNPH 1123 1,25dC 2,50 cB 4,25 aA 4,25 bA
CNPH 1281 2,25¢cB 2,25¢cB 4,25 aA 4,00 bA
CNPH 1747 5,00 aA 4,75 aA 4,50 aA 5,00 aA
CNPH 1749 3,25 bA 3,50 bA 3,25 bA 3,25 bA
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CNPH 0854 2,75¢cB 3,50 bB 3,50 bB 5,00 aA
CNPH 0859 1,50 dB 1,75¢cB 2,25cB 4,00 bA
CNPH 1048 1,75dB 3,25 bA 4,00 aA 4,00 bA
CNPH 1438 3,75 bA 2,75¢cB 4,25 aA 3,50 bA
CNPH 1730 3,50 bA 4,00 aA 4,00 aA 4,75 aA
CNPH 1155 2,75 cB 4,25 aA 3,75bA 4,75 aA
CNPH 1029 3,25 bA 3,50 bA 4,25 aA 3,75 bA
CNPH 0410 5,00 aA 5,00 aA 5,00 aA 5,00 aA
CNPH 0378 2,50 cB 3,50 bA 4,00 aA 4,50 aA
CNPH 1436 4,50 aA 4,00 aA 4,25 aA 5,00 aA
Rutgers 2,25cC 3,50 bB 5,00 aA 4,25 bA
Nemadoro 2,00dC 3,50 bB 4,75 aA 5,00 aA
Média 2,80 3,47 4,14 4,48

CV% 23,51 21,69 16,79 10,53

Médias seguidas por letras diferentes minasculas na coluna (comparacao entre Acessos em cada nivel de
indculo) e mailsculas na linha (comparagdo entre niveis de indculo para cada Acessoacessoacesso),
diferiram significativamente pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

O tomateiro CNPH 0410 diferiu estatisticamente sendo o mais suscetivel em todos os
niveis de inoculo testados, com os seguintes valores: (NOGR: 18402,22; nivel 1 mil
0O+J2); (NOGR: 11300,00; nivel 2000); (18110,00; nivel 4000) e (NOGR: 22050,49;
nivel 8000) de M. enterolobii. Por outro lado, a testemunha resistente Nemadoro
apresentou 1G e IMO praticamente idénticos a testemunha suscetivel Rutgers. Contudo,
quando analisamos a densidade (NOGR) na concentragdo de 1000, observou-se uma
reducdo de 90,31%. Na concentracdo de 8000, 79,88%. Importante considerar estes
percentuais de reducdo, afim de demonstrar que IG e IMO ndo diz muito sobre a

populacdo do nematoide (Tabela 2.6).

Tabela 2.6. Reacdo de acessos de tomateiro sob diferentes niveis de inéculo (1000, 2000,
4000 e 8000 ovos + eventuais J2) de Meloidogyne enterolobii com base na variavel
NOGR, dos acessos avaliados aos 45 DAI. Brasilia, DF, 2023.

Nivel de in6culo

Acessos 1000 2000 4000 8000

CNPH 1287 397,71 bA 367,47 bA 1884,63 cA 4432,20 cA
CNPH 1742 635,23 bA 1322,60 bA 2268,64 cA 1845,06 cA
CNPH 1516 614,52 bA 909,70 bA 1420,08 cA 5201,46 cA
CNPH 1035 276,21 bA 773,08 bA 1497,36 cA 1224,54 cA
CNPH 1290 191,13 bA 1093,77 bA 415,08 cA 3391,04 cA
CNPH 1439 1142,81 bB 1631,04 bB 4273,81 cB 12601,02 bA
CNPH 1027 303,51 bA 1719,12 bA 1666,25 cA 4444 54 cA
CNPH 1031 657,54 bA 662,75 bA 2230,85 cA 2096,94 cA
CNPH 1289 642,48 bB 1165,72 bB 2895,95 cB 6853,08 cA
CNPH 1236 326,74 bA 468,59 bA 2315,83 cA 3658,81 cA
CNPH 1123 331,82 bA 767,33 bA 1191,09 cA 1437,59 cA
CNPH 1281 305,03 bA 612,67 bA 2387,69 cA 4730,97 cA
CNPH 1747 514,95 bB 1301,36 bB 2162,99 cB 6516,07 cA
CNPH 1749 1762,02 bB 2056,11 bB 3409,04 cB 10614,45 bA
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CNPH 0854 565,41 bA 598,44 bA 1190,87 cA 654,42 cA
CNPH 0859 271,82 bA 193,94 bA 1114,17 cA 2874,78 cA
CNPH 1048 163,25 bA 902,05 bA 1219,92 cA 2075,11 cA
CNPH 1438 547,90 bA 805,95 bA 2271,36 cA 2015,93 cA
CNPH 1730 537,35 bB 1361,80 bB 704,04 cB 8845,75 bA
CNPH 1155 2144,83 bA 1307,69 bA 729,05 cA 3444,93 cA
CNPH 1029 791,67 bC 4198,45 bB 10887,71 bA 5588,50 cB
CNPH 0410 18402,22 aA 11300,00 aB 18110,00 aA 22050,49 aA
CNPH 0378 193,07 bA 638,58 bA 1379,60 cA 3251,39 cA
CNPH 1436 3694,29 bB 5099,21 bB 11334,89 bA 8800,28 bA
Rutgers 3477,75 bA 1937,34 bA 4067,55 cA 4549,48 cA
Nemadoro 336,90 bA 1078,14 bA 1150,03 cA 915,35 cA
Média 1508,77 1702,80 3237,63 5158,24
CV% 170,69 66,86 88,80 82,38

H? % 0,87 0,93 0,87 0,79

Médias seguidas por letras diferentes mindsculas na coluna (comparagdo entre Acessos em cada nivel de
indculo) e mailsculas na linha (comparagdo entre niveis de indculo para cada Acessoacessoacesso),
diferiram significativamente pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

Dos acessos de tomateiro avaliados, todos apresentaram FR > 1,0 (Oostenbrink, 1966),
sendo assim considerados suscetiveis a M. enterolobii. O padrdo de susceptibilidade
(tomateiro ‘Rutgers’) destacou-se por apresentar o maior fator de reproducdo do
experimento (FR: 68,03) no menor nivel de indculo de 1 mil O+J2 de M. enterolobii. Ou
seja, em termos praticos: houve uma multiplicacdo da populacéo inicial (Pi) do nematoide
aproximadamente de 68 vezes até o final do experimento. A cultivar ‘Rutgers’
comportou-se diferentemente nos dois primeiros niveis de inéculo (1 mil O+J2 e 2 mil
O+J2) de M. enterolobii em comparacao com o verificado nos dois ultimos niveis (4 mil
O+J2 e 8 mil O+J2) de M. enterolobii (Fig. 2.4). A cultivar ‘Nemadoro’ reconhecida por
portar o gene Mi 1-2 responsavel por conferir resisténcia a treze espécies de Meloidogyne

ndo apresentou diferenca significativa nos diferentes niveis de indculo.

80,00

70,00 o Rutgers
= 2
. 60,00 y = 2.43E-06x? - 0.0271x + 78.994
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.......
......
.....
----------
................
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Nivel de in6culo

® Rutgers
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Figura 2.4. Curva de regressdo para a variavel Fator de Reproducdo para a testemunha de suscetibilidade
Rutgers em resposta a crescentes niveis de indculo do nematoide Meloidogyne enterolobii. PM = ponto de
maxima, ou valor maximo da curva de regressdo referente ao eixo x do grafico. R? = coeficiente de
determinacéo.

De forma geral, fator de reprodugéo de M. enterolobii em acessos de tomateiro foram
moderados a altos (Tabela 2.7) ao comparar com o controle (‘Rutgers’). O maior valor
para o fator de reproducdo foi identificado no primeiro nivel de inéculo (1 mil O+J2 de
M. enterolobii) com o 'Rutgers’, que exibiu um FR com um valor de 68,03, apresentando
uma diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos demais. Além do 'Rutgers',
0s acessos CNPH 0410, CNPH 1155 e CNPH 1749 também demonstraram valores
elevados de FR, registrando 39,77; 37,95 e 27,98, respectivamente.

No menor nivel de indculo (1 mil O+J2 de M. enterolobii), os acessos foram agrupados
em quatro grupos estatisticos. Nesse caso, 0 grupo apresentou os menores valores de FR
entre 3,65 < FR < 14,55. Quando duplicado o nivel de in6culo (2 mil O+J2), formaram-
se dois grupos estatisticos; o grupo com menor FR compreendeu valores entre 3,79 <FR
< 11,71. Quando analisado o nivel de indculo 4 mil O+J2, os acessos também foram
agrupados em dois grupos, 0 grupo com 0s menores valores variou de 2,67 < FR <14,35.
Quando os acessos foram inoculados com o maximo nivel de in6culo (8 mil O+J2),
também se agrupou em dois grupos estatisticos, com menores valores entre 2,09 < FR <
10,78. Os valores dos FR baixos quando comparados com 0s outros acessos pode ser
explicado provavelmente devido a destruicdo de suas raizes ocasionada pelo nematoide e
consequentemente a restricdo do seu alimento. Nesse contexto, é importante ressaltar que
0 FR>1 neste grupo ja antecipa para uma classificacdo dos acessos como suscetiveis, de
acordo com a categorizagdo proposta por Oostenbrink (1966), justificando a destruigédo
no sistema radicular causado por M. enterolobii. Entretanto, a fim de viabilizar uma
analise mais precisa, € importante considerar a percentagem de reducdo a partir do
NOGR.

Tabela 2.7. Reacgéo de acessos de tomateiro sob diferentes niveis de in6culo (1000, 2000,
4000 e 8000 ovos + eventuais J2) de M. enterolobii com base na variavel FR, Brasilia,
DF, 2023.

Nivel de in6culo

ACess0s 1000 2000 4000 8000
CNPH 1287 7,43 dA 5,63 bA 9,83 bA 8,15 bA
CNPH 1742 8,63 dA 6,25 bA 12,51 bA 3,24 bA

CNPH 1516 12,90 dA 8,36 bA 7,00 bA 13,94 aA

Pégina77



78

CNPH 1035 4,65 dA 5,06 bA 8,09 bA 3,70 bA
CNPH 1290 4,73 dA 7,95 bA 2,67 bA 11,79 aA
CNPH 1439 6,70 dB 7,03 bB 4,94 bB 19,17 aA
CNPH 1027 8,03 dB 19,13 aA 7,75 bB 6,93 bB
CNPH 1031 12,08 dA 7,20 bA 14,35 bA 7,67 bA
CNPH 1289 6,85 dA 6,04 bA 7,25 bA 5,57 bA
CNPH 1236 6,38 dA 3,79 bA 13,88 bA 8,53 bA
CNPH 1123 8,05 dA 5,27 bA 10,11 bA 4,81 bA
CNPH 1281 3,95 dA 5,63 bA 8,38 bA 10,78 bA
CNPH 1747 6,60 dA 11,71 bA 6,84 bA 13,42 aA
CNPH 1749 27,98 cA 9,30 bC 18,88 aB 16,83 aB
CNPH 0854 11,55 dA 8,33 bA 8,33 bA 2,68 bA
CNPH 0859 6,30 dA 3,83 bA 8,12 bA 9,82 bA
CNPH 1048 3,65 dA 10,65 bA 7,35 bA 8,63 bA
CNPH 1438 10,28 dA 4,65 bB 11,44 bA 3,05 bB
CNPH 1730 11,70 dA 18,60 aA 3,49 bB 13,49 aA
CNPH 1155 37,95 bA 16,13 aB 3,25bC 10,29 bB
CNPH 1029 4,73dC 18,94 aA 26,25 aA 12,73 aB
CNPH 0410 39,77 bA 19,31 aB 21,15 aB 18,48 aB
CNPH 0378 5,63 dA 6,23 bA 5,40 bA 7,28 bA
CNPH 1436 14,55 dB 22,35 aA 26,91 aA 19,97 aA
Rutgers 68,03 aA 10,58 bC 21,54 aB 16,30 aB
Nemadoro 7,95 dA 11,51 bA 5,59 bA 2,09 bA
Média 13,35 9,98 10,82 9,97

CV% 63,17 41,62 44,83 36,68

Médias seguidas por letras diferentes mindsculas na coluna (comparagdo entre Acessos em cada nivel de
indculo) e maidsculas na linha (comparacdo entre niveis de inéculo para cada acesso), diferiram
significativamente pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

Os dados do FR foram também apresentados em equacdes de regressao (Figuras 2.5, 2.6
e 2.7). Observou-se um padrdo no desenvolvimento do tomateiro 'Rutgers' (sem o gene
Mi-1.2), conforme ilustrado (Fig. 2.5), em que os valores de FR atingiram um pico notavel
de 68,03. E digno de nota que esse aumento foi observado partindo de niveis iniciais
relativamente baixos de indculo, especificamente a quantidade de 1 mil O+J2 de M.

enterolobii.

Tais resultados sugerem fortemente que o nivel de in6culo de 1 mil O+J2 pode ser
considerado 6timo para alcangar a maxima expressdao do FR estimado em 68,03.
Notavelmente, uma vez atingido esse limiar de indculo, observou-se uma subsequente
reducdo nos sintomas manifestados pelo tomateiro 'Rutgers'. Por outro lado, Nemadoro
ndo apresenta diferenca estatistica entre os niveis de indculo avaliados. Porém, em termos
de valor absoluto, o maior FR é observado no nivel 2 mil O +J2. Portanto, é possivel
inferir que o nivel de inéculo estd compreendido entre 1 mil e 2 mil O+J2 de M.
enterolobii, sendo considerado ideal para desencadear a maxima expressao de sintomas

na planta de tomate.
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Em contrapartida, o comportamento da cultivar ‘Nemadoro’ (portador do gene Mi-1.2)
mostrou uma dindmica distinta. A expressdo maxima de FR ndo foi claramente definida
nos niveis de inoculo avaliados. Para alcangar o patamar maximo de expressdo de FR em
‘Nemadoro’, uma estimativa aponta para a necessidade nivel populacional de inéculo
maior quando comparada a ‘Rutgers’, mais especificamente, cerca de 2156 O+J2,

resultando em um valor de FR de 11,51.

80,00 l Rutgers
3. 70,00 y = 2.43E-06x2 - 0.0271x + 78.994
= 60,00 R? = 0.56, PM = 1000
g 50,00 [ Nemadoro
©°40,00 ... y=-1.39E-07x%- 0.0006x + 10.13
5 30,00 R?=0.75,PM = 2156
S 20,00 . ¢ o
£ 10,00 eeeeeeens Q‘-.,, .....................................
000 L i s o
1000 3000 5000 7000

Nivel de indculo

® Rutgers ¢ Nemadoro

Figura 2.5. Curvas de regressao para a varidvel Fator de Reproducdo para as testemunhas padrfes Rutgers
e Nemadoro em resposta a crescentes niveis de indculo do nematoide Meloidogyne enterolobii. PM = ponto
de maxima, ou valor maximo da curva de regressio referente ao eixo x do grafico. R? = coeficiente de
determinacéo.

No presente estudo, os acessos CNPH 1035 e CNPH 1048 apresentaram baixos FRs,
variando de 3,68 a 10,65 em comparagdo com a testemunha suscetivel ‘Rutgers’ (Fig.
2.6). A andlise estimativa para determinar o nivel de inoculo que resultaria em um FR
méaximo revelou uma inoculacgéo de 4426 O+J2 Para 0 acesso CNPH 1035. A partir desse
ponto especifico de indculo, o FR exibiu um retrocesso. Esse declinio no FR, observado
apos atingir determinados niveis de indculo, pode ser explicado pelo fendbmeno de
competicdo, no qual niveis mais elevados de indculo interferem na multiplicacdo dos
nematoides. Este comportamento foi corroborado por uma pesquisa realizada por Kayani
et al. (2017), que investigaram diferentes Acessos de pepino submetidos a uma variedade
de niveis de inoculo, de 500 a 8 mil O+J2 de M. incognita. Em contrapartida, 0 acesso
CNPH 1048 demonstrou um FR maximo quando inoculado com 5526 O+J2,
representando uma reducdo aproximada de 1,1 mil O+J2 de M. enterolobii em

comparagdo com o acesso CNPH 1035.

Pégina79



80

12,00
[ ]

o 10’00 ooooooooooooo
S| N
S 8,00 O, A
o ot §—
S 6,00 | CNPH 1035 ..
° | " y=-3E-07x2 +0.0027x + 1.7687 .
= 4,00 ¢ R?=0.89, PM = 4426 N
o
5 CNPH 1048

2,00 y = -1.90E-07x2 + 0.0021x + 3.7292

2 _ —
0,00 R?=0.26, PM = 5526
1000 3000 5000 7000

Nivel de in6culo

Figura 2.6. Curvas de regressdo para o Fator de Reproducéo dos acessos CNPH 1035 e CNPH 1048 em
resposta a crescentes niveis de inéculo do nematoide-das-galhas Meloidogyne enterolobii. PM = ponto de
maxima, ou valor maximo da curva de regressdo referente ao eixo x do grafico. R? = coeficiente de
determinacéo.

Ao realizar uma analise comparativa com o estudo conduzido por Pinheiro e

colaboradores, € possivel observar mais contrastes nos resultados relacionados a
resisténcia de diferentes acessos de tomateiro a M. enterolobii. No estudo anterior, 0s
autores identificaram os acessos CNPH 1439, 0859, 1516 e 1048 como moderadamente
resistentes. No entanto, nosso estudo revelou nuances interessantes a respeito do acesso
CNPH 1439 em particular.

Enquanto Pinheiro et al (2009) indicaram que o acesso CNPH 1439 exibiu um nivel
moderado de resisténcia, nessa nova pesquisa foi revelado uma tendéncia diferente. O
acesso CNPH 1439 (Fig. 2.7) apresentou valores de FR variando entre 4,94 a 7,03 nos
trés primeiros niveis de indculo (1000, 2000 e 4000 O+J2) de M. enterolobii. Ao se
examinar a curva de regressdo ilustrada na Figura 8, torna-se perceptivel que dentro do
escopo da pesquisa, ao reduzir o nivel de indculo para 6000 O+J2, o fator de reproducéo
aproximou-se do valor de 10. Contudo, é importante notar que o valor de FR aumentou
consideravelmente para 19,17 quando exposto a um nivel de indculo mais alto, ou seja, 8
mil O+J2 de M. enterolobii. 1sso sugere que a resisténcia do acesso CNPH 1439 pode ser
comprometido quando submetido a niveis mais elevados de indculo, particularmente
evidente no cenario de 8 mil O+J2. Apesar dessa possibilidade, os resultados sdo muito

variaveis entre ensaios, pois varios fatores interferem.
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Figura 2.7. Curvas de regresséo para o Fator de Reproducéo dos acessos CNPH 1035 e CNPH 1048 em
resposta a crescentes niveis de indculo do nematoide-das-galhas Meloidogyne enterolobii. PM = ponto de
méxima, ou valor maximo da curva de regressdo referente ao eixo x do grafico. R? = coeficiente de

determinacéo.

