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RESUMO

Analise de novas fontes de resisténcia do algodoeiro a Meloidogyne incognita

raca 3 e caracterizacao histopatoldgica da interacéo planta-nematoide

Acessos de Gossypium spp., alguns deles selvagens, nunca testados no
Brasil, foram avaliados quanto a resisténcia a Meloidogyne incognita ragca 3 em
experimentos de casa de vegetagdo. As respostas foram caracterizadas pela
reprodugao do nematoide e medidas através do fator de reproducao (FR). O padrao
resistente ‘M-315’ e os acessos ‘Algodao del Pais n° 3’, ‘Auburn 56’, ‘F1 AS 0110 n°1
x M315’, ‘Fai Mui’, ‘Guazuncho 2’, ‘Semi Aspero Huanuco’, ‘TX-25 n°1’, e ‘Wild
Mexican Jack Jones’ foram considerados resistentes por apresentarem FR<1. Os
acessos ‘AS0190 n°1’, ‘AS0190 n°2’, ‘Clevewilt-6’, ‘CNPAGO 2002-2043’,
‘DeltaOpal’, ‘F1 AS 0190 n°2 x M315’, ‘LA RN-1032’, ‘LA-887’ e ‘MT 123 n°3’ foram
considerados moderadamente resistentes (FR=1,10 a 4,67). Foram considerados
suscetiveis (FR = 5,15 a 11,52) os acessos ‘FM 966’ (padrao suscetivel), ‘AS 0191’
‘China 13-9’, ‘Deltapine 61’, ‘F1 AS0110 n°1 x M315’, ‘F1 FM966 x AS0110 n°1’, ‘MT
121 Bulk N° 6, e ‘'VH8 — 4602’. Os demais gendtipos, ‘AS0110 n° 1’, ‘AS 0188,
‘AS0189’, e ‘AS0190 Montpellier foram considerados altamente susceptiveis,
superando o padrdao suscetivel (FR= 14,05 a 60,71). Observacdes histologicas
realizadas em secgdes do acesso susceptivel ‘FM966’ inoculado com M. incognita
raca 3 mostraram sitios de alimentagdo, contendo células gigantes com denso
citoplasma a partir de 18 dias apds a inoculagcéo (DAI). Células necréticas nunca

foram observadas durante todo o ciclo e aos 34-45 DAI apareceram fémeas e



massas de ovos. Observagdes histoldgicas realizadas no acesso resistente ‘Algodao
del Pais n°3’, mostraram que o parasitismo pode ser bloqueado apés a penetragao
ou durante a migragcdo do J2 e entre o sétimo e o 21° DAI. Observagbes em
fluorescéncia e microscopia de campo claro mostraram que as células nas
proximidades dos nematdides exibiram reagao de hipersensibilidade com acumulo
de compostos fendlicos e a presenca de células de aspecto necrético que limitaram
o desenvolvimento dos J2 e a formagao de células gigantes. Células gigantes em
menor numero foram encontradas a partir dos 21 DAI com conteudo citoplasmatico

completamente degenerado, ao lado de nematoides deformados.

Palavras-chaves: resisténcia, nematoide das galhas, histologia, Gossypium spp. ,

resposta de hipersensibilidade.



ABSTRACT

New sources of resistance to Meloidogyne incognitarace 3 in cotton and

histopathological characterization of the plant-nematode interaction

Accessions of Gossypium spp., some of them wild and never tested in Brazil
were evaluated for resistance to Meloidogyne incognita race 3 in greenhouse
experiments. The responses were characterized by the nematode reproduction, and
measured by the reproduction factor (RF). The resistant control ‘M-315’, as well as
the accessions ‘Algodao del Pais n° 3’, ‘Auburn 56’, ‘F1 AS 0110 n°1 x M315’, ‘Fai
Mui’, ‘Guazuncho 2’, ‘Semi Aspero Huanuco’, ‘TX-25 n°1’, ‘Wild Mexican Jack Jones’
were resistant (RF <1). The accessions ‘AS0190 n°1’, ‘AS0190 n°2’, ‘Clevewilt-6’,
‘CNPAGO 2002-2043’, ‘DeltaOpal’, ‘F1 AS 0190 n°2 x M315’, ‘LA RN-1032’ , ‘LA-
887’ and ‘MT 123 n°3’ were considered moderately resistant (RF=1,10 to 4,67).
Accessions that were considered susceptible (RF = 5,15 to 11,52), included ‘FM
966’ (susceptible control), ‘AS 0191°, ‘China 13-9,” ‘Deltapine 61’, ‘F1 AS0110 n°1 x
M315’, ‘F1 FM966 x AS0110 n°1’, ‘MT 121 Bulk N° 6’ and ‘VH8 — 4602’. The
genotypes ‘AS0110 n° 1’, ‘AS 0188’, ‘AS0189’, and ‘AS0190 Montpellier were
considered highly susceptible, exceeding the control (RF = 14.05 to 60.71).
Histological observations made in root sections of the accession 'FM966' inoculated
with M. incognita race 3 showed feeding sites, containing giant cells with dense
cytoplasm at 18 days after inoculation (DAI). Necrotic cells were never observed
during the entire cycle, and after 34-45 DAI females and egg masses were already
observed. Histological observations made in the resistant accession ‘Algodéo del

Pais N° 3’ showed that the parasitism can be blocked after J2 penetration or during



its migration at 7 to 21 DAI. Fluorescence and bright light microscopy showed that
root cells surrounding nematodes exhibited hypersensitivity reaction, with the
accumulation of phenolic compounds and necrotic cells that limited the development
of nematodes and the formation of giant cells. Giant cells, with a degenerated
cytoplasmic contents, were found in small numbers along with deformed nematodes

starting at 21 DAI.

Keywords: resistance, root-knot nematode, histology, Gossypium spp.,

hypersensitivity response.



1. INTRODUCAO

O algodoeiro é uma planta da familia Malvacea e pertence ao género
Gossypium, o qual além de plantas cultivadas em ambientes variando de tropical a
temperado, inclui numerosas espécies silvestres perenes (Kirkpatrick & Rothrock,
2001).

O algodoeiro (Gossypium spp.) € uma das principais plantas domesticadas
pelo homem e uma das mais antigas. Em cerca de 50 espécies dipldides e
tetrapldides distribuidas pelo mundo, as espécies alotetraploides de maior
importancia econémica (G. hirsutum L. e G. barbadense L.) tém origem no Novo
Mundo (Brubaker et al. 1999). Nas Américas, ha registros de fibras de algod&o no
Peru, datadas de 2500 a.C. a 1750 a.C. (Lerayer, 2007). No Brasil, na época do
descobrimento, os indigenas ja cultivavam o algoddo e o convertiam em fios e
tecidos (Seagri, 2009).

Atualmente, cerca de 81 paises cultivam o algodoeiro, economicamente
liderados pela China, EUA e india (Seagri, 2009). O Brasil é responsavel por cerca
de 1,5 milhdes de toneladas, equivalente a aproximadamente 6% da producao
mundial (Desenbahia, 2009).

Segundo Kirkpatrick & Rothrock (2001), s&o encontrados relatos de pelo
menos 250 patdogenos do algodoeiro. Desses, 90% séo fungos, havendo registros
de ataque de virus, micoplasmas, bactérias e nematoides. Nematoides das galhas,
das lesdes radiculares e o nematoide reniforme s&o considerados importantes
parasitas para a cultura do algodoeiro no Brasil. Entretanto, a maior frequéncia e
importancia econémica da associagado algoddo e nematoide € observada com

Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949. Meloidogyne.



incognita é considerado um patégeno muito destrutivo para o algodoeiro. Os juvenis
de segundo estadio (J2) penetram e se desenvolvem nas raizes, causando
pequenas galhas e atrofia geral das plantas. Na parte aérea, um sintoma
freqUentemente induzido pelo parasita € o nanismo e a clorose internerval “carij¢”
nas folhas, redug¢ao do volume do sistema radicular e, em consequéncia, a reducao
da produgéo e qualidade do produto (Silva et al., 1997, Aquino, 2004). Além dos
danos diretos, M. incognita pode interagir com o fungo Fusarium oxysporum f.sp.
vasinfectum W.C. Snyder & H.N. Hansen, 1940 e causar o complexo Fusnem.
Esses patdgenos, atuando em conjunto, danificam mais intensivamente a planta
(Jeffers & Roberts, 1993). Tanto no Brasil como nos EUA, a raga 3 de M. incognita
€ a mais importante para a cotonicultura (Lordello et al., 1984; Ruano et al., 1985;
Carneiro et al.; 1990; Starr & Smith, 1993).

