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Resumo: O nematoide das galhas Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood, 1949 é um
dos mais importantes patodgenos na cultura do algodao (Gossypium spp.), além de ser amplamente
distribuido. Os objetivos deste estudo foram avaliar a variabilidade genética entre populagdes brasi-
leiras de M. incognita e agressividade/viruléncia dessas populagdes em diferentes cultivares de al-
godoeiro. Cinco isolados de M. incognita e um isolado de M. enterolobii (outgroup) foram utiliza-
dos nas analises moleculares. Os resultados mostraram que apenas 2,7% dos fragmentos de DNA
foram polimorficos. Apesar da existéncia de duas racas (ragas 3 e 4) ¢ dois fendtipos de esterase (I1
e 12), foi observada uma baixa variabilidade genética entre os isolados, o que pode ser devido ao
modo de reprodugao partenogenético mitdtico do patdgeno. A agressividade/viruléncia entre os iso-
lados em relacdo a diferentes genotipos de algodoeiros também foi estudada. Nenhuma das popula-
¢Oes foi virulenta aos gendtipos de algodoeiros resistentes M-315 RNR, TX-25, CIR1343, Wild
mexicano Jack Jones e CIR1348, que apresentaram FR <1.0. Duas populacdes de M. incognita dos
estados de Mato Grosso do Sul e Parana (Umuarama) (ragas 4 e 3, respectivamente) foram alta-
mente agressivas em relacdo ao controle suscetivel FM966 e virulentas para os acessos LA-887 ¢
Clevewilt-6 que mostraram resisténcia moderada a outras populagdes testadas.

Palavras—chave: agressividade, marcadores moleculares, nematoides das galhas.

1. INTRODUCAO

O nematoide das galhas (RKN) Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood, 1949 ¢
um importante patégeno do algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) em areas produtoras em todo o
mundo (Starr et al., 2005), causando danos diretos ¢ aumentando a incidéncia e a severidade de
outras doengas, em particular, da fusariose, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum (Atk.) Snyd. Hans (Jeffers & Roberts, 1993; Abawi & Chen, 1998). As ragas 3 ¢ 4
desse patogeno sdo capazes de parasitar o algodoeiro nos EUA (Veech & Starr, 1986) e no Brasil.

O controle mais eficiente para o nematoide das galhas é por meio da utilizagdo de variedades
resistentes que ajudam a controlar a doenga e manter o rendimento da cultura, enquanto diminuem
a populacdo de nematoides presentes no solo, protegendo assim os proximos cultivos (Ruano et al.,
1997; Davis & Kemerait, 2009). No entanto, a exposi¢do continua de variedades resistentes a
nematoides pode induzir o aparecimento de isolados capazes de quebrar a resisténcia, o que pode
ocorrer em algumas geracdes (Netscher, 1977, Janssen et al, 1998). Além do desenvolvimento de
viruléncia em condigdes experimentais, observou-se quebra de resisténcia em campo, inclusive, em
populagdes ndo expostas anteriormente a cultivar resistente (Roberts & Thomason, 1989). As
espécies partenogenéticas do género Meloidogyne apresentam uma elevada capacidade de
responder a selecdo ambiental, além disso, sua capacidade de superar os genes de resisténcia de
plantas tem sido demonstrada (Roberts, 1995; Castagnone-Sereno, 2002, Castagnone-Sereno,
2007). Grande parte das informagdes sobre viruléncia em Meloidogyne spp. esta relacionada com o
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gene Mi de resisténcia em tomateiro (Roberts 1992, Roberts 1995) ou genoétipos de feijdo caupi
com o gene de resisténcia Rk (Roberts et al., 1995).

