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RESUMO

ESPECTRO DE AGAO DO GENE Mi-1.2 A Meloidogyne spp. E ESTUDO DE POPULAGOES
VIRULENTAS E AVIRULENTAS EM TOMATEIRO: CARACTERIZAGAO HISTOPATOLOGICA DA
INTERACAO PLANTA-NEMATOIDE.

~ AUTOR: Mércia Gabriel
ORIENTACAO: Marlove Fatima Brido Muniz e Regina Maria Dechechi Gomes Carneiro

A cultura do tomateiro é afetada por diferentes patdgenos, entre eles os nematoides das galhas (género
Meloidogyne) que apresentam uma distribuicdo geografica ampla, alta capacidade reprodutiva no
tomateiro e causam grandes danos a cultura com perdas variando de 25-100%. Entre os métodos de
controle de espécies de Meloidogyne em tomateiro, o emprego de cultivares e porta-enxertos com
resisténcia genética € a mais eficiente das medidas preconizadas uma vez que ndo exige mudancgas
dréasticas no manejo da cultura e apresenta um baixo impacto ambiental no controle desse endoparasita. A
presente Tese teve como objetivo geral estudar o espectro de resisténcia do gene Mi-1.2 contra uma
amapla gama de espécies de Meloidogyne e confirmar uma possivel suplantacdo da resisténcia desse gene
por uma populacéo de Meloidogyne obtida na Rio Grande do Sul. Outros objetivos foram os de estimar os
efeitos da dosagem alélica do gene Mi-1.2 em sete porta—enxertos de tomateiro e avaliar a rea¢do contra
populaces de Meloidogyne de um acesso da espécie Solanun arcanum contendo o gene Mi-9. As
interacBes entre o porta-enxerto ‘Guardido’ (contendo o gene Mi-1.2) e duas populages de M. javanica
virulentas e avirulentas também foram caracterizadas via analise histologica. Os experimentos foram
realizados em laboratdrio e casa de vegetacdo. No primeiro estudo, a resisténcia conferida pelo gene/locus
Mi-1.2 foi avaliada em populagdes de 15 espécies de Meloidogyne ocorrentes no Brasil, empregando
cultivares de tomateiro Santa Clara (homozigoto suscetivel) e Debora Plus (heterozigoto resistente). Além
das espécies M. javanica, M. incognita e M. arenaria, a resisténcia mediada pelo gene Mi-1.2 se mostrou
também efetiva para: M. ethiopica, M. exigua, M. hispanica, M. inornata, M. izalcoensis, M. konaensis,
M. luci, M. morocciensis, M. paranaensis e M. petuniae. Os resultatos também confirmaram que o gene
Mi-1.2 ndoe ¢ efetivo contra M. enterolobii e M. hapla. No segundo estudo, através da caracterizacdo
bioguimica da a-esterase, do padrdo perineal e teste de patogenicidade em porta-enxerto resistente
‘Guardido’, foi possivel identificar, pela primeira vez no pais, uma populacdo de M. javanica virulenta ao
gene Mi-1.2 em é&rea de producdo no Rio Grande do Sul. No terceiro estudo, sete porta-enxertos de
tomateiro caracterizados pela técnica de PCR como homozigotos ou heterozigotos para o gene Mi-1.2,
quando inoculados com populagBes avirulentas e virulentas de Meloidogyne spp., mostraram que a
dosagem de alelos Mi-1.2 esta associada a redugdo do fator de reproducdo (FR) apenas em resposta a
populagbes avirulentas. Além disso, a variabilidade observada nos valores do FR das populagdes
avirulentas de M. javanica, M. incognita e M. arenaria detectadas dentro das condi¢des alélicas Mi-1.2,
indica um efeito de dosagem do gene, bem como uma influéncia do fundo genético da cultivar/acesso. No
estudo dos mecanismos de resisténcia/incompatibilidade (= populagdes de Meloidogyne avirulentas) e
suscetibilidade/compatibilidade (= populacdo de Meloidogyne virulentas), os juvenis do segundo estadio
(J2) da populagdo de M. javanica virulenta penetraram, sofreram trés ecdises e completaram o ciclo se
desenvolvendo em adultos férteis de maneira similar nos dois gendtipos contrastantes (suscetivel e
resistente), enquanto que na populacdo avirulenta de M. javanica, poucos J2s conseguiram penetrar no
gendtipo resistente e foi visualizada morte celular e reacdo de hipersensibilidade nos sitios da infeccéo do
nematoide. No quarto estudo, envolvendo a avaliagdo de um novo gene de resisténcia (Mi-9), os
resultados indicaram resisténcia contra populagdes de M. javanica, M. incognita e M. arenaria avirulentas
em relacdo ao gene Mi-1.2 e suscetibilidade contra populacGes de M. enterolobii e de M. javanica
virulenta ao gene Mi-1.2, indicando que a resisténcia mediada pelo gene Mi-9 ndo difere inteiramente da
controlada pelo gene Mi-1.2 em temperaturas de 25-28°C. Esses resultados mostram que a busca continua
por novas fontes de resisténcia é indispensavel, uma vez que plantas com resisténcia a M. enterolobii e a
populacbes de M. javanica virulentas ao gene Mi-1.2 ainda ndo foram identificadas.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum, Quebra de resisténcia, Suscetibilidade,
Nematoide-das-galhas.






ABSTRACT

ACTION SPECTRUM OF Mi-1.2 GENE TOWARD Meloidogyne spp. AND STUDY OF THE
RESISTANCE OF VIRULENT AND AVIRULENT POPULATIONS IN TOMATO:
HISTOPATHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF PLANT-NEMATODE INTERACTION.

B AUTOR: Mércia Gabriel
ORIENTACAO: Marlove Fatima Brido Muniz e Regina Maria Dechechi Gomes Carneiro

The tomato crop is parasitized by different pathogens, among them Root-knot nematodes (RKN), genus
Meloidogyne, which have a wide geographical distribution, high reproductive capacity and cause great
damage to the tomato crop, with losses ranging from 25-100%. Among the control methods against
Meloidogyne spp., genetic resistance, with the use of resistant tomato cultivars and rootstocks, is the most
efficient and recommended measure, in addition to not requiring a drastic change in crop management
and to causing less environmental impact in the control of this endoparasite. The present thesis has as its
general objective the study of the resistance spectrum of the Mi-1.2 gene and a possible suppression in
tomato rootstocks of this gene’s resistance to Meloidogyne spp. in Rio Grande do Sul. It also aims to
measure the resistance of seven tomato rootstocks with the Mi-1.2 gene and evaluate the reaction of a
plant of the species Solanun arcanum, with Mi-9 gene Meloidogyne spp. populations, furthermore
characterizing histologically the interaction between the rootstock - 'Guardido’ and two populations of M.
javanica (virulent and avirulent). The experiments were carried out in laboratory and greenhouse
facilities. In the first study, the resistance conferred by the Mi-1.2 gene/locus was evaluated in
populations of 15 Meloidogyne species occurring in Brazil, using tomato cultivars Santa Clara
(susceptible homozygote) and Debora Plus (resistant heterozygote). Thus, it was possible to verify that in
addition to the species M. javanica, M. incognita and M. arenaria, resistance mediated by the Mi-1.2 gene
was also effective for M. ethiopica, M. exigua, M. hispanica, M. inornata, M izalcoensis, M. konaensis,
M. luci, M. morocciensis, M. paranaensis and M. petuniae and ineffective for M. enterolobii and M.
hapla. In the second study, through the biochemical characterization of a-esterase, the perineal pattern
and pathogenicity test in a resistant rootstock, it was possible to identify a virulent population of M.
javanica, infecting the root system of ‘Guardido’ rootstock, in a production area of tomato in Rio Grande
do Sul. In the third study, seven tomato rootstocks characterized by PCR technique as homozygous and
heterozygous at the Mi locus, when inoculated with avirulent and virulent populations of Meloidogyne
spp., showed that the dosage of Mi alleles is associated with a reduced reproductive factor (RF), only for
avirulent populations. Besides that, the variability observed in the RF values of M. javanica, M. incognita
and M. arenaria avirulent populations, within the Mi-1.2 allelic conditions, indicates a gene dosing effect,
as well as influence from the genetic background of the plant. In the study of the mechanisms of
resistance (avirulent populations) and susceptibility (virulent populations), the second-stage juveniles (J2)
of M. javanica virulent population penetrated, underwent three moults and completed the cycle
developing in fertile adults, equally in both genotypes (susceptible and resistant), while for the avirulent
population of M. javanica, few J2s managed to penetrate the resistant genotype, and cell death and
hypersensitivity reaction were visualized at the nematode infection site. In the fourth study, when
evaluating the resistance of a new Mi-9 resistance gene, the results indicated resistance of the gene to M.
javanica, M. incognita and M. arenaria populations. They also indicated susceptibility with population
reduction for M. enterolobii and virulent Mi-1.2 of M. javanica, indicating that the resistance mediated by
the Mi-9 gene does not differ completely from the Mi-1.2 gene at a temperature of 25-28°C. These results
show that the continuous search for new sources of resistance is indispensable, since plants with
resistance to M. enterolobii and virulent Mi-1.2 RKN populations have not yet been found.

Keywords: Solanum lycopersicum, Resistance breakdown, Susceptibility, Root-knot nematode
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1 INTRODUCAO GERAL

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma solanécea originaria da América do
Sul, e a sua domesticacdo se deu no México, sendo considerado o centro de origem
secundario do tomateiro (BLANCA et al.,, 2015). Pode ser cultivado em regides
tropicais e subtropicais no mundo inteiro, para consumo “in natura” ou para a industria.
Entre as hortalicas é a mais importante em termos de producéo e valor socioeconémico,
uma vez que ocupa o segundo lugar em volume de producdo mundial, ficando abaixo
apenas da batata (ABREU, 2006).

A cultura do tomateiro é atacada por diferentes patdgenos, entre eles os nematoides,
destacando-se, em areas de cultivo no Brasil, as espécies pertencentes ao género
Meloidogyne (nematoide-das-galhas), que apresentam uma distribuicdo geografica
ampla, uma grande gama de hospedeiros, alta capacidade reprodutiva e causam grandes
danos a cultura com perdas variando de 25-100% (NAIKA et al., 2006; JABLONSKA
et al. 2007; SEID et al., 2015).

Em levantamentos realizados em diferentes regides do Brasil é registrada a
ocorréncia de varias espécies de Meloidogyne associadas a rizosfera do tomateiro. Além
da presenca predominante de M. javanica e M. incognita, as espécies M. arenaria, M.
ethiopica, M. enterolobii, M. morocciensis € M. hapla foram também relatadas (ROSA
etal., 2013; PINHEIRO et al., 2014).

As plantas de tomateiro, quando severamente atacadas por Meloidogyne spp.,
apresentam o sistema radicular completamente desorganizado e com poucas raizes
funcionais, interferindo no desenvolvimento da planta, refletindo na redugdo na
producdo e depreciacdo da qualidade do produto a ser comercializado (OLIVEIRA
2007a). De acordo com Alvarenga (2004), altas infestacBes pelo nematoide na fase
inicial da cultura pode ocorrer a morte de mudas no campo.

Entre os métodos de controle de nematoides em tomateiro, 0 uso de cultivares e
porta-enxertos com resisténcia genética é a medida mais eficiente e preconizada, além
de ser uma técnica rapida que ndo exige uma mudanca dréstica no manejo da cultura
(GOTO et al., 2003) e de causar menor impacto ambiental no controle desse
endoparasita (PEGARD et al., 2005).

Resisténcia da planta a patdgenos é definida como a habilidade da planta em inibir,
diminuir ou superar o ataque dos mesmos MAC KEY (1986). Segundo Roberts (2002),
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plantas resistentes a nematoides tém seus mecanismos de defesa expressos de modo a
interferir nas diversas fases do ciclo de vida e do parasitismo, restringindo ou
prevenindo a sua multiplicagéo.

Na cultura do tomate, a resisténcia a M. arenaria, M. incognita e M. javanica é
conferida pelo gene Mi-1.2 introgredido a partir da de Cruzamentos interespecificos
entre S. peruvianum a S. lycopersicum (SMITH, 1944). Esse gene € altamente eficaz na
supressédo da reproducdo de nematoides-das-galhas (ROBERTS e THOMASON, 1986;
SORRIBAS et al., 2005).

Estudos sobre o mecanismo de resisténcia mediada por esse gene tém mostrado uma
reacdo de hipersensibilidade (RH) e morte celular no local ou préximo ao local onde a
alimentacdo normalmente seria iniciada pelo J2s (juvenis de segundo estagio).
(DROPKIN, 1969; PAULSON e WEBSTER, 1972; HO et al., 1992). No entanto, essa
resisténcia nao é efetiva em temperaturas do solo acima de 32 °C (WILLIAMSON et al.,
2000; WILLIAMSON 1998), apesar de que algumas cultivares terem apresentado
resisténcia ativa em temperatura de 34 °C (ABDUL-BAKI et al., 1996; VERDEJO-
LUCAS et al., 2009).

A resisténcia mediada pelo gene Mi-1.2 também ndo se mostra efetivo contra
algumas contra algumas populacbes de espécies de Meloidogyne. (CASTAGNONE-
SERENO et al., 1993, 1994; ROBERTS, 1995; DEVRAN e SOGUT, 2010; VERDEJO-
LUCAS et al., 2012). Além disso, outras espécies de Meloidogyne podem se reproduzir
em plantas com gene Mi-1.2, como é o caso de M. enterolobii (GUIMARAES et al.,
2003; CARNEIRO et al., 2006; WESTERICH, 2012; ROSA et al., 2014) e M. hapla
(BROWN et al., 1997). No caso de populagdes avirulentas, o gene Mi-1.2 é mais eficaz
em genotipos homozigotos do que em heterozigotos de tomateiro (JACQUET et al.
2005; MALEITA et al., 2011).

Populagdes virulentas de Meloidogyne spp., podem ocorrer naturalmente, ou seja,
sem exposicao prévia a tomateiros portadores do gene Mi (CASTAGNONE-SERENO,
2002; BLEVE-ZACHEO et al., 2007; IBERKLEID et al., 2014; SILVA et al., 2019),
como também podem resultar da selecdo apds exposicOes repetidas de tomateiros com
resisténcia ao gene Mi-1.2, tanto em casa de vegetacdo quanto em condi¢bes de campo
(ROBERTS, 1995; ROBERTS e THOMASON, 1989; CASTAGNONE-SERENO et al.,
1993; XU et al., 2001).
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Os mecanismos pelos quais 0s nematoides fitoparasitas sdo capazes de superar 0S
genes de resisténcia ainda ndo foram elucidados. No entanto, estudos mais recentes
sugerem que a variagdo do numero de copias de genes pode ser responsavel pela
variacdo genética e adaptacdo de populagdes virulentas do nematoide das galhas ao gene
Mi-1.2. Castagnone-Sereno et al., (2019) ao analisar duas popula¢des de nematoides das
galhas Mi-1.2 virulentas e outras duas populacBes avirulentas, quase isogénicas,
identificaram 33 genes que mostraram diminui¢Ges no numero de copias nas populacoes

virulentas em comparagdo com as avirulentas.

Atualmente, um novo gene de resisténcia Mi-9, que foi introgredido de um acesso
da espécie selvagem S. arcanum ‘LA 2157° (JABLONSKA et al. 2007). A expressao
fenotipica dessa resisténcia se diferencia da resisténcia mediada por Mi-1.2, sendo
efetiva em altas temperaturas (AMMIRAJU et al., 2003). Ainda pouco se conhece sobre
a resposta de acessos contendo o gene Mi-9 contra uma ampla gama de espécies de
Meloidogyne.

A enxertia do tomateiro tornou-se uma técnica popular para produzir variedades
de tomate comercialmente atraentes, em areas com restricGes edaficas ou ambientais e,
em solos infestados por patdégenos. A maioria dos porta-enxertos de tomateiro sédo
hibridos interespecificos complexos entre S. lycopersicon e espécies selvagens de
Solanum, como S. habrochaites (ex- Lycopersicon hirsutum) ou S. chilense. Os porta-
enxertos reduzem os danos dos patdgenos porque carregam genes de resisténcia contra
virus, fungos, bactérias e nematoides-das-galhas (IOANNOU, 2001; MIGUEL, 2002;
LOUWS et al., 2010). Além disso, promovem o crescimento das plantas, aumentam o
rendimento e sdo tolerantes a temperaturas adversas.

A catalogacdo da diversidade e caracterizacdo de populacBes virulentas de
Meloidogyne spp., a fenotipagem e genotipagem de porta-enxertos comerciais
resistentes, em relacdo a diferentes espécies do nematoide das galhas, e o estudo dos
mecanismos de resisténcia envolvidos na relacdo planta-patégeno podem contribuir para

as estratégias de manejo a esses nematoides na cultura do tomateiro.

1.2 OBJETIVO GERAL.

O presente trabalho teve como objetivo estudar o espectro de resisténcia do gene
Mi-1.2 e confirmar uma possivel suplantacdo da resisténcia conferida por esse gene em

porta-enxertos de tomateiro comerciais por Meloidogyne spp., no Rio Grande do Sul.
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Visa também dosar a resisténcia de sete porta—enxertos de tomateiro com gene Mi-1.2 e

avaliar a reacdo de um acesso da espécie Solanun arcanum, com gene Mi-9 a

populacbes de Meloidogyne spp., além de caracterizar histologicamente a interacdo

entre 0 porta-enxerto ‘Guardido’ a duas populacdes de M. javanica (virulenta e

avirulenta).

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

v

Avaliar o espectro de resisténcia do gene Mi-1.2 contra quinze espécies de
Meloidogyne ocorrentes no Brasil.

Identificar as espécies de Meloidogyne spp. em lavouras de tomate na regido
Noroeste do Rio Grande do Sul e comprovar a suplantacdo da resisténcia
conferida pelo gene Mi-1.2 por Meloidogyne sp., em tomateiro na regiéo
noroeste do estado.

Estudar os efeitos de dosagem alélica (homozigose e heterozigose) na
expressao da resisténcia de porta-enxertos de tomateiros comerciais com
gene Mi-1.2 a M. javanica, M. incognita e M. arenaria.

Estudar as alteracdes histoldgicas associadas a infec¢do por populacdo Mi-
1.2 avirulenta e Mi-1.2 virulenta de M. javanica em porta-enxertos de
tomateiro com gene Mi-1.2, a fim de conhecer 0s mecanismos de resisténcia
e a interacdo planta-patdgeno.