Atualmente no Brasil, 0 manejo da meloidoginose do algodoeiro é realizado
por meio de rotacao de culturas e uso de variedades com niveis intermediarios de
resisténcia. O controle quimico, utilizado no passado, ndo se aplica na realidade
atual da cotonicultura brasileira, em raz&do da nado eficiéncia, da saida dos
nematicidas do comércio e devido aos danos ambientais causados por esses
produtos (Ruano et al., 1997). Segundo Abrdo & Mazzafera (2001), como os
nematoides tém sido um sério problema na cultura do algodoeiro e nao existem
variedades comerciais com elevados niveis de resisténcia, ha grande interesse em
melhorar geneticamente as cultivares, com a identificagao e caracterizagao de novas
fontes de resisténcia. O uso de cultivares resistentes € a maneira mais eficaz, de
baixo custo e de menor dano ambiental para se controlar parasitas como M.

incognita e proporcionar uma redugcdo da populacdo do nematoide no solo
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(Williamson & Hussey, 1996). Algumas cultivares de algodao, moderadamente
resistentes ao nematoide das galhas ja foram identificadas, mas nédo sao utilizadas
em escala comercial devido ao seu baixo potencial agronbmico ou a sua area
restrita de adaptacdo (Ogallo et al., 1997). Nos Estados Unidos, trés cultivares
comerciais apresentam moderado nivel de resisténcia a M. incognita: ‘Stoneville
LA887’, ‘Paymaster 1560’ e ‘Acala NemX' (Robinson & Percival, 1997). No Brasil,
pesquisas recentes indicaram que o cultivar ‘IAC 23 apresenta bom nivel de
resisténcia (Fuzatto & Cia, 2001). Ressalta-se, entretanto que, com exceg¢ao da
cultivar Acala NemX, que apresenta nivel moderado de resisténcia e continua sendo
utilizada pelos produtores americanos de algodao, as demais sao consideradas
variedades obsoletas em razdo das suas caracteristicas agrondmicas néo
atenderem os padrdes de produtividade e qualidade do mercado atual. No Brasil, a
cultivar IAC 23, uma das poucas cultivares comerciais de algodoeiro desenvolvidas
com nivel de resisténcia moderado ao nematdide das galhas, e que foi utilizada no
passado, tornou-se obsoleta com a nova realidade da cotonicultura nacional
(Goldfarb et al., 2003).

Embora no Brasil varios gendétipos tenham sido langados com resisténcia
multipla, inclusive a M. incognita (Almeida et al., 2001; Cia et al., 2001), todas elas
tiveram origem genética na cultivar americana Auburn 56 (Edivaldo Cia, Instituto
Agronémico de Campinas, comunicagdo pessoal). Porém, essa cultivar foi
considerada obsoleta nos programas de melhoramento genético realizados nos
EUA por apresentar resisténcia apenas intermediaria ao complexo Fusnem
(Shepherd, 1982, 1983), e ha muitos anos foi substituida por outras fontes de

resisténcia mais efetivas (Kirkpatrick & Rothrock , 2001).
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Dessa maneira, € primordial que outros acessos e cultivares sejam testados
para posteriormente serem introduzidas nos programas de melhoramento do
algodoeiro, visando a resisténcia a M. incognita raca 3.

Esta dissertagao é parte do projeto da Embrapa Algodao (n°: 020721100-02)

“Pré- melhoramento do algodoeiro com énfase para resisténcia multipla”.
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2. OBJETIVOS

O trabalho teve como objetivos estudar a reagao de diferentes acessos de
algodoeiro, quanto a resisténcia ou suscetibilidade a M. incognita raga 3, bem como
analisar as alteragbes histolégicas associadas a infeccdo pelo nematoide em

acessos suscetivel e resistente, de maneira a esclarecer os mecanismos de

resisténcia que atuam para controlar a infec¢do e o avango do parasitismo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aculturado algodao

O algodoeiro pertence ao género Gossypium L.,1753, que além das plantas
cultivadas, comporta plantas selvagens. As cerca de 50 espécies de Gossypium sp.
sdo endémicas das regides tropicais e sub-tropicais da Australia, Africa, Asia, e
América Central e do Sul (Percival et al., 1999; Wendel & Alberts, 1992; Wendel et
al. 2009). O termo “algodoeiro” refere-se a quatro espécies do género Gossypium
sp. - G. hirsutum L., G. barbadense L., G. arboreum L. e G. herbaceum L. — que
foram cultivadas independentemente como fonte de fibra (Brubaker et al., 1999).

Nos dias atuais, as espécies tetraploides G. hirsutum e G. barbadense
constituem as duas espécies mais cultivadas, contribuindo com aproximadamente
95% do algodao produzido mundialmente. As espécies diploides G. arboreum e G.
herbaceum ainda s&o cultivadas em algumas areas da Asia (Ogrt, 2008).

G. barbadense é uma espécie originaria da América do Sul, cujo centro de
domesticacdo € o Peru e o Equador (Percy & Wendel, 1990; Westengen et al. 2005).
E constituido por duas entidades arbdreas: raca barbadense e raca brasiliense. Esta
ultima compde o algoddo conhecido como ‘“rim-de-boi” da Bacia Amazobnica
(Brubaker, 1999). Os cultivares elite de G. barbadense s&o representados por ‘Sea
Island’, ‘Creole’, ‘Egyptian, ELS’ (extra long-staple), ‘Indian’ e ‘Pima’ (Percy, 2009).

A espécie G. hirsutum, cujo centro original de domesticagdo provavelmente
encontra-se no México, é o algodoeiro mais cultivado mundialmente, conhecido
principalmente como Upland cotton ou algodao herbaceo, mas que inclui também as

variedades americanas de algodoeiro Acala e o algodoeiro moco (G. hirsutum raca
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marie-galante) (Brubaker et al., 1999). Hutchinson (1951) reconheceu sete racas de
G. hirsutum: yucatanense, punctatum, palmeri, latifolium, marie-galante, morrilli e
richmondi. Destas, punctatum, latifolium e marie-galante sofreram dispersao, sendo
consideras as ragas a partir das quais derivou os modernos cultivares de algodao
Upland (Lubbers & Chee, 2009).

Atualmente, o algodao herbaceo (G. hirsutum raga latifolium Hutch.) é uma
das dez principais espécies domesticadas pelo ser humano, fornecendo fibra para
producao de tecidos, 6leo utilizado para alimentacdo humana e para produgao de
energia (biodiesel), além de farinhas para produgdo de ragdo animal (Beltrdo &
Azevedo, 2008).

O algodoeiro é cultivado entre as latitudes 45° norte e 30° sul. Durante todo o
ciclo, sao necessarios dias predominantemente ensolarados, com temperaturas
meédias entre 22°C e 30°C, nao suportando temperaturas inferiores a 5 °C. A planta
requer, para um ciclo de 160 dias, entre 750 mm a 900 mm de agua bem
distribuidos no periodo. Satisfeitas as condicbes de agua e temperatura, a cultura
tem sido realizada com sucesso em altitudes variando de 200 m a 1.000 m, com
ciclo que pode aumentar em até 40 dias em altitudes superiores a 600 m. Nas
espécies cultivadas comercialmente o estagio do florescimento ocorre entre 40 a 70
dias apods a semeadura. Apos o florescimento, a parte interna da flor desenvolve-se
gradualmente por cerca de 40 a 70 dias em um fruto (capulho), com as sementes e
as fibras (Beltrdo, 1999; Cia et al., 1999).

A producédo de algodao exige solos férteis em matéria organica, fosforo e
potassio, e com teores de nutrientes equilibrados. Por isso, a cultura requer manejo

e sistema de produgcao especificos, principalmente a rotacdo com espécies
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leguminosas e gramineas. Sao desfavoraveis solos acidos ou pobres em nutrientes,
umidos ou sujeitos a encharcamento, rasos e compactados (Buainain & Batalha,
2007).

As pragas que atacam o algodoeiro podem ser divididas em dois grupos: i) as
que ocorrem principalmente no estabelecimento da cultura (broca-da-raiz, tripes,
broca-do-ponteiro, percevejo castanho, pulgdo e cigarrinha); e ii) as que ocorrem
principalmente no florescimento e na frutificacdo (curuqueré, mosca branca, lagarta-
das-macgas, acaro branco, acaro rajado, percevejo rajado, percevejo manchador,
lagarta militar, lagarta rosada e bicudo). O ataque de pragas, notadamente do
segundo grupo, € razao de prejuizos consideraveis a cotonicultura, pois compromete
a produtividade, a qualidade das fibras e eleva os custos de producao.

A forma mais racional do controle de pragas € pelo manejo integrado, que
considera medidas como destruicido de soqueiras, época e concentracao de plantio,
uso de cultivares tolerantes, rotacdo de cultura, monitoramento populacional das
pragas, controle de bordaduras e focos e uso de feromdnios. O controle quimico é
adotado de acordo com a espécie, por meio de produtos sistémicos ou de contato.
Nesse cenario, a perspectiva da utilizagdo de variedades transgénicas com
resisténcia a insetos € um fator relevante a ser considerado e podera ser, em um
futuro proéximo, fator de vantagem competitiva da maior ou menor competitividade de
areas especificas para o cultivo de algodao (Buainain & Batalha, 2007). .

O algodoeiro é afetado por doengas altamente destrutivas, como as murchas
de Fusarium e de Verticillium, nematoses, mancha-angular, ramulose e mosaico das
nervuras. Mesmo doengas tidas no passado como secundarias (manchas de

alternaria, mancha de ramularia, cercosporiose e outras manchas foliares) podem se
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tornar importantes se incidirem em cultivares suscetiveis. O controle mais racional e
econdmico desses patdogenos ocorre mediante o uso de cultivares resistentes ou
tolerantes, complementado por medidas profilaticas ou praticas culturais, dentre elas
0 uso de sementes sadias, rotagcdao de culturas, destruicdo de restos culturais,
espacamentos apropriados e adubagdes equilibradas. O controle quimico é
recomendado para o tratamento de sementes e para algumas dessas doengas,
especialmente as foliares, quando cultivares resistentes ou tolerante nao sao

utilizadas (Beltrao, 1999; CIA et al., 1999).