Similarmente, os acessos CNPH 0859, 1516 e 1048 também demonstraram padrdes
semelhantes, embora com discrepancias menores. Em contrapartida, no estudo de
Pinheiro e colaboradores, esses acessos foram categorizados como moderadamente
resistentes, enquanto que nesse novo estudo foi verificado uma possivel reducdo do grau

de resisténcia quando expostos a um nivel de indculo mais elevado

E valido destacar que a dindmica do FR nos diferentes niveis de indculo pode ser
explicada pelo fendmeno de competicdo, no qual a infeccdo e a multiplicacdo dos
nematoides sdo influenciadas pela densidade populacional. Quanto maior a densidade
populacional, existe uma tendéncia a competicdo por sitios de alimentacdo, e
consequentemente distruicdo de radicelas, ocasionando reducdo nos valores de FR,
podendo assim haver uma pseudo-leitura nos resultados das variaveis nematololdgicas
analisadas. Este fendbmeno foi previamente documentado por Kayani et al. (2017) em

Acessos de pepino submetidos a niveis variados de in6culo de Meloidogyne incognita.

Varios estudos na literatura sustentam a validade desta pesquisa, elucidando que o gene

Mi, embora confira resisténcia a 13 espécies de Meloidogyne, ndo manifesta eficacia
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contra a M. enterolobi Gabriel et al., (2020). No trabalho de Silva et al. (2020) todos 0s
acessos de tomate com o gene Mi foram suscetiveis a M. enterolobii, confirmando assim
a capacidade desse nematoide de se reproduzir em plantas portadoras deste gene. Naquele
trabalho os indutores de resisténcia B. subtilis, B. licheniformis + B. subtilis + T.
longibrachiatum e extrato de R. sachalinensis ndo influenciaram a populacdo final do

nematoide em nenhum dos Acessos utilizados.

No estudo de Melo et al. (2011), seis acessos de tomate foram submetidos a uma
suspensdo contendo 3360 Ovos + eventuais J2 de M. enterolobii em casa de vegetacao.
Os Acessos avaliados consistiam em dois da espécie Solanum lycopersicum TOM-584 e
TOM-684, dois de Solanum habrochaites PI-127826 e PI-134417, um de Solanum
pennellii LA-716, e um de Solanum peruvianum P1-126443. A linhagem de tomate TOM-
684 foi empregada como referéncia de resisténcia a Meloidogyne (M. incognita e M.
javanica). Os resultados revelaram a suscetibilidade de todos os Acessos de tomate
avaliados a infestacdo por M. enterolobii. Apesar da linhagem TOM-684 ser portadora
do gene dominante Mi-1.2, reconhecido por conferir resisténcia as espécies M. incognita,
M. arenaria e M. javanica (Williamson, 1998), sua resisténcia demonstrou-se ineficaz a
M. enterolobii, corroborando observagdes anteriores de Carneiro et al. (2006b) e Cantu
et al. (2009). Adicionalmente, a pesquisa de Melo et al. (2011) constatou que 0 acesso S.
peruvianum PI-126443, portador dos genes Mi e Mi-3, este ultimo responsavel por
conferir resisténcia a M. incognita em condi¢fes de elevadas temperaturas do solo
(Devran et al., 2010), também exibiu elevada suscetibilidade a M. enterolobii. Estes
resultados respaldam os resultados do presente trabalho, indicando que tanto o gene Mi,
presente em diversas cultivares e porta-enxertos comerciais de tomate, quanto o gene Mi-
3, que se mostrara promissor para o controle de Meloidogyne sob condicdes de elevada
temperatura do solo (Devran et al., 2010), ndo conferem efetividade no controle de M.
enterolobii.
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5. CONCLUSOES

Todos os acessos de tomateiro (Solanum lycopersicum) avaliados se comportaram
como suscetiveis sob os quatro niveis de inoculo testados (1000, 2000, 4000 e
8000 ovos + eventuais juvenis de segundo estadio (O+J2) de Meloidogyne
enterolobii. Todavia, 0s acessos CNPH 1048, CNPH 1035, CNPH 1289 e CNPH
0378 apresentaram FR baixos e sem grandes varia¢des a medida que aumenta o

nivel de inéculo.

Os resultados observados sugerem que uma dose de in6culo entre 1000 a 2000
O+J2 de Meloidogyne enterolobii pode ser considerada 6tima e muitas vezes
suficiente para desencadear a expressdo maxima dos sintomas nos tomateiros em
estudo, indicando que, em relacéo a infeccéo e proliferacdo de M. enterolobii, em
niveis mais elevados de indculo podem ndo ser necessariamente vantajosos para

a manifestacdo dos sintomas.

Os dados demonstram que, de forma geral, uma vez atingido esse limiar,
observou-se uma subsequente reducdo nos sintomas manifestados. Desta forma,
avalicdes ainda mais amplas de colecbes de germoplasma de Solanum
(Lycopersicon) devem ser conduzidas em busca de fontes de resisténcia (ainda
ndo disponiveis) a esse emergente patdgeno do tomateiro.
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CAPITULO 3

Estimativa de um potencial efeito residual do gene Mi-1.2 em
Meloidogyne enterolobii: Analise empregando linhagens
iIsogénicas de tomateiro (Solanum lycopersicum)
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RESUMO

Meloidogyne enterolobii € uma das principais ameacas ao cultivo de muitas espécies
vegetais em escala global devido seu amplo perfil de viruléncia, sendo capaz de “quebrar”
o efeito de fatores resisténcia a outras espécies de Meloidogyne em diferentes espécies
hospedeiras. Alguns genes de resisténcia, em diferentes patossistemas, mesmo nao
apresentando expressdo de completo controle do patégeno podem apresentar efeitos
“residuais” ou “ghost effects” que podem se expressar por interferéncias quantitativas na
interacdo com populagdes do patdgeno que superaram essa resisténcia. Meloidogyne
enterolobii também representa uma grave ameaca ao cultivo do tomateiro (Solanum
lycopersicum ) devido a capacidade de “quebrar” a resisténcia conferida pelo gene Mi-
1.2. No entanto, potenciais efeitos residuais do gene Mi-1.2 a M. enterolobii ainda nao
foram investigados. O presente trabalho visou verificar o potencial efeito residual do gene
dominante Mi-1.2 em ensaios comparativos empregando linhagens isogénicas (isolinhas)
contrastantes para esse fator de resisténcia. A reacao das linhagens isogénicas foi avaliada
empregando diferentes niveis de in6culo (1000, 2000, 4000 e 8000 ovos + J2s) de M.
enterolobii. O experimento foi conduzido em vasos plasticos (2 L) na casa de vegetacdo
da Embrapa Hortalicas. Foram avaliados (para cada nivel de in6culo de M. enterolobii) o
par contrastante de linhagens isogénicas: ‘Rio Grande’ (homozigoto recessivo; mi-1.2/
mi-1.2) versus ‘Nemadoro’ (homozigoto dominante; Mi-1.2/ Mi-1.2), além das isolinhas
Europel, Calipso, Itaparica, LAM 133, LAM 135 e LAM 162. A condicdo alélica de cada
planta individual foi confirmada por meio da utilizacdo de marcadores moleculares
ligados ao locus Mi-1.2. Foram utilizadas as cultivares ‘Rutgers’ (sem o0 gene Mi-1.2) e
“Tospodoro’ (contendo o gene Mi-1.2) como testemunhas. O delineamento experimental
empregado foi em blocos casualizados (DBC) com quatro repetices por nivel de
indculo. A unidade experimental foi constituida de uma planta por vaso. Avaliou-se as
raizes 45 dias ap0s a inoculacdo (DAI) quanto ao indice de galhas (IG), indice de massa
de ovos (IMO), nimero de ovos por grama de raiz (NOGR) e fator de reproducéo (FR).
A partir das variaveis FR e nivel de indculo, calculou-se a curva de regressdo e as médias
foram agrupadas pelo teste de Scott & Knott (P<0,05). Observou-se que a isolinha
‘Nemadoro’ (com Mi-1.2) apresentou um FR ligeiramente maior que a sua isolinha
contrastante (sem Mi-1.2). A partir deste estudo, utilizando cultivares geneticamente
relacionadas (com background genético similar), foi possivel identificar que o gene de
resisténcia Mi-1.2 ndo confere um efeito residual significativo a espécie M. enterolobii.
Consequentemente, o gene Mi-1.2, embora extremamente efetivo a pelo menos 13
espécies de Meloidogyne, ndo é capaz de interferir no processo de infeccdo de M.
enterolobii em raizes do tomateiro.

Palavras-chaves: Nematoide-das-galhas, Resisténcia genética, Tomate
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ABSTRACT

Estimating a potential residual effect of the Mi-1.2 gene on Meloidogyne enterolobii:
Analysis using isogenic tomato (Solanum lycopersicum) lines

Meloidogyne enterolobii is one of the main threats to the cultivation of many plant species
on a global scale due to its broad virulence profile, being able to “break-down” the effect
of resistance factors against a wide range of other Meloidogyne species. Some resistance
genes, in different pathosystems, even if they do not show complete control of the
pathogen, may show “residual” or “ghost effects” that can be expressed by quantitative
interference in the interaction with populations of the pathogen that have overcome this
resistance. Meloidogyne enterolobii is also a serious threat to tomato cultivation (Solanum
lycopersicum ) due to its ability to “break-down” the resistance conferred by the Mi-1.2
gene. However, potential residual effects of the Mi-1.2 gene against M. enterolobii were
not yet investigated. The present work aimed to verify the potential residual effect of the
dominant Mi-1.2 gene in comparative assays using isogenic inbred lines (isolines)
contrasting for this resistance factor. The reaction of isogenic strains was evaluated using
different levels of inoculum (1000, 2000, 4000 and 8000 eggs + J2s) of M. enterolobii.
The experiment was carried out in plastic pots (2 L) in the greenhouse at Embrapa. The
contrasting pair of perfect isogenic lines were evaluated (for each inoculum level of M.
enterolobii): ‘Rio Grande’ (homozygous recessive, mi-1.2/mi-1.2) versus ‘Nemadoro’
(homozygous dominant; Mi-1.2/Mi-1.2), in addition to a set of quasi-isogenic lines
Europel, Calipso, Itaparica, LAM 133, LAM 135, and LAM 162. The allelic status of
each individual plant was confirmed using molecular markers linked to the Mi-1.2 locus.
The cultivars ‘Rutgers’ (without the Mi-1.2 gene) and ‘Tospodoro’ (containing the Mi-
1.2 gene) were used as controls. The experimental design used was randomized blocks
(DBC) with four replications per inoculum level. The experimental unit consisted of one
plant per pot. Plants were inoculated with four levels of inoculum (1000, 2000, 4000 and
8000 eggs + J2s) of M. enterolobii at 3 days after transplanting (DAT). Roots were
evaluated 45 days after inoculation (DAI) for gall index (GlI), egg mass index (IMO),
number of eggs per gram of root (NOGR) and reproduction factor (FR). From the
variables RF and level of inoculum, the regression curve was calculated, and the averages
were grouped by the Scott-Knott test (P<0.05) of probability. It was observed that the
‘Nemadoro’ isoline (with Mi-1.2) presented a slightly higher FR than its contrasting
isoline (without Mi-1.2). From this study, using genetically related cultivars (with
extremely similar genetic background), it was possible to identify that the Mi-1.2
resistance gene does not confer a significant residual effect against the M. enterolobii
species. Consequently, the Mi-1.2 gene, although extremely effective against at least 13
Meloidogyne species, is not capable of interfering with the M. enterolobii infection
process in tomato roots.

Keywords: Root-knot nematode, Genetic resistance, Tomato
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1. INTRODUCAO

Os nematoides-das-galhas do género Meloidogyne Goeldi sdo organismos endoparasitas
obrigatorios, pertencentes ao filo Nematoda, que residem nas raizes de um amplo espectro
de plantas, abrangendo mais de 3.000 espécies distintas (Sikandar et al., 2020a). O
tomateiro (Solanum lycopersicum ) € uma hortalica produzida em escala global que é
frequentemente afetada pelo ataque de diferentes espécies de Meloidogyne (Pinheiro et
al., 2014). Esses patdgenos restringem tanto a quantidade quanto o rendimento de frutos
(Tarig-Khan et al., 2017; Mukhtar et al., 2017).

Levantamentos tém indicado M. incognita, M. javanica e M. arenaria como as principais
espécies associadas com a cultura do tomateiro no Brasil (Pinheiro et al., 2015). No
entanto, M. enterolobii (Yang & Eisenback, 1983) representa uma espécie com especial
destaque na cultura do tomateiro devido a sua recente expansao geografica, ampla gama
de hospedeiros ¢ pela capacidade de “quebrar” a resisténcia conferida pelo gene Mi-1.2
(Tigano et al., 2010; Gabriel et al., 2020; Dareus et al., 2021) bem como outras fontes de
resisténcia em diferentes espécies hospedeiras (Pinheiro et al., 2015; Koutsovoulos et al.,
2020). Por exemplo, M. enterolobii consegue infectar e causar danos em fontes de
resisténcia reportadas como eficientes a outras espécies de Meloidogyne, incluindo os
gene N em Capsicum annuum, o gene Rk de Vigna unguiculata, o gene Mirl em Glycine
max, o gene Mh de S. tuberosum e o gene Mi-1 de Gossypium hirsutum, Ipomoea batatas

e Solanum lycopersicum (Schwarz, 2019; Collett et al., 2021).

Varios genes de resisténcia foram relatados (Jaiteh et al. 2012; Wang et al. 2013; Okorley
et al. 2018). No entanto, o0 gene Mi-1.2 permanece sendo o principal fator de resisténcia
empregado no melhoramento genético (Gabriel et al., 2020; 2022). Esse gene dominante
foi introgredido a partir do parente selvagem do tomateiro Solanum peruvianum (Bailey
1941; Gilbert & McGuire 1956). A regido gendémica no cromossomo 6 onde o gene Mi-1
esta localizado contétm um agrupamento de diferentes genes do tipo NBS-LRR
(denominados de Mi-1.1 até Mi-1.7) que apresentam elevados niveis de similaridade
estrutural entre si. No entanto, estudos adicionais demonstraram que apenas o gene Mi-
1.2 é capaz de codificar um gene de resisténcia funcional aos NGs (Milligan et al. 1998;
Seah et al., 2007). Esta fonte de resisténcia se mostrou eficaz as trés espécies mais
importantes de NGs: M. javanica, M. arenaria e M. incognita (Roberts 1992; Williamson
1998). No entanto, o gene Mi-1.2 se mostrou inefetivo quando desafiado com populacfes
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de M. hapla e M. enterolobii e também contra populagdes virulentas de M. javanica
coletadas no Sul do Brasil (Gabriel et al., 2022). Esse perfil de viruléncia de M.
enterolobii em relacdo ao gene Mi-1.2 representa grave ameaca ao cultivo do tomateiro

em regides tropicais e subtropicais.

Alguns genes de resisténcia, em diferentes patossistemas, mesmo ndo apresentando
expressao de completo controle do patégeno podem apresentar efeitos “residuais” ou
“ghost effects” que podem se expressar por interferéncias quantitativas na interagdo com
populacbes do patdgeno que superaram essa resisténcia (referencias em vermelho). No
entanto, os potenciais efeitos residuais do gene Mi-1.2 em M. enterolobii ainda ndo foram
adequadamente investigados. No presente estudo, considerando que a espécie de
nematoide M. enterolobii tem demonstrado capacidade de superar a resisténcia conferida
pelo gene Mi-1.2, que tem sido amplamente utilizado contra outras espécies de
Meloidogyne, o objetivo foi investigar o potencial efeito residual do gene Mi-1.2 em
ensaios comparativos utilizando linhagens isogénicas (isolinhas) que diferem apenas

nesse fator de resisténcia.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Caracterizacdo da area experimental

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetacdo e nos Laboratérios de
Nematologia, Melhoramento e Gen6mica na Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), na Unidade Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas
(CNPH/Embrapa Hortalicas). A unidade se localiza na Rodovia BR-060, Km 09
(Brasilia/Anapolis), Fazenda Tamandua, Gama — Distrito Federal, altitude de 996 metros
e coordenadas geograficas de 15°56°’00°” de latitude Sul e 48°08°°00”* de longitude a
Oeste.