O desenvolvimento das técnicas de biologia molecular tem aberto novas perspectivas para
a identificagdo de espécies e para o estudo da variabilidade intra-especifica de Meloidogyne spp.
(Castagnone-Sereno et al., 1991, 1993). Marcadores moleculares neutros, como RAPD, AFLP e
ISSR, foram usados para analisar a diversidade de espécies de Meloidogyne (Castagnone-Sereno et
al., 1994; Blok et al., 1997; Semblat et al., 1998; Randig et al., 2002; Fargette et al., 2005; Carneiro
et al., 2004; 2008; Muniz et al., 2008;. Santos et al, 2012; Correa et al., 2013). No algodao, os
estudos sobre a variabilidade da agressividade ou viruléncia entre popula¢des de Meloidogyne
ainda sdo escassos (Elliott et al, 1998; Zhou et al, 2000; Anwar & McKenry, 2007) e, ndo estdo
disponiveis relatos sobre a extensdo da variabilidade genética de isolados de M. incognita nessa
cultura. O presente estudo teve como objetivo estudar a variabilidade genética de populagoes de M.
incognita coletadas em areas de producdo de algoddo através dos marcadores moleculares neutros
RAPD, ISSR ¢ AFLP ¢ analisar a reagdo de genotipos de algodoeiros quanto a resisténcia ou
suscetibilidade as populagdes de M. incognita coletadas em areas produtoras de algodéo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Identificacio de espécies e racas do nematoide: Cinco populagdes de M. incognita
patogénicas ao algodoeiro (Gossypium spp.) foram obtidos a partir de plantios de algoddo de
diferentes regides do Brasil (Tabela 1). Essas populagdes foram identificadas por meio dos
perfis de esterase (EST) ¢ malato-desidrogenase (MDH) de acordo com protocolo de Carneiro
& Almeida (2001). As ragas de M. incognita foram determinadas de acordo com o método
apresentado por Hartman & Sasser (1985). Uma populacdo de M. enterolobii foi utilizada
como outgroup na analise da diversidade genética.

Tabela 1. Populagoes de Meloidogyne spp. de diferentes regioes do Brasil utilizadas no estudo.

‘1 Fenétipos!
Espécie/Raca Codigo (33 Origem geografica P
populacao Est Mdh
M. incognita MT- R4 Campo Verde - MT 2 N1
Raca 4
M. incognita PR-R3 (LON) Londrina — PR 11 N1
Raca 3
M. incognita PR-R3 (UMU) Umuarama — PR 12 N1
Raga 3
M. incognita MTS-R3 Dourados — MS 12 NI
Raga 3
M. incognita BA-R3 Luis Eduardo Magalhdes - BA 12 NI
Raga 3
M. enterolobii MENT Petrolina — PE VS1-S1 Nl a

'Est =Esterase, Mdh=Malato desidrogenase.

2.2 Extracio de ovos e preparacio de DNA: a obtengao de ovos para posterior extracdo de DNA
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seguiu o protocolo descrito por Carneiro ef al. (2004).

2.3 Técnica PCR-RAPD: a técnica PCR-RAPD foi realizada num volume final de 13 pl,
contendo: 3 pl de DNA total [3 ng/ul]; 0,4 ul do primer [10 uM] (Operon Tecnologies); 2 ul de
dNTP [1,25 mM] (Invitrogen); 1,3 pl tampao 10X com MgCl, (Phoneutria Biotecnologia e
Servigos — Pht); 0,2ul da enzima Taq DNA polimerase (SU/ pl) (Pht) e 6,1 pl de agua Milli-Q, no
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final, em cada reacao foi adicionado um gota de 6leo mineral. As amplificagdes foram realizadas
em termociclador (PTC-100, MJ Research) programado nas seguintes condi¢des: 5 min. a 94 °C,
40 ciclos de 30 seg. a 94°C, 45 seg. a 36°C, 2 min. a 70°C, e uma elongagdo final de 10 min. a 70°C
(Randig et al., 2002). Os fragmentos amplificados com 22 primers RAPD foram separados por
meio de eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao TBE 0,5% (90 mM Tris-basico, 89 mM
acido borico, 2 mM EDTA, pH 8,3) a uma corrente constante de 100 mA por aproximadamente 3
horas e corado com brometo de etidio (0,3 pg/ml) ¢ visualizados sob luz UV. Foram utilizados os
seguintes primers de RAPD (Operon Technologies) para este estudo: A18, B0O1, B06, B12, C09,
D05, D13, D20, E18, G03, GO05, J10, J19, K04, K07, K16, L08, M20, N10, P02, R04 ¢ R0O7. A
escolha dos primers foi aleatoéria.