3.2 A producdo mundial de algodao

O algodao € uma cultura de extrema importancia mundial, sendo cultivado em
cerca de 34,4 milhdes de hectares (ha) em todo o mundo. O Brasil € responsavel
por um milhdo de hectares, o que coloca o pais no quinto lugar no ranking mundial
de area colhida (Lerayer, 2007).

A China é o maior produtor mundial de algoddo, com mais de 7,7 milhdes de
toneladas, que corresponde a 30% de todo o algoddo em pluma produzido no
mundo, seguido pela india (20% da oferta global); o Estados Unidos (16% da
producdo mundial); o Paquistdo (7% da produgao global) e o Brasil, responsavel
por 1,5 milhdes de tonelada, equivalente a aproximadamente 6% da producao
mundial (Desenbahia, 2009).

Em termos de produtividade, o Brasil se destaca com o indice mais elevado
entre 0os maiores produtores mundiais de pluma: 1.423 kg por ha na safra
2007/2008. A China, que apresenta produtividade de 1.257 kg/ha, apresenta o
segundo maior indice, sendo seguida pelos Estados Unidos, com 984 kg/ha e india,

com aproximadamente 580 kg/ha (Desenbahia, 2009).
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No Brasil, os Estados de Mato Grosso, Bahia e Goias concentram grande
parte da produgéao brasileira de algodéo, com destaque para a regiao Centro Oeste,

a qual ostenta a maior produtividade nacional (IBGE, 2006).

3.3 Nematoides parasitas do algodoeiro

Dentre as espécies parasitas de raizes de algodoeiro, apenas quatro s&o
reconhecidas por causarem danos econdmicos significativos em muitas areas de
cultivo. As duas espécies mais importantes sdo os nematoides das galhas,
especificamente Meloidogyne incognita, o qual é encontrado mundialmente e o
nematoide reniforme, Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira, 1940, encontrado
em muitas regides tropicais e em certas areas quentes de zonas temperadas,
incluindo o sul dos Estados Unidos e leste do Texas. As outras duas espécies,
Hoplolaimus columbus Sher, 1963 e Belonolaimus longicaudatus Rau, 1958,
também podem ocorrer em densidades populacionais prejudiciais em areas
geograficas restritas. Esses nematoides diferem no ciclo de vida, habito alimentar,
ecologia e no mecanismo de heranca de resisténcia no algodédo (Kirkpatrick &
Rothrock, 2001).

No Brasil, os principais nematoides causadores de danos a cultura do
algodoeiro sao Meloidogyne incognita, Rotylenchulus reniformis e Pratylenchus
brachyurus (Inomoto, 2001).

Dentre as espécies de nematoides parasitas do algodoeiro, M. incognita
merece destaque pela sua ampla distribuicdo e capacidade de sobrevivéncia, ja
que o mesmo infecta plantas das mais diversas familias botanicas. Nessa espécie,
apenas as ragas 3 e 4 parasitam o algodoeiro, sendo a raga 3 a mais

frequentemente encontrada em areas de produgao comercial (Inomoto, 2001).
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O parasitismo por nematéides em plantas de algodoeiro pode ocorrer em
diferentes tipos de solo, sendo os solos mais arenosos mais propicios a
disseminagao e infecgédo por M. incognita (Asmus, 2004).

A presenga de M. incognita em altas populagdes pode inviabilizar a cultura,
com relatos de abandono de areas infestadas nos estados de Sao Paulo e Goias
(Ide, 2000). Na regiao centro-oeste, M. incognita apresenta distribuicao restrita, por
ser uma regiao relativamente nova para a cultura do algoddao, mas nas regides
tradicionais de cultivo de algodao este nematoide encontra-se amplamente

distribuido e é responsavel por sérios prejuizos (Silva & Santos, 1997).

3.4 Classificacdo do género Meloidogyne

As espécies do género Meloidogyne Goeldi, 1887 constituem uma
pequena parte do Filo Nematoda, que compreende os parasitas do homem, dos
animais e parasitas de plantas e espécies de vida livre no solo, em agua doce e no
mar (Maggenti, 1981). O género Meloidogyne sp. faz parte da classe Chromadorea,
ordem Rhabditida, Subordem Tylenchina, Infraordem Tylenchomorpha,
Superfamilia Tylenchoidea e familia Meloidogynidae (De Ley & Blaxter, 2002;

Karssen & Moens , 2006).

3.5 Ciclo de vida e comportamento

O ciclo de vida do nematoide das galhas é apresentado na Fig.1. Os ovos
dos nematoides das galhas sao envolvidos por uma matriz gelatinosa, que
geralmente depositadas na superficie das galhas. As vezes elas ocorrem sem que
haja a presengca de galhas. O desenvolvimento embrionario resulta no juvenil de

primeiro estagio (J1) que sofre uma ecdise ainda no ovo, dando origem ao juvenil de
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segundo estagio (J2). A eclosao dos ovos de Meloidogyne sp. € influenciada pela
temperatura e ocorre, na maioria das espécies, sem que seja necessario o estimulo
das raizes das plantas. Entretanto, os exudados radiculares as vezes estimulam
essa eclosdo. A membrana que envolve o ovo do nematoide torna-se flexivel antes
da eclosao e enzimas sao envolvidas na alteracdo da estrutura dessa membrana.
Quando os J2s eclodem da massa de ovos, eles infectam galhas vizinhas ou
penetram em raizes novas. O J2s e os machos sdo os estadios do ciclo de
Meloidogyne que podem ser encontrados livremente no solo. Em algumas espécies,
o J2 pode sobreviver no solo no estado de queiscéncia por um longo periodo de
tempo. Entretanto, durante esse periodo, eles consomem suas reservas alimentares
acumuladas em seu intestino. Como a infectividade esta relacionada ao conteudo
dessas reservas, ela podera ser reduzida depois de longos periodos fora das raizes
(Karssen & Moens, 2006).

Os J2 sao atraidos pelas raizes das plantas e a localizacdo depende da
percepcao dos gradientes de atrativos que emanam das raizes. O J2s infectivos
acumulam-se na regido de elongacgao celular logo atras da coifa, mesmo nas plantas
resistentes aos nematoides das galhas. Eles também sao atraidos pelos meristemas
apicais, pontos onde emergem as raizes laterais e locais onde penetram outros J2s.
Existem poucas diferengcas nos atrativos de isolados de raizes suscetiveis e
resistentes, entretanto, quando ambas sao presentes, as raizes suscetiveis sdo mais
atrativas. A natureza dos estimulos produzidos pelas raizes e percebidos pelos J2s
ainda nao sao claros. Muitos componentes organicos e inorganicos excretados pelas
raizes formam gradientes na superficie das raizes para dentro do solo e muitos

influenciam os nematoides. Dioxido de carbono é freqlientemente considerado como
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sendo o fator mais importante de atracdo planta-nematoide. (Karssen & Moens,
2006).

Quando os nematoides das galhas entram em contato com as raizes das
plantas, eles geralmente penetram imediatamente. O J2 penetra as paredes
celulares rigidas da raiz por uma combinacdo de danos fisicos, através da
perfuragdo com o estilete e da acdo de enzimas celuliticas e pectoliticas (Karssen &
Moens, 2006)

Depois da penetragdo das raizes os J2s migram entre as células para o
cértex, na regidao de diferenciacdo celular. Essa migragdo causa separagao das
células ao longo da lamela média. As células ao longo do caminho do nematoide
distendem-se, mas raramente mostram sinais de alimentagdao. O aumento nos niveis
de enzimas oxirredutoras também pode ser encontrado, indicando o aumento da
atividade metabdlica. Para contornar a barreira formada pela endoderme, o J2s
migram em direcdo a ponta da raiz, contornando-a até encontrar a regido
meristematica apical. Em seguida, eles percorrem o cilindro vascular até a zona de
diferenciacao. Posteriormente, eles tornam-se sedentarios no tecido cortical na zona
de diferenciagdo. A cabeca do J2 posiciona-se na periferia do tecido vascular e o
resto do corpo na regiao do cortex paralelo com o eixo longitudinal da raiz (Karssen
& Moens, 2006)

O J2s alimentam-se de células especiais chamadas células nutridoras
(células gigantes), sofrem entdo, mudangas morfologicas, passando por trés ecdises
para se transformarem em juvenis de terceiro e quarto estadios e, finalmente, em
adultos. Logo apdés a ultima ecdise, a fémea adulta recomegca a se alimentar,

permanecendo ali para o restante de sua vida. Durante esse desenvolvimento pos-
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embrionario, o sistema reprodutivo desenvolve-se e crescem as gdnadas funcionais.
A mudanca de forma nos machos (piriforme para adulto
vermiforme) ocorre durante a ecdise de J4 para adulto. Nesse periodo, o J4 sofre
uma metamorfose na qual o corpo se alonga, assumindo o0 macho, uma forma
vermiforme (Eisenback & Triantaphyllou, 1991). A duragdo do ciclo de vida do
nematoide de galhas é bastante afetada pela temperatura. As fémeas produzem
ovos por cerca de trés meses. Depois cessam a produg¢ao, podendo viver um pouco
mais. Os machos vivem semanas e os J2s podem viver de poucos dias a meses
(Taylor & Sasser, 1983). No caso de M. incognita parasitando o tomateiro, a
temperatura de aproximadamente 29°C, as primeiras fémeas adultas aparecem
entre o 13° e 15° dias apds a penetragao; os primeiros ovos sdo encontrados do 19°

ao 21° dias ( Eisenback& Triantaphyllou, 1991).
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Figura 1: Ciclo de vida do nematoide das galhas género Meloidogyne

(adaptado de Coyne, et al., 2007).