2.2 Obtencdo, identificacdo e multiplicacdo de Meloidogyne enterolobii

Fémeas de M. enterolobii coletadas de raizes de pimentdo na area de produgdo de Taquara
e Pipiripau no Distrito Federal, Brasil foram multiplicadas em tomateiros cultivar
‘Rutgers’ e mantidas em casa de vegetacdo. A espécie do inoculo foi confirmada
utilizando-se a técnica bioquimica Eletroforese de Isoenzimas de acordo com o fenétipo
de esterase Eny, 0 qual apresenta duas bandas principais (Rm: 0,7; 0,9) e duas bandas
mais fracas (Rm 0,75; 0,95) (Carneiro & Almeida, 2001). Para tal, fémeas individuais de
coloracdo branco-leitosa foram extraidas das raizes e inseridas nos tubos hematdcritos
ndo heparinizados contendo 8 ul de solugédo de extracao (constituida por 5 g de sacarose,
0,25¢g de Triton X-100 e 15 ml de &gua destilada). Adicionou-se 2,5 ul da Solucéo F (azul
de bromofenol) em cada tubo contendo as fémeas maceradas. Até o momento da
utilizacdo, os tubos contendo as fémeas foram mantidos no gelo em recipiente do tipo
gerbox e armazenados em freezer (-18° C). Para a producao de inéculo, o nematoide foi
multiplicado em plantas de tomate cv. ‘Rutgers’ em vasos com capacidade de 5 litros
contendo uma mistura de solo e areia esterilizada na proporgao (2:1). As plantas foram
inoculadas com suspensdo de 5.000 ovos e eventuais juvenis de segundo estadio (J2)
de M. enterolobii aos 3 dias ap6s o transplantio (DAT). Aos 65 dias apos a inoculagéo,
ovos e J2 foram extraidos dos sistemas radiculares das plantas de tomate segundo a
técnica de Hussey & Barker (1973) modificada por Bonetti & Ferraz (1981), que consiste
em processar todo sistema radicular infectado de cada planta em liquidificador com
hipoclorito de sédio a 0,5%. Em seguida, o material processado passou por um conjunto
de trés peneiras sobrepostas: 42 mesh (0,354 mm), 100 mesh (0,149 mm) e 500 mesh
(0,025mm de abertura de malha), para a obtencdo da suspensdo de inoculo que é

constituida pelos ovos e J2 retidos na peneira de 500 mesh. A suspensdo de ovos e J2 foi
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recolhida em um béquer de vidro para quantificacdo e calibracdo do indculo em camara

de Peter com auxilio de um microscopio 6ptico (modelo Nikon Eclipse 80i).
2.3 Delineamento experimental

O desenho experimental utilizado foi em delineamento em blocos casualizados (DBC)
com quatro repeti¢ces por nivel de in6culo (1000, 2000, 4000 e 8000 ovos + J2s) de
Meloidogyne enterolobii. A unidade experimental foi constituida de 1 planta por vaso.
Foram avaliados (para cada nivel de indculo de M. enterolobii) o par contrastante de
linhagens isogénicas: ‘Rio Grande’ (Mi-1.2/ Mi-1.2) versus ‘Nemadoro’ (Mi-1.2/ Mi-1.2).
A cultivar ‘Rutgers’ e “Tospodoro” foram utilizadas como testemunhas padrdo de

suscetibilidade e resisténcia, respectivamente, afim de verificar a viabilidade do in6culo.
2.4 Instalacdo e conducdo dos experimentos

O experimento foi conduzido entre 15 de novembro de 2022 a 30 de janeiro de 2023. Para
0s ensaios, as sementes dos acessos de espécies de Solanum (Lycopersicon) oriundos de
uma colecdo de germoplasma da Embrapa Hortalicas foram semeadas em bandejas de
poliestireno com 128 células piramidais invertidas (40 mL/célula) em substrato esteéril
Bioplant ® e mantidas por 20 dias. Posteriormente, mudas de tomates com
aproximadamente 15 cm foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade de 2
litros, contendo uma mistura de solo e areia esterilizados na proporcao (2:1). A irrigacao
foi feita mediante as necessidades das plantas, sendo realizadas geralmente, trés vezes ao

dia: inicio da manhd, inicio e final da tarde.
2.5 Preparo de suspensao e inoculacdo das plantas de tomate

O preparo da suspensao foi realizado conforme Hussey & Barker (1973) modificada por
Bonetti & Ferraz (1981). Meloidogyne enterolobii foi extraido dos sistemas radiculares
do tomateiro ‘Rutgers’, sabidamente suscetivel a M. enterolobii. A cultivar é reconhecida
mundialmente para a multiplicacdo de espécies de Meloidogyne. As plantas individuais
foram inoculadas com quatro niveis de indculo (1000, 2000, 4000 e 8000 ovos + eventuais
J2) de M. enterolobii aos 3 dias apds o transplantio (DAT) para os vasos, depositadas em
3 orificios de 2 cm de profundidade entorno da planta (Fig. 3.1).
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L AL . iz e \
Figura 3.1. A: Marcacéo dos orificios para deposicéo do indculo B: Inoculagdo de suspensdo de ovos +
J2 de Meloidogyne enterolobii em acessos de espécies de Solanum (Lycopersicon). Foto: Thavio J. B.
Pinto

2.6 Material vegetal e confirmacéao da presenga/auséncia do gene Mi-1.2

Duas cultivares contrastantes de tomateiro foram utilizados nesses ensaios: a cultivar
‘Rio Grande’ (Mi-1.2/ Mi-1.2) versus ‘Nemadoro’ (Mi-1.2/ Mi-1.2). O DNA foi
extraido das dezesseis plantas por cultivar, sendo quatro plantas em cada nivel de
inéculo de M. Enterolobii (1000, 2000, 4000 e 8000 ovos + eventuais J2s) a fim de
confirmar a presenca/auséncia do gene/locus Mi-1.2. Uma metodologia CTAB 2 x
modificada foi empregada para purificacdo de acidos nucléicos (Boiteux et al., 1999),
utilizando amostras de folhas apicais jovens (Fig. 3.2). O Pellet de DNA foi lavado
cuidadosamente com etanol a 70%. Os tubos de microcentrifuga foram entéo colocados
em uma estufa a 37 °C por 20 min, e ressuspensos em 100 mL de tampéo Tris-EDTA
+ RNase. As amostras purificadas foram agitadas’/homogeneizadas em vortice e

armazenadas em um freezer (-20°C).
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Figura 3.2. A: Coleta de material vegetal das cultivares contrastantes de tomateiro: cultivar ‘Rio
Grande’ (Mi-1.2/ Mi-1.2) versus ‘Nemadoro’ (Mi-1.2/ Mi-1.2) com auxilio de alicate; B: Discos de
material vegetal e posterior armazenamento nos tubos de empedorf refrigerados. Foto: Dwillian F.
Cunha

A PCR foi realizada com o par de iniciadores mi23F (5’-TGG AAA AAT GTT GAA
TTT CTT TTG-3") e mi23R (5’-GCA TAC TAT ATG GCT TGT TTA CCC-3’),
considerado o marcador molecular codo minante mais confiavel para a deteccdo de
alelos contrastantes no Mi-1.2 gene/locus (Seah et al., 2007; Bhavanaet al., 2019). O
volume final da mistura foi de 25 pL (23 pL master mix + 2 pL DNA). O master mix
consistiu de 11,32 pL de agua milliQ, 2,5’ uL de tampao Taq polimerase 10 x (Tris-
HCI 100 mM, pH 8,3; KCI 500 mM), 5,7 uL de dNTPs (0,5 mM, Invitrogen), 0,5 uL.
de cada primer (0,5 mM), 2,3 uL de MgCI2 (25 mM), 0,18 uL. de DNA polimerase Taq
DNA polimerase (5 U/ puL, Invitrogen) (Fig. 3.3).

Figura 3.3. A: Aplicacdo do master mix + suspensdo de DNA em cada amostra B: Pardmetros utilizados

nas amplificacBes da PCR. Foto: Dwillian F. Cunha

As amplificacbes foram realizadas com 0s seguintes parametros: passo inicial de
desnaturacéo a 94°C por 2 minutos; 40 ciclos de desnaturacédo a 94°C por 30 segundos,
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anelamento a 59°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1,5 minutos; e uma etapa final
de extenséo de 68°C por 10 minutos. Foi adicionado azul de bromofenol (5 pL) em
cada amostra, e os fragmentos de DNA amplificados foram separados por
eletroforese em tampéo TBE (Tris-borato 40 mM, EDTA 1 mM), em um gel de agarose
a 1,7% suplementado com brometo de etidio, a 80 V por um periodo de
aproximadamente 4 a 5 horas. Os géis foram fotografados sob luz UV. Omarcador 1kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen) foi colocado para localizagéo do perfil de amplificagéo.

2.7 Avaliacdo do experimento

Sessenta e cinco dias apos a inoculagdo, os sistemas radiculares das plantas foram
coletados e avaliadas as seguintes variaveis nematoldgicas: indice de galhas (IG), indice
de massa de ovos (IMO), Numero de ovos+J2 por grama de raiz (NOGR) e o Fator de
reproducdo (FR). Para os indices de galha e massa de ovos, as raizes foram avaliadas
conforme escala proposta por Taylor & Sasser (1978): indice 1, de 1 a 2 galhas e massas
de ovos; indice 2, de 3 a 10; indice 3, de 11 a 30; indice 4, de 31 a 100 e indice 5 maior
que 100 e o célculo do fator de reproducdo (FR) a relacdo entre populacao final (Pf) e
populacdo inicial (Pi) do nematoide em cada planta. As raizes foram separadas de suas
partes aéreas, lavadas e avaliados os seus pesos frescos, para posterior calculo do nimero
de ovos por grama de raiz. Em seguida, foram coradas com Floxina B (6 mg/L) por 15-
20 min (Taylor & Sasser, 1978), a fim de facilitar a visualizacdo das massas de ovos
externas dos nematoides e quantificados com o auxilio de uma lupa quanto aos indices de
galhas e massas de ovos. Em seguida, processadas separadamente, para extracao de ovos
e juvenis conforme técnica de Hussey & Barker (1973) modificada por Bonetti & Ferraz

(1981) para quantificacdo e determinacdo do fator de reproducéo (Oostenbrink, 1966).

2.8 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada com auxilio do software Genes (Cruz, 2016).
Antes da analise, os dados foram verificados quanto a normalidade pelo Teste de
Lilliefors, e todos estavam normais. Os dados resultantes foram submetidos a analises de
variancia; as médias das variaveis foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Nas tabelas as medias apresentadas séo as originais sem transformacéo.
Foram estimados também o coeficiente de variacdo ambiental (CV), coeficiente de
variagdo genotipico (CVQg) e o coeficiente de determinagdo genotipico (H?), de acordo
com Cruz & Regazzi (2001).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que todas as isolinhas estudas foram consideradas suscetiveis. Observou-se
diferencas significativas (P<0.01 ou P<0.05) entre os niveis de inoculo (NI), entre os
Acessos (G) e na interacao entre esses dois fatores (NI x G) para indice de galhas (1G),
indice de massa de ovos (IMO) e fator de reproducdo (FR). Esse fato reflete a alta
variabilidade genética entre os Acessos avaliados na reacao de resisténcia ao ataque dos
nematoides-das-galhas (M. enterolobii) e que os niveis de indculo interferiram de forma
diferente nas expressdes das variaveis nematologicas dos Acessos avaliados para IG, IMO
e FR.

Os coeficientes de variacdo foram considerados baixos para a maioria das variaveis
avaliadas, porém para o numero de ovos por grama de raiz (NOGR) um valor de 158,25
indica que, para essa caracteristica, a precisdo experimental foi menor. Isso porque a
variacdo entre repeticdes para 0s mesmos tratamentos foi muito grande, o que elevou o
coeficiente de variacio (CV%). O coeficiente de determinacdo genotipico (H?) foi
elevado para o fator de reproducéo (FR) (H% 91%), o que indica a predominancia da
variabilidade de ordem genética sobre a variabilidade total, bem como um grau
satisfatorio de precisao para os resultados obtidos para esse caractere. Em contrapartida,
(H?) foi considerado baixo para o NOGR, (H%* 35%), o que demonstra menor

predominancia de efeitos de ordem genética para essa variavel (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Resumo da andlise de variancia, com os quadrados médios e significancia de
isolinhas de tomateiro (Solanum lycopersicum ), submetido a Meloidogyne enterolobii,
Brasilia, DF, 2023.

Fonte variacdo GL Indice indice de Numerode  Fator de
de massa de 0VvO0S reproducao
galhas 0VvO0S + J2 por
grama de
raiz

Blocos 3 0,004 0,005 97,98 10° 167,07
Acessos (G) 9 1,082* 0,97* 27,31 10° 703,99*
Niveis de in6culo (NI) 3 19,56* 25,27* 59,01 108 264,34*
G x NI 14 2,07* 0,85* 16,59 106 435,59*
Residuo 47 2,59 0,84 15,20 10° 62,60
Média geral - 4,53 3,85 2464,16 16,52
CV % - 16,92 14,78 158,25 47,90
H2 % - 0,68 0,65 0,35 0,91

* Significativo a 5% pelo teste F. H2: coeficiente de determinagédo genotipico ou herdabilidade no sentido
amplo, em porcentagem.
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O padrdo de suscetibilidade (tomateiro ‘Rutgers’), utilizado como controle, apresentou
FRs moderados a altos (sempre FR > 9) considerando Pi = (1000, 2000, 4000 e 8000 ovos
+ eventuais J2) de M. enterolobii comprovando a viabilidade do indculo. Na média do
indice de galhas sob os diferentes niveis de in6culo (1000, 2000, 4000 e 8000 ovos +
eventuais J2) de M. enterolobii, ficou evidente que no menor nivel de indculo 1000)
ocorreu uma elevada variagdo genética entre os acessos (H?: 84%). Em contrapartida,
quando nos maiores niveis de inéculo (4000 e 8000 O+J2), quase todas isolinhas
apresentaram nota maxima para o indice de galhas (nota 5) e a herdabilidade foi zero (H?:
0,0 %). Dessa forma, nesses maiores niveis de inoculo proporcionaram niveis maximos

de IG néo proporcionando a verificagdo de diferengas entre 0os Acessos.

Vale ressaltar que, IG e IMO sdo parametros auxiliares na interpretacdo dos FRs para
aferir a hospedabilidade de plantas aos nematoide-das-galhas. As meédias variaram de
2,00 a4,75; 4,00 a 5,00; 4,75 a 5,00 e 5,00 para o 1G. Para 0 IMO compreendeu de 2,00
a3,75; 3,25a4,75; 3,75 a5,0; 4,25 a 5,0, respectivamente para as concentrac6es de 1000,
2000, 4000 e 8000 de M. enterolobii (Tabelas 3.2 e 3.3). O menor indice de galhas de M.
enterolobii observado, correspondeu ao nivel de indculo 1 mil O+J2, representado com
média de 3,50; sendo as isolinhas Tospodoro, Rio Grande, ‘Rutgers’ e Calipso com 0sS
menores indices de galhas (IG: 2,00; 2,25; 2,50 e 2,50), respectivamente. Quanto ao
menor indice de massa de ovos, verificou-se no nivel de indculo 1 mil O+J2, com média
de 2,85 e as isolinhas Tospodoro; Rio Grande; Rutgers e Calipso com 0s menores indices
de massa de ovos (1G: 2,00; 2,00; 2,25 e 2,25), respectivamente.

Tabela 3.2. Reacéo de isolinhas de tomateiro (Solanum lycopersicum ) inoculadas com

diferentes niveis de in6culo de Meloidogyne enterolobii, baseada na variavel 1G, Brasilia-
DF, 2023.

Nivel de iné6culo

Acessos 1000 2000 4000 8000

Calipso 2,50 bB 4,50 bA 4,75 aA 5,00 aA
Europel 4,00 aB 5,00 aA 5,00 aA 5,00 aA
Itaparica 4,00 aB 5,00 aA 5,00 aA 5,00 aA
LAM 133 4,75 aA 5,00 aA 5,00 aA 5,00 aA
LAM 135 4,25 aA 5,00 aA 4,75 aA 5,00 aA
LAM 162 4,50 aA 5,00 aA 4,75 aA 5,00 aA
Nemadoro 4,25 aA 4,50 bA 5,00 aA 5,00 aA
Rio Grande 2,25bC 4,25 bB 5,00 aA 5,00 aA
Rutgers 2,50 bB 4,75 aA 5,00 aA 5,00 aA
Tospodoro 2,00 bC 4,00 bB 5,00 aA 5,00 aA
Média 3,50 4,70 4,93 5,00

CV% 24,22 9,06 5,76 0,02
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H? % 0,84 0,67 0,00 0,00

Médias seguidas por letras diferentes minisculas na coluna (comparacao entre Acessos em cada nivel de
indculo) e maidsculas na linha (comparacdo entre niveis de inéculo para cada acessos), diferiram
significativamente pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

Tabela 3.3. Reacdo de isolinhas de tomateiro (Solanum lycopersicum ) inoculadas com
diferentes niveis de indculo de Meloidogyne enterolobii, baseada na variavel IMO,
Brasilia-DF, 2023.

Nivel de in6culo

Acessos 1000 2000 4000 8000

Calipso 2,25bC 4,00 aB 3,75aB 4,75 aA
Europel 3,00 aB 4,25 aA 4,50 aA 4,75 aA
Itaparica 3,75 aA 4,25 aA 4,25 aA 4,75 aA
LAM 133 3,50 aB 4,25 aA 4,50 aA 4,75 aA
LAM 135 3,00 aB 4,75 aA 4,25 aA 4,25 aA
LAM 162 3,25 aB 3,75bB 4,00 aB 5,00 aA
Nemadoro 3,50 aB 3,50 bB 4,50 aA 4,50 aA
Rio Grande 2,00 bB 4,00 aA 4,50 aA 5,00 aA
Rutgers 2,25 bC 3,50 bB 5,00 aA 4,25 aA
Tospodoro 2,00 bD 3,25 bC 3,75aB 5,00 aA
Média 2,85 3,95 4,30 4,70

CV% 27,43 12,70 11,67 11,06

H2 % 0,66 0,69 0,58 0,16

Médias seguidas por letras diferentes mindsculas na coluna (comparagéo entre Acessos em cada nivel de
indculo) e maidsculas na linha (comparagdo entre niveis de indculo para cada Acessoacessoacesso),
diferiram significativamente pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

Das isolinhas de tomateiro avaliadas, todas apresentaram FR > 1,0 (Oostenbrink, 1966),
sendo assim considerados suscetiveis ao M. enterolobii (Tabela 3.4). O padrdo de
suscetibilidade (tomateiro ‘Rutgers’) destacou-se por apresentar o maior fator de
reproducdo do experimento (FR: 59,28) no menor nivel de in6culo (1 mil O+J2 de M.
enterolobii). Além disso, a isolinha Itaparica apresentou um FR muito elevado (FR:
44,69) sob 2 mil O+J2 de M. enterolobii.

Tabela 3.4. Reacdo de isolinhas de tomateiro (Solanum lycopersicum ) inoculadas com
diferentes niveis de in6culo de Meloidogyne enterolobii, baseada na variavel FR, Brasilia-
DF, 2023.

Nivel de in6culo

Acessos 1000 2000 4000 8000

Calipso 9,38 bA 11,66 cA 21,70 aA 9,18 aA
Europel 6,83 bA 12,41 cA 11,11 bA 13,13 aA
Itaparica 13,00 bC 44,69 aA 29,95 aB 14,17 aC
LAM 133 15,60 bA 20,20 cA 17,34 bA 17,44 aA

LAM 135 15,75 bB 28,70 bA 24,58 aA 14,41 aB
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LAM 162 14,40 bA 15,68 cA 8,22 bA 15,67 aA
Nemadoro 16,50 bA 15,83 cA 14,33 bA 9,34 aA
Rio Grande 7,80 bA 11,59 cA 11,35 bA 6,31 aA
Rutgers 59,28 aA 17,21 cB 25,13 aB 13,00 aB
Tospodoro 14,48 bA 9,41 cA 10,84 bA 11,39 aA
Média 18,18 18,07 17,09 12,73
CV% 50,21 53,03 46,92 33,94
H? % 0,93 0,80 0,68 0,64

Médias seguidas por letras diferentes mindsculas na coluna (comparacgéo entre Acessos em cada nivel de
inéculo) e maidsculas na linha (comparacdo entre niveis de inoculo para cada Acessoacessoacesso),
diferiram significativamente pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

A isolinha ‘Nemadoro’ (portadora do gene Mi-1.2) apresentou 14,33 de FR quando
exposta a um nivel de indculo de 4 mil O+J2 de M. enterolobii. Em contrapartida, no
estudo de Pinheiro et al. (2021), observou-se uma taxa de reproducéo significativamente
menor, de apenas 0,03 sob o mesmo nivel de indculo. Vale ressaltar que, no contexto
deste trabalho, as plantas exibiram bom volume radicular sendo provavel que as
condi¢des ambientais tenham favorecido o estabelecimento de maior nimero de sitios de

alimentacéo, resultando em maior multiplicagcdo do nematoide.