2.4 Técnica PCR-ISSR: as reagdes de amplificagdo foram realizadas num volume de 13 uL
contendo 9 ng de DNA gendmico, utilizando as condi¢cdes de PCR descritas por Carneiro et al.
(2008). Nove primers ISSR (Integrated DNA Technologies) foram utilizados: (CA)S, (AC)S,
(CCA)S, (CA)8 CTCT T, (GT)8YA, (GACA)4 e (GTC)6. Os produtos de amplificacdo foram
separados por electroforese em gel de agarose a 1,5% como mencionado para os de RAPD.

2.5 Técnica PCR-AFLP: o protocolo deste experimento foi de acordo com Suazo & Hall (1999).
O DNA gendmico extraido dos ovos foi clivado por uma enzima de restri¢do (EcoRI). Adaptadores
especificos foram ligados aos terminais dos fragmentos gendmicos gerados pela clivagem. Os
adaptadores EcoRlI (upper e lower) foram aquecidos a 95°C durante 5 min. no termociclador (PTC-
100), e em seguida mantidos a temperatura ambiente durante cerca de 10 min.

A reacdo de ligacao/digestdo dos adaptadores ao DNA consistiu num volume final de 20 ul,
contendo: 2ul de tampao 10X da T4 DNA ligase, 2 ul de NaCl 0,5M, 0,5 ul de BSA, 2pul dos
adaptadores EcoRI (25 uM), 0,5ul de cada enzima EcoRI (12 U/ul), 1 ul da T4 DNA ligase (1
U/ul), 2pl de agua Milli-Q, 10ul de DNA (100 ng/ul). Essa reagdo foi incubada a 37°C
“overnight”. A partir de cada reagdo retirou-se 5 pl para corrida em gel de agarose 1,5% a fim de se
conferir a digestao.

Ap6s verificagdo da digestdo de cada amostra, o restante da reagdo (15 pl) foi diluido a um
volume de 150 pl para a realizagdo das reagdes de PCR.

Do total de 150 pl, utilizou-se 1 ul do DNA digerido para cada reagdo. A reagdo de PCR
com DNA digerido e ligado com adaptadores foi realizada em volume final de 25 ul, contendo: 1 ul
de DNA total, 2,5 pl de tampao 10X, 1 pl de MgCI2 [50 mM], 1 pl do primer [10 uM], 0,5 ul ANTP
[10 mM], 0,3 ul da enzima Taq DNA polimerase (5 U/ul), 18,3 ul de agua Milli-Q, cada reagdo foi
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coberta com 6leo mineral para evitar evaporagdo. O termociclador (PTC-100) foi programado com
as seguintes condi¢des: 1 min. a 95 °C; 37 ciclos de 1 min. a 94 °C, 1 min. a 56 °C ¢ 2 min. ¢ 30
seg a 72 °C; e um ciclo de extensdo final de 5 min. a 72 °C.