3.6 Reacao hospedeiro-parasita

Plantas suscetiveis reagem a secre¢des produzidas pelos J2 através de
mudangas morfoldgicas e fisioldgicas. As células gigantes (de 2 a 12, em média 6),
sdo sitios de alimentagdo para o nematoide das galhas, sendo estabelecidas no
floema ou no parénquima adjacente. Essas células s&o altamente especializadas. A
indugdo e a manutengao dessas células tem sido alvo de varias hipoteses e sugere-
se que ambas sao controladas por secregdes aplicadas com o estilete e originadas

das glandulas sub-ventrais e dorsais do nematoide. A remogdo dos solutos das
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células gigantes pode ser um dos estimulos necessarios para manter o metabolismo
ativo dessas células. Caso o hospedeiro nao responda a formagéao da célula gigante,
os J2s nao se desenvolvem e, consequientemente, morrem por falta de alimento. Se,
por acaso, eles possuirem reservas alimentares suficientes, podem migrar para fora
da raiz e penetrar em outra raiz (Karssen & Moens, 2006)

As células gigantes induzidas pelo nematoide das galhas dividem os seus
nucleos sem que haja a formagdo de novas paredes celulares, ou seja, ocorrem
repetidas endomitoses sem que ocorra citocineses. No comeco da formacdo da
célula gigante, elas séo preenchidas predominatemente por vacuolos celulares, os
nucleos sao localizados no citoplasma periférico. Dentro da célula, a endomitose de
diferentes nucleos ocorre sincronicamente. Em células gigantes mais desenvolvidas,
a divisao sincronizada dos nucleos pode nao ser constante. Ha aumento do
conteudo citoplasmatico e a célula expande-se lateralmente (Karssen & Moens,
2006).

As paredes celulares que delimitam as células gigantes sdo aparentemente
continuas. Entretanto, existem areas mais finas e mais grossas ao longo de uma
mesma parede celular. Com o aumento da demanda de alimentagcao do nematoide,
provocado pelo aumento da produgdo de ovos, o citoplasma da célula gigante
apresenta uma intensa atividade metabdlica. Isso € demonstrado pela presenca da
aneuplodia dos nucleos, com 14 a 16 vezes mais DNA que nos nucleos das células
da ponta da raiz ndo infectadas (Karssen & Moens, 2006).

Ao mesmo tempo, com o estabelecimento das células gigantes, os tecidos da
raiz em volta do nematoide passam por hiperplasia e hipertrofia, causando as galhas

nas raizes, comumente associadas a infeccado de Meloidogyne spp. As galhas
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geralmente comegam a desenvolver-se um a dois dias depois da penetragao do J2.
O tamanho dessas galhas esta relacionado ao hospedeiro, 0 numero de J2s e a
espécie do nematoide, entretanto a sua formacdo ndo é essencial para o
desenvolvimento do nematoide (Karssen & Moens, 2006).

Os reguladores de crescimento das plantas tem implicacdo no
desenvolvimento das células gigantes e das galhas. As auxinas (promotoras do
crescimento das células) tém sido identificadas em maior concentragcéo nos tecidos
das raizes onde ha galhas em comparagdo com os tecidos nao infectados. O
aumento de citocinas (promotoras da divisdo celular) também pode ser observado
nas plantas infectadas por Meloidogyne spp. A aplicacdo desses reguladores de
crescimento em plantas resistentes pode reverter a resposta de resisténcia da planta
ao patdgeno, tornando-as suscetiveis. Um outro regulador de crescimento, o etileno,
também esta associado a formagcao de galhas. Este horménio também pode esta
envolvido na hipertrofia do parénquima cortical durante a formagado das galhas

(Karssen & Moens, 2006)

3.7 Nematoide das galhas: viruléncia e patogenicidade

A variacdo intra-especifica de Meloidogyne spp. pode ser expressa na
interacao planta-nematoide em trés niveis: a condicdo de ndo hospedeira, condigao
de agressiva e condicdo de virulenta. O espectro de hospedeiros que leva a
diferenciagao de ragas ja foi descritos para M. incognita, M. arenaria (Sasser, 1980)
e M. chitwoodi (Mojtahedi et al., 1988). Para outras espécies, tais como M. hapla e
M. javanica, diferencas de hospedeiros foram também relatadas, mas parecem ser
raras (Carneiro et al., 2004). A agressividade reflete a habilidade do nematoide de

se reproduzir em bons ou maus hospedeiros. A viruléncia é a habilidade que o
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nematoide possui de se reproduzir em hospedeiros com genes resistente. Em
relacdo a viruléncia, existe a interagdo de genes de viruléncia com genes de
resisténcia que séo respectivos no parasita e no hospedeiro (Hussey & Janssen,
2002).

Relatos de viruléncia em Meloidogyne spp. sdo exemplificados através do
gene de resisténcia Mi em tomate. Em 1950 houve a ocorréncia de quebra de
resisténcia por isolados de M. incognita, M. arenaria e M. javanica, os quais foram
designados ‘ragas-B” (Riggs & Winstead, 1959). Além do desenvolvimento de
viruléncia em condi¢des seletivas, a quebra de resisténcia em populagdes de
campo também foi observada, mesmo quando elas ndo foram previamente
expostas a cultivares resistentes.

Experimentos de selecdo em condigdes de laboratério mostraram que a
propor¢dao de nematoides virulentos aumentou gradualmente apds cada sucessiva
geragdo em plantas de tomate resistente (Netscher, 1977). Uma vez que M.
incognita, M. arenaria e M. javanica sao espécies que se reproduzem
obrigatoriamente por partenogénese mitética, outros mecanismos de recombinagao
genética devem ser responsaveis pelo aumento da viruléncia nessas populagoes
(Hussey & Janssen, 2002). Recentemente foi relatado por Muniz et al. (2009) a
quebra de resisténcia do cafeeiro ‘IAPAR 59’, portador do gene de resisténcia Mex-
1 por uma populagdo de campo de M. exigua, proveniente de Bom Jesus de
Itabapoana-RJ, que foi altamente virulenta a essa cultivar, sem prévia exposicao a
cultivares resistentes.

Relatos de eventos de quebra da resisténcia em populacdes naturais de

nematoides demonstram a capacidade do patdégeno de desenvolver mecanismos
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de adaptacao a genes de resisténcia, em caso de uso continuo da mesma fonte de
resisténcia ou n&do (Castagnone-Sereno, 2002). A seleg¢ao de populagdes virulentas
de M. incognita apds sucessivos plantios de algodoeiros resistentes ocorreu na
Califérnia (Ogallo et al., 1997) e Texas (Zhou et al., 2000). Nesses casos, isolados
do nematodide, com maiores niveis de reproducao no cultivar resistente NemX foram
encontrados em campos previamente plantados com essa fonte de resisténcia. A
identificagcao de fontes multiplas de resisténcia, que podem ser usadas em rotagao

ou piramidagem, torna-se dessa forma ainda mais importante.

3.8 Resisténcia

A resisténcia de plantas a patogenos € definida como a habilidade da planta
em inibir ou impedir a reprodugcédo do parasita (Wingard,1953). De maneira geral,
dois tipos de resisténcia podem ser observados: pré-infectiva e pos-infectiva. A
resisténcia pré-infectiva € uma resisténcia passiva, que ocorre antes da penetragao
do nematoide na superficie das raizes, e esta associada a producido de exudados
radiculares que repelem o J2 ou sdo toxicos a ele ou a ndo penetragdo devido a
condicOes fisicas adversas das raizes (Rhode, 1972, Roberts et al., 1998). A
resisténcia pos-infectiva € a mais comum e se manifesta apds a penetragado do J2
nos tecidos da planta. E uma resisténcia ativa, determinada pela interacéo entre
parasita e hospedeiro (Roberts et al. 1998).

Muitas plantas sdo imunes ou ndo hospedeiras a muitos nematoides. Elas
nao permitem o parasitismo, ou seja, bloqueiam a penetragao inicial na raiz, ou
previnem o desenvolvimento e a reprodugcdao do parasita, ndo ocorrendo a
multiplicagdo do nematoide . A resisténcia pode ser de baixa a moderada (parcial a

intermediaria) ou ser alta. A parcial ou moderada, permite uma reprodugao baixa do
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patogeno (Roberts, 2002). A suscetibilidade é usada como o oposto a resisténcia.
Plantas susceptiveis permitem o desenvolvimento normal do nematoide com uma
alta reproducédo (Roberts, 2002). A tolerancia se refere a habilidade de plantas
permitirem a invasao e reproducao do nematoide, mas nao apresentarem sintomas
ou danos significativos (Fassuliotis,1979). A tolerancia é oposta a intolerancia, que
€ utilizada para plantas que quando infectadas crescem menos, ou morrem, ou
ainda reduzem drasticamente a produtividade. Desta forma, uma planta suscetivel
pode ser intolerante ou tolerante ao nematoide (Roberts, 2002).