No primeiro nivel, todas as isolinhas, com exce¢do da testemunha ‘Rutgers’ ndo
apresentaram diferenca estatistica no FR. Ao dobrar o nivel de in6culo para 2 mil O+J2
de M. enterolobii, a 'ltaparica’ destacou-se, exibindo o maior valor de FR. No nivel de
indculo mais alto, ou seja, 8 mil O+J2 de M. enterolobii, ndo foram observadas diferencas
significativas nos FRs entre 0s acessos. A testemunha ‘Nemadoro’, que possui 0 gene de
resisténcia Mi-1.2 contra Meloidogyne spp., manteve uma resposta estavel aos quatro
niveis de inéculo de M. enterolobii, ndo demonstrando variagcdes estatisticamente
significativas. Os resultados do FR foram apresentados também em equacdes de

regressao.

Observou-se que o tomateiro ‘Rutgers’ (sem o gene Mi-1.2) alcangou um pico de 59,28
de FR, partindo de niveis iniciais relativamente baixos de indculo (1 mil O+J2). Esses
resultados conduzem a inferéncia de que a dose de inoculacdo de 1 mil O+J2
proporcionaria 0 maximo valor de FR, estimado em 59,28. Subsequentemente, 0s
sintomas apresentaram reducdo apos a consecucdo desse determinado nivel de indculo.
Provavelmente, esse nivel de indculo seria o ideal para o maior FR na planta de tomateiro.
Em contraposicéo, a linhagem Tospodoro (com o gene Mi-1.2) ndo manifestou expressao

méaxima nitidamente definida nos niveis de indculo testados. Para se atingir o patamar
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méaximo de expressao de FR em ‘Tospodoro’, uma estimativa sugere a necessidade de

nivel de indculo de 1 mil O+J2, resultando em valor FR de 14,48 (Fig. 3.4).

80,00 Rutgers
o 70,00 y = 2.43E00x2 - 0.0271x + 78.994
S 6000 R?=0.56, PM = 1000
= )
E 50,00 Tospodoro
5 000 y = 2.30E-7x2 - 0.0023x + 15.304
%‘3 3000 R? = 0.44, PM = 1000
8 20,00 . .
< O Tt e
F 10,00 -... .......................... X ’..',-.-.:-.-‘:-‘---....................::::: .......... awdtssses s {
0,00 oooooooooooooo
1000 3000 5000 7000

Nivel de icoculo

+ Rutgers e Tospodoro

Figura 3.4: Curvas de regressdo para a varidvel Fator de Reproducao para Acessos de tomate em resposta
a crescentes niveis de in6culo do nematoide-das-galhas Meloidogyne enterolobii. PM = ponto de maxima,
ou valor maximo da curva de regresséo referente ao eixo x do grafico. R? = coeficiente de determinacio.

Em todos os niveis de in6culo a isolinha Nemadoro (com o gene Mi-1.2) apresentou maior
taxa de multiplicacdo de M. enterolobii em comparacdo com a linhagem contrastante, Rio
Grande (sem o gene Mi-1.2) (Fig. 3.5). ‘Nemadoro’ demonstrou um pico de 16,30 de FR
a partir do menor nivel de in6culo, 1 mil O+J2. Por outro lado, para a Rio Grande, foi
observada elevada expressdao de FR desde niveis relativamente baixos de indculo,
notadamente a 1 mil O+J2, alcancando um pico de 11,34 de FR por volta de 4065 O+J2
de M. enterolobii. Assim, a estimativa para o nivel de in6culo que resultaria em um FR
maximo indica niveis de 4 mil O+J2 inoculados, correspondendo a um valor de FR de
11,34. A partir desse ponto de indculo, o FR comecou a regredir. Esse decréscimo no FR
a partir de determinados niveis de inéculo pode ser explicado pelo fenbmeno de
competicdo, em que niveis mais elevados interferem na infecgdo e na multiplicacdo dos

nematoides.

Péginaloz



103
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Figura 3.5: Curvas de regressdo para a varidvel Fator de Reproducao para Acessos de tomate em resposta
a crescentes niveis de indculo do nematoide-das-galhas Meloidogyne enterolobii. PM = ponto de maxima,
ou valor maximo da curva de regresséo referente ao eixo x do grafico. R? = coeficiente de determinacéo.

As isolinhas Calipso (Fig. 3.6), Europel (Fig. 3.7) e Rio Grande (Fig. 3.8) mostraram
importantes reduges no FR na concentracdo de 1 mil O+J2 de M. enterolobii com

diferenca estatistica para testemunha de suscetibilidade ‘Rutgers’.

25,00
’ .......
o 20,00 e
= - Calipso
% 15,00 y =-9,91E-%7x2 + 0.0091x - 0.1609
g e R%=0.91, PM = 4591
P) . .
S 10,00 "
=]
©
* 5,00
0,00
1000 3000 5000 7000

Nivel de ic6culo

Figura 3.6. Curva de regressao para a variavel Fator de Reproducéo para a isolinha Calipso em resposta a
crescentes niveis de indculo do nematoide-das-galhas Meloidogyne enterolobii. PM = ponto de maxima,
ou valor maximo da curva de regresséo referente ao eixo x do grafico. R? = coeficiente de determinacéo.
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Figura 3.7. Curva de regressdo para a variavel Fator de Reproducdo para a isolinha Europel em resposta a
crescentes niveis de indculo do nematoide-das-galhas Meloidogyne enterolobii. PM = ponto de méxima,
ou valor maximo da curva de regresséo referente ao eixo x do grafico. R? = coeficiente de determinacéo.
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Figura 3.8. Curva de regressao para a variavel Fator de Reproducdo para a isolinha Rio Grande em resposta
a crescentes niveis de inéculo do nematoide-das-galhas Meloidogyne enterolobii. PM = ponto de mé&xima,
ou valor maximo da curva de regresséo referente ao eixo x do grafico. R? = coeficiente de determinacéo.

No experimento conduzido por Kiewnick et al. (2009), que utilizou 1000 O+J2 de dois

isolados de M. enterolobii em um ambiente de casa de vegetacdo, os pesquisadores

verificaram que ambos os isolados provenientes da Suica foram capazes de se reproduzir

em cultivares de tomate portadoras do gene de resisténcia Mi-1. Além disso, os isolados

também demonstraram capacidade de reproducdo em cultivares de pimenta que possuiam

0 gene de resisténcia N. Os fatores de reproducdo variaram consideravelmente, situando-

se entre 12 e 109, dependendo da cultivar de planta utilizada no experimento.
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No estudo liderado por Pinheiro et al. (2018), verificou-se que onze acessos de tomateiro
S. stramonifolium (CNPH-19, CNPH-22, CNPH-23, CNPH-25, CNPH-120, CNPH-122,
CNPH-349, CNPH-119, CNPH-24, CNPH-121 e CNPH-336 ) quando submetidos a 6
mil ovos e eventuais J2 apresentaram resisténcia total ao nematoide, com fatores
reprodutivos (FR) menores que 0,99. Todos 0s outros acessos apresentaram RF superior

a 1,00, sendo considerados suscetiveis.

JMO Rosa et al. (2009) observaram a suscetibilidade de todos os dez hibridos de tomate
(Absoluto, Cascade, Cordillera, Donatto, Ellen, Fascinio, Laura, Marguerita, Nicolas e
Sanni) e dois genotipos experimentais (05 tom0041 e 08 tom00345) em condicGes de casa
de vegetacdo e BOD (25°C). Os ensaios foram realizados apos a inoculacdo com 5000
O+J2 de Meloidogyne enterolobii, revelando que todos os genoétipos e hibridos avaliados

foram suscetiveis ao nematoide.

Quanto a andlise via PCR das isolinhas, o bioensaio de inoculacdo em conjunto com a
analise de marcadores confirmou que a resisténcia esta fixada na isolinha Nemadoro (com
gene Mi-1.2) sendo detectados todos os individuos resistentes. Por sua vez, os marcadores
confirmaram que a resisténcia ndo esta fixada na isolinha Rio Grande (sem o gene Mi-

1.2), ndo sendo detectados individuos resistentes (Fig. 3.9).

NEMADORO Mi RIO GRANDE

Figura 3.9. Eletroforese em gel de agarose (1,7%) dos marcadores SCAR/STS codominantes previamente
identificados em estreita ligacdo com um locus de resisténcia a M. enterolobii (Mi-1.2) em tomateiro.
Deteccgdo da presenca e auséncia do gene MI-1.2 para resisténcia a M. enterolobii nas isolinhas de tomate.
Nemadoro e Rio Grande. Test.R= Testemunha resistente e Test.S= Testemunha suscetivel. A PCR foi
realizada utilizando o par de iniciadores especificos MI23F/ Mi23R. MM= MM marcador molecular 1kb
plus DNA Ladder (Invitrogen). Foto: Antonio Francisco Costa
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5. CONCLUSOES

No estudo de cultivares geneticamente relacionadas (com background genético
extremamente similar), foi possivel identificar que o gene de resisténcia Mi-1.2
ndo confere um efeito residual significativo a espécie de nematoide-das-galhas

Meloidogyne enterolobii.

O gene Mi-1.2, embora extremamente efetivo contra pelo menos 13 espécies de
Meloidogyne, ndo é capaz de interferir no processo de infeccdo de Meloidogyne

enterolobii em raizes do tomateiro.
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cAPiTuLo 4

Panorama atual do emprego do gene Mi-1.2 de resisténcia aos
nematoides-das-galhas em cultivares comerciais de tomateiro
no Brasil e reacdo a infeccdo por Meloidogyne javanica e M.
incognita
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RESUMO

A principal medida de manejo dos nematoides-das-galhas do género Meloidogyne tem
sido 0 emprego do gene de resisténcia Mi-1.2. No entanto, muitas vezes os produtores e
extensionistas ndo dispde de informacGes sobre a presenca ou ndo desse gene nas
cultivares disponiveis no mercado. Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi verificar
a reacdo de hibridos comerciais de tomateiro para resisténcia ao nematoide-das-galhas,
visando elucidar o panorama da reacdo dessas cultivares bem como a confirmagéo da
presenca (ou ndo) do gene Mi-1.2. Quarenta (40) cultivares de tomateiro foram avaliadas
em casa de vegetacdo para a resposta aos nematoides-das-galhas, M. javanica e M.
incognita raca 1. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 40x2 (40 cultivares e duas espécies de Meloidogyne), com seis
repeticdes, sendo a unidade experimental uma planta cultivada em um vaso plastico
contendo 3 L de substrato. Aos 65 dias ap6s a inoculagdo foram avaliados o indice de
galhas (1G), indice de massa de ovos (IMO), nimero de galhas por grama de raiz (NOGR)
e o fator de reproducdo (FR). Os dados foram submetidos a analise de variancia individual
e conjunta para as duas espécies de nematoides, e agrupamento de médias dos tratamentos
por Scott-Knott. Verificou-se que a resisténcia dos hibridos comerciais de tomateiro a
uma das espécies de nematoide é correlacionada com a resisténcia a outra espécie. Os
hibridos mais resistentes as duas espécies de nematoides foram: Meryva, Future,
NemoNetta F1, Dulce F1, Shani F1, Big Moon, Tallita, Express Gold, Dominador, Ivety,
Lumi, Muralha, Carina Ty, Debora Plus, BRS Couto, BRS Nagai, Magnet, Guardiao,
Protetor, Tinto, Pizzadoro, Tarantelly e a testemunha resistente Nemadoro. Os hibridos
Ivanhoe RZ, Supera F1 e Serato apresentaram maiores niveis de resisténcia a M. javanica
em relacdo a M. incognita; ao passo que o hibrido BRS Nagai apresentou um nivel
superior de resisténcia a M. incognita em relagdo a M. javanica. O hibrido lvanhoe RZ,
apesar do valor médio de IG para M. javanica, também pode ser classificado como bom
nivel de resisténcia a ambas as espécies de nematoides. Verificou-se que os niveis de
reacdo foram extremamente variaveis (de imunidade a suscetibilidade) para cultivares
contendo o gene Mi-1.2 em homozigose ou heterozigose, sugerindo que outros fatores
genéticos podem modular a expressao da resisténcia nos diferentes materiais genéticos.

Palavras-chave: Lycopersicum esculentum Mill., Resisténcia genética, Melhoramento
genético.
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ABSTRACT

Current overview of the use of the root-knot nematode resistance gene Mi-1.2 in
commercial tomato cultivars in Brazil and reaction to Meloidogyne javanica and M.
incognita infection

The main management measure for root-knot nematodes of the genus Meloidogyne has
been the use of the Mi-1.2 resistance gene. However, producers and extension service often
do not have information about the presence or absence of this gene in the cultivars available
on the market. In this context, the objective of this work was to verify the reaction of
commercial tomato hybrids for resistance to the root-knot nematode, aiming to elucidate
the panorama of the reaction of these cultivars as well as the confirmation of the presence
(or not) of the Mi-1.2 gene. Forty (40) tomato cultivars were evaluated in a greenhouse for
response to root-knot nematodes, M. javanica and M. incognita race 1. The experiment was
conducted in a completely randomized design in a 40 x 2 factorial arrangement (40 cultivars
and two Meloidogyne species), with six replicates, the experimental unit being a plant
grown in a plastic pot containing 3 L of substrate. At 65 days after inoculation, gall index
(IG), egg mass index (IMO), number of galls per gram of root (NOGR) and reproduction
factor (FR) were evaluated. Data were subjected to individual and joint analysis of variance
for the two nematode species, and grouping of treatment means by Scott-Knott. It was
verified that the resistance of commercial tomato hybrids to one of the nematode species is
correlated with the resistance to the other species. The most resistant hybrids to the two
nematode species were: Meryva, Future, NemoNetta F1, Dulce F1, Shani F1, Big Moon,
Tallita, Express Gold, Dominador, lvety, Lumi, Muralha, Carina Ty, Debora Plus, BRS
Couto, BRS Nagai, Magnet, Guardian, Protector, Tinto, Pizzadoro, Tarantelly and the
tough witness Nemadoro. Hybrids Ivanhoe RZ, Supera F1 and Serato showed higher levels
of resistance to M. javanica compared to M. incognita; while the hybrid BRS Nagai showed
a superior level of resistance to M. incognita in relation to M. javanica. The hybrid lvanhoe
RZ, despite the average Gl value for M. javanica, can also be classified as having a good
level of resistance to both nematode species. It was found that the levels of reaction were
extremely variable (from immunity to susceptibility) for cultivars containing the Mi-1.2
gene in homozygosis or heterozygosis, suggesting that other genetic factors can modulate
the expression of resistance in different genetic materials.

Keywords: Solanum lycopersicum Mill., Genetic resistance, Genetic improvement
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1.INTRODUCAO

O tomateiro é a hortalica mais frequentemente relatada como planta hospedeira dos
nematoides-das-galhas, que podem causar até 85% de perdas na producdo (Ferraz &
Churatamasca, 1983). As perdas variam de acordo com a época de plantio e com as
praticas culturais adotadas pelos produtores. As plantas, quando severamente atacadas
por Meloidogyne spp., apresentam o sistema radicular completamente desorganizado com
a formacao de galhas e com poucas raizes. Quando a infestacdo ocorre no estadio de
plantula, estas podem morrer apés o transplante para o campo e as plantas que
sobreviverem tem sua frutificagdo grandemente afetada em quantidade e qualidade. Além
disso, pode ser observada, no final do ciclo do tomateiro, a invasao das galhas por fungos
e bactérias que causam apodrecimento, ficando apenas intacto o cilindro central da raiz
principal (Vale et al., 2004). As espécies M. incognita (ragas 1, 2, 3 e 4), M. javanica e
M. arenaria sdo as mais comumente encontradas no Pais. Estdo presentes em qualquer
tipo de solo, com predominancia em regifes com solos arenosos e com temperaturas
acima de 25° C. Em menor intensidade, ocorre a espécie M. hapla, que predomina em
clima temperado ou em regifes com temperaturas entre 15° e 25°C (Lopes & Avila, 2005).
Os nematicidas registrados no Brasil para a cultura do tomateiro s&o granulados do grupo
carbofuran, quimico altamente tdxico e poluente do ambiente, inclusive da agua do
subsolo, além de aumentarem o custo de producdo. Desta forma constitui-se em uma
pratica antieconémica, pois, requer mao-de-obra na aplicacao, apresenta alto custo e nem
sempre tem a eficiéncia desejada. Outra desvantagem do uso de nematicidas consiste no
risco de contaminacdo do ambiente e do ser humano. Assim, a utilizacdo de variedades
resistentes € de grande importancia econémica, pois estes organismos reduzem
drasticamente a producéo de cultivares suscetiveis (Lindsey & Clayshulte, 1982; Fery &
Dukes, 1984; Thies et al., 1997). Nesse contexto, a resisténcia genética aos nematoides
do género Meloidogyne é uma das formas mais eficientes, econémica e de menor impacto

ambiental no controle deste endoparasito (Pegard et al., 2005).

Alguns genes de resisténcia conferem resisténcia a mais de uma espécie de nematoides.
Exemplos incluem o gene Mi que confere resisténcia a M. incognita, M. javanica e M.
arenaria (Cook, 1991). Assim, entre os métodos de controle utilizados, o uso de cultivares
resistentes € uma das medidas mais econdmicas com reducdo consideravel dos danos a

cultura. A resisténcia ao nematoide-das-galhas foi identificada hd mais de 50 anos em um
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acesso (Pl 128657) de um tomateiro selvagem. O gene dominante Mi-1.2, presente nesse
tomateiro, conferiu resisténcia a M. incognita, M arenaria e M. javanica (Gilbert & Mc
Guirre, 1956). Estes genes apresentam oito alelos (Mil a Mi8), sendo que o alelo Mil é o
mais usado nos cruzamentos com cultivares comerciais de Solanum lycopersicon (Rossi
et al., 1998). Muitos programas de melhoramento usaram esta fonte de resisténcia
genética e o gene Mi foi clonado (Milligan et al., 1998). Entretanto, este gene tem
pequeno efeito sobre M. hapla e sobre alguns isolados virulentos de M. incognita e M.
arenaria, nao sendo efetivo em temperaturas acima de 28° C (Roberts & Thomason,
1989). Instituicdes nacionais e internacionais utilizaram o gene Mi para 0
desenvolvimento de cultivares resistentes, porque a reproducéo de Meloidogyne spp. em
tomate é limitada em plantas com este gene (Charchar et al., 2004).

Plantas geralmente respondem a invasdo do nematoide com a ativacdo de uma série de
mecanismos de defesa (Trudgill, 1991). Na relacdo parasitica nematoide-planta sdo
observadas mudancas na expressao génica correlacionadas com ferimentos ou resposta
de defesa. A resisténcia a patogenos diferentes, incluindo virus, bactérias, fungos e
nematoides, tem sido demonstrada ser mediada por fatores genéticos dominantes (gene
R) em distintas plantas hospedeiras. A principal expressdo fenotipica destes genes € a
presenca de reacdo de hipersensibilidade (HR). Cada um dos produtos destes genes R
interage diretamente ou indiretamente com o produto de um gene correspondente de
aviruléncia (AVR) em agente patogénico em um sistema do tipo gene-a-gene (Flor 1971;
Keen, 1990).