A subpopulagdo de fragmentos amplificados foi separada em gel de alta resolucdo 1,5 % agarose-
synergel, sendo 0,7 % agarose ¢ 0,4 % Synergel (Diversified Biotech Synergel™), a uma corrente
constante de 100 mA por aproximadamente 3 horas. Para visualizacdo, os géis foram corados com
brometo de etidio (0,3 pg/ml) e visualizados sob luz UV. Uma série de treze primers foram
utilizados (Integrated DNA Technologies), consistindo na sequéncia dos nucleotideos do adaptador
da EcoRlI GACTGCGTACCAATTCAGT, seguida de mais trés nucleotideos aleatorios na
terminacgdo 3": AGT, TCA, ATT, GCG, CAG, TGG, CCT, ACC, CCG, CGA, CTC, CAT e CCG. Os
produtos de amplificagdo foram separados por electroforese como descrito acima para os
marcadores ISSR ¢ RAPD. Os experimentos com os trés tipos de marcadores foram realizados duas
vezes.

2.6 Analises de polimorfismo: para cada tipo de marcador, os fragmentos amplificados foram
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registrados como presente ou ausente a partir das fotografias digitalizadas dos géis, e esses dados
foram convertidos em uma matriz bindria. A reconstru¢do filogenética foi realizada utilizando o
método filogenético UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean),
implementado no programa PAUP* versdo 4b10 (Swofford, 2002). Uma analise individual e outra
combinada dos trés marcadores foi realizada com 1000 repeticdes de bootstrap para testar a
significancia do dendrograma obtido. A correlagdo entre as matrizes de distdncia genética foram
estimadas com o teste de Mantel com 10.000 permutagdes usando o programa IBDWS (Jensen et
al., 2005).

2.7 Genétipos de Gossypium: acessos de G. hirsutum ¢ G. barbadense utilizados neste estudo
(Tabela 2) foram obtidos a partir do CIRAD ou das cole¢des de germoplasma da Embrapa. Estes
genotipos foram previamente testados e mostraram-se moderadamente a altamente resistente a uma
populagdo de M. incognita raga 3 (Mota et al., 2012). A cultivar FiberMax966 (FM966) foi
utilizada como um controle susceptivel, enquanto a cultivar M-315 foi utilizada como controle
resistente.

Tabela 2. Descri¢do dos acessos de Gossypium spp. utilizados no estudo.

Nome do acesso Espécie Origem do acesso
G. barbadense race Peru — wild accession; Cirad acesso n°
CIR1348 barbadense CIR1348

USA — cultivar obsoleta com resisténcia

Clevewilt-6 G. hirsutum moderada ao nematoide das galhas

Fibermax966(FM966) G. hirsutum Australia — variedade commercial
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LA-887 G hirsutum USA — cultivar 0b§oleta com resisténcia ao
nematoide das galhas
M-315 RNR G hirsutum USA - llnhagem'altamente resistente ao
nematoide das galhas
TX-25 G. hirsutum race Mexico — acesso selvagem;
punctatum NPGS PIn° 154035
G. barbadense race Peru — acesso selvagem; Cirad acesso n°
CIR1343 barbadense CIR1343
Wild Mexican Jack Jones G hirsutum Mexico — acesso selvagem; USDA acesso
(WM1IJ) ' TX-2516, NPGS PI n° 593649

2.8 Inéculo do nematoide: quatro populagdes de M. incognita raga 3, e uma populagdo da raca 4
coletadas em diferentes estados do Brasil (Tabela 1) foram utilizadas neste estudo. Antes da
inoculacdo, as populagdes foram multiplicadas em tomateiro (Solanum lycopersicum L., cv. Santa
Clara) por 3meses em casa de vegetagdo. Os ovos foram extraidos a partir de raizes infectadas
usando hipoclorito de sédio a 0,5% de acordo com Boneti & Ferraz (1981). A contagem foi feita
usando um microscopio de luz e lamina de Peters.