A resisténcia é relatada como um modo de heranga que pode ser expressa
por um unico gene (monogénica), por alguns genes (oligogénica), ou por um
numero maior de genes (poligénica) (Roberts, 2002). A resisténcia também pode
ser classificada em vertical (qualitativa, é especifica a uma determinada raga ou
biétipo do patdégeno) e resisténcia horizontal (quantitativa, é efetiva contra todas as
variantes do patégeno) (Vanderplank, 1978). A resisténcia vertical é usualmente
controlada por um ou alguns genes. E uma interacéo do tipo gene a gene, como
comumente ocorre na interagdo patégeno-planta Ja a resisténcia horizontal é
usualmente poligénica recessiva com genes de menor efeito responsaveis por ela,
possui sempre efeitos aditivos que conferem um nivel quantitativo de resisténcia.
Em geral, a resisténcia horizontal € mais duravel a pressao exercida pela populagéao

de nematoides (Flor, 1971).

3.9 Cultivares de algodoeiros resistentes ao nematoide das galhas

Infelizmente, ha poucos cultivares de algodoeiros resistentes ao nematoide
das galhas com bom potencial de produgéo e boa qualidade de fibra. Nos EUA, os

unicos cultivares comerciais de algodao resistentes ao nematoide das galhas
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disponiveis sdo Acala NemX e Stoneville 5599BR (adaptados as areas de produgao
na regiao Oeste), Paymaster 1560 e Stoneville LA887 (adaptados a regidao Sul)
(Starr et al.,, 2007). Ressalta-se entretanto, que com excegédo da cultivar Acala
NemX, que apresenta nivel moderado de resisténcia e continua sendo utilizada
pelos produtores de algodao da Califérnia, as demais sao consideradas cultivares
obsoletas em razdo das suas caracteristicas agronbmicas nado atenderem aos
padrbes de produtividade e qualidade do mercado atual. A cultivar Acala NemX
proporcionou maior rendimento em areas com moderada a alta infestacdo com M.
incognita e suprimiu as densidades populacionais do nematoide (Ogallo et al.,
1997). Quando Acala NemX foi plantado nas mesmas parcelas infestadas durante
trés anos consecutivos, o rendimento ficou estavel, enquanto que o rendimento nas
parcelas plantadas com cultivares suscetiveis ao nematoide declinou cerca de 30%
(Ogallo et al., 1999).

Além das cultivares comerciais, varias linhagens altamente resistentes foram
disponibilizadas, incluindo algodoeiros Auburn 623 RNR (G. hirsutum), resultante do
cruzamento entre Clevewilt 6 e Wild Mexican Jack Jones (Shepherd, 1974), e
Auburn 634 RNR, desenvolvido a partir do cruzamento Auburn 623 RNR x Auburn
56, sendo essa ultima utilizada para desenvolver a série linhagem-M (M-120 RNR,
M315 RNR, etc) de gendtipos resistentes (Shepherd, 1982).

Linhagens resistentes, incluindo LA RN 4-4 e LA RN 1032 e a cultivar
lancada Stoneville LA 887, foram desenvolvidos a partir de cruzamentos
provenientes de Clevewilt 6 como o provavel doador de resisténcia (Robinson et al.,
2001). Na Califérnia, Acala NemX (Oakley, 1995) e Acala NemX HY (Anonymous,

2005) foram langados, com a resisténcia derivada da linhagem N6072 para o qual a
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fonte de origem da resisténcia nao é clara (Hyer & Jorgenson, 1984; Oakley, 1995;
Robinson et al., 2001).

Em sintese, existem trés principais fontes de resisténcia ao nematoide de
galhas em algodoeiro. A fonte de resisténcia moderada da cultivar Acala Nem X
que é de origem desconhecida; a resisténcia moderada da cultivar Stoneville LA887
€ oriunda do acesso Clevewilt 6, enquanto que o alto nivel de resisténcia do acesso
Auburn 623 RNH é oriundo da segregacao transgressiva do cruzamento entre dois
acessos moderadamente resistentes, Clevewilt 6 e Wild Mexican Jack Jones
(Robinson et al., 2001). As bases genéticas da resisténcia e as relagbes entre
essas fontes ainda ndo foram claramente esclarecidas.

Quanto aos relatos de cultivares resistentes no Brasil, Carneiro et al. (2005)
avaliaram-se seis genoétipos de algodoeiro disponibilizados pelo Instituto Agronédmico
de Campinas (IAC) e selecionados em condi¢gées de campo quanto a resisténcia a M.
incognita raga 3. Entre os gendtipos avaliados, IAC 20-233 e IAC 20 RR-98/409 foram
considerados moderadamente resistentes, enquanto que IAC 96/414 apresentou
resisténcia ao patdgeno. Considerando a origem genética da resisténcia dos
gendtipos do IAC, pode-se verificar que todos se originaram da cultivar americana
Auburn 56. Segundo Edivaldo Cia (informacgéao pessoal), essa cultivar foi introduzida e
estudada no Brasil por volta de 1958 e tem sido usada como fonte de resisténcia
genética ao complexo Fusarium sp. X M. incognita (Fusnem), com bons resultados.
As cultivares IAC 17, IAC 20 e as mais recentes IAC 23 e IAC 24 foram também
originadas através de selegado genealdgica do Auburn 56. Porém, a cultivar Auburn 56
€ considerada obsoleta nos programas de melhoramento nos EUA por apresentar

resisténcia apenas intermediaria ao complexo Fusnem (Shepherd, 1982, 1983), e ha
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muitos anos foi substituida por outras fontes de resisténcia, tais como as oriundas da
Auburn 623 e 624, que apresentam altos niveis de resisténcia a M. incognita, embora
nao sejam usadas comercialmente por serem agronomicamente inferiores (Koenning
et al., 2001).

Entre os gendtipos testados por Almeida et al. (2009), a cultivar IPR 140,
langada em 2007 a partir da linhagem PR 94-227-9/18 que posteriormente se
transformou na cultivar IPR 120, apresentou 6timos resultados em relacdo a
resisténcia multipla as principais doengas do algodoeiro. A selegao inicial foi feita
em 2000, com énfase no potencial produtivo e resisténcia/tolerdncia a
Rotylenchulus reniformis. A linhagem estabilizada foi avaliada em multiplos
ambientes frente a testemunhas regionais e outras cultivares e linhagens nos
Estados do Parana, S&o Paulo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e da
Bahia. Esta cultivar destacou-se principalmente frente a nematoides, fusariose,
mancha angular, alternariose e virose. Esses mesmos autores estudaram o
comportamento da cultivar IPR Jatai (Almeida et al. 2009) que foi obtida por
selecdo genealdogica em populagdo hibrida resultante de cruzamento, entre
genitores de base genética australiana, de um lado, e americana, de outro. A
estabilizagdo deste gendtipo foi desenvolvida em condigbes de ocorréncia de
Fusnem. De uma maneira geral, evidencia-se que esse cultivar destacou-se frente
as mesmas doencas citadas para a cultivar IPR-140.

Outro relato de resisténcia foi apresentado por Goldfarb et al. (2003), o qual
avaliou 23 linhagens do programa de melhoramento da Embrapa Algodéo e trés
cultivares quanto a reagdo a F. oxysporum f. sp. vasinfectum associado a

Meloidogyne incognita raga 3. Dessa forma, IAC-23 e as linhagens CNPA GO
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2000-130 e CNPA GO 2000-1148 destacaram-se quanto a resisténcia ao
parasitismo por M. incognita, estimada com base no numero de massa de ovos,
como também pela auséncia de sintomas de murcha e infecgao por F. oxysporum f.

sp. vasinfectum.

3.10 Mecanismos de resisténcia

Os eventos celulares e bioquimicos associados a resisténcia do algodao e
outras plantas tém sido estudados extensivamente. Na maioria dos casos, o J2
invade as raizes de plantas resistentes e migram através dos tecidos como nas
plantas suscetiveis. Entretanto, nas plantas resistentes, o desenvolvimento da
célula gigante especializada exigida para o desenvolvimento do nematoide € inibida
e o nematoide é incapaz de completar o seu ciclo de vida. Em alguns casos,
plantas resistentes exibem resposta de hipersensibilidade (RH), que resulta no
colapso e morte das células proximas ao nematoide. Aldeidos terpendides toxicos
podem acumular-se ao redor da parte anterior do nematoide mais rapidamente na
planta resistente do que na suscetivel (Kirkpatrick & Rothrock, 2001).

De acordo com Veech (1978,1979), a infecgdo por Meloidogyne
incognita induz aldeidos terpendides na endoderme das raizes de algodao, com a
formagado de aldeidos mais rapida e intensa no germoplasma resistente quando
comparada com o suscetivel. Esse mesmo autor demonstrou através de
bioensaios que os aldeidos terpendides foram toxicos aos nematoides e que a
mistura natural de terpendides foi mais inibidora do que o gossipol purificado.