A reacdo de hipersensibilidade (HR) é observada em células vizinhas do nematoide,
durante a sua migracdo no tecido vegetal ou apds o estabelecimento do sitio de
alimentacdo (Rodrigues, 2001). Essa reacdo, provoca mudancas histoldgicas, como a
morte celular préxima ao sitio de infeccdo do juvenil de segundo estadio de espécies e
racas de Meloidogyne (Dropkin, 1969). Alem da reacdo de HR, outros estudos tém
mostrado que a resisténcia em plantas parasitadas pelo nematoide-das-galhas pode
ocorrer por diversos mecanismos como a producdo de fitoalexinas; acumulo de
compostos fendlicos; aumento na atividade da enzima fenilalanina amoniliase; acumulo
de peroxidases; intensificacdo da producdo de inibidores de proteinases e quitinases
(Giebel, 1982; Huang, 1985; Ibrain, 1991; Punja & Zhang, 1993).
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Varios genes R ja foram mapeados ou clonados em plantas resistentes a nematoides.
Contudo, 0s genes vegetais expressos em maior quantidade no sitio de alimentacdo do
nematoide tém sido identificados em clonados. Essa lista de gene inclui, dentre outros, o
gene Mi em S. peruvianum, o gene Hero em S. pimpinellifolium, o gene Hy em S.
tuberosum, gene Grol em S. spegazzini, o gene Rhgs em soja (Glycine max) (Gheysen &
Fenol, 2002). A clonagem do gene Mi revelou que ele codifica um membro da familia de
proteinas de resisténcia de plantas caracterizada pela presenca de um nucleotideo ligando
ao sitio de repeticdes ricas em leucina (proteinas do tipo NBS-LRR). Esses elementos
estruturais também estdo presentes em genes que controlam resisténcia a virus, bactérias

e fungos (llarduya & Kalorshian, 2001).

Vale ressaltar que apesar da existéncia de cultivares de tomateiros resistentes, as espécies
de nematoides-das-galhas prevalecentes no Brasil ainda causam prejuizos a cultura. Em
tomateiro para processamento industrial no Brasil, por exemplo, cuja totalidade sdo
hibridos importados, a grande maioria se mostra resistente, porém, algumas espécies e
racas de Meloidogyne possuem a habilidade de “quebrar” a resisténcia conferida pelo
gene Mi-1.2 (Pinheiro et al., 2009b; Gabriel et al., 2020; 2022). De qualquer maneira, a
principal medida de manejo dos nematoides-das-galhas do género Meloidogyne ainda
permanece o0 emprego de cultivares resistentes contendo o gene Mi-1.2. No entanto,
muitas vezes o0s produtores e extensionistas ndao dispde de informacdes sobre a presenca
ou ndo desse gene nas cultivares disponiveis no mercado. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi verificar a reacdo de hibridos comerciais de tomateiro para resisténcia ao
nematoide-das-galhas, visando elucidar o panorama da reacdo dessas cultivares bem

como a confirmacao da presenca (ou ndo) do gene Mi-1.2.
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2. MATERIAL E METODOS

2.3 Caracterizagdo da area experimental
O experimento foi realizado na Embrapa Hortalicas no Gama-DF em casa de vegetagdo
em 02 etapas 1%) Avaliacdo da reacdo de cultivares comerciais de tomateiro para
resisténcia ao nematoide-das-galhas, M. javanica e M. incognita raca 1 e 2%) Extracao de
DNA de plantas para confirmagéo da presenca do gene Mi-1.2.

2.2 Obtencdo, identificacdo e multiplicagdo de uma populacdo de M.
incognita raca 1 e M. javanica
Fémeas dos nematoides-das-galhas pertencentes as espécies M. incognita raca 1 e M.
javanica coletadas de raizes de tomateiro na area experimental da Embrapa Hortalicas e
mantidos em casa de vegetacdo, foram submetidas a cortes perineais e os padroes
descritos por Eisenback & Hirschmann-Triantaphyllou (1991) foram tomados como
referéncia para a identificacdo das espécies. Para analise do padrdo da isoenzima esterase
foi adaptada técnica com base no protocolo de Carneiro & Almeida (2001). A raca de
Meloidogyne incognita foi identificada por meio do teste de hospedeiros diferenciadores
de acordo com Taylor & Sasser (1978). Para a producdo de in6culo, M. javanica e M.
incognita raca 1 foram multiplicados separadamente em plantas de tomate cv. ‘Rutgers’.
Dez dias apds a germinacdo das sementes nas bandejas de isopor, foi realizado o
transplante para vasos com capacidade para 3 litros contendo substrato Plantmax®
esterilizado. Oito dias apds o transplante foi realizada a inoculacdo das raizes das
plantulas, com suspensdo de 5.000 ovos e eventuais juvenis de segundo estadio (J2) de
cada espécie isoladamente, em 5 mL de &gua distribuidos em volta do colo da planta. Aos
60 dias ap6s a inoculacdo, ovos e J2 das duas espécies de Meloidogyne foram extraidos
dos sistemas radiculares das plantas de tomate cv. ‘Rutgers’ segundo metodologia de
Hussey & Barker (1973) modificado por Bonetti & Ferraz (1981). Este procedimento foi
repetido duas vezes para maxima obtencdo de ovos. A suspensdo de ovos e J2 foi
recolhida com pipeta para um béquer e a contagem e calibracdo do inoculo foi feita em
camara de contagem, ao microscopio ético. Para a instalacdo do experimento realizou-se
a semeadura dos hibridos de tomate em vasos plasticos com capacidade para 3L. Trinta
dias ap6s a semeadura foi realizado o desbaste deixando apenas uma planta por vaso. A
inoculacéo foi realizada de acordo com o realizado para manutencdo das especies em

plantas de tomateiro cv. ‘Rutgers’.
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2.3 Delineamento experimental
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 40x2 (40 hibridos de tomate e duas espécies de Meloidogyne), com seis

repeticdes, sendo a unidade experimental uma planta por vaso.

2.4 Instalacéo e conducao do experimento

Etapa 1: Avaliacdo da reacdo de 40 cultivares de tomateiro para M. incognita raca
1 e M. javanica via inoculacéo —

Foram avaliadas 40 cultivares de tomateiro comercializadas no Brasil para a resisténcia
ao M. incognita raca 1 e M. javanica. Os seguintes hibridos experimentais foram
avaliados: ‘Caroliny’, ‘Meryva’, ‘Byelsa’, ‘Future F1°, ‘Nemo-Netta F1°, ‘Tytanium
TY’, ‘Dulce F1 Mini Plum’, ‘Shani F1°, ‘Sensa¢do’, ‘Big Moon’, Tallita’, ‘Express
Gold’, ‘Ivanhoe RZ’, ‘Dominador F1°, ‘Paronset F1°, ‘Ellen F1°, ‘Supera F1°, ‘Serato’,
‘Dominador’, ‘Ivety’, ‘Carmen’, ‘Sheila Victory’, ‘Lumi’, ‘Muralha’, ‘Carina TY”,
‘Débora Max’, ‘Débora Plus’, ‘BRS Kiara’, ‘BRS Couto’, ‘BRS Portinari’, ‘BRS
Montese’, ‘BRS Nagai’, ‘Magnet’, ‘Guardido, Protetor’, ‘Tinto F1’, ‘Minotauro F1’,
‘Pizzadoro F1’°, ‘Tarantelly F1°. Utilizaram-Se as cultivares Rutgers e Nemadoro como
testemunhas suscetivel e resistente, respectivamente.

2.5 Avaliacdo do experimento

Sessenta e cinco dias apos a inoculacdo as plantas foram avaliadas quanto ao indice de
massas de ovos (IMO), indice de galhas (IG), nimero de ovos por grama de raiz (NOGR)
e fator de reproducdo (FR). Para o indice de massa de ovos (IMO), as plantas foram
coletadas, os sistemas radiculares lavados em agua corrente, e as raizes foram coloridas
por imersdo em solucdo de Floxina B (0,5 g por L de agua) durante 15 minutos. Em
seguida, foi realizada a contagem do nimero de massa de ovos dos nematoides ao
microscopio estereoscdpio, em todo sistema radicular da planta/repeticdo (Taylor &
Sasser, 1978). O IMO nas raizes foi obtido de acordo com Taylor & Sasser (1978)
utilizando-se escala de notas variando de 0 a 5, em que: 0 = raizes sem massas de ovos; 1
= presenca de 1 a 2 massas de ovos; 2 = presenca de 3 a 10 massas de ovos; 3 = presenca
de 11 a 30 massas de ovos; 4 = presenca de 31 a 100 massas de ovos e 5 = presenca de
mais de 100 massas de ovos. O IG, que corresponde ao nimero de galhas em cada sistema
radicular de cada planta/repeticdo, foi quantificado nas raizes e expresso por uma escala
de notas de 1 a 5, de acordo Taylor & Sasser (1978), em que: 0 = raiz sem galhas; 1 =1
a 2 galhas; 2 = 3 a 10 galhas; 3 = 11 a 30 galhas; 4 = 31 a 100 galhas e 5 = mais de 100
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galhas. Para avaliacdo do NOGR, as raizes de todos os tratamentos foram lavadas, secas
em temperatura ambiente e pesadas antes de serem processadas de acordo com a técnica
de Hussey & Barker (1973), modificada por Bonetti & Ferraz (1981). O FR foi obtido
pela relacdo entre as densidades populacionais finais e iniciais do nematoide (FR=Pf/Pi)
(Oostenbrink, 1966). Foi considerado como populacdo inicial (Pi) o inoculo extraido,
quantificado e calibrado para conter 6.000 ovos e juvenis de segundo estadio (J2) por
vaso. Foram consideradas imunes () as plantas com FR=0, resistentes (R) aquelas com
FR<1 e suscetiveis (S) aquelas com FR>1, de acordo com Oostenbrink (1966). As
variaveis IMO, IG e NOGR foram quantificadas para auxiliarem na interpretacdo da
variavel FR.
2.6 Anélise estatistica

Os dados foram transformados por V X+0,50 e submetidos a analise de variancia
individual e conjunta para as duas espécies de nematoides, e agrupamento de médias dos
tratamentos por Scott-Knott (1974), utilizando-se o programa Genes (Cruz, 2006). Antes
da anélise, os dados foram verificados quanto a normalidade pelo Teste de Lillieford, e

todos estavam normais

Etapa (2): Anéalise com um marcador molecular codominante ligado com o gene de
resisténcia Mi-1.2 — Foi realizada a semeadura de 16 plantas de cada cultivar em bandejas
de poliestireno. Dezoito dias apds o semeio 0 DNA total foi extraido individualmente de
cada planta de acordo com a metodologia de CTAB 2X com algumas modificagdes
(Boiteux et al., 1999). Em cada tubo foram colocadas seis esferas metélicas, juntamente
com pequena quantidade homogénea de tecido de folhas. Acrescentou-se aos tubos 750
uL de CTAB e as amostras foram trituradas no Precellys®24. Ap6s 30 segundos a 5000
rpm, as amostras foram retiradas e colocadas em banho-maria a 65°C durante 10 minutos;
acrescentou-se, apos esse tempo, 750 pL de clorofil em cada tubo e as amostras foram
agitadas em vortex por aproximadamente 30 segundos, seguido de um ciclo de
centrifugacdo a 9000 rpm durante 5 minutos. Cuidadosamente, os tubos foram retirados
da centrifuga e 600 uL do sobrenadante foram retirados e colocados em novos tubos de
micro-centrifuga. Foram acrescentados 300 pL de isopropanol gelado e com a finalidade
de homogeneizar, os tubos foram suavemente agitados de forma manual e posteriormente
centrifugados a 13000 rpm durante 13 minutos. O sobrenadante foi eliminado e o ‘pellet’
lavado com alcool 70%, de forma cuidadosa, para evitar a sua ressupensdo. Os tubos

foram entéo colocados em estufa a 37°C por 20 minutos e ressuspendidos em 100 pL de
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TE+RNAse, armazenando os tubos na geladeira. No dia seguinte, as amostras foram

agitadas no vortex e os DNAs entdo extraidos foram guardados em freezer (-20°C).

O mix da reacdo constituiu de 1,25 pL de Tampédo 10X da enzima Taqg Polymerase (100
mM Tris-HCI, pH 8,3 e 500 mM KCI, Invitrogen), 1,25 pL de dNTPs (2,5 mM,
Invitrogen), 0,5 pL de cada primer, Mi23F (5’-TGG AAA AAT GTT GAATTT CTT
TTG-3’), Mi23R (5’-GCA TAC TAT ATG GCT TGT TTA CCC-3’), 0,75 pL de MgCl»
(50 mM, Invitrogen), 0,2 pL da enzima Taq Polimerase (5 U/uL, Invitrogen), 5,05 uL de
agua Milli-Q e 3 puL de DNA (20 ng/pL), totalizando um mix com 12,5 pL de volume
final (Gabriel et al., 2020; 2022). As amplificagcdes foram efetuadas em termociclador
Veriti 96 well Thermal Cycler programado para 35 ciclos, sendo cada ciclo constituido
pelos seguintes parametros: Etapa inicial de desnaturacdo a 94°C durante 3 minutos,
seguida por 35 ciclos — desnaturacéo a 94°C por 30 segundos; anelamento a 57°C por 1
minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto — e finalizagcdo com uma etapa de extensao ajustada
para 72°C durante 10 minutos. Foram adicionados 4 pL de azul de bromofenol em cada
amostra e estas foram aplicadas em gel de agarose 1,5%, ja suplementado com brometo
de etideo. Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese em
tampdo TBE (Tris-Borato 45 mM e 1 mM EDTA), a 120V, por um periodo de
aproximadamente 3 horas. Os géis foram fotografados sob luz ultravioleta, tendo-se
utilizado o marcador 1 Kb Plus DNA Ladder® (Invitrogen) para analise dos produtos
obtidos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferencas significativas foram observadas para todas as varidveis nas analises de
variancia individuais e conjunta (P<0,05). Houve também interagdo significativa para
Acessoacessoacesso e espécies de nematoides, indicando que a classificacdo dos hibridos
ndo foi a mesma para as duas espécies, portanto o agrupamento de medias foi feito para
cada espécie. Os coeficientes de variacdo foram reduzidos para as variaveis indice de
massa de ovos (IMO) e indice de galhas (IG), chegando a no maximo 11,42%; no entanto
foram altos para as variaveis fator de reproducdo (FR), variando de 28,99 a 34,48%, e
principalmente para numero de ovos por grama de raiz (NOGR), variando de 54,47 a
68,18%. Estes valores para FR estdo proximos aos relatados na literatura (Charchar et al.,
2003; Pinheiro et al., 2009b) pois é uma caracteristica que é influenciada pelo ambiente.
Porém, para o carater NOGR os valores do coeficiente de variagdo foram muito elevados,
mesmo apos transformacdo dos dados, pois houve variagdo muito grande dos resultados
entre as repeticdes, e, portanto, neste estudo, as conclusdes baseadas nesta caracteristica

nao seriam confiaveis.

Considerando as varidveis IMO e IG para M. javanica (Tabela 4.1), os hibridos que foram
agrupados entre aqueles pertencentes as duas classes de menor valor para ambas as
caracteristicas, ou seja, que foram mais resistentes, foram: Meryva, Future F1, Nemo -
Netta F1, Dulce F1 “Mini Plum”, Shani F1, Big Moon, Tallita, Express Gold, Dominador
F1, Dominador, Ivety, Lumi, Muralha, Carina Ty, Debora Max, Debora Plus, BRS Couto,
BRS Montese, BRS Nagai, Magnet, Guardido, Protetor, Tinto F1, Pizzadoro F1,

Tarantelly F1 e a testemunha resistente Nemadoro.

Tabela 4.1. Avaliacdo de cultivares comerciais de tomateiro desafiadas com uma
populacdo de Meloidogyne javanica. Embrapa Hortalicas.

Cultivares IMO! 1G? NOGR? FR*/Reacéo®

Caroliny 5,00 a 4,33 a 1061,50 ¢ 1,92d(S)
Meryva 1,00 f 1,50 d 596,33 ¢ 0,08d (R)
Byelsa 2,67d 267¢ 1292,50 ¢ 0,35d (R)
Future F1 1,00 f 1,50d 262,00 ¢ 0,18d (R)
Nemo—Netta F1 1,33 f 2,00c 3478,00 b 0,73d (R)
Tytanium TY 5,00 a 4,50 a 733,00 ¢ 2,47 ¢ (S)
Dulce F1 1,17 f 1,67d 56,83 ¢ 0,18d (R)
Shani F1 1,00 f 1,17d 26,50 ¢ 0,02d (R)
Sensagédo 4,33b 4,17 a 755,83 ¢ 1,90d (S)
Big Moon 1,33 f 1,17 d 7433 ¢ 0,17 d (R)
Tallita 1,67e 2,00c 102,33 ¢ 0,23d (R)
Express Gold 1,17 f 1,50d 64,17 c 0,12d (R)
Ivanhoe RZ 1,67e 3,00b 342,00 ¢ 0,83d (R)

Dominador F1 1,17 f 2,17¢ 150,83 ¢ 0,23d (R)
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Paronset F1 5,00 a 5,00 a 4221,67b 15,10 a (S)
Ellen F1 3,33¢ 3,83b 404,50 c 1,03d (S)
Supera F1 2,50d 3,00b 556,00 ¢ 1,45d (S)
Serato 350¢c 350hb 1537,50 ¢ 1,83d(S)
Ivety 1,00 f 1,00d 161,67 c 0,17d (R)
Carmen 5,00 a 483 a 1627,00 ¢ 8,32 b (S)
Sheila Victory 5,00 a 4,67 a 2026,00 ¢ 9,15 b (S)
Lumi 1,67¢ 1,83 ¢ 294,50 c 0,60d (R)
Muralha 1,00 f 1,00d 23,67 ¢ 0,05d (R)
Carina Ty 1,00 f 1,17d 299,50 ¢ 0,32d (R)
Debora Max 150e 1,83¢c 237,00 ¢ 1,10d (S)
Debora Plus 1,33f 2,33 ¢ 73,33 ¢ 0,22d (R)
BRS Kiara 3,17¢c 3,67b 6326,67 a 5,08 ¢ (S)
BRS Couto 1,00 f 1,17d 85,50 c 0,30d (R)
BRS Portinari 3,00c 3,33b 778,17 c 1,08d (S)
BRS Montese 1,67¢e 2,50¢c 607,17 ¢ 4,02 ¢ (S)
BRS Nagai 1,67¢ 2,17c 207,83 ¢ 0,88d (R)
Magnet 150e 1,67d 24,00 ¢ 0,20d (R)
Guardido 1,00 f 1,00d 9,17¢ 0,05d (R)
Protetor 1,00 f 1,17d 17,33 ¢ 0,12d (R)
Tinto F1 1,00 f 1,17d 132,67 ¢ 0,32d (R)
Minotauro F1 2,83¢c 250 ¢ 376,67 ¢ 1,15d (S)
Pizzadoro F1 1,00 f 183¢c 172,17 ¢ 0,48d (R)
Tarantelly F1 1,00f 1,17d 14,67 c 0,05d (R)
Rutgers 450 b 4,00 a 122150 ¢ 4,78 d (S)
Nemadoro 1,00 f 1,00d 11,50 ¢ 0,07d (R)
Média Geral 2,19 2,40 777,40 1,70
C.V (%) 11,20 11,42 68,18 34,48

1IMO e 2IG: indice de massa de ovos e de galhas de acordo com Taylor & Sasser (1978) colocar nas referéncias; *NOGR: nimero de
ovos por grama de raiz; “FR: Fator de Reprodugdo = Populagéo final/Populagio inicial (5000 ovos e J2); *ReagGes de resisténcia de
acordo com Oostenbrink (1966): I=Imune (FR=0); R=Resistente (FR < 1) e S=Suscetivel (FR > 1). Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

J& para M. incognita (Tabela 4.2) os mais resistentes para estas duas caracteristicas
foram: Meryva, Future F1, Nemo — Netta F1, Dulce F1 “Mini Plum”, Shani F1, Big
Moon, Tallita, Express Gold, lvanhoe RZ, Dominador F1, Supera F1, Dominador, lvety,
Lumi, Muralha, Carina Ty, Debora Max, Debora Plus, BRS Couto, BR Montese, Magnet,
Guardido, Protetor, Tinto F1, Pizzadoro F1, Tarantelly F1, e a testemunha resistente

Nemadoro.