2.9 Avaliacdo de resisténcia ao nematoide: seis plantas de cada um dos gendtipos de algodao
foram cultivadas em vasos (20 x 15 cm) preenchidos com uma mistura (1:1) de solo autoclavado e
composto Bioplant® ¢ foram mantidas a 25-30 °C em casa-de-vegetacdo. Quarenta dias apos a
emergéncia das plantulas, os algodoeiros foram inoculadas com 10.000 ovos de M. incognita em
torno da base do caule com auxilio de uma pipeta. As plantas foram dispostas em um delineamento
inteiramente casualizado em fatorial 8x5x1, com oito repeti¢des, sendo que em cada bancada foram
colocados as seis repeticdes dos oito gendtipos e assim foram inoculadas com apenas uma
populagdo, para evitar a ocorréncia de contaminacdo. As plantas foram regadas e adubadas quando
necessario. Quatro meses apos inoculagdo, as raizes foram lavadas e pesadas. As raizes foram
coradas com floxina B e avaliados os indices de galhas e¢ massas de ovos usando a escala: 0 =
nenhuma galha ou massa de ovos; 1= 1-2 galhas ou massas de ovos, 2 = 3-10; 3 = 11-30; 4 = 31-
100, 5=> 100 galhas ou massas de ovos (Hartman & Sasser, 1985).

Os ovos foram extraidos usando o método de extracdo modificado de Boneti & Ferraz
(1981), utilizando 1% de hipoclorito de sodio. O fator de reproducao (FR) foi calculado como FR =
PF / PI, em que PF = populagdo final e PI = populagdo inicial (= 10.000). As médias do FR foram
transformadas em log (x +1), submetidas a andlise de varidncia e separadas pelo teste de Scott-
Knot (P <0,05). Os acessos foram classificados como suscetiveis (S), moderadamente resistentes
(MR) ou resistentes (R) de acordo com a analise de variancia e os conceitos de Oostenbrink (1966)
e Starr & Mercer (2009). O experimento foi repetido duas vezes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacio de populacoes de Meloidogyne incognita: dois fendtipos de esterase foram
reconhecidos entre as populagdes de M. incognita de algoddo (Tabela 1). O fendtipo I1 com uma
banda (Rm: 1,0), foi detectado na populagido de Londrina enquanto o fenétipo 12 com duas bandas,
uma banda principal (Rm 1.1) e outra menor (Rm 1,2), foi detectado nas outras quatro populagdes.
Nao foi observada correlagdo entre o fenotipo de esterase e as ragas. O fendtipo de malato
desidrogenase N1 (Rm 1.0) foi detectado em todas as populacdes estudadas.

As cinco populagoes de M. incognita reproduziram em tomateiro 'Rutgers', melancia

'Charleston Gray', em pimentao 'California Wonder' e sobre o algoddo "Deltapine 61 ', no entanto,
houve variagdo na rea¢do ao fumo resistente"” NC95 "; a populagdo 1 reproduziu em fumo e foi
classificada como pertencente a raga 4, enquanto que as populagdes 2, 3, 4 e 5 ndo reproduziram, e
foram atribuidas a raca 3.
Diversidade genética: Todos os trés marcadores foram capazes de produzir fragmentos para as
populagdes de Meloidogyne testadas. Exemplos sdo mostrados na Figura 2. Um total de 331
fragmentos amplificados foram atribuidos as popula¢des de M. incognita. O numero de fragmentos
variaram de 1-11/populagdo e variavam em tamanho de 200 a 2.500 pares de bases (pb) para
RAPD; 1-10/populagdo e 150 a 2.500 bp para ISSR e 1-16/populagdo ¢ 180 a 2.500 pb para AFLP.
No geral, apenas nove fragmentos (2,7%) foram polimoérficos neste estudo. Nenhum dos nove
primers ISSR testados apresentaram bandas polimérficas. Os primers que revelaram fragmentos
polimorficos foram os de RAPD Al18, D05, D13, D20, GO5, e os de AFLP 08 5’-
GACTGCGTACCAATTCAGTCCT-3’ ¢ 09 5’-GACTGCGTACCAATTCAGTACC-3".