Na familia das solanaceas, a resisténcia € usualmente associada a RH, na
qual ocorre morte celular rapida e localizada na planta infectada em resposta a

infeccdo pelo nematoide. Juvenis de segundo estagio aparecem envolvidos por
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células necrosadas, ndo conseguem se desenvolver e morrem. A resposta pode
ocorrer precocemente e desta forma prevenir a penetragdo e a migragao de J2 ou
tardiamente, inibindo o desenvolvimento de células gigantes, suprimindo o
desenvolvimento e a multiplicacdo do parasita. Varios autores descrevem a RH
como uma reacgao local, acompanhada pela produg¢ao ou liberacdo de formas de
oxigénio reativo, acido salicilico, compostos fendlicos ou outros compostos
envolvidos no caminho da sinalizagéao extracelular. A ativagdo de genes de defesa,
alteragdes estruturais (especialmente paredes celulares reforcadas) e sintese de
fitoalexinas sintéticas também podem ser frequentemente observadas. Estes
fendbmenos ocorrem no local de infeccgéo, alguns minutos depois da penetragao
(Pegard et al., 2005).

Jenkins et al. (1995) comparou trés niveis de resisténcia aos nematoides das
galhas em ‘M-315" (resistente), ‘M-78 (moderadamente resistente) e ‘M-8
(suscetivel), em relagdo ao desenvolvimento pés-infeccional do nematoide. Os
autores avaliaram também o desenvolvimento de galhas nas raizes e observaram
que, embora a penetracdo de J2 nos trés germoplasmas tenha sido similar, a
maioria dos J2 que penetrou na M-315 ndo conseguiu desenvolver-se e atingir o
estadios J3 e J4. Apés a penetragdo na M-315, muitos J2 ndo conseguiram manter
o desenvolvimento da célula gigante e apenas poucas, pequenas galhas foram
produzidas. Estes autores observaram que o estagio critico para o desenvolvimento
do nematoide no germoplasma resistente ocorreu por volta de seis dias (transigao
de J3 para J4) e provavelmente, novamente aos 24 dias (transicdo de fémeas
jovens para fémeas adultas com ovos). Nestes momentos, o numero de nematoides

diminuiu acentuadamente em M-315, podendo ser os momentos, em que os dois
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genes de resisténcia estao ativamente expressos (McPherson, 1993). No acesso
moderadamente resistente M-78, o estagio critico ocorreu por volta de 24 dias, ja
que o desenvolvimento dos nematoides declinou apds este tempo. De acordo com
McPherson (1993), o germoplasma moderadamente resistente possui apenas um
dos genes de resisténcia, o que também foi proposto no trabalho de Jenkins et al.
(1995), pois a maioria dos genes que operam por volta de seis dias no acesso
resistente M-315 sao ausentes no acesso M-78, entretanto os genes que operam
aos 24 dias podem ser os mesmos na M315 e M-78. McClure et al. (1974) relatou
que em Clevewilt 6, o efeito dos genes de resisténcia podem ser medidos por volta
de oito dias, o que pode explicar a diferenga nas respostas entre M-315 e M-78, ja
que M-315 tem os mesmos genes para resisténcia que sdo expressos em Auburn
623, o qual foi desenvolvido por Shepherd (1974) através de um retrocruzamento
entre Clevewilt-6 com a linhagem Wild Mexican Jack Jones. O germoplasma M-78
€ uma selecao a partir de cruzamentos de acessos T-78 de G. hirsutum, o qual tem

como origem um acesso moderadamente resistente (Jenkins et al. 1979) (Fig. 2).
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Auburn 623 RNR and related breeding lines

Wikd Mexican
Jack Jones Clevewiit &

Aubum ]{W{Nm 56 (RC)

Aubum 534 RNR

Aubum 56 (RC)

Oshoping 61 (RS,

Coker 310 (RC)
M-331 RNR

Coker 201 (RC)
M-240 RNR, M-315 RNR
M-155RNR, M-725 RNR

W92 RNR, M-249 RNR. M-272 RNR

Figura 2: Representagao diagramatica da origem da resisténcia de cultivares e linhagens

de algodao (Kirkpatrick & Rothrock, 2001).

Em relagdo aos estudos de caracterizacdo molecular, Callahan et al. (1997)
identificou uma proteina de 14 KDa denominada MIC3 (Meloidogyne Induced
Cotton 3), que se acumulava dentro de galhas imaturas formadas em plantas
resistentes ao nematoide das galhas, comparadas com um controle suscetivel. As
sequéncias correspondentes de cDNA e DNA gendmico dessa proteina e o gene
chamado MIC3 foram identificados por Zhang et al. (2002), o qual confirmou o
acumulo de mRNA de MIC3 e proteinas dentro de galhas de raizes resistentes do
algodoeiro.

No trabalho realizado por Wubben et al (2008), foram analisados o acumulo
de transcritos dessa proteina e a caracterizagao fenotipica dos germoplasmas M-
315 (resistente) e M8 (suscetivel) aos 14, 21, 28 e 35 dias apds a inoculagao (DAI) .
Esses autores observaram que aos 14 dias houve penetracdo dos J2 em niveis

equivalentes nos dois germoplasmas, nos estagios iniciais de formagao de galhas,
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como também um aumento significativo nos niveis de transcricdo de MIC nas raizes
de M-315 e M8, comparados com seus respectivos controles nio infectados.
Porém, a indugdo de MIC foi significativamente maior no germoplasma resistente
em comparagao com o suscetivel. Aos 21 dias ndao foram observadas diferencas
aparentes no desenvolvimento entre raizes infectadas de M-315 e M8. Estagios
tardios de J2 e J3 foram observados dentro do tecido das galhas das duas
linhagens e o nivel de transcricdo de MIC ja nao era significativamente elevado em
M8, enquanto que em M315 houve uma indugado, aproximadamente, oito vezes
mais elevada. Uma clara diferenga fenotipica foi citada entre os dois germoplasmas
analisados aos 28 dias. Para M-315, o tamanho das galhas ndo demonstrou
aumento em relagdo ao tempo anterior e as galhas apresentaram uma cor mais
escura, em contraste com as galhas das raizes de M8, que continuaram a crescer
em tamanho, apresentando uma cor clara. A coloragdo das galhas das duas
linhagens com fuscina acida revelou que os J2 desenvolveram-se até a fase de J4
em M8 e que nao ocorreu nenhum progresso significativo no desenvolvimento dos
nematoides em M-315. Embora isto tenha mostrado a primeira grande diferenca
fenotipica entre eles, o qRT-PCR revelou que os niveis de transcricdo de MIC
haviam sido diminuido em raizes de M-315 a um nivel igual ao de M8. Aos 35 dias
o autor observou fémeas completamente desenvolvidas e a producdo de ovos foi
prontamente observada na suscetivel, porém esse desenvolvimento nao foi
facilmente observado nas raizes da planta resistente. Quanto aos niveis de
transcritos de MIC, foi observado que houve uma diminuicdo ainda maior em

comparacao a 28 dias.
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4 METODOLOGIA

4.1 Acessos de Gossypium spp.

Foram utilizados nos experimentos 30 acessos de Gossypium spp.
pertencentes aos bancos de germoplasma da Embrapa Algoddao e do CIRAD
(Franga), cujas espécies e origens estdo incluidas na Tabela 1. Foram escolhidas
como padrdes de suscetibilidade a variedade Fibermax 966 (FM 966), e de

resisténcia, o acesso M-315.

4.2 ldentificacdo da espécie e producao do indculo do nematoide

A populacdo de Meloidogyne incognita ragca 3 foi coletada em Londrina
(Estado do Parana) e escolhida devido a sua alta patogenicidade ao algodoeiro
nesse Estado. A identificagdo da espécie foi feita através do fendtipo das esterases
(Est) (Carneiro & Almeida, 2001) e do marcador SCAR (sequence-characterized
amplified region) (Randig et al., 2002). A raga foi determinada usando-se o teste
com hospedeiros diferenciadores (Tabela 2), de acordo com a metodologia
proposta por Hartman & Sasser (1985). Os ovos desta populagado foram extraidos
pelo método de Hussey & Barker (1973) modificado por Boneti & Ferraz (1981) com
0,5 % de hipoclorito de sddio (NaOCI) e a concentragdo de ovos determinada em
laminas de Peters ao microscépio otico. Para os testes histopatolégicos, foram
obtidos J2, através da eclosdo de ovos depositados em funil de Baermann

modificado os quais foram utilizados como in6culo (Flegg, 1967).
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Tabela 1. Descrigdo dos gendtipos/acessos de Gossypium spp. avaliados nos

experimentos de selecao de resisténcia ou suscetibilidade a Meloidogyne incognita raga 3.