Tabela 4.2. Avaliacdo de cultivares comerciais de tomateiro desafiadas com uma
populacdo de Meloidogyne incognita raga 1. Embrapa Hortalicas.

Cultivares IMO! 1G? NOGR?® FR*/Reacdo®

Caroliny 5,00 a 5,00 a 2562,33 a 23,63 a(S)
Meryva 1,00d 167¢ 0,17d 0,00d (1)
Byelsa 3,33b 4,00 b 1126,33 ¢ 1,40d (S)
Future F1 1,33d 150e 23,17d 0,07 d (R)
Nemo — Netta F1 1,00d 1,00 f 32,67d 0,02d (R)
Tytanium TY 5,00 a 4,00 b 877,33 ¢ 4,20 ¢ (S)
Dulce F1 1,00d 1,17 f 6,50 d 0,03d (R)
Shani F1 1,00d 1,00 f 21,00d 0,02d (R)
Sensacédo 5,00 a 5,00 a 737,50 ¢ 6,73 ¢ (S)
Big Moon 1,00d 1,17 f 34,50d 0,07 d (R)
Tallita 1,17d 1,17 f 10,33d 0,03d (R)
Express Gold 1,17d 1,33f 22,83d 0,08d (R)
Ivanhoe RZ 1,17d 1,83¢e 52,33 d 0,17d (R)
Dominador F1 1,00d 1,00 f 37,67d 0,13d (R)

Paronset F1 5,00 a 5,00 a 887,33 ¢ 5,77¢c(S)
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Ellen F1 3,00b 350¢ 1369,50 b 5,10 ¢ (S)
Supera F1 1,00d 1,33 f 20,00d 0,08 d (R)
Serato 1,00d 1,83e 52,17d 0,20d (R)
Ivety 1,00d 1,00 f 13,17d 0,00d (1)
Carmen 5,00 a 4,67 a 489,17 d 4,25 ¢ (S)
Sheila Victory 5,00 a 417b 565,00 d 2,85d (S)
Lumi 1,00d 1,33f 43,67d 0,07 d (R)
Muralha 1,00d 1,00 f 6,00 d 0,02d (R)
Carina Ty 1,00d 1,00 f 14,67d 0,00d (1)
Debora Max 1,00d 1,17 f 15,33d 0,07d (R)
Debora Plus 1,00d 167e 10,83d 0,07d (R)
BRS Kiara 3,50b 4,33b 499,50 d 2,10d (S)
BRS Couto 1,17d 1,33 f 40,50 d 0,05d (R)
BRS Portinari 2,50¢c 3,50 ¢ 812,17 ¢ 2,25d (S)
BRS Montese 1,00d 1,00 f 18,00d 0,10d (R)
BRS Nagai 1,33d 2,50d 66,33 d 0,33d (R)
Magnet 1,00d 1,00 f 7,83d 0,02d (R)
Guardido 1,00d 1,00 f 9,33d 0,02d (R)
Protetor 1,00d 1,00 f 21,50d 0,17d (R)
Tinto F1 1,00d 1,00 f 1,50d 0,00d (1)
Minotauro F1 3,33b 3,83b 279,00d 1,07d (S)
Pizzadoro F1 1,00d 1,67e€ 2,67d 0,02d (R)
Tarantelly F1 1,17d 167¢ 4,00d 0,00d ()
Rutgers 5,02 a 5,00 a 818,00 ¢ 5,00 d (S)
Nemadoro 1,02d 1,00 f 4150d 0,15d (R)
Média Geral 2,05 2,25 316,15 1,82
C.V (%) 7,01 8,42 54,47 28,99

1IMO e 2IG: indice de massa de ovos e de galhas de acordo com Taylor & Sasser (1978); SNOGR: nlimero de ovos por
grama de raiz; “FR: Fator de Reprodugc&o = Populagio final/Populacéo inicial (5000 ovos e J2); *Reacdes de resisténcia
de acordo com Oostenbrink (1966): I=Imune (FR=0); R=Resistente (FR < 1) e S=Suscetivel (FR > 1). Médias seguidas
de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Pode-se verificar que, por estas caracteristicas, a maioria dos hibridos considerados mais
resistentes para uma espécie de nematoide também foi mais resistente para a outra. Com
excecao para lvanhoe RZ, Supera F1 e Serato que foram mais resistentes a M. incognita
raca 1 do que para M. javanica e BRS Nagai que foi o contrario. Portanto, pode-se
concluir que a resisténcia a uma das espécies de nematoide € correlacionada com a
resisténcia a outra espécie. O gene Mi-1.2 que é uma das fontes mais utilizadas para
resisténcia aos nematoides-das-galhas em tomate sabidamente confere resisténcia a

ambas as espécies estudadas (Cook, 1991).

Considerando a variavel FR e a classificacdo quanto a reacdo, para ambas as espécies de
nematoides houve coincidéncia na classificacdo dos hibridos em resistentes (R) e
suscetiveis (S) comparando com as observagOes feitas anteriormente para as variaveis
IMO e IG. Indicando que mesmo com os coeficientes de variagdo maiores, este caractere
é eficiente na classificacdo dos hibridos quanto ao nivel de resisténcia. As excegdes para
M. javanica foram os hibridos Byelsa, Ivanhoe RZ que foram considerados resistentes, e
Debora Max e BRS Montese que foram considerados suscetiveis pelo FR. Para M.
incognita o hibrido BRS Nagai foi considerado resistente por este ultimo carater. Esta

diferenca estd relacionada as caracteristicas que sdo medidas, pois o IMO e IG
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quantificam respectivamente o numero final de massa de ovos e galhas, enquanto a carater
FR juntamente com a classificacdo em relacdo a reagdo, considera a populagéo inicial e a
populacéo final de nematoides, ou seja, o indice de multiplicagdo da praga (Oostenbrink,
1966; Bonetti & Ferraz, 1981). Pelo fator de reproducédo (FR), nenhum hibrido foi imune
ao M. javanica, engquanto os hibridos Meryva, Ivety, Carina Ty, Tinto F1 e Tarantelly F1
foram considerados imunes ao M. incognita raga 1, ou seja, ndo permitiram a

multiplicacdo dos nematoides.

Os hibridos considerados mais suscetiveis para ambas as espécies de nematoides foram
Caroliny, Tytanium TY, Sensacgéo, Paronset F1, Carmen, BRS Iracema, Sheila Victory,
BRS Kiara, e a testemunha suscetivel Rutgers. Enquanto os seis primeiros mais Ellen F1
foram os mais suscetiveis ao M. incognita (Tabelas 4.1 e 4.2). Desta forma, podemos
concluir que, considerando as variaveis IMO, 1G e FR/reacdo conjuntamente, os hibridos
com maiores niveis de resisténcia a ambas as espécies de nematoides foram: Meryva,
Future F1, Nemo - Netta F1, Dulce F1 “Mini Plum”, Shani F1, Big Moon, Tallita, Express
Gold, Dominador F1, Dominador, Ivety, Lumi, Muralha, Carina Ty, Debora Plus, BRS
Couto, BRS Nagai, Magnet, Guardi&o, Protetor, Tinto F1, Pizzadoro F1, Tarantelly F1 e
a testemunha resistente Nemadoro. Os hibridos lvanhoe RZ, Supera F1 e Serato foram
mais resistentes a M. incognita raca 1 do que para M. javanica e para BRS Nagai foi o

contrario.

Porém, o hibrido Ivanhoe RZ, que apresentou valor médio de IG para M. javanica,
também pode ser classificado com bom nivel de resisténcia a ambas as espécies de
nematoides. No ensaio de detec¢do via PCR da presenca/auséncia do gene Mi-1.2 nas 40
cultivares de tomateiro comercializadas no Brasil, indicaram uma predominancia de
cultives heterozigotas, com poucas cultivares isentas do gene de resisténcia Mi-1.2 (Fig.
4.1).
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Figura 4.1. Deteccdo da presenca/auséncia do gene de resisténcia Mi-1.2 em cultivares de tomateiro
comercializadas no Brasil. PCR foi realizado usando o par de primers especifico Mi23F/Mi23R. MM =
marcador molecular 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen). O marcador molecular codominante para o gene
de resisténcia Mi-1.2 onde: Mi-1.2/Mi-1.2 (homozigoto resistente; apenas com a banda baixa de 380 bp);
Mi-1.2/mi-1.2 (heterozigoto; com as duas bandas 380 e 430 pb, indica) e Mi-1.2/Mi-1.2 (homozigoto
suscetivel; apenas com a banda alta 430bp).

No entanto, nem todas as cultivares com a presenca do locus se mostraram resistentes
(Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Reagdes de imunidade (1), resisténcia (R) e suscetibilidade (S) de cultivares
de tomateiro comercializadas no Brasil em resposta a inoculacdes com populacbes de
Meloidogyne javanica e M. incognita raga 1 bem o perfil de um marcador molecular
codominante para o gene de resisténcia Mi-1.2 onde Mi-1.2/Mi-1.2 (homozigoto
resistente; campo amarelo); Mi-1.2/mi-1.2 (heterozigoto; campo cinza) e mi-1.2/mi-1.2
(homozigoto suscetivel; campo laranja). A informacao sobre a reacdo aos nematoides das
galhas presente nos catalogos da empresas de sementes também é apresentada.

Cultivares Meloidogyne Meloidogyne Informacéo Presenca do
incognita javanica sobre resisténcia  marcador para o
aos nematoides- gene Mi-1.2
de- galhas nos
catalogos
Caroliny (S) (S) Xt Mi-1.2/Mi-1.2
Meryva ) (R) Xt Mi-1.2/Mi-1.2
Byelsa (S) (R) X? Mi-1.2/Mi-1.2
Future F1 (R) (R) Xt Mi-1.2/Mi-1.2
Nemo-Netta F1 (R) (R) X! Mi-1.2/Mi-1.2
Tytanium TY (S) S) X! Mi-1.2/Mi-1.2
Dulce F1 (R) (R) X3 Mi-1.2/Mi-1.2
Shani F1 (R) (R) X! Mi-1.2/Mi-1.2
Sensagdo (S) (S) ND Mi-1.2/Mi-1.2
Big Moon (R) (R) ND Mi-1.2/Mi-1.2
Tallita (R) (R) X! Mi-1.2/Mi-1.2
Express Gold (R) (R) X! Mi-1.2/Mi-1.2
lvanhoe RZ (R) (R) X! Mi-1.2/Mi-1.2
Dominador F1 (R) (R) X4 Mi-1.2/Mi-1.2
Paronset F1 (S) (S) X5 Mi-1.2/Mi-1.2
Ellen F1 (S) (S) X8 Mi-1.2/Mi-1.2
Supera F1 (R) (S) x4 Mi-1.2/Mi-1.2

Serato (R) (S) x4 Mi-1.2/Mi-1.2
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Ivety n (R) X7 Mi-1.2/Mi-1.2
Carmen (S) (S) ND Mi-1.2/Mi-1.2
Sheila Victory (S) (S) X7 Mi-1.2/Mi-1.2
Lumi (R) (R) X7 Mi-1.2/Mi-1.2
Muralha (R) (R) X8 Mi-1.2/Mi-1.2
Carina Ty () (R) X7 Mi-1.2/Mi-1.2
Debora Max (R) (S) X7 Mi-1.2/Mi-1.2
Debora Plus (R) (R) X7 Mi-1.2/Mi-1.2
BRS Kiara (S) (S X® Mi-1.2/Mi-1.2
BRS Couto (R) (R) X° Mi-1.2/Mi-1.2
BRS Portinari (S) (S) b& Mi-1.2/Mi-1.2
BRS Montese (R) (S) b& Mi-1.2/Mi-1.2
BRS Nagai (R) (R) Xt Mi-1.2/Mi-1.2
Magnet (R) (R) X7 Mi-1.2/Mi-1.2
Guardido (R) (R) X10 Mi-1.2/Mi-1.2
Protetor (R) (R) X110 Mi-1.2/Mi-1.2
Tinto F1 (1 (R) X Mi-1.2/Mi-1.2
Minotauro F1 (S) (S) X1t Mi-1.2/Mi-1.2
Pizzadoro F1 (R) (R) X1t Mi-1.2/Mi-1.2
Tarantelly F1 (0] (R) ND Mi-1.2/Mi-1.2
Rutgers S) S) ND Mil.2/Mi-1.2
Nemadoro (R) (R) X?® Mi-1.2/Mi-1.2

Catalogos fontes:

1 http://www.agrocinco.com.br/2010/produtos.asp#tomate

2 http://www.semillasfitoworld.com/en/products/vegetable_seeds/tomatoes/index.htm

3 http://www.poscosecha.com/es/empresas/akira-seeds-sl/_id:63042,seccion:catalogodeproductos
4 http://www.agristar.com.br/premium/produto.htm;

5 https://www.syngenta.com.br/frutas-lequmes-e-verduras

6 https://www.sementesfeltrin.com.br/Produto/tomate-ellen-hibrido-f1

7 http://www.sakata.com.br/index.php?action=catalogo&local=br&cultura=4&language=pt;
8 http://www.pg.fca.unesp.br/Teses/PDFs/Arg1346.pdf

9 https://www.embrapa.br/busca-de-solucoes-tecnologicas

10 http://www.takii.com.br;

11 http://www.nunhems.com;

12 http://ashbmcd.com/index.php/HB/article/view/189
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4. CONCLUSOES

Verificou-se que a resisténcia dos hibridos comerciais de tomateiro a uma das
espécies de nematoide é correlacionada com a resisténcia a outra espéecie, uma
caracteristica que confirma o amplo espectro de resisténcia associado com o gene
Mi-1.2 (Gabriel et al., 2020);

Os hibridos mais resistentes as duas espécies de nematoides foram: Meryva,
Future, NemoNetta F1, Dulce F1, Shani F1, Big Moon, Tallita, Express Gold,
Dominador, Ivety, Lumi, Muralha, Carina Ty, Debora Plus, BRS Couto, BRS
Nagai, Magnet, Guardido, Protetor, Tinto, Pizzadoro, Tarantelly e a testemunha

resistente Nemadoro;

Os hibridos Ivanhoe RZ, Supera F1 e Serato apresentaram maiores niveis de
resisténcia a M. javanica em relacdo a M. incognita; ao passo que o hibrido BRS
Nagai apresentou um nivel superior de resisténcia a M. incognita em relacéo a M.
javanica. O hibrido Ivanhoe RZ, apesar do valor médio de IG para M. javanica,
também pode ser classificado como bom nivel de resisténcia a ambas as espécies

de nematoides.

Verificou-se que os niveis de reacdo foram altamente variaveis (de imunidade a
suscetibilidade) para cultivares contendo o gene Mi-1.2 em homozigose ou
heterozigose, sugerindo que outros fatores genéticos podem modular a expressado

da resisténcia nos diferentes materiais genéticos.
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cAPiTuLo b

Uso de marcadores moleculares SCAR/STS codominantes
para selecdo de cultivares brasileiras de cenoura (Daucus
carota) associados a resisténcia genética a Meloidogyne

javanica
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RESUMO

O parasitismo por nematoide-das-galhas (Meloidogyne spp.) é um grande obstéculo na
producdo de cenoura (Daucus carota) em regides tropicais e subtropicais, causando
perdas de producdo e qualidade. No Brasil, as espécies com maior importancia na cenoura
sdo Meloidogyne javanica e M. incognita. A cultivar ‘Brasilia’ ¢ a principal fonte de
resisténcia a estas duas espécies. No entanto, ainda ndo estdo disponiveis sistemas de
marcadores moleculares ligados aos fatores de resisténcia para as cultivares brasileiras de
cenoura, que facilitaria 0 processo de selecdo. Nesse contexto, o presente trabalho
objetivou a validacdo de marcadores moleculares SCAR/STS codominantes associados a
resisténcia genética em uma populagdo de plantas da cultivar ‘Brasilia’. Realizou-se um
estudo com uma populacéo F, de 108 plantas da cultivar ‘Brasilia #83147’ (que segrega
para resisténcia a M. javanica). Plantas foram inoculadas com 8000 ovos + eventuais J2
de M. javanica aos 30 dias ap6s a semeadura. DNA total foi extraido de amostras foliares
e avaliadas (via PCR) com marcadores do tipo SCAR/STS codominantes (SQ1850R /
SQ1700S e SQ6650R / SQ6590S) previamente identificados em estreita ligagdo com um
locus de resisténcia a M. javanica (Mj-1) em ‘Brasilia’. Quanto as analises nematoldgicas,
avaliou-se os sistemas radiculares de plantas individuais aos 120 dias apds a inoculagédo
(DAI) quanto ao numero de ovos por grama de raiz (NOGR), o fator de reproducéo (FR)
e a quantificacdo individual de galhas e massas de ovos. Raizes de plantas individuais
contrastantes  (resistentes e suscetiveis) foram vernalizadas e submetidas a
autofecundacéo (geracdo S1). O bioensaio de inoculacdo em conjunto com a analise de
marcadores confirmou que a resisténcia ndo esta fixada nessa populacdo, com muitos
individuos suscetiveis sendo detectados. No entanto, foi possivel identificar individuos
com extrema resisténcia (imunidade) e com a presenca de marcadores SCAR/STS
codominantes. Esses individuos ja podem ser utilizados como os pais em estudos
genéticos e selecdo molecular assistida do fator de resisténcia, auxiliando no
desenvolvimento de novas cultivares brasileiras de cenoura resistentes a M. javanica.