Avaliar a resposta do acesso de tomateiro portador do gene Mi-9 a
populacdes de M. javanica virulenta e avirulenta, M. incognita, M. arenaria

e M. enterolobii.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CULTURA DO TOMATEIRO

2.1.1 Origem e classificagdo taxondmica

As espécies selvagens de tomateiro sdo nativas da regido Andina que abrange

parte do Chile, Colémbia, Equador, Bolivia e Peru e a sua domesticacdo se deu em duas

etapas, iniciada na América do Sul e concluida no Sul do México (BLANCA et al.,

2015). No Brasil, a introducdo do tomateiro deve-se a imigrantes europeus no final do
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século XIX (ALVARENGA, 2004), sendo que hoje a cultura esta espalhada por todo o
mundo.

A evolucdo da domesticacdo da espécie foi baseada no aumento da massa média
dos frutos e foram usados Solanum pimpinellifollium L. e S. lycopersicum var.
cerasiforme L. até a planta atualmente cultivada em todo o0 mundo (BLANCA et al.,
2015). Juntamente com outras 13 espécies silvestres, o tomateiro integra a secao
Lycopersicon que se subdivide nos grupos Lycopersicon, Neolycopersicon,
Eriopersicon e Arcanum (PERALTA et al., 2008).

O interesse por maior homogeneidade de producdo nas cultivares modernas
resultou em uma reducdo nos caracteres relacionados a estresses bioticos e abioticos
(NIK e SILVA, 2018). Dessa forma, fez-se necessario a busca por resisténcia disponivel
nas espécies silvestres e sua posterior introgressdo (NIK e SILVA, 2018). Isso fez com
que as espécies silvestres tenham desempenhado importante papel na evolucdo da
tomaticultura mundial. Entre os alelos de resisténcia introgredidos no tomateiro a partir
das espécies silvestres estd o gene Mi que controla nematoide-das-galhas, pulgdes
(Macrosiphum euphorbiae) e moscas-branca (Bemisia tabaci).

O tomateiro Solanum lycopersycum L. (= Lycopersycum esculentum Mill.)
pertence a familia Solanaceae, a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem
Solanales e género Solanum. E uma planta herbacea, de caule flexivel, piloso, com
abundante ramificacdo lateral e sua arquitetura é caracterizada por dois tipos de habito
de crescimento: determinado e indeterminado (NIK e SILVA, 2018). O tipo
indeterminado € caracterizado pelo maior crescimento da haste principal em relagdo as
ramificacGes laterais, sendo que esse maior crescimento deve-se a ocorréncia da
dominéncia apical nas cultivares de frutos para mesa. Nas plantas de habito
determinado, o crescimento da haste principal termina com uma florescéncia que ocorre
nas cultivares de frutos destinados para agroinddstria (MELO, 2017). Plantas com
crescimento determinado apresentam maior precocidade e homogeneidade da maturagéo
dos frutos (MELO, 2017).

As flores do tomateiro sdo hermafroditas, com corola e estames de tamanho
reduzido. As flores sdo compostas em numero médio por cinco pétalas, cinco sepalas e
seis anteras por flor, podendo uma unica planta produzir aproximadamente 20
inflorescéncias, com quatro a oito flores cada, em formato de cachos ou racemos, 0 que
favorece a autopolinizagdo (NIK e SILVA, 2018).
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O florescimento do tomateiro inicia-se em condicdes de alta luminosidade e de
temperatura por volta dos 45 dias ap6s a semeadura, € em algumas regides como 0
Sudoeste do Brasil por volta dos 65 dias (ALVARENGA, 2013).

Os frutos sé@o do tipo baga carnosa, com diferentes tamanhos, formatos e massa.
Segundo Ferreira et al. (2004) é o formato do fruto que define os tipos varietais, e
atualmente, no mercado brasileiro de tomate de mesa, 0s principais segmentos sdo:
Santa Cruz, Salada, Caqui, Saladete (italiano) e Cereja (mini ou grape).

O tomateiro apresenta melhor desempenho produtivo em temperaturas diurnas
de 25 °C a 27 °C e noturnas de 17 °C a 20 °C, e em caso de ocorréncia de temperaturas
abaixo ou acima dos limites indicados, tanto a qualidade como a quantidade dos frutos
séo afetadas (MELLO, 2018).

2.1.2 Importéncia econémica do tomateiro

O tomate é considerado uma das hortalicas de maior importancia econémica no
mundo, estando o Brasil em nono lugar no ranking de producdo mundial desta hortalica,
com producdo de 4.084,940 milhdes de toneladas, plantado numa area de 59,726 mil
hectares no ano de 2018 (WPTC, 2019). Seu cultivo é formado por duas cadeias
produtivas, caracterizadas pelos segmentos de mesa (consumo in natura) e de industria
(processamento).

De acordo com os dados da Faostat (2019), a producdo mundial de tomates €
liderada pela China, India e Estados Unidos, que ocupam as primeiras posicoes,
respondendo por aproximadamente por 31%, 11% e 8%, respectivamente, enquanto que
a producdo brasileira corresponde a aproximadamente, 2,5 % da producdo mundial, e
essa € destinada ao mercado interno. No Brasil, o tomateiro é cultivado praticamente,
em todos os estados, mas sua producdo destaca-se nos estados de Goias, Séo Paulo e
Minas Gerais, que concentram mais da metade da &rea e produgédo nacional e onde se
encontram as principais inddstrias processadoras de tomate (BRASIL, 2019). Tendo o
periodo de plantio peculiar para cada regido geografica, em funcdo das condicdes
climaticas (FILGUEIRA, 2000). Do total da area produzida (59,726 mil hectares) na
safra de 2018, cerca de 73,3 % foram destinadas para a producdo de tomate para
consumo in natura (BRASIL, 2019). No Rio Grande do Sul, na safra de 2017, o volume

de producdo foi em torno de 116 mil toneladas, produzidos em uma area de 2.283
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hectares, 0 que corresponde a uma média de 65 toneladas por hectare. O nimero total de
produtores é de cerca de 3.200 no Rio Grande do Sul (IBGE, 2018).

2.2. Principais espécies de Meloidogyne parasitas do tomateiro

Os nematoides-das-galhas (NGs), pertencentes ao género Meloidogyne sé&o
cosmopolitas e polifagos (FREITAS et al., 2009), e em olericolas € o género mais
importante devido a sua ampla distribuicdo e ocorréncia na maioria das espécies
cultivadas (ROSA et al., 2013). Sdo espécies endoparasitas obrigatorios de plantas,
sendo os mais prejudiciais do mundo a uma ampla gama de espécies vegetais (JONES
etal., 2013).

O género Meloidogyne, faz parte do filo Nematoda e esta incluido dentro da
classe Chromadorea, Ordem Rhabditida, Subordem Tylenchina, Infraordem
Tylenchomorpha, Superfamilia Tylenchoidea e familia Meloidogynidae (DE LEY e
BLAXTER, 2002; KARSSEN e MOENS, 2006). Tem ocorréncia em toda regido
tropical e sub-tropical. Parasita uma ampla variedade de plantas como algod&o, batata,
café, cana-de-acucar, feijdo, milho, soja, tomate, alface, cenoura e beterraba, entre
muitas outras. O género Meloidogyne teve o seu primeiro relato no Brasil, na antiga
provincia do Rio de Janeiro em 1887, parasitando raizes de cafeeiro; o naturalista
Goeldi denominou essa espécie como M. exigua (MOURA, 1987).

Entre as mais de 100 espécies incluidas neste género, M. arenaria, M. incognita,
M. javanica, M. hapla, M. enterolobii e M. chitwoodi estdo entre as que causam a
grande maioria dos danos as culturas (MOENS et al., 2009; HALLMAN e MERESSA,
2018). As perdas variam de 25 a 100% (JABLONSKA et al. 2007; SEID et al. 2015) e
dependem da época de plantio e das praticas culturais adotadas pelos produtores.

As espécies de Meloidogyne predominantes no cultivo de tomateiro no Brasil
sdo M. incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949 (racas 1 a 4), M. javanica
(Treub, 1885) (Chitwood, 1949), M. enterolobii (Yang e Einseback, 1983), M. ethiopica
(Whitehead 1968), M. morocciensis (Rammah e Hirschmann, 1990) e M. hapla
Chitwood (1949), sendo M. javanica e M. incognita, as mais comumente encontradas
(ROSA et al., 2013; PINHEIRO et al., 2014). Segundo Pinheiro, (2014) essas espécies
podem ocorrer em Varios tipos de solo, mas causam prejuizos econdémicos com maior

intensidade em regides quentes e que apresentam solos arenosos e com baixos teores de
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matéria organica.

As plantas de tomate, quando severamente atacadas por Meloidogyne spp.,
apresentam aspecto clorético, diminuicdo no crescimento, sistema radicular
completamente desorganizado, e com poucas raizes e forte presenca de galhas,
reduzindo o nimero e a qualidade dos frutos. Quando a infeccdo ocorre no estadio de
plantula, essas podem morrer no transplante para o campo e as plantas que sobrevivem
podem ter a frutificacdo grandemente afetada, em quantidade e qualidade
(ALVARENGA, 2004).

2.3 Ciclo de vida, comportamento e sintomas de Meloidogyne spp

Nematoides do género Meloidogyne completam seu ciclo de vida, em
temperaturas ideais do solo de 25 a 30 °C, geralmente entre 22 a 30 dias, que
compreende 0 ovo, quatro estadios juvenis (J1, J2, J3 e J4) e a forma adulta (macho ou
fémea) (Figura 1). Porém, suas atividades reduzem ou até mesmo cessam por completo
em temperaturas superiores a 40 °C ou inferiores a 5 °C (FERRAZ, 2001).

Cada fémea de Meloidogyne deposita em média 400 a 500 ovos durante o ciclo
de vida, sendo esses depositados em uma massa gelatinosa, a ooteca, que comeca a ser
expelida pelo &nus antes da oviposi¢cdo, 0 que protege os ovos durante a postura
(TIHOHOD, 1993).
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Figura 1- Ciclo de vida do nematoide das galhas em raizes do tomateiro. Fonte: Pereira,
Ricardo. Adaptado de Agrios (2005).
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No seu periodo de desenvolvimento (estadios juvenis até adulto), os nematoides
passam por quatro ecdises, ou seja, por trocas periodicas da cuticula. No interior dos
ovos, 0 desenvolvimento embriondrio resulta no juvenil de primeiro estadio (J1) que
passa por uma ecdise dentro do ovo, dando origem ao juvenil de segundo estadio (J2).
De maneira geral, o J2 eclode quando ha condi¢bes ambientais favoraveis a sua
sobrevivéncia. Fatores quimicos e fisicos como umidade e a aeracao do solo, o pH e 0s
produtos quimicos organicos e inorganicos contidos na agua do solo, também



27

influenciam no processo de eclosdo (TIHOHOD, 2000). Esse estadio mdvel,
vermiforme, infectante migra através do solo em busca de alimento e s&o atraidos por
exsudatos radiculares, penetrando nas raizes da planta hospedeira. Apds a penetracéo na
raiz, os J2 movem-se intercelularmente no cortex na regido de diferenciacdo celular,
onde estabelecem seus sitios de alimentacdo no parénquima vascular (TAYLOR e
SASSER, 1983). O inicio da alimentacdo do J2, em células do protoxilema e
protofloema, induz a diferenciacdo dessas células em células especializadas, chamadas
células gigantes ou células nutridoras (MOENS et al., 2009).

Uma vez iniciada a alimentagdo, o J2 perde sua capacidade de se mover, ou seja,
torna-se sedentario e durante o desenvolvimento, os juvenis gradualmente assumem um
formato salsichoide e ocorre entdo a segunda (J2 para J3), a terceira (J3 para J4) e a
quarta ecdises (J4 para fémea jovem ou macho) (EISENBACK e TRIANTAPHYLLOU,
1991; MOENS et al.,, 2009). Na dultima ecdise, 0 macho se apresenta como um
nematoide longo e filiforme dentro da cuticula do quarto estadio juvenil (J4), retida
como revestimento, enquanto que a fémea no inicio mantém o mesmo formato do
ultimo estadio juvenil, mas aumenta quando adulta e torna-se piriforme (KARSSEN e
MOENS, 2006). Apos ocorrer a diferenciacdo sexual entre macho e fémea, o macho sai
da raiz e ndo se alimenta, enquanto que a fémea continua na raiz, alimentando-se até
completar seu ciclo de vida (KARSSEN e MOENS, 2006). As condigdes climaticas e
alimenticias influenciam diretamente na reversao sexual, pois em condicfes de estresse,
os J4 femininos sofrem reversdo e transformam-se em machos (FERRAZ e
MONTEIRO, 2011).

As fémeas de Meloidogyne spp., medem de 0,3 a 3 mm e possuem didmetro de
15 a 50 um. Além disso, apresentam estilete que atua como uma agulha hipodérmica,
pela qual as substancias produzidas por elas sdo injetadas na célula da planta, para
manutenc¢do do sitio de alimentacdo (TIHOHOD, 1989).

A maioria das espécies de Meloidogyne é partenogenética. Algumas se
reproduzem por partenogénese meidtica facultativa, mas varias das espécies mais
comumente encontrada na cultura do tomate, tais como M. javanica, M. incognita e M.
arenaria, possuem modo de reproducdo partenogenético mitético obrigatorio
(CASTAGNONE-SERENO, 2006).

Nas espécies anfimiticas, a presenca dos machos € frequente e a reproducédo

pode ser sexual, mas também podem ser encontrados machos em espécies
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partenogenéticas, quando as condicbes ambientais sdo desfavordveis ao
desenvolvimento de fémeas, como altas densidades populacionais e alimentos limitados
(MOENS et al., 2009).

Os sintomas de Meloidogyne spp., sdo classificados em diretos e reflexos. O
sintoma direto é a formacdo de galhas nas raizes que sdo engrossamentos observados
tanto na raiz principal como nas secundérias. As galhas sdo oriundas das mudancas
morfolégicas e fisioldgicas causadas pelas secre¢des produzidas pelo J2 para formacao
do sitio de alimentacdo. As plantas quando severamente atacadas por Meloidogyne spp.,
apresentam o sistema radicular completamente desorganizado e com poucas raizes
funcionais, o que dificulta a absorcao e translocacdo de agua e nutrientes para a planta,
causando sintomas semelhantes aos de deficiéncia nutricional, identificados como
sintomas reflexos (VALE et al., 2013).

Ha outros sintomas diretos em que as raizes sofrem severa destruicdo do tecido
cortical, ou descorticamento, e ficam quase reduzidas ao cilindro central tal ocorre em
ataques de M. coffeicola, M. incognita e M. paranaensis em cafeeiros (VILLIAN et al.,
2018). Na cultura da cenoura, além das galhas nas raizes laterais, podem se verificar
deformacdes diversas chamadas digitamento, isto €, as cenouras ficam bifurcadas ou
trifurcadas, perdendo o valor comercial. Tubérculos, rizomas entre outros 6rgdos
subterrdneos também sofrem danos diretos, exibindo rachaduras ou crescimentos
anormais na superficie, como as conhecidas “pipocas” em batata, que depreciam
totalmente o produto para venda. Ja os sintomas reflexos, aparecem na parte aérea das
plantas, através do mau crescimento das plantas (nanismo) murcha, amarelecimento e
clorose. Devido a baixa mobilidade dos nematoides no solo os sintomas na parte aérea
normalmente ocorrem em reboleira (PINHEIRO, 2017).

As galhas radiculares podem variar entre as espécies de Meloidogyne e as
plantas hospedeiras. Meloidogyne. hapla, geralmente produz galhas pequenas e
discretas em tomateiro, enquanto que M. incognita, M. arenaria, M. javanica e M.
enterolobii causam galhas grandes e irregulares (PINHEIRO, 2017). Em algumas
hospedeiras, as galhas podem ser pequenas ou indistintas, resultando muitas vezes na
néo identificacdo do parasitismo (MOENS et al., 2009).
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2.3 ldentificacdo de Meloidogyne spp

As diferentes espécies podem ser caracterizadas, através de métodos
morfologicos (configuracdo da regido perineal de fémeas, morfologia e morfometria da
regido anterior e do estilete de machos, fémeas e juvenis de segundo estadio (J2),
bioquimicos (padrdes de esterase de fémeas) e moleculares (PCR-SCAR), utilizando
fémeas, ovos e J2s. Os métodos bioquimico e molecular os mais recomendados para
uma identificagdo rapida e precisa (CARNEIRO et al. 2016)

A identificacdo através da configuracdo perineal das fémeas adultas baseia-se na
regido compreendida entre a vulva e o anus e que contém marcas cuticulares
caracteristicas de cada espécie (TIHOHOD, 1989). Essa técnica se tornou inapropriada
por ser considerada subjetiva, devido a grande variabilidade interespecifica e
similaridade entre alguns tipos de padrbes e, por ser dependente do conhecimento
técnico e da habilidade do operador, tornando os erros de interpretacdo mais frequentes
(RANDIG et al., 2004).

As técnicas bioquimicas que utilizam o polimorfismo de isoenzimas baseiam-se
na avaliacdo da mobilidade dessas proteinas mediante carga elétrica, de acordo com seu
peso molecular, o que resulta na visualizacdo das bandas no gel (ESBENSHADE e
TRIANTAPHYLLOU, 1985). Podem ser avaliadas por diversos métodos, sendo a
eletroforese vertical e horizontal as mais utilizadas, pois oferece alto grau de resolucéo,
rapidez e ampla aplicabilidade, permitindo ainda o reconhecimento de Meloidogyne
spp., mesmo em mistura, identificacdo de populac@es atipicas, eficiéncia, confiabilidade
(CARNEIRO et al., 2000; BLOK e POWERS, 2009). Entretanto, possui a desvantagem
de ter que utilizar fémeas adultas e ndo ovos ou J2s do solo (MANSO e TENENTE,
1994).

Nos ultimos anos, estudos utilizando marcadores enzimaticos, sobretudo as
esterases (EST) e malato desidrogenases (MDH) tem identificado cerca de 800
populacbes de Meloidogyne spp., originarias de diferentes paises (ESBENSHADE e
TRIANTAPHYLLOU, 1985, CARNEIRO et al., 2000, CARNEIRO et al., 2016).