Genotipo/Acesso

Espécie

Origem

Algodao del Pais n°3

AS 0110 n°1

AS 0188

AS 0189

AS0190

AS 0190 n°1

AS 0190 n°2

AS 0191

G. barbadense raca

barbadense

G . hirsutum raga marie

galante

G . hirsutum raga marie

galante

G. hirsutum raga marie

galante

G. hirsutum raga marie

galante

G. hirsutum raga marie

galante

G .hirsutum raga marie

galante

G. hirsutum raga marie

galante

Peru/Banco CIRAD n°
1348 — Algodéao selvagem

Haiti / Banco do CIRAD n°
6098 — Algodao selvagem

Guadalupe / Banco do
CIRAD n° 6172 — Algodao

selvagem

Guadalupe / Banco do
CIRAD n° 6173 — Algodao

selvagem

Guadalupe (multiplicada
em Montpellier) /Banco do
CIRAD - Algodao

selvagem

Guadalupe/Banco do
CIRAD n° 6174 — Algodao

selvagem

Guadalupe/Banco do
CIRAD n° 6174 — Algodao

selvagem
Guadalupe / Banco do

CIRAD n°® 6175 — Algodao

selvagem
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Auburn 56

China 13-9

Clevewilt-6

CNPA GO 2002-2043

DeltaOpal

Deltapine 61

F1 AS 0110 n°1 X M-315

F1 AS 0190 n°2 X M-315

F1 FM 966 X AS 0110 n°1

F1 FM 966 X AS 0190 n°2

G. hirsutum raga latifolium  USA/Cultivar obsoleta

G. arboreum

G. hirsutum raca latifolium

G. hirsutum raga latifolium

G. hirsutum raga latifolium

G. hirsutum raga latifolium

Hibrido inter racial

Hibrido inter racial

Hibrido inter racial

Hibrido inter racial

resistente ao complexo

Fusnem

China/ Banco CIRAD n°
1550

USA/ Cultivar obsoleta
resistente ao complexo

Fusnem

Linhagem do programa de
melhoramento da Embrapa

Algodéo

Estados Unidos/Empresa
Deltapine/Cultivar

comercial
Estados Unidos/Empresa
Deltapine/Cultivar

comercial

Cruzamento Embrapa

Algodao

Cruzamento Embrapa

Algodao

Cruzamento Embrapa

Algodéo

Cruzamento Embrapa

Algodéao
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Fai Mui

FM 966 (testemunha)

Guazuncho 2

LA RN-1032

LA-887

M315 (testemunha)

MT121 Bulk n°6

MT123 n°3

Semi Aspero Huanuco

TX-25

G. arboreum

G. hirsutum raga latifolium

G. hirsutum raga latifolium

G. hirsutum raga latifolium

G. hirsutum raga latifolium

G. hirsutum raga latifolium

G. barbadense raca

brasiliensis

G. barbadense raca

brasiliensis

G. barbadense raca

barbadense

G. hirsutum raca

punctatum

China/ Banco CIRAD n°
1549

Cultivar obsoleta

Australia/ Empresa Bayer
Cropsience/ Cultivar

comercial

Argentina/ INTA/Cultivar

comercial

Estados Unidos/linhagem

da Empresa Stoneville/

Empresa Stoneville/

Cultivar comercial obsoleta

Estados Unidos/linhagem
altamente resistente ao

nematoide das galhas

Mato Grosso /Coleta da
Embrapa Algodao —

Algodao Selvagem
Mato Grosso /Coleta da
Embrapa Algodéo —

Algodéo Selvagem

Peru/ Banco CIRAD n°
1343 — Algodao Selvagem

México/Algodao selvagem
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VH8-4602 G. barbadense raca Variedade obsoleta (ilhas

barbadense de Antigua)

Wild Mexican Jack Jones G. hirsutum (raca México/Algodao selvagem

desconhecida)

Tabela 2: Teste para determinagcado de ragcas de Meloidogyne incognita em plantas

hospedeiras diferenciadoras, segundo Hartman & Sasser (1985).

Plantas hospedeiras diferenciadoras *

M. incognita Algodao Fumo Pimentao Melancia Amendoim Tomate
Raga 1 - - + + - +
Raga 2 - + + + - +
Raca 3 + - + + - +
Raca 4 + + + + - +

@ Algodao Deltapine 61; NC 95; Piment&o Early California Wonder; Melancia Charleston Gray;
amendoim Florunner; tomate Rutgers. (-) indica resisténcia do hospedeiro; (+) indica
suscetibilidade do hospedeiro.

4.3 Avaliacdo dos genoétipos quanto a reproducdo do nematoide em

casa de vegetacao

Oito plantas de cada gendtipo foram cultivadas individualmente em vasos de
15 cm de didmetro e 20 cm de altura preenchidos com 50% de terra esterilizada

mais 50% do composto Plantimax®, os quais foram mantidos em casa de vegetacéo

a 22-28°C. A populacdo de nematoides usada como indculo foi multiplicada

previamente em tomateiros (Solanum lycopersicum, grupo Santa Cruz, cv Santa

Clara) em condigdes de casa de vegetagédo. Os ovos foram coletados de raizes de

tomateiros com trés meses de idade, as quais foram cortados em segmentos e

batidas no liquidificador por 1 minuto, em solu¢do 0,5% de NaOCI (Boneti & Ferraz,

1981). Os ovos foram quantificados em Iaminas de Peters ao microscopio 6tico.
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Trinta dias apds o plantio dos algodoeiros, 5.000 ovos de M. incognita ragca 3
foram inoculados na rizosfera de cada planta. As plantas foram mantidas em casa
de vegetacao em condi¢gdes de temperatura variando de 25 a 30°C. O delineamento
experimental foi em blocos ao acaso, com 30 tratamentos (arranjo simples) e oito
repeticbes. As plantas foram irrigadas, fertilizadas e algumas pragas controladas,
regularmente. Depois de 120 DAI, foram lavados os sistemas radiculares, avaliada a
massa fresca das raizes e essas coradas com Phloxina B e avaliados o indice de
galhas e de massas de ovos: 0 = nenhuma galha ou massa de ovos; 1= 1-2 galhas
ou massas de ovos, 2 = 3-10; 3 = 11-30; 4 = 31-100, 5 > 100 galhas ou massas de
ovos (Hartman & Sasser, 1985). O numero total de ovos/planta/repeti¢cao foi avaliado
como descrito anteriormente por Hussey & Barker (1973) com NaOCl a 1%,
utilizando-se o método de extracdo modificado por Boneti & Ferraz, 1981. O fator de
reprodugdo (FR) de cada planta foi calculado, dividindo o numero total de
ovos/planta (PF) pelo numero de ovos inoculados (Pl = 5000) (Roberts & May,
1986). As médias do FR foram transformados em Logi (x+10) e apds analise de

varidncia as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade. As plantas foram classificadas de acordo com esse teste em AS

altamente suscetivel, S = suscetivel, MR = moderadamente resistente ou R

resistente (Roberts, 2002).

4.4 Histopatologia comparada entre gendétipos resistente e suscetivel

Considerando-se os resultados do primeiro ensaio, foram escolhidos os
germoplasmas Algoddo del Pais n°® 3 como resistente e a testemunha FM 966

como suscetivel.
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As avaliagdes foram realizadas aos 2, 4, 7, 9, 11, 16, 18, 21, 23 e 28, 34 € 45
dias apds a inoculagao (DAI) retirando-se uma planta resistente e outra suscetivel,
em cada um desses tempos, de acordo com a técnica descrita por Pegard et al.
(2005), como se segue: as plantas foram cuidadosamente extraidas do substrato
para que as raizes nao fossem danificadas. A parte aérea foi cortada e descartada.
As raizes foram lavadas em agua corrente. Extremidades de raiz, com cerca de 3
mm de comprimento, com ou sem galhas foram retiradas com auxilio de um bisturi
e pinga fina, sob microscépio estereoscédpico. A seguir, estes seguimentos de raiz
foram fixadas em solucdo de 1% (v:v) de glutaraldeido e 4% (v:v) de formaldeido
em 100mM de tampao fosfato com pH 7,2, a temperatura ambiente.
Posteriormente, foram mantidos sob agitagcdo durante uma noite completa em
agitador rotatério, para melhor penetragcdo das raizes pela solugdo fixadora,
resultando numa melhor fixacdo, sem a formacao de bolhas em seu interior.

Depois de fixadas, as extremidades das raizes foram lavadas por duas
vezes, por 30 minutos cada, com tampao fosfato de sédio 50mM, pH 7.2. A seguir,
as raizes foram desidratadas sob agitacdo em uma séria etandlica crescente de 10
a 100%, com intervalos de 20 minutos entre as trocas; os banhos com a
concentragdo de 100% foram repetidos duas vezes. As extremidades de raizes
foram embebidas em resina Technovit 7100° sob agitacdo a 4°C, de acordo com o
protocolo do fabricante.