Palavras-chaves: Meloidogyne spp., Nematoide-das-galhas, Parasitismo, Brasilia,
Perdas de producao.
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ABSTRACT

Employment of molecular markers for selection of Brazilian carrot cultivars
(Daucus carota) associated with genetic resistance to Meloidogyne javanica.

Root-knot nematode (Meloidogyne spp.) parasitism is a major obstacle in carrot (Daucus
carota) production in tropical and subtropical regions, causing yield and quality losses.
In Brazil, the most important species in carrots are Meloidogyne javanica and M.
incognita. The cultivar ‘Brasilia’ is the major source of resistance against these two
species. However, molecular marker systems linked to resistance factors for Brazilian
carrot cultivars are still not available, which would facilitate the selection process. In this
context, the present work aimed to validate codominant SCAR/STS molecular markers
associated with genetic resistance in a plant population of the cultivar ‘Brasilia’. A study
was carried out with an F2 population of 108 plants of the 'Brasilia #83147' cultivar (which
segregates for resistance against M. javanica). Plants were inoculated with 8000 eggs +
eventual J2 of M. javanica 30 days after sowing. Total DNA was extracted from foliar
samples and evaluated (via PCR) with codominant SCAR/STS-like markers (SQ1lssor /
SQ1700s and SQ6es0r / SQBs90s) previously identified in close connection with a resistance
locus to M. javanica (Mj-1) in the cultivar ‘Brasilia’. As for the nematological analyses,
the root systems of individual plants were evaluated at 120 days after inoculation (DAI)
regarding the number of eggs per gram of root (NOGR), the reproduction factor (FR) and
the individual quantification of galls and egg masses. Roots of individual contrasting
plants (resistant and susceptible) were vernalized and subjected to selfing (S1 generation).
Inoculation bioassay in conjunction with marker analysis confirmed that resistance is not
fixed in this population, with many susceptible individuals being detected. However, it
was possible to identify individuals with extreme resistance (immunity-like response) and
with the presence of codominant SCAR/STS markers. These individuals can now be used
or as parents in genetic studies and molecular-assisted selection of the resistance factor,
helping in the development of new Brazilian carrot cultivars resistant to M. javanica.

Keywords: Meloidogyne spp., Root-knot nematode, Parasitism, Brasilia, Yield losses.
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1 INTRODUCAO

A cenoura (Daucus carota), pertencente a familia Apiaceae, é uma cultura de raizes de
grande importancia econémica, cultivada em diversos paises ao redor do mundo devido
a sua riqueza em nutrientes. A parte comestivel da cenoura, a raiz principal, é
especialmente reconhecida por ser rica em B-caroteno, vitaminas, proteinas e outros
nutrientes essenciais (Megueni et al., 2017; Fabiyi, 2021). Atualmente, observa-se uma
disseminacéo significativa do consumo de cenouras no territério brasileiro, culminando
na colocacdo do pais entre as dez principais nacdes produtoras desse vegetal em escala
global. A producéo nacional excede 700 mil toneladas, ocupando aproximadamente 25
mil hectares de &rea cultivada. Esse notavel crescimento posiciona a cenoura como a
quinta hortalica mais cultivada e consumo em ambito nacional, conforme registros da
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) de 2020 e estudos realizados por
Dossa & Fuchs, (2017).

Uma das principais ameacas a producdo de cenouras sdo o0s nematoides-das-galhas
(Meloidogyne spp.). Esses organismos estabelecem uma relagdo parasitaria com as
plantas infectadas, criando areas metabdlicas que limitam a disponibilidade de
fotoassimilados para o crescimento das plantas. Além disso, colonizam a raiz principal,
os pelos radiculares e as raizes laterais, formando células gigantes que interrompe a
absorcdo de nutrientes e agua, resultando em danos significativos as plantas de cenoura
(Hussain et al., 2016; Khan et al., 2018). Além de reduzir o rendimento das culturas, o
nematoide provoca a formacdo de galhas e bifurcacdes nas raizes infestadas, tornando as
cenouras inadequadas para o0 mercado e resultando em perdas econdmicas consideraveis,
que podem variar de 20% a até 100% da producdo. Em casos de infestacfes severas, €
comum observar rachaduras e deformacdes radiculares graves, conforme documentado
por Pinheiro et al. (2017).

A magnitude das perdas estd associada a diversos fatores, incluindo a densidade
populacional dos nematoides, a suscetibilidade da cultivar utilizada, a espécie de
nematoide presente, o tipo de solo e as condi¢cbes ambientais, como temperatura e
umidade relativa. Tais aspectos foram investigados por Viljoen et al. (2019). A
compreensdo desses elementos € essencial para a ado¢do de medidas adequadas de
manejo desses microrganismos, visando minimizar seus efeitos negativos na producéo de

cenouras.
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Conforme apontado por Cunha et al. (2021), no contexto especifico do Brasil, as
principais espécies de nematoide-das-galhas que ocasionam perdas na producdo de
cenouras sdo a Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica e Meloidogyne hapla.
Além disso, em areas isoladas de cultivo de cenoura no pais, também é possivel identificar
a presenca da espécie Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood. Os campos infestados com
nematoide-das-galhas podem ser efetivamente manejados por meio de praticas agricolas,
conforme sugerido em estudos cientificos. Estas préaticas incluem o uso de nematicidas
quimicos, que demonstraram ser altamente eficazes no controle desses nematoides
(Vagelas & Gowen, 2012). No entanto, devido aos enormes efeitos prejudiciais a satde
humana, ao meio ambiente e a organismos ndo-alvo, o uso de nematicidas quimicos ndo
é recomendado (Damalas & Eleftherohorinos, 2011). Além disso, estudos indicam que 0s
nematoides podem desenvolver resisténcia a nematicidas, o que limita ainda mais sua
eficacia como estratégia de manejo (Molinari, 2011; Abd-Elgawad, 2020). Em
contrapartida, a aplicacdo de agentes de biocontrole tem se mostrado promissora no
controle desses nematoides (Vagelas & Gowen, 2012). A rotagéo de culturas e o uso de
plantas antagonistas também tém sido recomendados como praticas eficazes para reduzir
a populacdo de nematoide-das-galhas no solo (Hussain et al., 2011; Kayania et al., 2012).
A resisténcia genética, identificada em certas variedades de plantas, destaca-se como uma
importante estratégia de manejo, proporcionando protecdo natural a esses nematoides
(Wiratno et al., 2009). A utilizacdo de cultivares com resisténcia genética representa uma
das estratégias mais eficazes, economicamente viaveis e de baixo impacto ambiental para

mitigar as perdas ocasionadas por tais organismos (Mattos et al., 2019).

A cultivar 'Brasilia’ destaca-se como a principal fonte de resisténcia as espécies do género
Meloidogyne (Simon et al., 1997). Utilizando marcadores moleculares, como RPAD e
QTL, foi identificado um loco denominado Mj-1, localizado no cromossomo 8 em dois
Acessos de cenoura derivados da cv. Brasilia (891091 e 971252), como relatado por
Boiteux et al. (2000). Esse gene manifesta resisténcia completa a espécie M. javanica e
resisténcia parcial a especie M. incognita. Posteriormente, em 2014, foi mapeado outro
locus que confere resisténcia a espécie M. javanica, desta vez na cultivar "P1652188",
sendo denominado Mj-2. Notavelmente, Mj-2 também esta localizado no cromossomo 8,
embora ndo mapeie para 0 mesmo local que Mj-1, conforme mencionado por Aamir Ali
et al. (2013). A descoberta de ambos os loci, Mj-1 e Mj-2, representa um avango

significativo para o desenvolvimento de cenouras resistentes ao nematoide-das-galhas.
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Nesse contexto, a identificacdo desses genes de resisténcia é de extrema importancia para
0 processo de melhoramento e desenvolvimento de cultivares de cenoura, visando
oferecer maior resisténcia ao nematoide e, consequentemente, reduzir as perdas causadas

por esses organismos patogénicos.

Os marcadores moleculares representam uma abordagem inovadora para identificar
recursos de germoplasma, utilizando polimorfismos de DNA e mRNA como base
(Sivolap, 2013). Esses marcadores tém sido extensamente empregados na pesquisa basica
e no processo de melhoramento de cenouras. Por meio dos marcadores moleculares, é
possivel analisar e caracterizar variacGes genéticas de forma mais precisa e eficiente. No
entanto, é importante destacar que, até 0 momento, nao estdo disponiveis sistemas de
marcadores moleculares associados aos fatores de resisténcia especificos para as
cultivares brasileiras de cenoura. Essa auséncia de informacBes genéticas ligadas aos
genes de resisténcia representa limitacdo para o processo de selecéo de variedades mais
resistentes aos nematoides causadores de danos as plantagdes. Neste contexto, objetivou-
se validar marcadores moleculares do tipo SCAR/STS codominantes visando a selecdo
de cultivares brasileiras de cenoura (Daucus carota) associados a resisténcia genética a
Meloidogyne javanica em casa de vegetacdo e identificar individuos com resisténcia
extrema (resposta do tipo imunidade) na populacdo F» ‘Brasilia #83147” em casa de

vegetacéo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Localizagio do experimento
Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetacdo e nos laboratérios de
Nematologia e Melhoramento e Gendmica na Embrapa Hortaligas, Brasilia-DF, Brasil
(15°55'44"S, 48°08'29"W, altitude de 996 m).

Obtencao, identificacdo e multiplicacdo de Meloidogyne javanica

Uma populacdo de Meloidogyne javanica foi inicialmente estabelecida e mantida em
tomateiro suscetivel (Solanum lycopersicum ) cultivar Santa Clara a partir de espécimes
obtidas de raizes de soja pela metodologia de Hussey & Barker (1973) modificada por
Bonetti & Ferraz (1981).0 fendtipo da isoenzima a-esterase (EST) foi determinado
utilizando extrato proteico de 15 fémeas jovens em postura (Carneiro et al.2000), o qual
apresenta 3 bandas principais (Rm: 1,0; 1,4; 1,6) (Carneiro & Almeida, 2001). De cada
fémea identificada na analise biogquimica, foi separada uma Unica massa de ovos e
inoculada em tomate cv. Santa Clara para posterior utilizacdo. As enzimas esterases séo
consideradas as mais precisas para identificacdo das espécies de Meloidogyne.
2.3 Delineamento experimental

O desenho experimental utilizado foi em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com uma populacdo F2 de 108 plantas da cultivar ‘Brasilia #83147 (que segrega para
resisténcia a Meloidogyne javanica). A unidade experimental foi constituida de uma
planta por vaso com capacidade para 2,6 L litros contendo uma mistura de solo e areia
esterilizada na proporcéao (2:1). As cultivares ‘Rutgers’ (sem Mi-1.2) e ‘Nemadoro' (com
Mi-1.2) foram utilizadas como testemunhas, a fim de verificar a viabilidade inoculo. A
populacdo de coloragdo externa roxa Pop-750 (CRO) (sabidamente altamente suscetivel
a M. javanica) também foi empregada como testemunha. Neste estudo, justifica-se ndo
adotar um delineamento experimental com repeticdes uma vez que cada planta de cenoura

€ Unica e portanto pode apresentar particularidade genética.

2.4 Instalacdo e conducao dos experimentos
O experimento (Fig. 5.1 A,B,C e D) foi conduzido entre 02 de julho de 2022 a 31 de
Outubro de 2022. Inicialmente, a semeadura da populacdo F2 de 108 plantas da cultivar
‘Brasilia #83147’ foi realizada em vasos de polietileno com capacidade para 2,6 L,
contendo uma mistura de solo e areia esterilizados na proporcdo (2:1). A irrigacdo foi

feita mediante as necessidades das plantas, mantendo o solo Umido, evitando o
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encharcamento. Trinta dias apds a semeadura foi realizada o desbaste manual das
plantulas de cenoura, deixando apenas uma planta por vaso e em seguida foi realizada a

inoculagdo dos nematoides.

4

Figura 5.1. A: Fenotipagem da populagido F2 de ‘Brasilia #83147” aos 30 dias ap6s a semeadura (DAS)
com desbaste; B: Plantas adultas com 90 dias apds a semeadura (DAS); C: Raiz de tomateiro cv. ‘Rutgers’
(suscetivel) aos 65 dias apds a inoculagdo com Meloidogyne javanica; D: Raiz de cenoura ‘Roxa’
(suscetivel aos 120 dias ap6s a inoculagdo com Meloidogyne javanica. Foto: Dwillian F. Cunha

2.5 Preparo de suspensao e inoculacéo das plantas de cenoura

O preparo da suspensao foi realizado conforme Hussey & Barker (1973) modificada por
Bonetti & Ferraz (1981). Meloidogyne javanica foi extraido dos sistemas radiculares do
tomateiro “Santa Clara”, sabidamente suscetivel a M. javanica. Plantas foram inoculadas
com 8000 ovos + eventuais J2 de M. javanica Carvalho (2020) aos 30 dias apds a
semeadura, depositadas em 3 orificios de 2 cm de profundidade entorno da planta (Fig.
5.2)
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Figura 5.2. A: Marcacdo dos orificios para deposicao do inéculo B: Inoculacéo de suspenséo de ovos + J2
de Meloidogyne javanica em uma populacdo F2 de ‘Brasilia #83147°. Foto: Dwillian F. Cunha

2.6 Confirmacao da associacdo com um locus de resisténcia ao M. javanica

(Mj-1)

DNA total foi extraido de amostras foliares e avaliadas (via PCR) com marcadores do
tipo SCAR/STS codominantes (SQ1850R / SQ1700S e SQ6650R / SQ6590S)
previamente identificados em estreita ligagdo com um locus de resisténcia a M.
javanica (Mj-1) em ‘Brasilia’.Uma metodologia CTAB 2 x modificada foi empregada
para purificagdo de &cidos nucléicos (Boiteux et al., 1999), utilizando amostras de
folhas apicais jovens (Fig. 17a). O Pellet de DNA foi lavado cuidadosamente com
etanol a 70%. Os tubos de microcentrifuga foram entdo colocados em uma estufa a 37
°C por 20 min, e ressuspensos em 100 mL de tampéo Tris-EDTA + RNase. As amostras
purificadas foram agitadas/homogeneizadas em vortice e armazenadas em um freezer
(-20°C).

O par de primers utilizado para amplificar os marcadores no locus SQ1 (Fig. 5.3 A e
B) foi [5-GGA cgA TGG CCA GGG AAA GC-37 e [5-AAC CAA GTC ACG CCA
ACA GTA ATT-3]. O volume final da mistura foi de 25 pL (23 pL master mix +2 pulL
DNA). O master mix consistiu del1,32 uL de agua milliQ, 2,5’ uL de tampédo Taq
polimerase 10 x (Tris-HC1 100 mM, pH 8,3; KCI 500 mM), 5,7 uLL. de dNTPs (0,5 mM,
Invitrogen), 0,5 uL de cada primer (0,5 mM), 2,3 uL de MgCl12 (25 mM), 0,18 uL de
DNA polimerase Tag DNA polimerase (5 U/ pL, Invitrogen) (Fig. 17b). As
amplificagdes foram realizadas com o0s seguintes pardmetros: passo inicial de
desnaturacéo a 94°C por 2 min;40 ciclos de desnaturacao a 94°C por 30 s, anelamento
a 59°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1,5 minutos; e uma etapa final de extensao
de 68°C por 10 min. Foi adicionado azul de bromofenol (5 uL) em cada amostra, e
os fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese em tampéo

TBE (Tris-borato 40 mM, EDTA 1 mM), em um gel de agarose a 1,7% suplementado
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com brometo de etidio, a 80 V por um periodo de aproximadamente 4 a 5 horas. Os
géis foram fotografados sob luz UV. Omarcador 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen)
foi colocado para localizacdo do perfil de amplificacéo.

=Y =7

v RS RST8] Y.
Figura 5.3. A: Coleta de material vegetal da populacdo F2 de ‘Brasilia #83147’; B: Aplicacdo do
master mix + suspensdo de DNA em cada amostra. Foto: Dwillian F. Cunha

2.7 Avaliacao dos experimentos

Aos cento e vinte dias apos a inoculacdo, os sistemas radiculares das plantas foram
coletados e avaliadas as varidveis nematologicas: numero de ovos por grama de raiz
(NOGR) e fator de reproducéo (FR), calculado pela relacdo de Oostenbrink (1966), além
do estudo de outras variaveis (Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Variaveis empregadas na correlacdo com o fator de reproducdo (FR) de
acessos de cenoura sob uma suspensédo de in6culo de 8 mil ovos + eventuais juvenis de

Meloidogyne javanica avaliados aos 120 DAI. Brasilia, DF, 2023.

Variaveiss Sigla
Preso fresco (g) PF
Massa da raiz secundaria (g) MR
Massa da casca (g) MC
Ovos + J2 na raiz secundéria 0J2
Ovos + J2 na casca 0J2C
J2 no solo J2S
NUmero de ovos por grama de raiz secundaria NOR
Numero de ovos por grama de casa NOC
Comprimento (cm) COM
Diametro (cm) DIA
Tricomas TRI
Fator de reproducéo FR

Foi realizado o teste de correlacdo simples entre as variaveis, a fim de verificar quais
variaveis que influenciam, ou que estdo correlacionados positivamente ou negativamente
com o FR. Néo foi empregado o indice de galhas (IG) e do indice de massas de ovos
(IMO) de cada planta, proposta por Taylor & Sasser (1978) tendo em vista que a

metodologia e escala de notas desenvolvidas sdo empregadas para espécies da familia
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Solanaceae, ndo sendo adequadas para plantas da familia Apiaceae. Os sistemas
radiculares foram lavados em &gua cuidadosamente (Fig. 5.4) e avaliados 0s seus pesos
frescos (g), para posterior calculo do nimero de ovos por grama de raiz.

com solo nas raizes sendo imersa em dgua. B: Cenoura com o sistema radicular limpo, sem solo. Foto:
Thavio J. B. Pinto

Em seguida, os sistemas radiculares foram processados separadamente, para extracao de
0vos e eventuais juvenis do segundo estadio de Meloidogyne javanica conforme técnicas
de Hussey & Barker (1973) modificada por Bonetti e Ferraz (1981), a qual foi realizada

a extracdo de ovos e juvenis recem-eclodidos (J2).