Com base na técnica do PCR, o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) é
utilizado atualmente para os estudos genéticos e para a diferenciagdo de especies de
Meloidogyne, a partir de perfis gerados com o auxilio de primers aleatorios (CENIS, 1993;
CASTAGNONE-SERENO et al., 1994; BLOK et al., 1997; RANDIG et al., 2002). A
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analise de RAPD utiliza pequenas quantidades de material genético (6 - 30 ng DNA), nao
necessita do conhecimento prévio do genoma a ser estudado e utilizam primers de
sequéncia aleatoria (WILLIAMS et al., 1990), aléem de ser considerada menos complexa,
mais rapida e de menor custo, quando comparada a RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism).

De acordo com Ferreira e Grattapaglia (1998) a limitacdo dos marcadores RAPD é o
baixo contelido de informacdo genética por locus, pois apenas um alelo é detectado, o
segmento que é amplificado, enquanto que as demais variacGes alélicas sdo classificadas
conjuntamente como um alelo nulo, ou seja, esses marcadores comportam-se como
dominantes: os dados tém natureza binaria (presenca ou auséncia de fragmentos).

A técnica de AFLP (Amplified fragment length polymorphism), de forma semelhante
a analise de RAPD (SEMBLAT et al., 1998), permite a deteccdo de polimorfismo a nivel
especifico e/ou subespecifico em Meloidogyne spp. As vantagens dessa técnica ficam por
conta do grande nimero de fragmentos gerados em um anico gel e do grande poder de
deteccdo de variabilidade genética (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Esta explora
simultaneamente o polimorfismo de presenca e auséncia de sitios de restricdo, tal como no
ensaio de RFLP, e a ocorréncia ou nao de amplificacdo a partir de sequéncias arbitréarias,
tal como o ensaio RAPD, caracterizando-se uma flexibilidade significativa na obtencéo de
marcadores polimoérficos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). A limitacdo fica por
conta do baixo contetdo de informacdo genética por loco, semelhante aos marcadores
RAPD, além de envolver maior nimero de etapas.

Nos nematoides-das-galhas, marcadores SCAR ja foram desenvolvidos para
identificar duas espécies quarentenarias, M. chitwoodi Golden, O'Bannon, Santo; Finley,
1980 e M. fallax Karssen, 1996, ou ainda, para separar as trés espécies: M. incognita, M.
javanica e M. arenaria, presentes principalmente em regides tropicais e subtropicais ou em
plantios em sistema protegido (ZIJLSTRA, 2000a; ZIJLSTRA et al., 2000b; FOURIE et
al., 2001; MENG et al., 2004). Marcadores SCAR espécie—especificos foram definidos
para as trés principais espécies de Meloidogyne do cafeeiro: M. exigua, M. incognita e M.
paranaensis (RANDIG et al. 2002) e para outras espécies também (CARNEIRO et al.,
2016).

Os marcadores SCAR séo obtidos a partir das bandas de RAPD presentes apenas
nas populacfes afim, essas séo cortadas do gel de agarose e posteriormente clonados.

Para cada fragmento clonado, o sequenciamento do inserto é realizado em dois clones
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independentes. A partir de cada sequéncia obtida, um par de primers espécie-especifico
de temperatura de anelamento (Tm) elevada e maior quantidade de G + C é estabelecido
com base nas sequéncias de consenso, utilizando o software expecifico. (ROZEN e
SKALETSKY, 2000).

A variabilidade intraespecifica ou infraespecifica de Meloidogyne spp. também
pode ser evidenciada na existéncia/identificacdo das racas fisiologicas. Essas ndo podem
ser diferenciadas morfologicamente, sendo necessaria a reproducéo das populacdes nas
seguintes cultivares previamente estabelecidas: fumo (Nicotiana tabacum L.) ‘NC 95°,
pimentdo (Capsicum annuum L.) ‘Early California Wonder’, algoddo (Gossypium
hirsutum L.) ‘Deltapine 16°, melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum e Nakai)
‘Charleston Gray’, amendoim (Arachis hypogaea L.) ‘Florunner’ e tomateiro (Solanum
lycopersicum L.) ‘Rutgers’, chamadas de hospedeiras diferenciadoras e padronizadas
internacionalmente, identificando as racas através da avaliagdo de suscetibilidade ou
resisténcia (HARTMAN e SASSER, 1985). Recentemente, ndo foi encontrada
variabilidade genética entre as quatro racas deM. incognita, através do sequenciamento
total do genoma. Dessa maneira, ndo foi ainda demontrado o determinismo genético no
conceito de ragas fisiologicas (KOUTSOVOULOS et al., 2019).

2.4 Medidas de manejo dos nematoides-das-galhas

Os nematoides do género Meloidogyne sdo de dificil controle e altamente
polifagos, apresentando uma ampla gama de hospedeiros suscetiveis. Esses nematoides
induzem sérios danos a cultura do tomateiro, limitando a produtividade da cultura
devido a formacdo de galhas no sistema radicular, fazendo com que esses apresentem
baixo desenvolvimento e pouco eficiéncia na absorcdo de agua e nutrientes, que
consequentemente reduz a producdo. Areas com cultivos sucessivos de tomateiros
podem acarretar em um aumento da populacdo dos nematoides e dificultar a adogéo de
estratégias eficientes de controle (ROBERTS, 1992).

Métodos de controle como rotacdo de culturas com plantas ndo hospedeiras,
incorporagdo de matéria organica, plantas antagbnicas, aplicagdo de nematicidas
sistémicos, controle biologico e cultivares resistentes sao recomendadas como forma de
reduzir a populacdo dos nematoides no solo e tornar a area de cultivo produtiva. Dentre

esses métodos, o uso de variedades resistentes, vem ganhando espaco no controle desse
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patégeno por proporcionar menos impactos ao meio ambiente.

2.4.1 Resisténcia genética do tomateiro aos nematoides-de-galhas

A resisténcia de plantas a nematoides foi relatada pela primeira vez em plantas
de feijdo-caupi por Webber e Orton (1902). Nas plantas, a resisténcia pode ser mediada
por um unico gene (resisténcia vertical) ou por varios genes (resisténcia horizontal).
Devido a resisténcia horizontal ser conferida por véarios genes, ela é mais duravel no
campo, enquanto que a vertical por ser conferida por um ou um par de genes € mais
facil de ser suplantada (PASCHOLATI, 2011). Essa resisténcia pode se manifestar de
duas formas: pré-infectiva e pos-infectiva.

A pré-infectiva também conhecida como primeira linha de defesa da planta,
ocorre antes que o nematoide penetre na raiz da planta (HUANG, 1985), e esta
associada a producdo de substdncias quimicas, que tem efeitos repelentes e ou
nematicida por proteinas receptoras extracelular do tipo quinases (RLK) e as proteinas
do tipo receptor (RLP), enquanto que a resisténcia pds-infectiva também conhecida
como segunda linha de defesa da planta € desencadeada por proteinas intracelulares que
contém um local de ligagdo a nucleotideos (NBS), um receptor de interleucina do tipo
pedagio (TIR) e repeti¢bes ricas em leucina (LRRs) (CHISHOLM et al., 2006) que se
manifesta ap6s a penetracdo do J2. Na defesa pds-infectiva, existem dois modos de
interacdo do patdgeno: direto e indireto (CAPLAN et al., 2009).

O primeiro modo de defesa (direto) depende de uma interacdo do tipo gene-a-
gene (FLOR, 1971), ou seja, a proteina receptora do tomateiro interage diretamente com
os nematoides (BAKKER et al., 2006). Assim, o produto de um gene de resisténcia no
tomateiro, tal como o gene Mi-1.2, identifica o produto de um gene do nematoide-das-
galhas [chamado de gene de aviruléncia (Avr)]. Uma das respostas desse tipo de defesa
da planta hospedeira é a morte celular, conhecida como reacdo de hipersensibilidade
(RH) (BAKKER et al., 2006; HEATH, 2000). Depois que o nematoide entra na raiz das
plantas; os produtos dos genes Avr do nematoide acionam a producéo e a expressédo de
genes resistentes da planta, resultando em uma interacdo incompativel, impedindo a
formacéo de um local de alimentacéo (célula gigante).

O segundo modo de defesa (indireto) ndo ¢ uma interacdo direta gene-a-gene,

mas um modo alternativo chamado hipétese de guarda. Nesta teoria, 0 mecanismo
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consiste em efetores do patdgeno que desencadeiam a reacdo de fatores e proteinas das
plantas, e que estas por sua vez irdo induzir a resisténcia (genes-R). Nesses casos 0s
fatores de aviruléncia dos nematoides (Genes Avr) interagem com as proteinas
acessorias do tomateiro, resultando em algumas modificagdes dessa, 0 que permite o
seu reconhecimento pelas proteinas NBS-LRR da planta, que monitoram a infeccédo. O
resultado dessa interacdo indireta também é a prevencdo da reproducdo e
desenvolvimento do nematoide pela inibicdo da formacdo de sitios de alimentacdo
(DANGL e JONES, 2001).

Mecanismos de resisténcia poés-infectivos tém sido relatados em plantas
parasitadas por nematoide das galhas, entre eles, a reacdo de hipersensibilidade que se
deve ao acumulo de compostos fenodlicos, formacdo de fitoalexinas e a atividade das
enzimas fenilalanina amonia liase (PAL), b-glucanase, peroxidase e polifenoloxidase,
dentre outras (GIEBEL, 1982; HUANG, 1985; FRAGOSO et al., 2007).

Segundo Dias e Rangel (2007), a reacdo de hipersensibilidade é uma resisténcia
local, que provoca aumento de agentes oxidativos no interior da célula, ocorrendo perda
de potéssio e ganho de hidrogénio, levando a morte celular, induzindo a sintese de
fitoalexinas e de proteinas de defesa. Essa € considerada um dos mecanismos de defesa
mais importante e estudado para fitonematoides, por promover a morte das células do
hospedeiro ao redor do sitio de alimentacdo do nematoide (DROPKIN, 1969,
PASCHOLATI, 2011).

As reacdes de resisténcia podem ser de baixa, moderada ou alta eficiéncia,
permitindo ou ndo a reproducdo do patégeno em diferentes niveis, sempre em
comparagdo com plantas suscetiveis, que permitem o desenvolvimento normal do
nematoide com alta reproducéo (GOMES, 2006).

No contexto nematoldgico, a resisténcia é definida como capacidade da planta
em restringir ou impedir a invasdo, desenvolvimento e multiplicacdo do nematoide
(TRUDGILL, 1986). No tomateiro pode ser expressa em cultivares ou porta—enxertos
portadores do gene de resisténcia Mi-1.2. Esse gene foi identificado, originalmente, em
acessos da espécie de tomateiro selvagem S. peruvianum (BAILEY, 1941) e vem sendo
usado ha mais de 70 anos. Esse gene foi transferido para a espécie S. lycopersicum (Pl
128657) pelo resgate de embrides seguido pelo melhoramento tradicional (SMITH,
1944). O gene Mi-1.2 esta localizado no brago curto do cromossomo 6 e confere

resisténcia ativa contra varias espécies do género Meloidogyne, especialmente contra M.
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arenaria, M. incognita e M. javanica (DROPKIN, 1969). Cultivares portadoras do gene
Mi-1.2 podem ser cultivadas na maioria das areas infestadas, sem perda significativa de
rendimento, porque suprimem a reproducdo de nematoides (RICH e OLSON, 1999;
SORRIBAS et al., 2005).

2.4.2 Virulencia

Embora o gene Mi-1.2 tenha sido eficiente no controle dos nematoide-das-
galhas, ele ndo confere imunidade total (ROBERTS e THOMASON, 1986). A
resisténcia mediada pelo gene Mi-1.2 ndo é efetiva em temperaturas do solo acima de 28
°C (AMMATI, et al., 1986), e também ndo tem efeito contra populacGes de M. hapla,
M. enterolobii (WILLIAMSON, 1998; MALEITA et al.,, 2011; CASTAGNONE-
SERENO, 2012) bem como contrapopulagdes virulentas de Meloidogyne spp.
(CASTAGNONE-SERENO et al. 1993, 1994; ROBERTS, 1995; DEVRAN e SOGUT,
2010; VERDEJO-LUCAS et al., 2012). Estas populacbes virulentas de Meloidogyne
spp., podem ocorrer naturalmente, ou seja, sem exposi¢cdo prévia a tomateiros
portadores do gene Mi-1.2 (CASTAGNONE-SERENO, 2002; BLEVE-ZACHEO et al.,
2007; IBERKLEID et al., 2014; SILVA et al., 2019). Essas também podem resultar da
selecdo apos exposicdes repetidas de tomateiros com resisténcia ao gene Mi-1.2, tanto
em casa de vegetacdo quanto em condicBes de campo (ROBERTS, 1995; ROBERTS e
THOMASON, 1989; CASTAGNONE-SERENO et al., 1993; XU et al., 2001).

Os mecanismos pelos quais 0s nematoides fitoparasitas sdo capazes de superar
0s genes de resisténcia ainda ndo foram elucidados. No entanto, em uma analise
comparativa de linhagens isogénicas de M. incognita, selecionadas por sua aviruléncia
ou viruléncia ao gene Mi-1.2 por 25 geragdes, permitiu a identificacdo de um gene,
(denominado como map-1) que codifica uma proteina secretada por anfidios do
nematoide, presente nas linhas avirulentas e ausentes nas correspondentes linhas
virulentas (SEMBLAT et al, 2001). Foi especulado que esse gene pode estar localizado
em uma regido instavel do genoma do nematoide, podendo ser excluida sem afetar o
nematoide. Além disso, 0 map-1 pode estar envolvido nas etapas iniciais do
reconhecimento entre plantas resistentes e nematoides avirulentos (SEMBLAT et al,
2001).

Estudos mais recentes sugerem que a variagdo do numero de copias de genes
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pode ser responsavel pela variagdo genética e adaptacdo de populacdes virulentas do
nematoide das galhas ao gene Mi-1.2. Castagnone-Sereno et al., (2019) ao analisar duas
populagcdes de nematoides-das-galhas M. incognita Mi-1.2 virulentas e outras duas
populacdes de M. incognita avirulentas, quase isogénicas, identificaram 33 genes que
mostraram diminui¢des no numero de cdpias nas populagdes virulentas em comparacao
com as avirulentas. Variagdes no numero de copias de genes ja foram observadas em
outros organismos assexuais e acredita-se ser um dos mecanismos gendmicos usados
por esses organismos para lidar com a presséo seletiva e a adaptacdo aos seus ambientes
(DUVAUX et al. 2015; MINNING et al. 2011; SPRING et al. 2013).

Por fim, outro fator que apresenta influéncia na expressdo da resisténcia € a
dosagem alélica do gene Mi-1.2 em cultivares de tomateiro. Jacquet et al., (2005) ao
analisarem gendtipos de tomateiro homozigotos e heterozigotos para o gene Mi-1.2
observaram reproducdo significativamente maior nos genotipos heterozigotos em
relacdo aos homozigotos. Da mesma forma, Maleita et al., (2011) demonstraram que um
maior nimero de alelos do gene Mi-1.2 estd associado a uma diminui¢do no fator de
reproducdo de M. hispanica em tomateiro. Em outro estudo, Iberkleid et al., (2014),
verificaram que populagfes avirulentas de M. javanica ndo conseguiram se reproduzir
em genotipos homozigotos, sendo observado reproducdo apenas nos gendtipos
heterozigotos.

Além do gene Mi-1.2, outros nove genes de resisténcia foram geneticamente
caracterizados e provaram ser estaveis ao calor a temperaturas acima de 28 °C (Mi-2,
Mi-4, Mi-5, Mi-6 e Mi-9) (CAP et al. 1993; VEREMIS e ROBERTS, 1996a, 1996b;
VEREMIS et al., 1999), resistentes a populagdes virulentas ao Mi-1.2 (Mi-7, Mi-8)
(VEREMIS e ROBERTS. 1996a), ou compartilharem ambas as propriedades (Mi-3)
(YAGHOOBI et al., 1995). Entre esses genes com potencial uso em melhoramento
apenas 0s genes Mi-3 e Mi-9 foram mapeados e clonados YAGHOOBI et al. (1995).

O gene Mi-3 foi mapeado no brago curto do cromossomo 12 de plantas de S.
peruvianum (YAGHOOBI et al., 1995; HUANG et al., 2004) e confere resisténcia as
populagdes de nematoides-das-galhas virulentas Mi-.1.2, e a temperaturas acima de 30
°C (YAGHOOBI et al. 1995; VEREMIS e ROBERTS, 1996¢). No entanto, a introducao
dessa caracteristica por meio de esquemas tradicionais (popinizacdo) ndo tem
apresentado sucesso (DOGANLAR et al., 1997; MORETTI et al., 2002). Dessa forma,

a estratégia é clonar o gene Mi-3 de S. peruvianum e transferir 0 gene para tomates
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cultivados por transformacdo de plantas DOGANLAR et al. (1997).

O gene Mi-9 foi introgredido da espécie selvagem do tomateiro, S. arcanum,
acesso LA 2157 e esté localizado no brago curto do cromossomo 6, no mesmo intervalo
genético que o Mi-1.2 (JABLONSKA et al., 2007). S. O acesso LA 2157 pertence
pertencente ao antigo complexo racial S. peruvianum ‘Maranon’ (PERALTA et al.,
2005). Recentemente, uma andlise genética molecular do locus Mi-9 identificou sete
homdlogos de Mi-1.2 na regido cromossémica correspondente e outras experiéncias de
silenciamento de genes induzidos por virus mostraram que o Mi-9 é de fato um
homologo do Mi-1.2 (JABLONSKA et al., 2007).

Estudos tém mostrado que o gene Mi-9 presente no acesso LA 2157 controla
resisténcia contra populagdes avirulentas ao Mi-1.2 a 25 °C e 32 °C, indicando que 0
acesso apresentaa resisténcia estavel ao calor (AMMIRAJU et al., 2003; VEREMIS e
ROBERTS, 1996c¢). Por outro lado, Jablonska et al., (2007) em seu estudo verificou que
a maioria das plantas LA 2157 (Mi-9) apresentaram resisténcia comprometida a 32 °C,
indicando que a resisténcia estavel ao calor é mediada por um outro homologo do Mi-
1.2.