Todas as bandas amplificadas foram registradas para a constru¢cdo de uma matriz de 0-1,
sobre a qual foram feitas analises de agrupamento utilizando UPGMA. O dendograma resultante da
analise conjunta dos dados de RAPD ¢ AFLP ¢é mostrado na Figura 2. As duas populagdes (raca 3)
do Parana se agruparam com bootstrap de 91%, no entanto, nenhum agrupamento geral das
populagoes de acordo com as ragas foi detectado.

A diversidade entre as populagbes de M. incognita do algodoeiro foi baixa. Uma correlagao
pequena, porém significativa entre as distdncias geograficas e genética foi observada através do
teste de Mantel. A correlagdo foi positiva, R = 0,64 (p <0,05), o que significa que as populagdes
geograficamente mais proximas também tendem a ser geneticamente proximas, enquanto as
populagoes geograficamente distantes tenderam a ser mais geneticamente divergentes.
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Figura 1: Exemplo de padrdes de amplificacio das populacdes de Meloidogyne spp. gerados
com primers RAPD GO05 (A), ISSR 32 [(GA) 6 GG)] (B) e AFLP 08 (GAC TGC GTA CCA
CAGATT T CCT) (C). M: marcador 1kb plus. Populacdes descritas na Tabela 1.
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Figura 2: Dendrograma mostrando as relacdes entre as populacoes de Meloidogyne spp.,
através da andilise conjunta dos marcadores RAPD e AFLP. Valores de bootstrap (> 50%)

com base em 1000 repeticoes. Populagdes descritas na Tabela 1.

Resisténcia de acessos de algodio a Meloidogyne incognita ragas 3 e 4: a resisténcia foi avaliada
com base em trés critérios: i- indice de galhas, ii- indice de massa de ovos e iii- fator de
reprodugdo. Todas as populagdes de nematoides testadas mostraram fatores de reprodugdo baixos
(FR<0,2) para os acessos resistentes M-315 RNR (controle resistente), TX-25, CIR1348, CIR1343,
Wild Mexican Jack Jones (Tabela 3). A formagdo de galhas e massas de ovos também foi reduzida
nesses acessos de algoddo (Tabela 4). Em contraste, o controle suscetivel (FM966), exibiu nimeros
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altos de galhas e massas de ovos, assim como altos fatores de reproducao para todas as populagoes
(Tabelas 3). Os acessos Clevewilt-6 e LA-887, considerados moderadamente resistentes,
apresentaram valores intermediarios para os indices de galhas e massas de ovos quando analisados
para as populacdes MTS-R3, BA-R3 e PR-R3 LON (Tabelas 3). Por outro lado, eles permitiram
alta formagao de galhas e massas de ovos, quando analisados para as populagdes MT-R4 ¢ PR-R3
UMU (Tabelas 3) e, foram considerados suscetiveis a elas.

Tabela 3. Fatores de reproducdo (FR) apresentados pelas cinco popula¢des de Meloidogyne
incognita ragas 3 ¢ 4 em acessos de algodoeiro selecionados.

Instituto Federal do Tocantins

Populac¢io®’/Rea¢ao>*

PR-R3 PR-R3
(UMU) (LON)

Acessos de algodio !
MT- R4? MTS-R3 BA-R3

TX-25 0,J0bR2 | 0,03dR | 00IcR | 004dR | 0,13cR
CIR 1348 0,09bR | 005dR | 025cR | 006dR | 002cR
CIR1343 0,9bR | 007dR | 025cR | 0,17dR | 020cR
Wild Mexican Jack 0,04bR | 0,10dR | 024cR | 0,60dR | 001cR
Jones

Clevewilt-6 5761aS | 461bMR | 510bMR | 38,04bS | 3,51b MR
LA-887 46,7528 | 1,69cMR | 3.8bMR | 1936cS | 1,10bMR
M-315 RNR 007bR | 001dR | 004cR | 002dR | 0,04cR
Fibermax 966 56,51aS | 19,12aS | 3671aS | 70,69aS | 2625a$S

! Acessos de algodao descritos na Tabela 2.