Os nematoides foram extraidos do solo pela metodologia da flotagdo-centrifugacéo
(Jenkins, 1964), que consiste em uma aliquota de solo de 300 ml, peneira de 20 Mesh
sobreposta a de 400 Mesh e solucdo de sacarose com 500 g de agucar dissolvidos em 500

ml de agua.

Quanto a extracdo de nematoides da casca da cenoura, retirou-se aproximadamente 0,3
cm de espessura de casca da raiz principal, sendo posteriormente realizado a extracéo de
0Vo0s e eventuais juvenis do segundo estadio de M. javanica conforme técnicas de Hussey
& Barker (1973) modificada por Bonetti e Ferraz (1981),

2.8 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada com auxilio do software Genes (Cruz, 2016).
Antes da analise, os dados foram verificados quanto a normalidade pelo Teste de
Lilliefors, e todos estavam normais. Para o estudo da fenotipagem, os dados foram

submetidos a analise simples de média, mediana, varidncia e desvio padrdo. N&o foi
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possivel comparar médias, pois ndo houve repeticdes no experimento por serem plantas
de uma populacdo F2 onde cada planta é Unica. Nas tabelas as médias apresentadas sao
as originais sem transformagdo. Foram estimados também o coeficiente de variacdo
ambiental (CV), coeficiente de variacao genotipico (CVg) de acordo com Cruz & Regazzi
(2001).

\/ quadrado médio residual
Média

CVv=100X

2

Média’
_ quadrado medio dos Acessos — quadrado medio residual

sendo g2

CV(g) =

numero de repeti¢des
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diante da importancia socioecondmica da cultura da cenoura no Brasil, bem como dos
impactos significativos, como a redugdo da produtividade, descarte de cenouras e até
mesmo o abandono das areas pelos produtores (Pinheiro et al., 2017), torna-se importante
adotar a utilizacdo de cultivares com resisténcia genética como uma estratégia eficaz,
economicamente vidvel e ambientalmente sustentavel para mitigar os danos causados por

nematoides-das-galhas (Mattos et al., 2019).

Os coeficientes de varia¢do (CV) do fator de reproducéo (FR), do nimero de ovos por
grama de raiz (NOGR) e de ovos+J2 foram maiores em comparagdo com a variavel massa
total para a avaliacdo da viabilidade do inéculo. No entanto, a razdo entre o CV genético
(CVg) e o CV ambiental (CV) indica a predominancia da variagdo genética sobre a
variacdo ambiental, e essa razdo é maior do que a unidade (1,0) para 0 NOGR e FR, e

bem proxima da unidade para ovos+J2 (Tabela 5.2).

Tabela 5.2. Viabilidade do inéculo de Meloidogyne javanica de acordo com as
testemunhas padrdes, Brasilia, DF, 2023.

Genétipos MassaTotal g Ovos+J2 NOGR FR [€] IMO
Rutgers 17,81 a 142585,75 a 2569764,28a 17,82 a 5 5
Nemadoro 13,06 a 250,00 b 3481,25 b 0,03b 1 1
Média 15,43 71417,87 1286622,76 8,92 3 3
cv 30,11 48,99 73,91 48,98 - -
Cvg/CV 0,63 0,99 1,87 2,85 - -

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferiram a 5% pelo teste t.

Ou seja, os resultados desse estudo indicam que as condi¢cdes ambientais e experimentais
tiveram pouca influéncia na viabilidade do in6culo de Meloidogyne javanica (Falconer &
Mackay, 1996). Isso sugere que fatores genéticos sdo mais determinantes para o fator de
reproducdo (FR), nimero de ovos por grama de raiz (NOGR) e ovos+J2 em comparacao
com a variacdo resultante das condigdes do ambiente e das técnicas experimentais
utilizadas. O estudo da fenotipagem n&o permitiu comparar médias, pois ndo ha
repeticdes, uma vez que cada planta pode apresentar genética diferente. No entanto, apds
a andlise do desvio padrdo de 10,07, foi possivel considerar como superiores 0 grupo
formado desde a planta 24 (a primeira da tabela) até a planta 21. Dessa forma, o grupo
compreendeu valores entre 0 < FR < 10,00 e o menor FR (FR= 0) verificado para 19

plantas de cenoura (Tabela 5.3)
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Tabela 5.3. Fenotipagem na ordem crescente de FR de cenouras quando submetidas a uma inoculacdo com 8 mil ovos + eventuais juvenis de M.
javanica (O+J2) aos 120 DAI, Brasilia, DF, 2023.

Gen FR Gen FR Gen FR Gen FR Gen FR
24 0,00 67 0,10 8 0,50 81 2,10 12 9,50
76 0,00 108 0,10 46 0,50 69 2,10 21 10,00
85 0,00 30 0,10 53 0,60 26 2,50 61 10,90
87 0,00 59 0,10 60 0,60 68 2,50 45 12,80
90 0,00 54 0,10 25 0,60 107 2,70 4 13,20
98 0,00 16 0,10 1 0,70 52 2,80 58 14,00
57 0,00 63 0,10 29 0,80 82 2,90 5 14,20
71 0,00 95 0,10 44 0,80 86 3,80 6 14,30
102 0,00 20 0,10 65 0,90 19 3,90 37 14,80
103 0,00 43 0,10 74 0,90 42 4,10 80 15,10
106 0,00 62 0,10 66 1,10 13 4,10 18 16,70
9 0,00 27 0,20 73 1,30 28 4,20 78 31,40
47 0,00 39 0,20 56 1,50 64 4,20 36 38,60
15 0,00 79 0,20 94 1,50 70 4,40 14 51,70
72 0,00 40 0,20 105 1,70 22 4,90 97 101,80
104 0,00 55 0,20 31 1,80 10 5,10 48 295,60
17 0,00 33 0,30 51 1,80 C. roxa 5,20

50 0,00 7 0,30 92 1,90 77 5,30

101 0,00 3 0,30 11 2,00 38 5,40

93 0,10 83 0,30 34 2,10 41 5,40

100 0,10 84 0,40 32 2,10 99 5,90

96 0,10 88 0,40 49 2,10 2 6,20

Média 7,21

Mediana 0,68

Variancia 922,62
Desvio P. 10,07

Gen: acesso; FR: fator de reproducéo

O grupo compreendido entre as plantas 24 e 74 (0 < FR < 1,00) consiste em plantas resistentes a M. javanica, caracterizadas por apresentarem

indice de galhas (IG) e numero de ovos por grama de raiz (NOGR) com valores inferiores, além de um valor de fator de reproducdo (FR) menor
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que 1, conforme descrito por Oostenbrink (1966). Esses resultados indicam que ha menor populacdo final do nematoide presente em comparagao
a populagdo inoculada.

A propria planta 21 ndo difere de todas as plantas acima, até a 24. A planta 21 esta compreendida no mesmo intervalo de confianca pelo desvio
padrdo, do valor do fator de reproducédo (FR) dela, que € 10, mais o desvio padrdo de 10,07, ou seja, ela também pertence ao mesmo intervalo, e
ndo difere também da planta 18, que tem valor inferior a 20,07 (10,00 + 10,07). O grupo apresentou valores entre 10 < FR < 16,70 e 0 menor FR
(FR= 10) notado para a planta 21. O padrdo de suscetibilidade (cenoura roxa), utilizada como testemunha, encontra-se no mesmo intervalo de

confianca e também n&o difere de todas as plantas abaixo, até a 80, a qual possui valor inferior a 15,27 (5,20+10,07).



O FR da cenoura roxa (FR= 5,20) foi considerado mediano a alto para esse experimento.
Também foi observado FRs muito elevados (FR>50) em 3 plantas, ou 2,7% do total, as
quais diferem entre si pelo desvio padrdo de 10,07. Notavelmente, a planta 48 apresentou
um FR de 295,60 (Fig. 5.5 A e B), que na pratica, indica que a populacéo final de ovos +
eventuais J2 de M. enterolobii observada na avaliagdo do experimento foi cerca de 296
vezes a populacéo inicial do nematoide. Da mesma forma, foi observado para a planta 97
com um FR de 101,80 (Fig. 5.5 C e D). Também foi verificado plantas com bifurcacéo
na raiz principal, o que impacta diretamente na perda de valor comercial da cenoura (Fig.
5.5 E). Por outro lado, esse experimento permitiu a obtencao de plantas com auséncia de

galhas na raiz principal (Fig. 5.5 F).

~ ) = S AR )
Figura 5.5. A e B: Planta 48 com muitas galhas e deformacGes, demonstrando alta suscetibilidade a
Meloidogyne javanica; C e D: Planta 97 também permitiu uma grande multiplicacdo de M. javanica; E:
Bifurcacdo na raiz causada pelo nematoide e F: Plantas com auséncia de galhas. Foto: Dwillian F. Cunha

Correlacgao entre variaveis:

Na quantificacdo do grau de associacdo entre variaveis relacionadas a resisténcia a
Meloidogyne javanica em uma populacdo F2 de cenouras, buscou-se inferir quais
variaveis séo significativos, ou que estdo correlacionados positiva ou negativamente com
0 FR (Tabela 5.4)



Tabela 5.4. Correlacao simples entre as variaveis e o0 FR de cenouras quando inoculadas com 8 mil O + J2 de M. javanica aos 120 DA, Brasilia,

DF, 2023.

* significativos

PF MR MC OJ2R 0J2C 72S NOR NOC COM DIA FR
MR 0,58

MC 0,57 0,35

0J2R 0,07 0.40% -0,02

0J2C  0.04 031* 002 0,66*

28 -014 003 -004 049* 061*

NOR -0.12 019* -009 089* 075* 0,53

NOC  -0.06 022% -012 0.70% 086* 0.54% 0,74

COM 6o 0.25% 047* -006 -0,13 013 019* -018

DIA  0.75* 0.35% 042* 000 002 007 -015 002 021*

FR 0,07 0.39% -002 100% 066* 0,50 0,89% 0,71* -0,06 0,00
TRE 514 012 007 -004 -004 011 -012 000 015 005 0,03

PF: PesoFresco g, MR: MassaRaizSecundaria g, MC:MassaCasca g, OJ2R
NOGRRaizSecundaria, NOC: NOGRCasca, COM: Comprimento cm, DIA: Diametro cm, FR: FRraizsecundaria+casca+solo, TRI: tricomas, 1 presenca e 0 auséncia.

: ovos+J2RaizSecundaria, OJ2C: ovos+J2Casca, J2S: J2 solo, NOR:



As correlages significativas (*) com o FR foram: massa da raiz secundaria (MR); ovos
+J2 na raiz secundaria (OJ2R); ovos + J2 na casca (0J2C); J2 no solo (J2S); numero de
ovos por grama de raiz secundaria (NOR); nimero de ovos por grama de casca (NOC).
Valores iguais a 1,00 indicam correlacdo perfeita de causa e efeito com o FR, podendo
ser positiva ou negativa. Por outro lado, valores abaixo de 1,00 indicam que a correlagéo

reduziu.

Dentre todas as varidveis analisadas, o de maior correlacéo significativa com o FR foi o
OJ2R, o qual apresentou uma correlacédo perfeita de causa e efeito, ou seja, 1,00 (100%)
de correlagdo. O NOR figurou como a segunda maior correlacao significativa, com 0,89
(89%) de causa e efeito com o FR. A menor correlacgdo significativa com o FR foi a MR,
com 0,39 (39%) de correlacdo. Houve também alta relacéo significativa do NOR com o
OJ2R de 0,89 (89%), dessa vez ndo envolvendo o FR. Além disso, a menor correlacao
significativa e positiva foi notada na relagdo do NOR com a MR, a qual apresentou 0,19
(19%). N&o foi observado nenhuma variavel com correlacdo significativa e negativa com
o FR, porém, a presenca ou ndo de tricomas provavelmente ndo faz diferenca. Por outro
lado, verificou-se uma correlacdo significativa e negativa do COM o NOR de -0,18

(18%), indicando que com o aumento de um fator, o outro é reduzido.

Confirmacao da associacdo com um locus de resisténcia a Meloidogyne javanica (Mj-
1)

Além dos estudos moleculares de Boiteux et al. (2000), Simon et al. (1997; 2000) e Huang
et al. (1986) com resisténcia de cenoura ao nematoide-das-galhas (Meloidogyne spp.),
ainda ndo estdo disponiveis sistemas de marcadores moleculares ligados aos fatores de

resisténcia para as cultivares brasileiras de cenoura, que facilitaria o processo de selecéo.

Quanto a andlise via PCR, o bioensaio de inoculacdo em conjunto com a analise de
marcadores confirmou que a resisténcia nao esta fixada na populacéo da cultivar ‘Brasilia
#83147°, sendo detectados individuos suscetiveis. No entanto, foi possivel identificar
individuos com resisténcia extrema (resposta do tipo imunidade), como a planta 63 e a
presenca dos marcadores SCAR/STS codominantes (Fig. 5.6). A PCR realizada com o
par de primers no locus SQ1 [5'-GGA cgA TGG CCA GGG AAA GC-31 e [5-AAC
CAA GTC ACG CCA ACA GTA ATT-37 confirmou que as plantas com resisténcia

extrema no experimento em casa de vegetacao, planta 63 e 98, e utilizadas como controle,
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apresentaram padrbes de banda do tipo homozigoto resistente (S-R). Como esperado,
Brasilia apresentou todos os fendtipos resistentes (S-R). Os resultados corroboram a
investigacdo de Boiteux et al. (2000), revelando que o gene Mj-1 apresenta resisténcia

total a espécie M. javanica nos Acessos de cenoura derivados da cv. Brasilia.

Além disso, no estudo conduzido por Aamir Ali et al. (2014), foi possivel discernir a
presenca de um Loci de Caracteristicas Quantitativas (QTL) de relevancia para a
resisténcia ao nematoide-das-galhas Meloidogyne incognita no cromossomo 8, em todas
as trés populacbes analisadas. Vale destacar que os intervalos de suporte desses QTLS
englobaram a mesma regido que o locus conhecido como Mj-1, o qual confere resisténcia
a M. javanica. Cultivares sabidamente suscetiveis (cenoura Roxa e Nantes) foram
identificadas como homozigotas suscetiveis e, portanto, apresentaram padrdes de banda
do tipo (S-S), com excecdo de duas amostras (planta 11 e 14). A cultivar Rainbow Mix
F1, cenouras coloridas, apresentou fenotipos resistentes (S-R) e heterozigotos (R-S),
enquanto a cultivar Carota da Foraggio Jaune Du Doubs, cenoura de cor amarela,
apresentou apenas fendtipos resistentes (S-R). Apesar de essas cultivares ndo serem
brasileiras, foram utilizadas devido as caracteristicas comerciais ainda ndo presentes no

mercado nacional.

Fl, Ca Ca Ca Ca Ca Ca GCa Br Br Br Br Br Br Br Br Br 2
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Figura 5.6. Eletroforese em gel de agarose (1,7%) dos marcadores SCAR/STS codominantes previamente
identificados em estreita ligagdo com um locus de resisténcia a M. javanica (Mj-1) em ‘Brasilia #83147".
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Detecgdo da presenca e auséncia do gene MJ-1 para resisténcia a M. javanica nas cultivares de cenoura:
Roxa (R), Nantes (N), Rainbow Mix F1 (F1), Carota da Foraggio Jaune Du Doubs (Ca), Brasilia (Br) e nas
cultivares controle n° 63 e 98 (P). S-R= Homozigoto Resistente; S-S= Homozigoto Suscetivel e R-S=
Heterozigoto. Os alelos SQ1800R painel A e painel B resistentes apresentaram uma banda alta simples. Os
alelos SQ1700S painel A e painel B suscetiveis sdo dotados de uma banda baixa simples. A PCR foi
realizada utilizando. O par de primers utilizado para amplificar os marcadores no locus SQ1 foi [5'-GGA
cgA TGG CCA GGG AAA GC-3 e [5-AAC CAA GTC ACG CCA ACA GTA ATT-31. MM marcador
molecular 1kb plus DNA Ladder (Invitrogen).

Além disso, Simon et al. (2000) também apresentaram evidéncias de que dois genes
bastante proximos em fase de acoplamento explicam a resisténcia a M. javanica no locus
Mj-1, portanto, hd alguma evidéncia de que mais de um gene afeta a resisténcia a

nematoides.
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4. CONCLUSOES

Foi possivel constatar, por meio de um bioensaio de inoculagdo em conjunto com
uma analise de marcadores, que a resisténcia ndo esta uniformemente estabelecida
na populacdo 'Brasilia #83147'. Foram identificados alguns individuos
suscetiveis. Contudo, destacou-se a identificacdo de exemplares com resisténcia
extrema, caracterizada como resposta de imunidade. Essa identificagdo foi
viabilizada pela presenga dos marcadores SCAR/STS codominantes, cujo
desenvolvimento original ocorreu no contexto de uma populacéo de cenouras nos
Estados Unidos.

Esses resultados sugerem que os marcadores SCAR/STS codominantes podem ser
valiosos para a selegdo de cenouras resistentes a Meloidogyne javanica em
programas de melhoramento genético no Brasil, permitindo a identificacdo e
transferéncia mais eficazes de alelos de resisténcia para diferentes linhagens e

acessos genéticos.
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CONCLUSOES GERAIS DA
DISSERTACAO

e Todos os acessos de tomateiro (Solanum lycopersicum) avaliados se comportaram
como suscetiveis sob os quatro niveis de inoculo testados de Meloidogyne
enterolobii, demonstrando mais uma vez a rapida necessidade da busca de fontes
de resisténcia e o0 risco eminente que esse nematoide representa para a agricultura

brasileira.

e O estudo sugere que a dose de in6culo compreendida entre 1000 a 2000 ovos +
eventuais juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne enterolobii, em plantas
de tomate com 15 dias ap6s a semeadura e com 15 cm de comprimento, durante
0s meses de primavera e verdo, pode ser considerada Otima e muitas vezes
suficiente para desencadear a expressdo maxima dos sintomas nos tomateiros em
estudo. Provavelmente, essa metodologia poderé ser empregada para os futuros

trabalhos com Meloidogyne no tomateiro.

e Foi possivel identificar que o gene de resisténcia Mi-1.2 presente nos materiais
resistentes as espécies de Meloidogyne ndo confere um efeito residual
significativo a espécie de nematoide-das-galhas Meloidogyne enterolobii.

e Esse estudo mostrou o panorama atual de vasta gama de hibridos de tomates com
resisténcia aos nematoides-das-galhas com maior ocorréncia em campos de
producdo, Meloidogyne javanica e M. incognita raca 1. Estes resultados séo
importantes para agrénomos, técnicos, extensionistas e produtores na indicacéo e
escolha da melhor cultivar/hibrido com resisténcia as espécies de nematoide-das-

galhas estudadas.

e O trabalho permitiu a identificacdo de exemplares com resisténcia extrema na
cenoura Brasilia e a validacdo dos primeiros marcadores SCAR/STS

codominantes para populagdes de cenoura no Brasil.
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