Embora estudos mostrem que outros genes controlem resisténcia aos
nematoides-das-galhas, o Unico disponivel comercialmente é o gene Mi-1.2 (ROSSI et
al.,, 1998). O gene Mi-1.2 apresenta mdltiplos efeitos, pois além de controlar
nematoides-das-galhas, 0 gene apresenta resisténcia contra certos bi6tipos de pulgbes da
batata (Macrosiphum euphorbiae) e a moscas-branca (Bemisia tabaci) (ROSSI et al.,
1998; VOS et al., 1998; KALOSHIAN et al., 1995; NOMBELA et al., 2003). Outro
aspecto positivo associado ao locus contendo o gene Mi-1.2 é a presenca de uma estreita
ligacdo com outros genes de interesse, entre eles; os genes Cf-2 e Cf-5 que agregam
resisténcia a algumas racas do fungo Cladosporium fulvum, OI-4/0I1-6 que controlam
Oidium neolycopersici e 0 gene Am que controla o virus do mosaico da alfafa (DIXON
et al.,, 1996, 1998; SEIFI et al., 2011; PARRELLA et al., 2004). Além disso, a
resisténcia ao tomato yellow leaf curl virus (TY1/ TY3) e Ralstonia solanacearum (Bw-
5) também foram mapeados proximos dessa regido mas em repulsdo em relacdo a copia
ativa do gene Mi-1.2 (VERLAAN et al., 2013; THOQUET et al., 1996).
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2.4.4 Resposta de defesa

Estudos tém mostrado que a expressdo fenotipica da resisténcia mediada pelo
gene Mi-1.2 é caracterizada por uma reacdo hipersensivel (RH) precoce que envolve
necrose localizada de células da hospedeira, desorganizacdo celular e desenvolvimento
restrito de nematoides no local da infeccdo (DROPKIN, 1969; WILLIAMSON e
HUSSEY, 1996). Segundo Paulson e Webster (1972) as primeiras indicacdes visiveis da
resposta hipersensivel ocorrem as 42 horas ap6s a inoculacdo das raizes com juvenis de
segundo estadio (J2s). A expressdo fenotipica de incompatibilidade do nematoide-das-
galhas através da reacdo hipersensivel precoce também foi observada em raizes de
tomateiro portador do gene Mi-3 (REGAIEG e HORRIGUE-RAOUANI, 2012).

2.4.2 Disponibilidade do gene Mi-1.2 em porta-enxertos comerciais

Além das cultivares resistentes, outra forma de obter plantas de tomateiro com
resisténcia a nematoide-das-galhas é através do uso de porta-enxerto portador do gene
Mi-1.2. A enxertia nada mais é do que a unido de duas porc¢des de tecido vegetal vivo,
visando o crescimento e desenvolvimento de uma Unica planta. Para que se tenha
sucesso na técnica é fundamental que o cambio do enxerto fiqgue em contato estreito
com o cambio do porta-enxerto (GOTO et al., 2003). A técnica de enxertia comegou na
Coréia e no Japdo no inicio do seculo 20 a partir de trabalhos que tinham por objetivo
prevenir a fusariose na melancia e somente na década de 80, essa pratica chegou ao
Brasil com o objetivo de controlar Ralstonia solanacearum, Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici, Meloidogyne spp. e Verticillium dahliae.

Além de reduzir os danos aos nematoides, 0s porta-enxertos resistentes sdo
cultivados para ajudar a melhorar a aptiddo e o rendimento das plantas (IOANNOU
2001; MIGUEL 2002; RIVARD et al., 2010; OKORLEY et al., 2018). Além disso, o
porta-enxerto resistente também foi eficaz na superagdo de estresses abidticos, como
salinidade (CUARTERO et al., 2006; ESTAN et al., 2005; RIVERO et al., 2003),
estresse termico (ABDELMAGEED et al., 2004) e excesso umidade do solo (BLACK
et al., 2003). Outro aspecto positivo do uso dos porta-enxertos é que esses apresentam
diferentes genes de resisténcia (MARIN RODRIGUEZ, 2005).

Embora o uso de hortalicas enxertadas esteja associado a reducdo de doencas
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e/ou estresses abioticos, também sdo utilizados em areas livres de patdgenos visando o
aumento de produtividade (RUIZ e ROMERO, 1999; YETISIR e SARI, 2003) e
elevacdo da producgdo tem sido proporcionada pelo aumento da captacdo de agua e
nutrientes pelos porta-enxertos FERNANDEZ-GARCIA et al. (2002). Segundo
Fernandez-Garcia et al., 2002, a condutancia estomatica ¢ melhorada em tomateiros
com determinados porta-enxertos. Do mesmo modo, a captacdo de macronutrientes,
como fosforo e calcio, pode ser aumentada usando certos genotipos de porta-enxertos
(LEONARDI e GIUFFRIDA, 2006; RUIZ et al., 1996).

De maneira geral, para cultivares como porta-enxertos resistentes, um aspecto
que deve ser levado em consideracdo € a durabilidade dessa resisténcia, pois se utilizada
continuamente por Varios anos consecutivos, a probabilidade de perda de resisténcia se
torna maior, podendo surgir suscetibilidade a racas de patdgenos que antes ndo atingiam
essas plantas (KOBORI e SANTOS, 2003) ou no caso dos nematoides, até mesmo o

surgimento de populagdes virulentas.
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3 CAPITULO I: REACAO DE UM HIBRIDO HETEROZIGOTO DE
TOMATEIRO PORTADOR DO GENE Mi-1.2 A 15 ESPECIES DE Meloidogyne.

REACTION OF AHETEROZYGOUS TOMATO HYBRID BEARING THE Mi-
1.2 GENE TO 15 Meloidogyne SPECIES.

GABRIEL!, M.; KULCZYNSKE, S. M.; MUNIZ!, M. F. B.; BOITEUX4 L. S,
CARNEIRO? R. M. D. G. Plant Pathology, v. 69, n.5, p. 944-952, 2020.

!Departamento de Agronomia, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil

2Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), Brasilia, DF, Brasil

3Departamento de Ciéncias Agrondmicas e Ambientais, Universidade Federal de Santa Maria, Frederico Westphalen, RS, Brasil
“Embrapa Hortalicas (CNPH), Brasilia, DF, Brasil

Resumo: A maioria das especies de nematoides-das-galhas (NG) (Meloidogyne spp.)
sdo polifagas e o tomateiro cultivado (Solanum lycopersicum) € um de seus hospedeiros
preferenciais, resultando em perdas significativas. Sabe-se que o gene dominante Mi-1.2
do tomateiro confere resisténcia as trés espécies mais importantes de NGs (M.
incognita, M. javanica e M. arenaria) e as espécies secundarias tais como M. ethiopica,
M. hispanica e M. luci. No entanto, pouca informacdo esta disponivel sobre a resisténcia
de tomateiros portadores desse gene contra outras espécies de NGs que infectam o
tomateiro no Brasil. Neste estudo, a resisténcia conferida pelo gene/locus Mi-1.2 foi
avaliada em populacdes de 15 espécies de Meloidogyne, empregando cultivares de
tomateiro Santa Clara (homozigoto recessivo mi-1.2/mi-1.2, suscetivel) e Debora Plus
(heterozigoto Mi-1.2/mi-1.2, resistente). ‘Debora Plus’ foi suscetivel apenas a M.
enterolobii e M. hapla, mas foi resistente a populagdes brasileiras de M. arenaria, M.
ethiopica, M. exigua, M. hispanica, M. incognita, M. inornata, M. izalcoensis, M.
javanica, M. konaensis, M. luci, M. morocciensis, M. paranaensis e M. petuniae. O
gene Mi-1.2 esta localizado no cromossomo 6 do tomateiro em um cluster de sete genes
homologos da familia génica (NBS-LRR). Dessa for; mais pesquisas sd0 necessarias
para confirmar se esse fenOtipo de resisténcia mdaltipla de Meloidogyne spp., €
controlado exclusivamente pelo Mi-1.2 ou por acdo combinada de outros genes em
estreita ligacdo. Esta avaliacdo da resisténcia da cultivar Debora Plus a varias espécies
de Meloidogyne sugere que o gene/locus Mi-1.2 pode reduzir as perdas induzidas por
uma ampla variedade de Meloidogyne spp. Mais estudos utilizando diferentes cultivares
resistentes e outras populacdes de Meloidogyne spp., sdo necessarios para confirmar
esses resultados.

Palavras chave: Agressividade, Espécies de nematoides-das-galhas, Solanum
lycopersicum, Suscetibilidade.

Abstract: Many root-knot nematode (RKN) species (Meloidogyne spp.) are
polyphagous and cultivated tomato (Solanum lycopersicum) is one of their preferential
hosts, leading to significant losses. It is known that the dominant Mi-1.2 gene in tomato
confers resistance to the three most important RKN species M. incognita, M. javanica,
and M. arenaria, and minor species M. ethiopica, M. hispanica, and M. luci. However,
little information is available about resistance of tomatoes carrying this gene to other
tomato infecting RKN species. In this study, resistance conferred by the Mi-1.2 gene/
locus was evaluated against populations of 15 Meloidogyne species, employing tomato
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cultivars Santa Clara (homozygous recessive mi-1.2/mi-1.2, susceptible) and Debora
Plus (heterozygous Mi-1.2/mi-1.2, resistant). Debora Plus was susceptible only to M.
enterolobii and M. hapla, and was resistant to the other Brazilian populations of M.
arenaria, M. ethiopica, M. exigua, M. hispanica, M. incognita, M. inornata, M.
izalcoensis M. javanica, M. konaensis, M. luci, M. morocciensis, M. paranaensis, and
M. petuniae. Mi-1.2 is located on tomato chromosome 6 within a cluster of seven
homologous genes of the nucleotide-binding site leucine-rich repeat (NBS-LRR)
family; further research is required to confirm if this multiple Meloidogyne spp.
Resistance phenotype is controlled exclusively by Mi-1.2 or by combined action of
other closely linked genes. This evaluation of resistance of the Debora Plus cultivar to
several Meloidogyne species suggests that the Mi-1.2 gene/locus may reduce losses
induced by a wide range of Meloidogyne spp. Further studies using additional resistant
cultivars and other populations of Meloidogyne spp. are needed to confirm these results.

Keywords: Aggressiveness, Root-knot nematode species, Solanum lycopersicum,
Susceptibility

3.1 INTRODUCAO

Os nematoides-das-galhas (NGs) do género Meloidogyne estdo entre os principais
problemas sanitarios da cultura do tomate (Solanum lycopersicum L) em todo o mundo
(SEID et al., 2015). Até o momento, 18 espécies de Meloidogyne foram detectadas no
Brasil afetando uma ampla gama de culturas, incluindo o tomateiro, outras hortalicas,
frutiferas, soja, café, algoddo e feijao (CARNEIRO et al., 2016). A maioria dessas
espécies de NG pode infectar naturalmente plantas de tomate, em grandes regides
geograficas ou em dareas mais restritas. No entanto, as espécies predominantes de
Meloidogyne que infectam o tomateiro no mundo sdo M. javanica, M. incognita, M.
arenaria, M. hapla, e mais recentemente, M. enterolobii (= M. mayaguensis)
(CARNEIRO et al., 2006: BRITO et al., 2007; EL SAPPAH et al., 2019).

Entre as 18 principais espécies de Meloidogyne detectadas no Brasil
(CARNEIRO et al., 2016; STEFANELO et al., 2019), M. exigua, M. paranaensis e M.
incognita sdo as mais comuns na cultura do café (Coffea arabica), seguida de M.
izalcoensis, que foi recentemente detectada na regido do Tridngulo Mineiro
(STEFANELDO et al., 2019). Essas espécies também tém o tomateiro como hospedeiro.
Meloidogyne enterolobii foi detectada pela primeira vez no Brasil matando plantas de
goiaba (Psidium guajava) nos estados de Pernambuco e Bahia (CARNEIRO et al.,
2001a e 2016. Posteriormente, essa espécie foi registrada na goiabeira, em diferentes

estados brasileiros. Infec¢des naturais também foram observadas em plantas de tomate
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e pimentdo (Capsicum annuum) resistentes; assim, essa espécie foi considerada
virulenta a esses hospedeiros, uma vez que essas plantas sdo portadoras de genes de
resisténcia aos NGs (CARNEIRO et al., 2006; PINHEIRO et al., 2015). Embora M.
ethiopica tenha sido detectado no Brasil em plantas de kiwi (Actinidia deliciosa) em
2003 (CARNEIRO et al., 2003), € considerado uma espécie extremamente patogénica a
videira (Vitis vinifera) no Chile (CARNEIRO et al., 2007).

No Brasil também foi relatada parasitando plantas de tomateiro (PINHEIRO et
al., 2014). Meloidogyne hispanica foi detectada em plantas de abdbora (Curcubita
moscata) e cana-de-agucar (Saccharum officinarum), nos estados brasileiros da Bahia e
Pernambuco (CARNEIRO et al., 2004); o tomateiro também é um dos seus hospedeiros
preferenciais. Meloidogyne inornata foi registrada na cultura do yacon (Polymnia
sonchifolia) no estado de S&o Paulo e, novamente, o tomateiro também foi ientificado
como um hospedeiro altamente suscetivel (CARNEIRO et al., 2008).

Meloidogyne konaensis foi detectada no estado do Ceard, parasitando quatro
culturas: repolho (Brassica oleracea), mamdo (Carica papaya), noni (Morinda
citrifolia) e feijdo-caupi (Vigna unguiculata). Essa espécie ndo foi capaz de parasitar o
cafeeiro, mas o tomateiro também foi identificado como um bom hospedeiro
(MONTEIRO et al., 2015). Meloidogyne luci foi detectado em infec¢bes naturais, em
varias culturas no Brasil, incluindo lavanda (Lavandula spica) e descrito por Carneiro et
al., (2014); afetando videira, pepino (Cucumis sativus), alface (Lactuca sativa), brocolis
(B. oleracea var. italica), quiabo (Abelmoschus esculentus), soja (Glycine max), feijao
verde (Phaseolus vulgaris), yacon e tomateiro (BELLE et al., 2016; CARNEIRO et al.,
2016; DIVERS et al., 2019).

Meloidogyne morocciensis foi descrita em porta-enxertos de péssego (Prunus
persica) no Marrocos e no Brasil (CARNEIRO et al., 2016; SILVA et al., 2020) é uma
espécie polifaga, incluindo o tomateiro como um bom hospedeiro (CARNEIRO et al.,
2016). No Brasil, uma populacdo de M. morocciensis de Santa Rosa (RS) foi
caracterizada como altamente agressiva a soja (MATTOS et al., 2016).

Meloidogyne petuniae foi descrita infectando Petunia hybrida no Distrito
Federal. Embora tenha tomate, tabaco, ervilha (Pisum sativum) e feijdo como bons
hospedeiros (CHARCHAR et al., 1999), essa espécie ndo foi mais detectada em
levantamentos recentes no Brasil (PINHEIRO et al., 2014).

No Brasil, entre todas estas espécies de Meloidogyne previamente descritas que
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infectam tomateiros, M. javanica e M. incognita foram as mais prevalentes.
Meloidogyne ethiopica, M. enterolobii e M. luci sdo outras espécies com menor
distribuicéo nesse hospedeiro (PINHEIRO et al., 2014; CARNEIRO et al., 2016).

No tomateiro, o gene dominante Mi-1.2, introgredido a partir do acesso de
tomateiro selvagem, Solanum peruvianum ‘Pl 128657' é agora amplamente utilizado
comercialmente, sendo uma das fontes de resisténcia mais estudadas para os nematoides
parasitas de plantas (SEID et al., 2015). A reacdo de hipersensibilidade (HR) é o
mecanismo de resisténcia priméario desencadeado pela acdo do gene Mi-1.2, em resposta
a penetracao dos tecidos radiculares por juvenis de segundo estadio (J2s), resultando em
morte celular localizada ao redor do local da infeccdo (DROPKIN, 1969a).

O gene Mi-1.2 esta localizado no braco curto do cromossomo 6 do tomateiro,
pertencente a um agrupamento (‘cluster’) de sete genes homdlogos da familia de NBS-
LRR (NBS-LRR) (ROSSI et al., 1998; WILLIAMSON, 1998; 1999). Esse agrupamento
de genes introgredidos abrange uma regido cromossémica de cerca de 400 kb, que quase
sempre € transmitida intacta a progénie (ROSSI et al., 1998). Esta bem estabelecido que
0 gene homologo Mi-1.2 é aquele que confere o fend6tipo de resisténcia a maioria das
racas/populacbes de M. incognita, M. javanica e M. arenaria (WILLIAMSON, 1999;
BRITO et al., 2007; THIES et al., 2008) e também as populacdes de M. ethiopica e M.
luci (SANTOS et al., 2019), além de populacdo do pulgdo da batata (Macrosiphum
euphorbidae) (KALOSHIAN et al., 2000).

Por outro lado, a resisténcia mediada por Mi-1.2 ndo é expressa em temperaturas
do solo acima de 28 °C (DROPKIN, 1969b) e ndo é eficaz contra o pulgdo Myzus
persicae (GOGGIN et al., 2001). Além disso, gene Mi-1.2 ndo é eficaz contra algumas
espécies de NGs, incluindo M. hapla e M. enterolobii, e é apenas parcialmente eficaz
contra M. hispanica (MALEITA et al., 2011; ELLING, 2013). Todavia, populacdes
virulentas de M. incognita e M. javanica que quebram a resisténcia do Mi-1.2
(DEVRAN e SOGUT, 2010; TZORTZAKAKIS et al., 2014) foram relatadas como
emergentes sob distintas circunstancias de pressdo de selecdo: envolvendo nenhuma
exposicdo prévia (IBERKLEID et al., 2014) ou apds exposicdo persistente a plantas
resistentes (XU et al., 2001).