2Média dos valores ( 6 repetigdes) foram transformadas em log (x+1). Médias seguidas de letras
diferentes nas colunas sdo significamente diferentes (P< 0.05) de acordo com o teste de Scott-Knot.
3M. incognita descritas na Tabela 1.

4 S = Suscetivel; MR = Moderadamente resistente; R = Resistante

Apesar da existéncia de duas ragas (racas 3 e 4) e dois perfis de esterase (I1 e 12), uma baixa
variabilidade genética foi observada entre as populacdes brasileiras de M. incognita em algodoeiro.
Resultados semelhantes foram relatados para outras espécies de Meloidogyne (Castagnone-Sereno
et al., 1994; Blok et al., 1997, Randig et al., 2002; Carneiro et al., 2004; Cofcewicz et al 2005;
Santos et al 2012; Correa et al., 2013), e pode estar relacionado com o modo de reprodugdo
partenogenético mitotico dessas espécies (Triantaphyllou, 1985). A identificagdo das racas para os
nematoides das galhas ¢ importante ndo s6 para a caracterizagdo de resisténcia, mas também nos
programas de manejo em areas infestadas (Fassuliotis, 1985; Ibrahim & Lewis, 1993; Castro et al.,
2003). No entanto, embora a determinacdo da raca seja importante na pratica, Moens et al. (2009)
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recomendaram a suspensdo desta terminologia, ja que este conceito nunca foi universalmente
aceito porque mede uma parcela muito restrita da variagdo do potencial de variabilidade parasitaria.
Neste estudo, ndo foi observado relagdo entre raga, fenotipos enzimaticos (I1 e 12) e polimorfismo
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genético. Esses resultados sugerem que, para M. incognita, ragas nao t€ém um determinismo
genético, o que esta de acordo com observagdes anteriores (Carneiro & Cofcewicz, 2008). De fato,
apesar dos esforcos continuos de varios grupos de pesquisa, nenhuma correlagdo foi encontrada
entre dados isoenzimaticos/moleculares (polimorfismo infraespecifico) para diferentes espécies de
Meloidogyne (Cenis, 1993; Baum et al., 1994). Além disso, ndo observamos nenhuma correla¢do
entre raga, fendtipo enzimatico, diversidade genética e agressividade/viruléncia. Os resultados
obtidos neste trabalho podem indicar uma possivel relagdo geografica ¢ genética entre as
populagoes de M. incognita de algodao. Resultados similares foram observados para M. arenaria
em diferentes culturas (Carneiro et al., 2008). No entanto, seria necessario confirmar esta tendéncia
pela analise de um maior conjunto de populagdes desses nematoides do algoddo vindo de outros
continentes.

A variacdo fisioldgica entre espécies ou populagdes de nematoide das galhas pode ser

expressa na interagdo planta-nematoide em trés niveis: hospedabilidade ou ndo, agressividade e
viruléncia. Agressividade reflecte a capacidade de reprodugdo, tal como medida pelo FR, de
nematoides em um hospedeiro susceptivel, enquanto que a viruléncia ¢ a capacidade de se
reproduzir em uma planta com genes de resisténcia (Hussey & Janssen, 2002).
Neste estudo, considerando a cultivar FM966 como o controle suscetivel, a populagdo de PR-R3
(UMU) foi a mais agressiva, seguida pela MT-R4. As populagdes MT-R4 e PR-R3 (UMU)
quebraram a resisténcia de Clevewilt-6 ¢ LA-887, dois acessos que sdo geralmente considerados
como moderadamente resistentes a M. incognita (McClure et al., 1974; Robinson et al., 1997). A
populagdo MT-R4 (raca 4) foi mais agressiva do que a populagio PR-R3 (UMU) (raga 3),
considerando os fatores de reproducdao mais elevados observados nas cultivares moderadamente
resistentes (Clevewilt-6 e LA-887).