Como mencionado anteriormente, muitas especies de NGs sdo polifagicas e o
tomateiro € um de seus hospedeiros preferenciais e/ou primarios, levando a perdas

significativas de produtividade e qualidade, especialmente em cultivo protegido. No
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entanto, pouca informacao esta disponivel sobre a reacdo de cultivares de tomateiro
portando o gene/locus Mi-1.2 em relagdo a populacdes de espécies de Meloidogyne que
foram detectadas no Brasil (CARNEIRO et al., 2016). Nesse contexto, o principal
objetivo do presente estudo foi avaliar a resisténcia conferida pelo gene/locus Mi-1.2 da
cultivar de tomateiro ‘Debora Plus’ a 15 espécies de Meloidogyne que ocorrem no

Brasil e em muitas areas tropicais e subtropicais.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Populagdes de NGs e caracterizacdo das espécies pela enzima esterase

As populacdes utilizadas no presente estudo fazem parte de uma colecdo de
Meloidogyne spp., obtidas em estudos anteriores e provenientes de diferentes areas de
producédo do Brasil, sendo purificadas (CARNEIRO e ALMEIDA, 2001b) e mantidas
em tomateiro suscetivel cv. Santa Clara (Sakata), em casa de vegetacao. A identificacdo
das 15 espécies selecionadas para este estudo (Tabela 1) foi confirmada pelo fenétipo da
enzima esterase (EST), segundo Carneiro e Almeida (2001b) e Carneiro et al., (2016),
utilizando uma populacdo de como referéncia em cada gel. As populagdes de
Meloidogyne spp. foram obtidas a partir de raizes infectadas de tomateiro ‘Santa Clara’
mantidas em casa de vegetacdo, com excecdo de M. exigua, a qual foi proveniente de

raizes infectadas de cafeeiro ‘Mundo Novo’.

Tabela 1 - Populagdes brasileiras de Meloidogyne spp., usadas no presente estudo.

Cddigo MEeSIg?ggegSﬁe Hospedeiro original Origem geogréfica Fs:g[rﬁs% ‘je
1 M. javanica Nicotiana tabacum Londrina, PR J3
2 M. incognita raca 3 Gossypium hirsutum Luiz Eduardo Magalhdes, BA 12
3 M. arenaria raca 2 Solanum lycopersicum Londrina, PR A2
4 M. morocciensis Glycine max Santa Rosa, RS A3
5 M. hapla Fragaria ananassa Pelotas, RS H1
6 M. ethiopica Actinidia deliciosa Farroupilha, RS E3
7 M. inornata Smallanthus sonchifolius Capéo Bonito, SP 13
8 M. luci Cucumis sativus Vargem Bonita, DF L3
9 M. konaensis Brassica oleracea Serra da Ibiapaba, CE Ko3
10 M. paranaensis Coffea arabica Roléndia, PR P1
11 M. izalcoensis C. arabica Indiandpolis, MG 14
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12 M. hispanica Cucurbita moschata Vérzea da roca, BA Hi 3
13 M. petuniae Petunia hybrida Brasilia, DF Pe 2
14 M. exigua raga 2 C. arabica Varginha, MG El

15 M. enterolobii Psidium guajava Petrolina, PE En 2

Estados brasileiros: PR, Parana; BA, Bahia; RS, Rio Grande do Sul; SP, Sdo Paulo; DF, Distrito Federal;
CE, Ceara; MG, Mato Grosso; PE, Pernambuco.
3 Fen6tipo de esterase segundo Carneiro et al. (2016).

3.2.2 Material vegetal e confirmacéo da presenca/auséncia do gene Mi-1.2

Duas cultivares contrastantes de tomateiro foram utilizados nesses ensaios: 0
‘Santa Clara’ (cv. brasileira) de polinizagdo aberta (como padrédo suscetivel) e o hibrido
‘Debora Plus’ (Sakata) como fonte de resisténcia. Trés outras cultivares de tomateiro
foram utilizadas como controle: Viradooro (Embrapa; homozigoto resistente), BRS
Zamir (Agrocinco Embrapa; homozigoto suscetivel) e BRS Nagai (Agrocinco Embrapa;
heterozigoto resistente). O DNA total foi extraido de trés plantas por cultivar, a fim de
confirmar a presenca/auséncia do gene/locus Mi-1.2. Uma metodologia CTAB 2 X
modificada foi empregada para purificacdo de &cidos nucléicos (BOITEUX et al.,
1999), utilizando amostras de folhas apicais jovens de diferentes cultivares. 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/nomogeneizadas
em vortice e armazenadas em um freezer (-20°C).

Os ensaios de PCR foram realizados com o par de iniciadores Mi23F (5°-TGG
AAAAAT GTT GAATTT CTT TTG-3") e Mi23R (5’-GCA TAC TAT ATG GCT TGT
TTA CCC-3’), que foi considerado o marcador molecular codominante mais confidvel
para a deteccdo de alelos contrastantes no Mi-1.2 gene/locus (Seah et al., 2007; Bhavana
et al., 2019). O volume final da reacédo foi de 12,5 puL e consistiu em 1,25 pL de tampéo
Taq polimerase 10 x (Tris-HCI 100 mM, pH 8,3; KCI 500 mM), 1,25 uL de dNTPs (2,5
mM, Invitrogen), 0,5 uL de cada primer (0,4 mM), 0,75 uL de MgCI2 (50 mM), 0,2 uL
de DNA polimerase Taqg DNA polimerase (5 U/ uL, Invitrogen), 0,5 uL de agua milli-Q
e 3 uL de suspensdo de DNA (ajustado para 20 ng/ upL). As amplificacbes foram
realizadas com os seguintes parametros: passo inicial de desnaturacéo a 94°C por 3 min;
35 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 30 s, anelamento a 57°C por 1 minuto, extenséo a
72°C por 1 minuto; e uma etapa final de extensdo de 72°C por 10 min. Foi adicionado

azul de bromofenol (4 pL) em cada amostra, e os fragmentos de DNA amplificados
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foram separados por eletroforese em tampéao TBE (Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM),
em um gel de agarose a 1,5% suplementado com brometo de etidio, a 120 V por um
periodo de aproximadamente 3 horas. Os géis foram fotografados sob luz UV. O
marcador 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) foi colocado para localizagéo do perfil de

amplificacdo

3.2.3 Condicdes de crescimento do tomateiro, delineamento experimental,
inoculacgéo e procedimentos de avaliacéo

Dois experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), durante o inverno (de junho a agosto,
de 14 a 25 °C, temperatura do ar) e no verdo (de dezembro a fevereiro, de 20 a 28 °C,
temperatura do ar). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 8
repeticdes. A unidade experimental consistiu de uma planta por vaso de 5L, contendo
uma mistura 2:1 (vol/vol) de solo e substrato Bioplant, previamente autoclavada.
Quinze dias ap6s o transplante, as mudas de ‘Santa Clara’ e ‘Debora Plus’ foram
inoculadas com 5.000 ovos + juvenis de segundo estagio (J2). Noventa dias apds a
inoculacdo, as raizes foram lavadas e avaliadas quanto ao peso fresco. Posteriormente,
as raizes foram processadas, de acordo com a metodologia de Hussey e Barker (1973),
usando um liquidificador em vez de agitacdo manual por 30 segundos. Os ovos e J2s
foram contados, determinando o nimero total de nematoides (populacéo final), e o fator
de reproducdo (FR = populagdo final/5.000) foi calculado, de acordo com
OOSTENBRINK (1966).

As reacOes das variedades de tomateiro foram classificadas de acordo com 0s
conceitos de Hussey e Janssen (2002), que consideram resistentes plantas com redugéo
do FR acima de 90% em relacdo a planta suscetivel (controle). Em ambos os
experimentos foram realizadas analises estatisticas para o0s valores de massa fresca da
raiz, nimero de ovos por grama de raiz e FR. Inicialmente, foi verificado se os dados
apresentavam distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados que néo
atenderam os pressupostos de normalidade foram transformados em log (x+1) antes da
analise da variancia. A analise de variancia foi realizada para 0s experimentos apos a
transformacdo dos dados e o teste de Scott-Knott (p<0,05) foi usado para avaliar as

diferencas entre as espécies de NGs, usando o pacote estatistico SAS.
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3.3 RESULTADOS

Quinze populagdes de Meloidogyne spp., (Tabela 1) foram previamente
confirmadas quanto ao status taxonémico, através dos perfis da enzima esterase (EST).
Estas espécies apresentaram fendtipos de EST tipicos de: M. javanica (EST J3, Rm:
1,00, 1,25, 1,40), M. incognita (EST 12, Rm: 1,00, 1,05), M. arenaria (EST A2, Rm:
1,20, 1,30 ), M. morocciensis (EST A3, Rm: 1,10, 1,20, 1,30), M. hapla (EST H1, Rm:
1,10), M. ethiopica (EST E3, Rm: 0,90, 1,05, 1,20), M. inornata ( EST I3, Rm: 0,80,
1,10, 1,25), M. luci (EST L3, Rm: 0,95, 1,10, 1,25), M. konaensis (EST Ko3, Rm: 1,00,
1,10, 1,15, 1,30), M. paranaensis ( EST P1, Rm: 1,30), M. izalcoensis (EST 14, Rm:
0,86, 0,96, 1,24, 1,30), M. hispanica (EST Hi3, Rm: 0,80, 0,90, 1,05), M. petuniae (EST
Pe2, Rm : 0,95, 1,10), M. exigua (EST E1, Rm: 1,5) e M. enterolobii (EST En2, Rm:
0,7, 0,75, 0,9, 0,95) (Figura 1).

Os ensaios da PCR realizados com o par de iniciadores Mi23F/Mi23R
confirmaram que as cultivares Viradooro, BRS Zamir e BRS Nagai (utilizadas como
controle) mostraram padrdes de bandas do tipo homozigoto homozigotos resistente
(somente com a banda de 380 pb), homozigoto suscetivel (somente com a banda de 430
pb) e heterozigoto resistente (apresentando ambas bandas de 380 e 430 pb),
respectivamente (Figura 2). A cultivar Santa Clara foi identificada como homozigota
suscetivel com banda de 430 pb e o hibrido Debora Plus como heterozigoto resistente,
apresentando duas bandas de 380 e 430 pb (Figura 2).
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Figura 1 - Fenotipos de esterase (EST) observados em populagdes de Meloidogyne spp.,
coletadas no Brasil. a) EST J3 = M. javanica, a populacao de referéncia; (b) EST 12 =
M. incognita; (c) EST A2 = M. arenaria; (d) EST A3 = M. morocciensis; (e) ESTH1 =
M. hapla; (f) EST E3 = M. ethiopica; (g) EST 13 = M. inornata; (h) EST L3 = M. luci;
(i) EST Ko3 = M. konaensis; (j) EST P1 = M. paranaensis; (k) EST 14 = M. izalcoensis;
() EST Hi3 = M. hispanica; (m) EST Pe2 = M. petuniae; (n) EST E1 = M. exigua; (0)
EST En2 = M. enterolobii.

-
- - -
- B - - . “
- - - -
| — - ..
-

— e | G s | SN B e . ([ R e e
J3 J3 12 J3 A2 A3 J3 H1 J3 E3 J3 13 13

‘.
“un S
P

"

———"X10
i
|
i

J3

0

.

: -
J3 14

L3 13 |Tk3 13 | P1 3 | K3 I3 | P2 T3 |ET. I3 | En2 13

Portanto, essas duas cultivares foram usadas como materiais genéticos
contrastantes em todos os ensaios de resisténcia subsequentes com as 15 espécies

selecionadas de Meloidogyne spp.
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Figura 2 - Deteccdo da presenca/auséncia do gene Mi-1.2 para resisténcia a
Meloidogyne spp., nas cultivares de tomate Debora Plus (DP) e Santa Clara (SC) e nas
cultivares controle Viradooro (HR; homozigoto resistente), BRS Zamir (HS;
homozigoto suscetivel) e BRS Nagai (HZ; heterozigoto resistente). A PCR foi realizada
utilizando o par de iniciadores especifico Mi23F/Mi23R. MM = marcador molecularl
kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). A PCR do DNA do Debora Plus produziu duas
bandas de 380 e 430 pb, indicando que esta cultivar é heterozigdtica Mi-1.2/mi-1.2 neste
locus e ‘Santa Clara’ produziu uma Unica amplificacdo de 430 pb, indicando que esta
cultivar é homozigota suscetivel (mi-1.2/mi-1.2).

500 bp we—)p
400 bp )y
300 bp w—

430 bp
380 bp

200 bp m—)

As Tabelas 2 e 3 ilustram a variabilidade observada na agressividade das 15
espécies de Meloidogyne. Houve variagdo na massa fresca da raiz, nimero de ovos por
grama de raiz e FR no ensaio n° 1 (verdo, 20-28°C) e no ensaio n° 2 (inverno, 14-25°C)
no ‘Debora Plus’ e ‘Santa Clara’. Houve uma diferenca evidente entre resisténcia e
suscetibilidade, o que significa que a analise estatistica ndo foi necessaria para sua
distingdo. As diferengas nos valores de FRs foram significativas entre a cultivar
suscetivel e resistente. Nos dois ensaios, ‘Debora Plus’ foi suscetivel apenas a M.
enterolobii (FR: 105,0 e 78,6) e M. hapla (FR: 22,5 e 28,5) e apresentou reagéo

resistente (R) com FR muito baixo para todas as outras 13 espécies (M. javanica, M.
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incognita, M. arenaria, M. morocciensis, M. ethiopica, M. inornata, M. luci, M.
konaensis, M. paranaensis, M. izalcoensis, M. hispanica, M. petuniae e M. exigua).

Todas as espécies de Meloidogyne foram capazes de se reproduzir no controle
suscetivel ‘Santa Clara’ nos dois ensaios. No ensaio n° 1, os valores de FR em Santa
Clara variaram de 18,9 a 148,7, sendo M. enterolobii (RF: 148,7) a espécie mais
agressiva, seguida por M. ethiopica (FR: 134,5) e M. javanica (FR: 123,1) (Tabela 2);
no ensaio n° 2, os valores de FR variaram de 10,2 a 99,9 e M. enterolobii foi novamente
a espécie com maior agressividade (Tabela 3).

No experimento n® 1, M. enterolobii exibiu FR de 148,7 e M. hapla apresentou
FR de 55,7. No n° 2, os valores de FR dessas espécies de NGs foram 99,9 e 23,2,
respectivamente. Nos dois experimentos, os menores valores de FR foram obtidos para
a espécie M. exigua, em ambas as cultivares, reforcando a nocao de que o tomateiro ndo

é um hospedeiro preferencial dessa espécie do NGs.

Tabela 2 - Massa fresca da raiz, nimero de ovos por grama de raiz, fator de reproducéo
(FR) e reagdo das cultivares de tomateiro Santa Clara (homozigota suscetivel; mi-
1,2/mi-1,2) e Debora Plus (hibrido heterozigoto resistente; Mi-1,2/mi-1,2) quando
inoculados com 5.000 ovos / J2 de 15 Meloidogyne spp., durante o verdo (dezembro a
fevereiro, 20-28 °C) em Brasilia, DF, Brasil.

Santa Clara Debora Plus
Especie de Meloidogyne ,;f:sss: /ovo_s FR  Reagéo? fr't\e/é?:zsge ovos FR  Reagdo?
de raiz g/raiz raiz [glraiz

M. javanica 120,5a 51079a 123,1a S 73,6a 54,2 ¢ 0,8c R
M.incognita raca 3 98,0b 4561,2a 89,0b S 70,5a 63,8 ¢ 0,9¢c R
M. arenaria raga 2 105,3a 4686,6a 98,7b S 65,4 b 459¢ 0,6¢ R
M. morocciensis 854b 4648,7a 79,4b S 58,7b 256 ¢ 0,3c R
M. hapla 78,7c 3538,8b 55,7c S 55,9b 20125b 22,5b S
M. ethiopica 1425a 4719,3a 134,5a S 64,2 b 93,5¢c 1,2¢c R
M.inornata 122,0a 4004,1a 97,7b S 60,3 b 66,3 c 0,8c R
M. luci 938b 4488,0a 84,2b S 784 a 319c 0,5¢c R
M. konaensis 107,7a 3899,7b 84,0b S 755a 59,6 ¢ 0,9c R
M. paranaensis 75,3c  23439b 35,3d S 59,8 b 50,2 ¢ 0,6¢ R
M. izalcoensis 65,4c 3470,9b 45/4c S 68,2 a 51,3¢ 0,7c R
M. hispanica 84,4b 2286,7b 38,6d S 56,7 b 17,6d 0,2c R
M. petunia 955b 12879c 24,6d S 714 a 21,0d 0,3c R
M. exigua raca 2 73,4c 12875c 18,9 S 69,7 a 0,72 e 0,1c R
M. enterolobii 138,9a 5352,8a 148,7a S 89,9 a 5867,6 a 105,0a S

CV% 35,4 32,7 38,05 32,5 2,4 18,05

Os valores médios seguidos pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste
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de Scott—Knott com 5% de probabilidade. Abreviacdo: CV%, coeficiente de variacdo. 2 S, suscetivel; R,
resistente.

Tabela 3 - Massa fresca da raiz, nimero de ovos por grama de raiz, fator de reproducéo
(FR) e reagdo das cultivares de tomateiro Santa Clara (homozigota suscetivel; mi-
1,2/mi-1,2) e Debora Plus (hibrido heterozigoto resistente; Mi-1,2/mi-1,2) quando
inoculado com 5.000 ovos/J2 de 15 Meloidogyne spp., no inverno (junho a agosto, 14—
25 °C) em Brasilia, DF, Brasil.

Santa Clara Débora
Espécie de Massa Massa
Meloidogyne fresca de /OVO.S FR  Reacdo® frescade Ovos FR  Reac&o®
raiz g/raiz raiz [glraiz

M. javanica 48,2 b 5435,7a 52,4b S 34,7a 576b 0,4c R

M.incognitaraca3  50,7a  3816,6b 38,7c S 385a 39,0b 0,3c R

M. arenariaraca2 60,6 a 2871,3c 34,8c S 28,6 b 1399b 0,8¢c R

M. morocciensis 66,4 a 3131,0b 41,6d S 355a 98,6 b 0,7c R

M. hapla 54,8 a 2116,8c 23,2d S 37,8a 3769,8a 28,5b S

M. ethiopica 454 b 5143,2a 46,7b S 29,4 b 85,04 b 0,5¢ R

M.inornata 66,7 a 3579,3b  32,5¢ S 36,6 a 819b 0,6¢c R

M. luci 394b 3515,2b  26,7d S 279b 71,7b 0,4c R

M. konaensis 43,4b 5530,0a 48,0b S 324 a 108,03b  0,7c R

M. paranaensis 52,7 a 1783,7c  18,8e S 28,6 b 87,4b 0,5¢ R

M. izalcoensis 43,3 b 3221,7b  27,9d S 27,8b 1259b 0,7¢c R

M. hispanica 394D 2512, 7¢  19,8e S 37,7 a 13,27 ¢ 0,1c R

M. petunia 445b 1404,5¢  12,5e S 28,7b 69,7b 0,4c R

M. exigua raga 2 47,4b 1075,9¢ 10,2e S 29,2 b 1,72 ¢ 0,01b R

M. enterolobii 68,8a  7260,2a 99,9a S 48,2a 81535a 786a S

CV% 36,3 38,4 36,05 33,5 38,6 16,5

Os valores médios seguidos pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Scott — Knott com 5% de probabilidade. Abreviacdo: CV%, coeficiente de variacéo.
as, suscetivel, R, resistente.

3.4 DISCUSSAO

As espécies do género Meloidogyne compdem um grupo de nematoides
altamente agressivos e economicamente importantes, pois pode infectar uma ampla
gama de culturas: hortalicas, fruteiras, soja, café, algoddo e feijdo, entre outros.
Atualmente, mais de 100 espécies de Meloidogyne foram descritas em todo o mundo
(HUNT e HANDOO, 2009). No Brasil, M. javanica, M. incognita e algumas espécies
como M. ethiopica, M. enterolobii e M. hapla com menor distribuicdo séo predominantes

em solos cultivados, principalmente em associagdo com a cultura do tomateiro
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(PINHEIRO et al., 2014).

Nossos resultados demonstraram pela primeira vez que, além da resisténcia a M.
incognita, M. javanica, M. arenaria, M. ethiopica, M. hispanica e M. luci, o gene/locus
Mi-1.2 de ‘Debora Plus’ confere resisténcia a sete outras espécies de NGs encontradas
no Brasil: M. exigua, M. inornata, M. izalcoensis, M. konaensis, M. morocciensis, M.
paranaensis e M. petuniae. A viruléncia das populacdes de M. enterolobii e M. hapla no
hibrido de tomateiro portador do gene/locus Mi-1.2 estd de acordo com relatos
anteriores no Brasil (BRITO et al., 2007) e em outros paises como Suiga KIEWNICK et
al., 2009 e na Tunisia MOLINARI.e MIACOLA, 1997).

O ensaio de PCR com os iniciadores Mi23F/Mi23R mostrou que o marcador
molecular codominante é um método confidvel para a deteccdo dos alelos contrastantes
no gene/locus Mi-1.2 (BHAVANA et al., 2019). Curiosamente, M. enterolobii e M.
hapla que quebraram a resisténcia do gene/locus Mi-1.2 séo filogeneticamente distantes
de outras espécies de Meloidogyne, com base na regido 18S rDNA e na regido
intergénica das sequéncias mitocondriais de DNA (TIGANO et al., 2010), sugerindo a
presenca de distintos processos coevolutivos associados ao reconhecimento das
proteinas efetoras do NGs pelo produto do gene/locus Mi-1.2.

Nos dois experimentos, M. enterolobii se comportou como a espécie mais
agressiva e virulenta a ambas as cultivares de tomateiro (Santa Clara e Debora Plus).
Esse resultado estd de acordo com Cetintas et al. (2007) que observaram galhas
radiculares mais severas induzidas por M. enterolobii do que nas populacdes de M.
incognita, M. arenaria, M. javanica e M. floridensis. Vale ressaltar que embora ambas
as cultivares de tomateiro tenham sido classificadas como suscetiveis a M. enterolobii, o
FR do’ Santa Clara’ foi significativamente maior que o FR do ‘Debora Plus’ (portadora
do gene/locus Mi-1.2); esse efeito residual que alterou a capacidade de reproducdo de
M. enterolobii, em variedades de tomateiro portadoras do gene/locus Mi-1.2 ja foi
relatado anteriormente por Brito et al. (2007). No presente estudo, observou-se que
ambas as cultivares de tomateiro inoculadas com M. enterolobii apresentaram maior
massa fresca da raiz do que quando inoculadas com outras espécies de Meloidogyne.
Esse resultado era de alguma forma esperado e deve estar relacionado ao alto nimero de
galhas grandes e a alta taxa de reproducdo causada por essa espécie de NG.

Meloidogyne exigua foi a espécie com 0s menores niveis de multiplicagdo no

tomateiro suscetivel ‘Santa Clara’. Essa espécie de NG tem o cafeeiro como hospedeiro
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preferencial, embora tenha sido relatada a capacidade de M. exigua raca 2 de se
reproduzir em tomateiros (MUNIZ et al., 2008). Silva et al. (2008) demonstraram que
linhagens de tomateiro portadoras do gene Mi-1.2 eram suscetiveis a M. exigua. 1sso
contrasta com os resultados obtidos no presente estudo, onde uma reacdo resistente
associada a presenca do gene/locus Mi-1.2 foi observada para a populagdo de M. exigua
aqui estudada. A alta diversidade genética encontrada nas populacGes de M. exigua
(MUNIZ et al., 2008) pode explicar a discrepancia entre esses dois estudos.

O gene/locus Mi-1.2 foi previamente avaliado por seus efeitos de controle em
relacdo a M. ethiopica (posteriormente identificado como M. luci por Geri¢ Stare et al.,
2017). No estudo de Strajnar e Sirca (2011), M. luci ndo foi capaz de se reproduzir no
tomateiro resistente cv. Venezia, corroborando com os nossos resultados. O mesmo foi
observado para M. hispanica, que ndo foi capaz de se reproduzir no tomateiro cv. Rapid,
heterozigoto para o gene/locus Mi-1.2 (MALEITA et al., 2011). Santos et al. (2019)
também confirmaram gue esse mesmo gene confere resisténcia a M. ethiopica e M. luci.
Os altos niveis de resisténcia as espécies M. incognita, M. javanica e M. arenaria
observados em tomateiros com o gene Mi-1.2 por El-Sappah et al. (2019), foram
confirmados no presente estudo para populacdes brasileiras. Varios estudos realizados
na Europa e em outros paises afirmaram o surgimento de populacGes virulentas,
principalmente de M. javanica e M. incognita, com reproducdo em tomateiro
previamente resistente (DEVRAN e SOGUT, 2010; TZORTZAKAKIS et al., 2014). No
entanto, nenhuma das populacdes de M. javanica e M. incognita empregadas aqui foi
capaz de quebrar a resisténcia controlada pela presenca do gene/locus Mi-1.2.

Por mais de 60 anos, o gene Mi-1.2 tem sido usado efetivamente em cultivares
comerciais de tomateiro para reduzir os danos causados por M. javanica, M. incognita e
M. arenaria (SEID et al., 2015). Nossos resultados expandiram o espectro de resisténcia
conhecido do gene/locus Mi-1.2 para um total de 13 espécies/populagdes de
Meloidogyne. Como 0 Mi-1.2 esta localizado no cromossomo 6 do tomateiro, em um
cluster de sete genes homdlogos da familia NBS-LRR, pesquisas adicionais devem ser
realizadas para confirmar se esse fenétipo a mudltiplas espécies de Meloidogyne €
controlado exclusivamente pelo gene Mi-1.2 ou pela acdo combinada de outros genes
NBS-LRR presentes nesse agrupamento (‘cluster’). Linhagens transgénicas de
tomateiro que possuem apenas 0 gene homologo Mi-1.2 em seus genomas ja estéo

disponiveis (WILLIAMSON, 1999) e poderiam ser usadas para investigar melhor esse
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fato.

O presente estudo demonstrou que o gene/locus Mi-1.2 no tomateiro ‘Debora
Plus’ conferiu resisténcia a varias espécies de NGs que sdo tropicais e subtropicais e
infectam vérias culturas no Brasil e no mundo. Como mencionado anteriormente, essas
espéecies NGs sdo relatadas causando danos econémicos ao tomateiro e outras plantas
solandceas, mas também a uma ampla variedade de culturas economicamente
importantes, como café, soja, feijdo verde, feijdo caupi, Kiwi, videira, cucurbitécea,
varias especies de Brassicaceae, cana-de-agUcar, mamdo, alface, quiabo e péssego.
Portanto, a acdo do amplo espectro do gene/locus Mi-1.2 seria interessante no sentido de
transferir transgenicamente esse gene de resisténcia do tomateiro para essas culturas por
meio da biotecnologia. Além disso, nossos resultados também sugerem que plantas de
tomateiro com o gene/locus Mi-1.2 podem ser empregadas em sistemas de rotacéo e/ou
consorciacdo com uma ampla gama de culturas hospedeiras de NGs, com o objetivo de
reduzir a densidade populacional inicial em solos infestados. No entanto, para
corroborar esses resultados sdo necessarios mais estudos com outras cultivares

resistentes de tomateiro e com mais populagdes de Meloidogyne spp.
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4 CAPITULO II: CARACTERIZAQAO DA PATOGENICIDADE DE UMA
POPULACAO DE Meloidogyne javanica VIRULENTA AO GENE Mi-1.2 EM
TOMATEIROS NO BRASIL

Resumo: Na cultura do tomateiro, Solanum lycopersicum L., os problemas causados
pelos nematoides do género Meloidogyne podem ser controlados através da resisténcia
genética. Ouso de cultivares resistentes € uma das medidas mais eficientes no controle
desse patdgeno além de apresentar menor impacto ambiental. No entanto, plantas do
tomateiro porta-enxerto ‘Guardido’ (portadoras do gene Mi-1.2) (porta-enxerto
Guardido) foram encontradas com o sistema radicular apresentando sintomas severos,
tipicos de nematoides-das- galhas, em um cultivo protegido no municipio de Frederico
Westphalen/RS. Raizes severamente afetadas foram levadas ao laboratorio e fémeas
foram retiradas para a caracterizacdo bioquimica da o-esterase e do padrdo perineal.
Estudo complementar foi realizado com objetivo de confirmar a quebra da resisténcia
empregando um com teste de patogenicidade, medindo a densidade populacional do
nematoide, foi realizado. A espécie da populagéo coletada infectando o sistema radicular
do porta-enxerto Guardido foi identificada como Meloidogyne javanica (Est J3, J2),
sendo este o primeiro relato de uma populacgdo virulenta desse nematoide no Brasil. O
teste de patogenicidade confirmou a quebra da resisténcia do gene Mi-1.2 pela
populacdo virulenta de M. javanica, além disso, foi possivel comprovar que ndo houve
influéncia da densidade populacional do patdgeno na quebra da resisténcia. De maneira
geral, é de extrema importdncia 0 monitoramento e caracterizacdo de populacdes
virulentas em areas de producdo de tomate a fim de se planejar corretamente 0 manejo
da doenga.

Palavras Chave: Solanum spp., Resisténcia, Viruléncia, Nematoides-das-galhas.

DETECTION AND CHARACTERIZATION OF THE PATHOGENICITY OF A
Meloidogyne javanica POPULATION VIRULENT TOWARD THE Mi- 1.2 GENE
IN TOMATO PLANTS IN BRAZIL.

Abstract: When planting tomato, Solanum lycopersicum L., problems caused by
nematodes of the genus Meloidogyne can be controlled by genetic resistance. Therefore,
of resistant cultivars being one of most efficient measures in the control of this
pathogen, besides presenting less environmental impact. However, plants of the
‘Guardian’ rootstock tomato (carriers of the Mi-1.2 gene). However, plants from the
'Guardido’ rootstock tomato (carriers of the Mi-1.2 gene) (Guardido rootstock) were
found with the root system showing severe typical symptoms, of root-knot nematodes,
in a protected crop in municipality by Frederico Westphalen, rio Grande do Sul, state.
Severely infected roots were taken to the laboratory and females were extracted and
used for biochemical characterization of o-esterase and perineal pattern. A
complementary study was carried out in order to confirming of resistance breakdown
through a pathogenicity test, by measuring the nematode population density. The
species of the population collected from Guardido rootstock root system was identified
as Meloidogyne javanica (Est J3, J2), and this was the first report of a virulent
population of this nematode in Brazil. The pathogenicity test confirmed the breakdown
of resistance of the Mi-1.2gene by the virulent population of M. javanica. In addition, it
was possible to prove that there was no influence of the population density of the
pathogen on the breakdown of resistance. In general, it is extremely important to
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monitor and characterize virulent populations in tomato production areas in order to
plan the management of the disease properly.

Keywords: Solanum spp., Resistance, Virulence, Root-knot nematodes.

4.1 INTRODUCAO

Na cultura do tomateiro, os problemas causados pelos nematoides do género
Meloidogyne podem ser controlados através da resisténcia genética, que pode ser
definida como a capacidade de genes em restringir ou impedir a multiplicacdo de
nematoides, em uma determinada espécie hospedeira (TRUDGILL, 1986). A resisténcia
aos nematoides-das-galhas no tomateiro é conferida por um Unico gene dominante Mi,
localizado no cromossomo 6, oriundo da espécie de tomateiro selvagem Solanum
peruvianum L. (SMITH, 1944). O gene Mi-1.2 confere resisténcia a 13 especies do
género Meloidogyne (M. arenaria, M. ethiopica, M. exigua, M. hispanica, M. incognita,
M. inornata, M. izalcoensis M. javanica, M. konaensis, M. luci, M. morocciensis, M.
paranaensis and M. petuniae), mas nao a M. hapla e M. enterolobii (GABRIEL et al.,
2020). Até o momento, esse gene tem sido a Unica fonte de resisténcia aos NGs, em
todas as cultivares de tomateiros disponiveis no mercado, e pode ser considerado um
gene de resisténcia muito estavel em termos de durabilidade (WILLIAMSON, 1998).

Embora o gene Mi-1.2 tenha ao longo dos anos conferido resisténcia ao
nematoide das galhas, essa resisténcia pode ser perdida devido a temperatura do solo
acima de 28°C, e pela ocorréncia de populagfes virulentas capazes de suprimir a agéo
do gene (CORTADA et al., 2011; DEVRAN e SOGUT 2010; TZORTZAKAKIS et al.,
2014). Alem disso, a resisténcia pode estar influenciada pela dosagem do gene, em que
gendtipos com dois alelos dominantes (homozigoto — Mi-1.2/Mi-1.2) apresentam mais
resisténcia quando comparados a genotipos com um s6 alelo (heterozigoto — Mi-1.2/mi-
1.2) (JACQUET et al., 2005; MALEITA et al., 2011; IBERKLEID et al., 2014).

A viruléncia é definida como a capacidade do nematoide de se reproduzir em
uma planta hospedeira que possui um ou mais genes de resisténcia. Populacdes
virulentas podem ocorrer naturalmente, sem exposicdo prévia a uma cultivar resistente
(OMAT et al., 2001; IBERKLEID, 2014) ou podem ser selecionadas ap0s exposicao
repetida da populacdo ao gene de resisténcia no campo (KARAJEH et al., 2005;
VERDEJO - LUCAS et al., 2009; DEVRAN e SOGUT, 2010; TZORTZAKAKIS et al.,
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2014) ou até mesmo por selecdo induzida em laboratorio (WILLIAMSON, 1998).

Estudos realizados por Pinheiro et al. (2014) relatam a predominancia das
espécies M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949 (50%), M. incognita (Kofoid e
White, 1919) Chitwood, 1949 (28,5%), M. ethiopica Whitehead, 1968 (14,2%), M.
enterolobii Yang e Einseback, 1983 (7,14%) e M. morocciensis Rammah e Hirschmann,
1990 (3,57%) em areas de producdo de tomate no Brasil, sendo M. javanica e M.
incognita, as mais comumente encontradas.

Embora a ocorréncia de popula¢des de Meloidogyne spp. virulentas, capazes de
se reproduzir em plantas portadoras do gene Mi-1.2, tenha sido relatada em Vvarios
paises da Europa (CASTAGNONE-SERENO et al., 1994; ORNAT et al.,, 2001;
ROBERTSON et al., 2006; BLEVE-ZACHEO et al., 2007; DEVRAN e SOGUT, 2010;
TZORTZAKAKIS et al., 2014) e, recentemente, em relacdo a espécie M. incognita no
Brasil (SILVA et al., 2019), ndo ha relatos sobre populacdes de M. javanica virulentas
no Brasil.

Considerando que o uso de variedades resistentes tem sido a estratégia mais
econdmica e sustentavel para controlar os NGs na produgdo de tomate (DEVRAN e
SOGUT, 2010), é de fundamental importdncia o monitoramento de populacdes
virulentas em areas de cultivo para auxiliar nas praticas de manejo a serem adotadas
bem como para atencipar potenciais a¢cdes de melhoramento genético visando identificar
fontes de resisténcia. O objetivo deste estudo foi identificar as espécies de Meloidogyne
spp., em lavouras de tomate no noroeste do Rio Grande do Sul, comprovar a
suplantacdo da resisténcia ao gene Mi-1.2 em casa de vegetacdo e estudar a reproducédo
de diferentes densidades de indculo de Meloidogyne sp. virulento, em tomateiro

resistente.

4.2 MATERIAL E METODOS

Cinco amostras de tomateiro, com sintomas de infec¢do por Meloidogyne foram
coletadas em lavouras convencionais e em cultivo protegido na regido Noroeste do Rio
Grande do Sul, pertencentes aos municipios de Frederico Westphalen, Rodeio Bonito e

Palmeira das Missoes.
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Tabela 1 - Amostras, origem geogréafica no Rio Grande do Sul e plantas hospedeiras.

Hospedeiro, resisténcia (R)

Amostra Origem geogréfica Coordenadas Jsuscetibilidade (S)

1 Frederico Westphalen  27°21' 32" S/53°23'38" O Solanum lycopersicum/ ‘Guardido’ (R)

2 Rodeio Bonito 27°28' 15" S/53°10' 08" O S. lycopersicum/ Santa Cruz ‘Kada’ (S)
3 Palmeira das MissGes  27° 53' 56" S/53° 18' 50" O S. lycopersicum/ ‘Santa Clara’ (S)

4 Frederico Westphalen  27° 21' 32" S/53° 23' 38" O S. lycopersicum/ ‘Santa Clara 15300’ (S)
5 Rodeio Bonito 27°28'15" S/53°10'08" O S. lycopersicum Santa Cruz *Kada’ (S)

4.2.1 Obtencéo das populacdes de Melodogyne spp

Para a realizagdo das coletas foi adotado o caminhamento em zigue-zague, onde
foram realizadas coletas de solo e raiz de tomateiro. Dez subamostras foram retiradas no
perfil de 0-20 cm de profundidade, proximo da planta, em seguida foram
homogeneizadas para a retirada do volume de um quilograma de solo mais raizes e
armazenadas em sacos plasticos e transportadas ao Laboratério de Fitopatologia da
UFSM (Universidade de Santa Maria).