Nenhuma das cinco populagdes de M. incognita coletadas em diferentes areas produtoras
de algoddo foram capazes de causar elevadas formacdes de galhas e massas de ovos, nem mesmo
de apresentarem elevadas taxas de reprodugdo sobre os acessos resistentes de algodao TX-25, M-
315 RNR, CIR1348, CIR1343 ¢ Wild Mexican Jack Jones. Esses dados sugerem que a resisténcia
desses acessos de algoddo tera ampla aplicabilidade e sera eficaz nas principais regides
produtoras de algoddo do Brasil.

A resisténcia baseada em poucos genes pode impor uma pressdo de selecdo sobre as
populagoes de nematoides e acelerar o surgimento de isolados virulentos (Janssen ef al., 1990), tal
como foi observado em tomate com o gene de resisténcia Mi (Riggs & Winstead, 1959), na batata
selvagem com o gene RMC2 (Janssen ef al., 1998) ou no café com o gene Mex-1 (Muniz et al.,
2009). O elevado nivel de resisténcia a M. incognita encontrado na linhagem de algoddo M-315 e
em outras linhagens derivadas da mesma fonte Auburn 634 ndo tem sido transferido para
variedades superiores. Essa resisténcia ¢ herdada de dois genes importantes, um, possivelmente,
de Clevewilt-6 e o outro de Wild México Jack Jones (McPherson et al., 2004; Starr et al., 2010.).
Clevewilt-6 possui um gene de resisténcia recessivo que confere resist€éncia moderada a M.
incognita (Kirkpatrick & Rothrock, 2001), e acredita-se também ser a fonte de resisténcia em LA-
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887 (Jones et al., 1990). Esse mesmo alelo de resisténcia esta presente em algumas das variedades
cultivadas no Brasil, apontando para a necessidade de combinagoes de genes de resisténcia mais
eficientes. Todas as populagdes testadas foram avirulentas a M-315, que possui um gene adicional
aquele proveniente de Clevewilt-6. A resisténcia presente em Wild Mexican Jack Jones nunca foi
transferida para as variedades cultivadas no Brasil. Esse acesso apresentou, curiosamente, um
elevado nivel de resisténcia a todas as populacdes testadas, mesmo para as mais virulentas. Os
outros acessos que demonstraram altos niveis de resisténcia a todas as populagdes testadas (TX-
25, CIR1348 ¢ CIR1343) também constituem fontes interessantes de resisténcia ¢ que, ao que se
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conhece até¢ hoje, nunca foram utilizadas no melhoramento de variedades cultivadas. Estudos
estdo em curso a fim de determinar se esses alelos resistentes sdo diferentes de outros ja descritos
até hoje. A identificagdo e caracterizacdo completa de novas fontes de resisténcia que podem ser
utilizados em piramidagdo e/ou em rotagdes ¢ uma meta importante para o controle eficaz e
duradouro do nematoide das galhas do algodoeiro.

6. CONCLUSOES

As populagoes estudadas de Meloidogyne incognita patogénicas ao algodoeiro (Gossypium
hirsutum) apresentam baixa variabidade genética, o que pode estar relacionado ao seu modo de
reproducdo partenogenética mitotica.

Nenhuma das cinco populagdes de M. incognita coletadas em diferentes areas produtoras
de algodao foi capaz de causar elevadas formagdes de galhas ¢ massas de ovos, nem mesmo de
apresentarem elevadas taxas de reproducdo sobre os acessos resistentes de algoddao TX-25, M-315
RNR, CIR1348, CIR1343 ¢ Wild Mexican Jack Jones. Esses dados sugerem que a resisténcia
desses acessos de algoddo tera ampla aplicabilidade e sera eficaz nas principais regides produtoras
de algodédo do Brasil.
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