Para avaliacdo da densidade populacional dos nematoides presentes no solo, uma
fracio de 200 cm?® foi processada seguindo processamento por peneiramento e flutuagéo
em centrifuga, em solucdo de sacarose (JENKINS, 1964).

As raizes das amostras foram separadas, lavadas e pesadas. Em seguida, 10g de
raiz foram utilizadas para a extracdo dos nematoides conforme metodologia de Hussey e
Barker (1973), mediante trituracdo de raizes em liquidificador, com uma solucdo de
0,5% de hipoclorito de sédio (NaOCI). A quantificacdo dos J2 no solo e ovos +J2 nas
raizes foi realizada em laminas de Peters, ao microscépio dptico, através da média de
trés contagens.

A outra parte da raiz foi utilizada para inoculagdo em planta de tomateiro cv.
‘Santa Clara’ e esta foi mantida em casa de vegetac¢do, durante 60 dias para posterior
identificacdo das espécies do nematoide-das-galhas. Apds esse periodo, fémeas foram
extraidas e caracterizadas bioquimicamente pela técnica de eletroforese, utilizando-se a

enzima a-esterase e morfologicamente, através da configuracéo da regido perineal.

4.2.2 Caracterizagdo bioquimica

A caracterizagdo bioquimica foi realizada no laboratorio de Microbiologia do
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Solo da UFSM e no Laboratério de Nematologia da EMBRAPA - Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Para isso, vinte fémeas adultas e com aspecto branco leitoso foram
retiradas das raizes de tomateiro de cada amostra, com o auxilio de um estilete de ponta
fina, sob microscopio estereoscopico. Cada fémea retirada foi depositada
individualmente em um tubo capilar mantido em gelo, com 10-15uL de solugdo tampao
de extracdo para a enzima esterase (Est) (CARNEIRO e ALMEIDA, 2001).

Ap0s a coleta das fémeas, foi realizada a preparacdo de um gel de poliacrilamida
a 7% (11 x 18 cm, 1 mm de espessura), sendo as mesmas maceradas individualmente e
a respectiva suspenséo, adsorvida em papel filtro qualitativo (Whatman 3mm).

Cada pedaco de papel adsorvido com a respectiva amostra foi colocado
separadamente no gel, e em trés deles, foi depositada uma gota de azul de bromofenol
(0,01%). Utilizou-se como padrdo, o extrato proteico de uma populacdo pura de M.
javanica, o qual foi depositado em trés cavidades do mesmo gel, para garantir a
comparacao dos fenotipos encontrados (CARNEIRO e ALMEIDA, 2001).

Feita a aplicacdo das amostras, o gel foi colocado em uma cuba contendo
tampéo e esta foi ligada a uma fonte de 80 volts, mantida em geladeira tipo balcéo entre
5 e 8°C, sendo a corrida eletroforética efetuada no sistema horizontal, atraves da
metodologia descrita por Carneiro e Almeida (2001).

Ao final da corrida, o gel foi submetido a revelacdo da enzima esterase,
utilizando-se uma solucdo de 50 mL de tampéo fosfato (50 mg de Fast Blue RR Salt e
1,5 mL de a naftilacetato 1%). A seguir, os géis foram levados a incubagdo, onde
permaneceram em estufa a 37°C por aproximadamente 15-20 minutos., até que as
bandas esterasticas (escuras) aparecessem em fundo claro. Em seguida, os géis foram
transferidos para uma solucdo fixativa contendo 10% de acido acético e 40% de solucao
de alcool metilico, por 30 min. Os perfis isoenzimatico foram comparados e

confirmados com os descritos na literatura (CARNEIRO et al., 2016).

4.2.3 Caracterizagdo morfoldgica

Para a identificacdo das espécies de Meloidogyne encontrada no porta-enxerto
(Guardido), portador do gene Mi-1.2, vinte fémeas foram caracterizadas pela
configuracdo da regido perineal. Os cortes perineais foram efetuados de 20 fémeas

adultas lavadas e limpas em &cido latico 45% e montadas em laminas com glicerina,
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para posterior observacdo microscopica e, consequente confirmacdo da espécie
(HARTMANN e SASSER, 1985). As caracteristicas observadas foram comparadas com
as caracteristicas das especies ja descritas na literatura (EISENBACK e
TRIANTAPHYLLOU, 1991).

4.2.4 Confirmacéo da viruléncia da espécie de Meloidogyne encontrada no porta-

enxerto Guardiao

Para confirmar a viruléncia da populagdo encontrada no porta-enxerto portador
do gene Mi-1.2 (Guardido) foram realizados dois ensaios em casa de vegetacdo com
temperatura média de 25 °C. No primeiro ensaio, foi realizado um teste de
patogenicidade e no segundo ensaio foi testada a influéncia da densidade populacional
do inéculo de M. javanica na multiplicacdo em porta-enxerto portador do gene Mi-1.2.
No primeiro ensaio (teste de patogenicidade) utilizou-se como padréo resistente o porta-
enxerto ‘Muralha’ (Mi-1.2/Mi-1.2) e como padrio suscetivel a cultivar ‘Santa Clara’
(mi-1.2 /mi-1.2). Duas semanas ap0s o transplante, os tomateiros foram inoculados com
suspensdo de 5.000 ovos + J2/planta. No segundo ensaio (densidade populacional)
foram utilizadas as concentragdes: 0, 250, 2.000, 5.000, 7.000, e 10.000 ovos + juvenis
de segundo estdgio (J2) por planta do hibrido ‘Guardido’, duas semanas apds o
transplante. Os ensaios foram instalados em um delineamento inteiramente casualizado,
com seis repeticbes. As mudas de tomateiro foram transplantadas quando apresentaram
trés folhas expandidas, em recipientes plasticos, com capacidade de 2 kg preenchidos
com substrato mais solo, na proporcdo de 2:1, anteriormente esterilizados, em
autoclave.

Apds 65 dias, as raizes foram lavadas e avaliadas quanto a massa fresca.
Posteriormente, foram processadas segundo metodologia de Hussey e Barker (1973),
obtendo-se suspensdo aquosa para contagem dos ovos e juvenis, determinando-se 0
nimero de ovos por grama de raiz, indice de galhas e massa de ovos por sistema
radicular, conforme Taylor e Sasser (1978) e fator de reproducdo (FR = populacdo
final/populacdo inicial) em cada unidade experimental, conforme Oostenbrink (1966).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia a 5% de probabilidade
com intuito de verificar as pressuposicdes. A normalidade foi determinada pelo teste de

Shapiro-Wilk. Posteriormente as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste
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de Scott-Knott a 5% de probabilidade. A andlise estatistica foi realizada no software
Sisvar (FERREIRA, 2011).

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Analise bioquimica: Esterase (EST)

Na caracterizagdo isoenzimatica, as populacbes de Meloidogyne spp.,
apresentaram trés fenétipos de esterase (Figura 1). Para M. javanica virulenta foram
observados dois fenotipos da enzima esterase (EST), EST J3 (Rm: 1.00; 1.20 e 1.40) e
EST J2 (Rm: 1.00 e 1.20), nas amostras 1 e EST J3 (Rm: 1.00; 1.20 e 1.40) na amostra
2. Para M. incognita observou-se somente um fenétipo, EST 12 (Rm 1,0 e 1,06), nas
amostras 3, 4 e 5.

A configuracdo perineal da populacdo identificada como M. javanica EST J3 e
M. javanica EST J2 virulenta (Figura 1D) apresentou arco dorsal alto, arredondado, e
presenca de duas incisuras cortando lateralmente as estrias, de modo que estas se
interrompem ao se expandirem do setor dorsal para o ventral, caracteristicas tipicas da

descricdo da espécie M. javanica.
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Figura 1 — (A-B) Fendtipos de esterase (EST) de Meloidogyne javanica (EST J3 e J2) e
(C) de Meloidogyne incognita (EST 12). (D) Padrdes perineais da espécie Meloidogyne
javanica encontradas em porta-enxerto ‘Guardido’ de tomateiro no Rio Grande do Sul.
J3*: fendtipo de M. javanica utilizado como padrdo de comparacdo. Fonte: Marcia
Gabriel.

4.3.2 Determinacédo do nivel populacional em solo e raiz provenientes das amostras

de campo.

Os maiores niveis populacionais de nematoides foram observados na amostra 1 e
2, sendo a amostra proveniente do porta-enxerto ‘Guardido’ (portador de gene Mi-1.2)
com maior reproducao que as demais suscetiveis (Tabela 2).
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Tabela 2 - Numeros médios de Meloidogyne incognita e M. javanica encontrados em
solo e raiz, provenientes de areas de producdo de tomate (Solanum lycopersicum) na
regido noroeste do RS.

. . . N°/N/ g/ N°/ J2
Amostra Espécie/ EST*. Hospedeiro /cultivar )
raiz solo/200 cm®
1 M. javanica /J3 e J2 S. lycopersicum / ‘Guardido’ 15686 1875
2 M. javanica J3 S. lycopersicum/ Santa Cruz ‘Kada’ 8452 823
3 M. incognita / 12 S. lycopersicum/ ‘Santa Clara’ 6540 372
4 M. incognita / 12 S. lycopersicum/ ‘Santa Clara 15300° 3859 548
5 M. incognita / 12 S. lycopersicum/ ‘Santa Cruz Kada’ 2345 426

* EST: esterase; N%/N/g/raiz = NUmero de ovos + J2s por grama de raiz; N°/J2/solo/200cm? - Niimero de
juvenis de segundo estadio (J2s) em 200 cm?® de solo.

4.3.3 Teste de patogenicidade

No teste de patogenicidade, 0 nUmero de nematoide por grama de raiz e FR foi
maior na cultivar ‘Santa Clara’, no entanto, o porta-enxerto ‘Muralha’ homozigoto para
0 gene Mi-1.2, também permitiu a reproducédo da populacdo de M. javanica, detectada

no porta-enxerto ‘Guardido’ (Tabela 3).

Tabela 3 - Massa fresca de raiz (MFR), nimero de nematoides por grama de raiz (N°
N/R), indice de galhas (IG) indice de massa de ovos (IMO) fator de reproducéo (FR) do
porta-enxerto Muralha (padrdo resistente) e cultivar Santa Clara (padrdo suscetivel)
inoculadas com Meloidogyne javanica.

Cultivar/alelos MFR N° N/R IG IMO FR
Muralha (Mi-1.2/Mi-1.2) 29,80 b 28.861b 5 5 171,79 b
Santa Clara (mi-1.2/mi-1.2) 38,28 a 57.561 a 5 5 436,57 a
Coeficiente de Variagéo (%) 7,80 24,33 21,84

*Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade. (P = 0,05). IG = Indice de Galhas (0-5): 0 = sem galhas, 1 = 1-2, 2 = 3-10, 3 = 11-
30, 4 = 31-100, 5 => 100 galhas por sistema radicular) atribuidos a Taylor e Sasser (1978).

4.3.4 Densidade populacional

Os resultados demostraram que a populacdo de M. javanica se reproduziu em

todas as densidades populacionais testadas e induziu galhas radiculares com profusdo
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em raizes de plantas resistente de tomateiro porta-enxerto ‘Guardido’ homozigoto para o
gene Mi-1.2, confirmando os resultados observados a campo (Tabela 4).

O aumento gradativo do in6culo inicial (P1) do nematoide resultou em aumentos
significativos no nimero de ovos e J2 por grama de raiz (NNGR), até a populacdo de
7.000 ovos de inoculo; a partir desse valor (10.000) houve reducéo significativa no
NNGR. Enquanto que o fator de reproducéo (FR) do nematoide foi significativamente
reduzido & medida que o indculo inicial aumentou, mantendo-se significativamente
igual para os indculos de 2.000, 5000 e 7.000 (Tabela 4). J& o in6culo de 10.000 foi
excessivo pois reduziu significativamente o NNGR e o FR. Ja o indice de galhas foi o

méaximo (5) para todos os inoculos ndo refletindo a real populacdo (NNGR).

Tabela 4 - Numero de nematoide por grama de raizes (NNGR), indice de galhas (IG) e
fator de reproducdo (FR) de uma populacdo virulenta de Meloidogyne javanica
virulento, em raizes do tomateiro hibrido ‘Guardido’ submetidas a diferentes
concentragdes de indculo (Pl), 65 dias ap6s inoculacao.

Meloidogyne javanica

Populacio Ndmero de
inicial (P1) ~ Massa frescada  nematoide por indice de galhas  Fator de reproduco
raiz grama de raiz
(NNGR)
0 21,73 a - - -
250 14,04 b 2.233d 5 121,50 a
2000 14,80 b 11.760 ¢ 5 73,78 b
5000 15,20 b 26.474 b 5 78,67 b
7000 15,62 b 41770 a 5 79,43 b
10.000 16,43 b 17.678 ¢ 5 28,71¢c

CVv. 11,73 20,22 18,41

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.

4.2 DISCUSSAO

Através da andlise bioquimica foi possivel confirmar a presenca de populacgdes
de M. javanica e M. incognita infectando tomateiros no Rio Grande do Sul. Essas duas
espécies sdo comumente encontradas em areas de cultivo de tomate no Brasil
(PINHEIRO et al., 2014). Em nosso trabalho, dois perfis de esterase (Est J3 e Est J2)

foram encontrados ocorrendo em uma Unica populacdo de M. javanica caracterizada
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como virulenta ao gene Mi-1.2. A presenca de polimorfismos do perfil enzimético é
reportada para essa espécie, assim como tambem para M. incognita (SANTOS et al.,
2012). De acordo com Carneiro et al., (1996) o fendtipo EST J3 € o perfil mais
frequentemente observado no sul do Brasil na cultura do tomateiro, enquanto que o
fenotipo EST J2 é uma variante do EST J3.

Ofendtipo EST J2 tem sido relatado no Brasil em diferentes culturas como
tomateiro, arroz, cana de agucar, milho, amora, mandioca, pimenta, fumo (CARNEIRO
et al., 1996; CARNEIRO et al., 1998), soja (CASTRO et al.,, 2003), banana
(COFCEWICZ et al., 2004), quiabo (OLIVEIRA et al., 2007b), figueira (GOMES et al.,
2009), videira (SOMAVILLA, 2011) e batata (LIMA-MEDINA, 2013), sendo essas trés
ultimas de ocorréncia no Rio Grande Sul. No entanto, este é o primeiro registro da
ocorréncia de ambos perfis (EST J3 e EST J2), em plantas de tomateiro portadora do
gene Mi-1.2 no Brasil. De acordo com a literatura, populacdes que apresentaram a
supressdo de uma das bandas em relacdo ao perfil EST J3, ou seja, populacbes J2 de M.
javanica, apresentaram uma certa diversidade fenotipica e genética (COFCEWICZ et
al., 2004).

Embora a populacdo estudada tenha apresentado dois fenotipos EST J3 e J2
misturados em fémeas individualizadas na identificacdo bioquimica, ndo foi possivel
identificar diferencas na configuragdo da regido perineal das fémeas, confirmando o
estudo de Carneiro et al., (1998) que ao comparar seis populacdes de M. javanica com
perfis EST J3 e J2, também ndo encontrou diferencas nesse caractere morfolégico.

A elevada populacdo de M. javanica encontrada no presente estudo no porta-
enxerto ‘Guardido’ (portador do gene Mi-1.2), pode ser explicada pela suplantagéo da
resisténcia conferida por esse gene, sendo este o primeiro registro formal desa
suplantacdo da resisténcia em tomateiro por M. javanica no Brasil. A ocorréncia de
populagdes virulentas capazes de se reproduzir em plantas portadoras do gene Mi-1.2
tem sido relatadas em varios paises da Europa na regido Mediterranea, sendo em sua
maioria por M. javanica e M. incognita (CASTAGNONE-SERENO et al., 1994;
ORNAT et al.,, 2001; ROBERTSON et al., 2006; BLEVE-ZACHEO et al., 2007;
DEVRAN e SOGUT, 2010; TZORTZAKAKIS et al., 2014).

De acordo com o0s nossos resultados, a suplantacdo do gene Mi-1.2 néo
apresentou relacdo com a densidade populacional inicial. Segundo Singh et al. (1974), a

resisténcia aos nematoides-das-galhas depende da variedade da planta e das espécies
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envolvidas. Todavia, as maiores densidades iniciais do nematoide (exceto 10.000)
apresentaram aumento no nimero de nematoides por grama de raiz (NNGR) e reducédo
na taxa de reproducéo (FR), corroborando com estudos anteriores (CHAREGANI et al.,
2012; KAMRAN et al., 2013). Os valores entre 2.000 e 7000 mostraram as melhores
densidades de inoculo em relacdo aos FRs, ndo sendo evidenciadas diferencas
estatisticas. Ja quanto ao NNGR e FR, a populacéo inicial de 10.000 nematoides foi
excessiva e possivelmente, isso ocorreu devido a uma competicdo por alimento que
diminuiu a populagdo dos nematoides (SEINHORST, 1970).

A inativacdo da resisténcia do gene Mi-1.2 em cultivares e porta-enxertos de
tomateiro pode estar relacionada a diversos fatores entre eles, a variabilidade
intraespecifica da populacdo local desse nematoide (CASTAGNONE-SERENO 2002,
2006), alta temperatura do solo (>28 °C) (ARAUJO et al., 1982; VERDEJO-LUCAS et
al., 2013) ou presséo de selecdo através do uso de variedades resistentes continuada, que
podem ter selecionado uma populacdo capaz de quebrar essa resisténcia (XU et al.,
2001). Embora Ornat et al. (2001) e Iberkleid (2014) tenham relatado populagdes de
Meloidogyne sp., naturalmente virulentas ao gene Mi-1.2, outros trabalhos demostram
que essas populacdes possuem também habilidade de ‘quebrar’ a resisténcia conferida
pelo gene Mi-1.2 ap0Os exposicao repetida a plantas resistentes (KARAJEH et al., 2005;
VERDEJO-LUCAS et al., 2009; DEVRAN e SOGUT, 2010; TZORTZAKAKIS et al.,
2014). Essa parece ser a hipdtese mais plausivel a ser atribuida a populagdo relatada
neste trabalho, uma vez que houve exposi¢do repetida da cultivar ‘Guardido’ portador
do gene Mi-1.2 a M. javanica durante um periodo de trés anos (monocultura) o que
correspondeu a seis ciclos reprodutivos do nematoide.

A capacidade do nematoide se reproduzir em plantas portadoras do gene Mi-1.2
pode ser desenvolvida gradualmente ou rapidamente (WILLIAMSON, 1998). Eddaoudi
et al. (1997) obtiveram varias populagdes de M. javanica naturalmente selecionadas em
campos previamente cultivados com cultivares resistentes de tomateiro por pelo menos
um ano. Na regido central da Flérida uma populacdo virulenta de M. incognita se
desenvolveu apds cinco ciclos reprodutivos do tomateiro resistente cv. Sanibel
(NOLING, 2000). Em laboratorio, experimentos de selecdo artificial demonstraram que
a mudanca de aviruléncia para viruléncia pode ocorrer de maneira progressiva em 5 a 10

geracOes de repetidas inoculagdes de M. incognita em um tomateiro resistente contendo
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0 gene Mi-1.2 (JARQUIN-BARBERENA et al., 1991; CASTAGNONE-SERENO et al,
1994).

De acordo com Castagnone-Sereno (2006), embora a maior parte das espécies de
Meloidogyne apresente reproducdo partenogenética mitética obrigatoria, inclusive M.
javanica, as mesmas apresentam alta capacidade de adaptacao as restricdes ambientais,
por exemplo, sua capacidade de suplantar os genes de resisténcia. A adaptacdo de
populagdes virulentas do nematoide das galhas ao gene Mi-1.2 pode estar relacionada a
uma perda de genes do nematoide. A andlise comparativa de duas populaces de
nematoides-das-galhas virulentas ao gene Mi-1.2 e outras duas populacbes avirulentas,
quase isogénicas, permitiu identificar 33 genes que mostraram diminui¢cbes no numero
de cdpias nas populacgdes virulentas em comparacdo com as avirulentas (Castagnone-
Sereno et al., 2019). Semblat et al. (2001) em uma anélise comparativa de linhagens
isogénicas de M. incognita, selecionadas por sua aviruléncia ou viruléncia ao gene Mi-
1.2 por 25 geragdes, permitiu a identificacdo de um gene (map-1) presente nas linhas
avirulentas e ausentes nas correspondentes linhas virulentas. Posteriormente,
Castagnone-Sereno et al. (2009), ao utilizarem duas populacdes de M. incognita
avirulentas ao gene Mi-1.2 de diferentes regiGes (Russia e México), as submeteu a
pressdo de selecdo, tornando-as virulentas apds 40 geracBes, essas populacdes
apresentaram perda das formas mais curtas do gene map-1 (map-1.2 e map-1.3).
Segundo esses autores o fato de que a mesma delecéo foi observada em duas linhas de
nematoides, independentes da origem geografica e submetidas a mesma pressdo de
selecdo, sugere que a perda de genes apds a etapa de selecdo ndo € um evento aleatorio,
mas o resultado de um mecanismo adaptativo que ajuda o nematoide a se desenvolver
em plantas resistentes.

Em conclusdo, esse foi o primeiro relato de populacdo virulenta de M. javanica
no Brasil e a comprovacéo da sua viruléncia. Dessa maneira, torna-se imprescindivel a
busca por novas fontes de resisténcia a populagdes de Meloidogyne spp. que infectam a
cultura do tomateiro, como também adotar praticas de manejo como rotacdo com
culturas ndo hospedeiras, evitando possivel selecdo de populagdes virulentas e aumento

da longevidade do gene Mi-1.2.
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5 CAPITULO IlI: IMPACTO DA DOSAGEM ALELICA DO GENE Mi-1.2 NOS
NIVEIS DE RESISTENCIA DE PORTA-ENXERTOS DE TOMATEIRO A
DIFERENTES POPULACOES DE Meloidogyne spp. E HISTOPATOLOGIA
COMPARADA EM ACESSOS RESISTENTE E SUSCETIVEIS A INFECCAO
DE POPULACOES DE Meloidogyne javanica AVIRULENTA E VIRULENTA.

Resumo: O gene Mi-1.2 confere resisténcia aos nematoides-das-galhas (NGs) e esta
presente em diversas cultivares comerciais de tomateiro. A eficiéncia e durabilidade
deste gene, poréem, depende do manejo adequado em campo, temperatura, presenca de
populagdes virulentas de nematoides e da dosagem do efeito do gene na planta. Para
melhor entendimento da influéncia do estado alélico (homozigoto e heterozigoto no
locus Mi) na expressdo da resisténcia de tomateiros, em relacdo a Meloidogyne spp. e
populacdes Mi-1.2-virulentas, este trabalho teve como objetivo avaliar a reproducdo de
populagdes avirulentas e virulentas em porta-enxertos heterozigotos (Mi-1.2/mi-1.2) e
homozigotos (Mi-1.2/Mi-1.2, mi-1.2/mi-1.2). Visou também determinar o mecanismo de
resisténcia, através de métodos histopatoldgicos, em porta-enxerto homozigoto
resistente a populagdes virulenta e avirulenta de M. javanica. Os resultados mostraram
que a dosagem de alelos do gene Mi-1.2 esta associada a reducéo do fator de reproducéo
(FR), apenas em populacdes avirulentas de Melodogyne spp. A variabilidade observada
nos valores do FR das populagfes avirulentas de M. javanica, M. incognita e M.
arenaria foram detectadas dentro das condi¢des alélicas Mi-1.2, indicando um efeito de
dosagem do gene, bem como uma influéncia do fundo genético da planta, assim como
diferentes agressividades das populacGes do patdgeno. Para esclarecer os mecanismos
de resisténcia (populacOes avirulentas) e suscetibilidade (populagdes virulentas), o
porta-enxerto ‘Guardiao’ (Mi-1.2/Mi-1.2), altamente resistente foi escolhido para a
caracterizacdo histopatoldgica da interacdo planta-nematoide e comparado com a
cultivar altamente suscetivel (‘Santa Clara’- mi-1.2/mi-1.2). Os juvenis do segundo
estadio (J2s) virulentos de M. javanica penetraram, sofreram trés ecdises e completaram
o ciclo se desenvolvendo em adultos férteis, igualmente nos dois genotipos (suscetivel e
resistente). Na populagéo avirulenta de M. javanica, poucos J2s conseguiram penetrar
no genotipo resistente e foi visualizada morte celular no local da infeccdo do nematoide,
reacdo de hipersensibilidade (RH), principalmente no inicio (até 7 dias apds a
inoculacdo, DAI) no cortex e no cilindro central da planta resistente. Esse mecanismo
de resisténcia se caracterizou como uma resisténcia préxima a imunidade. No controle
suscetivel, foi possivel visualizar sitios de alimentacdo bem desenvolvidos dos 2 aos 30
DAI. As fémeas atingiram a maturidade aos 34 DAI. Os resultados sugeriram que a
reacdo de resisténcia do gendtipo homozigoto ‘Guardido’ estd relacionada a respostas
precoce de defesa, que impediam totalmente a reproducdo do nematoide. Esses
resultados sdo importantes em termos de estratégias de manejo, devido a durabilidade
da resisténcia conferida pelo gene Mi-1.2 presente em homozigose nas cultivares
Guardido e Muralha, que impedem a reproducdo e consequente, a formagdo de
populacdes virulentas do patdgeno, ao contrario de outras combinacdes alélicas (Mi-
1.2/mi-1.2 e mi-1.2/mi-1.2), que permitiram uma certa reproducédo dos nematoides.

Palavras chaves: Solanum lycopersicum L., S. peruvianum, hipersensibilidade; Efeito
de dosagem e Viruléncia.
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IMPACT OF THE ALLELIC DOSAGE OF THE GENE Mi-1.2 ON THE
RESISTANCE LEVELS OF TOMATO ROOTSTOCKS TO DIFFERENT
POPULATIONS OF Meloidogyne spp. AND HISTOPATHOLOGY COMPARAtive
OF RESISTANT AND NON-RESISTANT ACCESSES TO POPULATIONS
INFECTION OF Meloidogyne javanica AVIRULENTAAND VIRULENTA.

Abstract: The Mi"1.2 gene confers resistance to root-knot nematodes (RKN) and is
present in several commercial tomato cultivars. The efficiency and durability of this
gene, however, depend on proper management in the field: temperature, presence of
virulent nematode populations and the dosage of the gene's effect on the plant. For a
better understanding of the influence of allelic state (homozygous and heterozygous at
the locus Mi) on the tomato resistance expression, in relation to Mi-1.2 virulent and
avirulent Meloidogyne spp. populations, this study aimed to evaluate the reproduction of
avirulent and virulent rootstock populations that were heterozygous (Mi-1.2/mi-1.2) and
homozygous ((Mi-1.2/Mi-1.2, mi-1.2/mi-1.2).1t also aimed to determine the resistance
mechanism toward virulent and avirulent populations of M. javanica through
histopathological methods in a homozygous rootstock. The results showed that the
dosage of Mi-1.2 alleles is associated with the reduction of the reproduction factor (RF)
only in avirulent populations of Melodogyne spp. The variability observed in the RF
values of the avirulent populations of M. javanica, M. incognita and M. arenaria was
detected within the Mi-1.2 allelic conditions, indicating a gene dosing effect, as well as
an influence of the plant's genetic background and differences in aggressiveness of the
pathogen populations. To clarify the mechanisms of resistance (avirulent populations)
and susceptibility (virulent populations), the highly resistant 'Guardido' rootstock (Mi-
1.2/Mi-1.2), was chosen for the histopathological characterization of the plant-nematode
interaction and compared to the highly susceptible cultivar (‘Santa Clara’ mi-1.2/mi-
1.2). Second-stage juveniles (J2s) of the M. javanica virulent population penetrated,
suffered three molts and completed the cycle, developing equally in both genotypes
(susceptible and resistant) in fertile adults. For the avirulent population of M. javanica,
few J2s managed to penetrate the resistant genotype, and cell death was seen at the site
of the hypersensitivity reaction (RH) nematode infection, mainly at the beginning (up to
7 days after inoculation, DAI) in the cortex and in the central cylinder of the resistant
plant. This resistance mechanism is characterized as resistance close to immunity. In the
susceptible control, it was possible to visualize well-developed feeding sites from 2 to
30 DAI. The females reached maturity at 34 DAI. The results suggested that the
resistance reaction of the homozygous genotype ‘Guardido’ is related to early defense
responses, which completely prevented the nematode from reproducing. These results
are important in terms of management strategies, due to the durability of resistance
conferred by the Mi-1.2 gene, present in homozygosity in the ‘Guardido’ and ‘Muralha’
cultivars, which totally prevent reproduction and, consequently, the formation of
virulent populations of the pathogen, unlike other alleles combinations (Mi-1.2/mi-1.2
and mi-1.2 /mi-1.2), which allowed a certain level of reproduction by the nematodes.

Keywords: Solanum lycopersicum L., S. peruvianum, Hypersensitivity, Dosage effect
and Virulence.
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5.1 INTRODUCAO

Os nematoides-das-galhas (NGs), do género Meloidogyne, sdo reconhecidos
como um dos principais problemas da cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum L.),
devido aos danos que causam e sua ampla disseminacdo em diversos paises. No Brasil,
as especies de M. javanica e M. incognita sdo as predominantes nessa hortalica
(PINHEIRO et al., 2014). Os NGs induzem a modificacdo de células da raiz para sua
alimentacdo e reproducdo. Essa modificacdo celular tem como sintoma visivel as galhas
nas raizes da planta, impedindo a absor¢do de agua e nutrientes do solo, provocando
deficiéncia mineral e perda de produtividade (VALE et al., 2013). Os danos causados
por esses nematoides tém sido uma das principais preocupaces dos produtores de
tomate, pois esses patdgenos causam danos diretos e indiretos, deixando as plantas
predispostas ao ataque de outros patdgenos.

Na cultura do tomateiro, os problemas causados pelas espécies do género
Meloidogyne podem ser controlados através do uso de genes de resisténcia. A
resisténcia aos nematoides-das-galhas é conferida por um Gnico gene dominante Mi-1.2,
localizado no cromossomo 6, que foi oriundo de espécie de tomateiros selvagem
Solanum peruvianum L. (SMITH, 1944). Esse gene confere resisténcia contra
populacdes de 13 espécies de NG ocorrentes no Brasil: M. javanica, M. incognita, M.
arenaria, M. morocciensis, M. ethiopica, M. inornata, M. luci, M. konaensis, M.
paranaensis, M. izalcoensis, M. hispanica, M. petuniae e M. exigua, (GABRIEL et al.,
2020). Até o momento, esse gene tem sido a Unica fonte de resisténcia nas cultivares de
tomateiro disponiveis no mercado, e pode ser considerado como um gene de resisténcia
extremamente durdvel (WILLIAMSON, 1998).

De acordo com lberkleid et al. (2014) mesmo que o gene Mi-1.2 consiga
bloguear o desenvolvimento do nematoide no estagio inicial da penetracdo, esse ndo
confere uma resposta do tipo imunidade. Essa resisténcia pode ndo se manifestar em
temperaturas continuas acima de 32°C, ou, como ja relatado na literatura, quando
desafiada por populagdes virulentas capazes de suprimir a acdo deste gene
(CASTAGNONE-SERENO et al., 1993, 1994; ROBERTS, 1995; ORNAT et al., 2001;
DEVRAN e SOGUT, 2010). Além disso, a dosagem alélica do gene Mi-1.2 também
pode ser capaz de afetar a expressdo da resisténcia (JACQUET et al., 2005; MALEITA
etal., 2011, IBERKLEID et al., 2014).
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A reproducdo de populacbes virulentas de Meloidogyne spp. em gendtipos
resistentes (contendo o ae—gene Mi-1.2) tem sido relatada em éareas de cultivo de
tomateiro em varios paises, levando a uma limitacdo dessa estratégia de controle. Essas
populacGes podem ser naturalmente virulentas, ou seja, sem exposicdo prévia a uma
cultivar resistente (ORNAT et al., 2001), ou por selecdo induzida (WILLIAMSON,
1998), ou seja, apos exposicoes repetidas de cultivares resistentes (DEVRAN e SOGUT
2010; TZORTZAKAKIS et al., 2014).

Estudos sobre o papel da condicdo alélica do gene Mi-1.2 na resposta das plantas
aos nematoides-das-galhas apresentam resultados conflitantes. Tzortzakakis et al.,
(1998) observaram uma maior reproducdo de isolados de M. javanica avirulentos em
genotipos de tomateiro heterozigotos (Mi-1.2/mi-1.2), do que em relacdo aos
homozigotos (Mi-1.2/Mi-1.2), sem diferenca na taxa de reproducdo de isolados
virulentos nos respectivos genoétipos. Por sua vez, Jacquet et al. (2005) ao testarem a
possivel influéncia do estado alélico homozigoto versus heterozigético do locus Mi-1.2
em populacdes avirulentas e virulentas de M. incognita, verificaram que a reproducgéo
dos nematoides foi semelhante ou, com maior frequéncia, significativamente maior nos
gendtipos heterozigotos (Mi-1.2/mi-1.2) de tomateiro do que nos homozigotos (Mi-
1.2/Mi-1.2), sugerindo um possivel efeito da dosagem do gene Mi-1.2. Da mesma
forma, Maleita et al. (2011) demonstraram que um ndmero crescente de alelos do gene
Mi-1.2 esta associado a uma diminuicdo no fator de reproducdo de M. hispanica em
tomateiro. Em outro estudo, lberkleid et al. (2014), verificaram que populacdes
avirulentas de M. javanica ndo conseguiram se reproduzir em genotipos homozigotos
(Mi-1.2/mi-1.2), sendo observada reproducdo apenas nos genotipos heterozigotos (Mi-
1.2/mi-1.2),

No entanto, identificar os eventos gerais associados ao parasitismo bem sucedido
das plantas pelos nematoides-das-galhas ou a defesa bem sucedida pelo hospedeiro
resistente, sdo pré-requisitos para compreender a biologia da interacdo planta-
nematoide. Além disso, o conhecimento do efeito da dosagem alélica do gene Mi-1.2
nos materiais comercializados sobre populagdes virulentas e avirulentas, podem gerar
novas ideias de estratégias para o controle desse patdgeno nas plantas cultivadas.

Os mecanismos de resisténcia de plantas aos fitonematoides podem ser pré e
pos-penetracdo (HUANG, 1985; TRUDGILL, 1991). Os mecanismos de pré-penetracdo

ocorrem antes que o0 nematoide penetre a raiz da planta. Nesse mecanismo, a produgéo
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de substancias quimicas presentes nos exsudatos radiculares interfere na atracdo do
nematoide (HUANG, 1985). Enquanto nos mecanismos de pds-penetracdo ocorre apos a
penetracdo dos J2s com ativacdo de processos fisioldgicos, moleculares e genéticos na
planta hospedeira, impedindo ou atrasando o desenvolvimento do nematoide, inibindo a
formacéo de sitios de alimentacdo e/ou limitando a reproducdo das fémeas (HUANG,
1985; TRUDGILL,1991).

Nos ultimos anos, tém sido observados diversos mecanismos de resisténcia em
plantas parasitadas por nematoides-das-galhas, entre eles, a reacéo de hipersensibilidade
que se deve ao acumulo de compostos fendlicos, formacéo de fitoalexinas e a atividade
das enzimas fenilalanina amonia liase (PAL), b-glucanase, peroxidase e
polifenoloxidase, dentre outras (FRAGOSO et al., 2007; LOPES et al., 2020; MATTOS
et al., 2019). Como no caso das plantas de tomateiros portadoras do gene Mi-1.2, onde o
principal mecanismo de resisténcia persiste nos primeiros dias apos a infeccdo pelo
nematoide, desencadeando a reacdo de hipersensibilidade (RH), ocorre morte celular
proximo ao local de alimentacdo do nematoide (DROPKIN, 1969; SCHAFF et al.,
2007). Essa reacdo funciona como uma barreira bioquimica que bloqueia o
desenvolvimento dos juvenis de segundo estadio (J2s).

Considerando as questdes acima abordadas, o objetivo desse trabalho foi avaliar
as respostas de diferentes porta-enxertos que diferem em suas caracteristicas alélica a
diferentes populaces de Meloidogyne spp. avirulentas e virulenta; também analisar as
alteracdes histopaldgicas associadas a infeccdo por populacdes Mi-1.2 avirulentas e Mi-
1.2 virulenta de M. javanica em porta-enxertos de tomateiro resistente e suscetivel, a

fim de conhecer os mecanismos que atuam para controlar a infeccdo na planta.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Populagdes de Meloidogyne spp., ut