ApOs a retirada das amostras para microscopia 6tica, as raizes que restaram
de cada tratamento das plantas suscetiveis e resistentes foram coradas com
fucsina acida, para a observacao da penetracdo dos J2 e do desenvolvimento dos

mesmos, segundo a metodologia descrita por Byrd et al. (1983): As raizes foram
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lavadas, mergulhadas em 200 ml de solugédo aquosa de NaOCI a 5.25% por 4
minutos. Posteriormente, as raizes foram lavadas em agua corrente por 45
segundos e mantidas em um béquer com agua por 15 minutos para retirar-se o
excesso de NaOCI. Em seguida, as raizes foram cortadas e transferidas para um
béquer com 2 ml de solugdo estoque de fuscina acida (1,25g de fuscina acida,
diluida em 125 ml de acido acético glacial e 375 ml de agua destilada), diluida em
40 ml de agua. A solugcédo e as raizes foram aquecidas no microondas por 45
segundos. Depois de resfriadas, as raizes foram descoradas com agua quente e
transferidas para uma placa de Petri para que fossem observadas ao microscopio
estereoscopico. As partes das raizes que mostraram a presenca do nematoide
foram colocadas em uma lamina com uma gota de glicerol puro e levadas ao

microscopio de luz Axiophot Zeiss, para serem examinadas e fotodocumentadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resisténcia de genétipos de Gossypium spp. a Meloidogyne
incognitaraca 3

Os resultados da reacao dos diferentes gendtipos a inoculagdo com M.
incognita raga 3 estao descritos na Tabela 3. O controle resistente M-315 e os
acessos Algodao del Pais n° 3, Auburn 56, F1 AS 0110 n°1 x M-315, Fai Mui,
Guazuncho 2, Semi Aspero Huanuco, TX-25 n°1 e Wild Mexico Jack Jones foram
considerados resistentes por apresentarem FR<1. Os acessos AS0190 n°1,
AS0190 n°2, Clevewilt-6, CNPAGO 2002-2043, DeltaOpal, F1 AS 0190 n°2 x M315,
LA RN-1032 , LA-887 e MT 123 n°3 foram considerados moderadamente
resistentes (FR=1,1 a 4,67). Foram considerados suscetiveis (FR = 5,15 a 11, 52)
os acessos FM 966 (testemunha), AS 0191, China 13-9, Deltapine 61, F1 FM966 x
AS0190 n°2, F1 FM966 x AS0110 n°1, MT 121 Bulk N° 6, e VH8 — 4602. Os demais
genotipos apresentaram um FR muito alto, pouco comum em plantas de algodoeiro
e foram classificados como altamente susceptiveis, superando a testemunha (FR=
14,05 a 60,71): AS0110 n° 1, AS 0188, AS0189, e AS0190 Montpellier. De uma
maneira geral, ocorreu uma grande diferenca nos FR entre os acessos resistentes e
suscetiveis, mostrando com evidéncia a presenga de genes de resisténcia
altamente efetivos em alguns acessos (Tabela 3). Para as trés espécies de
algodoeiros estudadas, os resultados diferiram bastante daqueles obtidos por
outros autores, para os quais os fatores de reprodugao foram bem menos variaveis
(Carneiro et al., 2005). Por exemplo, os acessos selvagens de G. hirsutum marie
galante, originarias do Haiti e Guadalupe (Banco de Germoplasma do CIRAD),

foram os mais suscetiveis. Ndo ocorreu um comportamento de compatibilidade ou

incompatibilidade total para a mesma espécie de algodoeiro, ou seja, em G.
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barbadense, por exemplo, ocorreram acessos resistentes, moderadamente
resistentes e suscetiveis. O mesmo ocorreu para G. hirsutum e G. arboreum. Dessa
maneira, pode-se concluir que os genes de resisténcia ndo estdo ligados as

espécies de algodoeiro estudadas neste trabalho.

Alguns gendtipos testados neste trabalho estdo em desacordo com a
literatura internacional: o gendtipo Auburn 56, considerado suscetivel ou
moderadamente resistente em alguns trabalhos nos EUA (Shepherd, 1979), foi
resistente a populacdo de M. incognita raga 3. O acesso Clevewilt 6, considerado
como fonte de resisténcia moderada nos USA (Kirkpatrick & Rothrock, 2001),
mostrou-se apenas MR nas condi¢gdes do nosso trabalho. A cultivar Delta Opal, que
foi considerada MR, foi classificada como suscetivel por Zanella et al. (2005). A
cultivar FiberMax 966, sabidamente sensivel ao ataque de nematoides (Cia et al.,
2007) foi utilizada como padrdo compativel no nosso ensaio. As cultivares LA 1032
RN e LA 887, que foram consideradas resistentes nos EUA e foram desenvolvidas
de cruzamentos envolvendo Clevewilt 6 como doador resistente, foram apenas MR
neste trabalho, seguindo a mesma tendéncia do progenitor MR (Starr et al., 2007). A
resisténcia moderada do acesso Clevewilt 6 € provavelmente determinada por um
gene recessivo (Bezawanda et al., 2003) que confere apenas uma resisténcia parcial
a populagao de M. incognita raga 3 utilizada neste ensaio. O gendtipo M-315 referido
como resistente em varios trabalhos (Zhou et al., 2000), foi o padrao de resisténcia
do presente ensaio. A anadlise genética do acesso M-315 derivado de Auburn 634
RNR, indica que a resisténcia é derivada de dois genes, sendo um proveniente do
acesso Clevewilt 6 e outro (dominante) derivado do acesso Wild Mexican Jack Jones

(McPhersonn et al., 1995), extremamente efetivo no controle de M.incognita raga 3.
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Quanto a reacgao de resisténcia do acesso selvagem TX 25, esses resultados estao
de acordo com os observados por Robinson et al. (2004) e Shepherd (1983). Uma
outra razao para os diferentes comportamentos de acessos de algodoeiro deve-se a
variabilidade genética de populagdes de M. incognita, e o surgimento de populagdes
mais virulentas, devido ao plantio continuo do algodoeiro numa mesma area. Isso foi
0 que ocorreu na Califérnia (Ogallo et al., 1997) e Texas (Zhou et al., 2000). Nesse
caso, os isolados com os maiores niveis de reprodugao no cultivar resistente Nem X
foram encontrados em campos previamente plantados com essa fonte de
resisténcia. Zhou et al. (2000) relataram uma variagdo muito grande no numero de
galhas e reproducdo de diferentes isolados de M. incognita em gendtipos de

algodoeiro resistentes.

Figura 3: Sintomas e sinais nas raizes de Gossypium spp. infestadas com Meloidogyne incognita
raca 3. A: FM966 (suscetivel), B: Algodao del Pais n°3 (resistente).
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Tabela 3: Reagédo de diferentes acessos de Gossypium spp. ao nematoide de galhas

Meloidogyne incognita raga 3, 120 dias apés a inoculagao com 5.000 ovos/planta, em casa

de vegetacao.

Genétipo! Pesodfresco indice N°(;I;/c:)tgl /de Fator de~ Reacdo
Acesso , as 1 de 2 gramade Reprodu3gao Final 4
raizes(g)’ galha raiz (FR)
Algodéao Del Pais n°3 59,44 0 1 0,01d R
AS 0110 n°1 66,00 3 1.734 21,44 a AS
AS 0188 90,50 3 1.359 23,97 a AS
AS 0189 94,13 4 2.127 21,81 a AS
AS 0190 n°1 87,62 3 325,73 4,59 c MR
AS 0190 n°2 65,63 4 335 4,67 c MR
AS0190 Montpellier 39,81 5 7.602 60,71 a AS
AS 0191 73,94 3 695 12,18 b S
Auburn 56 26,50 2 45 0,20d R
China 13-9 43,50 4 990 8,28 b S
Clevewilt-6 29,25 3 420 2,58¢c MR
CNPAGO 2002-2043 59,25 4 423 2,05¢c MR
DeltaOpal 51,81 3 321 3,19¢c MR
Deltapine 61 58,81 4 566 7,54 Db S
F1 FM 966 X AS 0190 n°2 65,50 5 811 515D S
F1 AS 0190 n°2 X M315 63,06 4 364 2,70 c MR
F1 FM 966 X AS 0110 n°1 84,93 4 934 8,13 b S
F1 AS 0110 n°1 X M315 72,13 3 14 0,10d R
Fai Mui 25,25 1 106 0,48d R
FM 966 (testemunha) 34,88 5 1.994 14,05 a AS
Guazuncho - 2 26,06 2 38 0,18d R
LA RN-1032 41,00 4 246 1,11 ¢ MR

48



LA-887 62,38 4 81 1,10 ¢ MR

M-315 (testemunha) 39,00 1 4 0,03d R
MT121 Bulk n°6 86,06 5 607 11,12 b S
MT123 n°3 72,25 3 176 2,87c MR
Semi Aspero Huanuco 43,06 2 22 0,19d R
VH8-4602 62,44 4 636 7,66 b S
TX25n° 1 73,78 3 4 0,03d R
Wild Mexican Jack Jones 53,19 1 3 0,03d R

"Valores médios do peso fresco das raizes (g).

2 indice de galhas ou massas de ovos: 0= nenhuma galha ou massa de ovos; 1= 1-2 galhas ou massas
de ovos, 2 = 3-10; 3 = 11-30 ; 4 = 31-100; 5 = 100 galhas ou massas de ovos (Hartman & Sasser,
1985).

* A média dos valores foram transformados em log (x+1) e tratamentos com letras diferentes, diferem
entre si pelo teste de Scott-knot a 5% de probabilidade.

* AS= altamente suscetivel, S= suscetivel, MR= moderadamente resistente, R= resistente.

5.2 Histopatologia comparada em plantas resistentes e suscetiveis a

Meloidogyne incognitaraca 3

5.2.1 Ainteracdo compativel

O exame das radicelas coradas com fuccina acida e aproximadamente 6.300
cortes corados com azul de toluidina demonstraram que os J2s de M. incognita
foram capazes de penetrar, migrar e se desenvolver normalmente (Fig. 4). Muitos J2
invadiram o meristema subapical das raizes em grupos e atingiram a area vascular
diferenciada, desenvolvendo células gigantes bem formadas, multinucleadas e com
membranas delgadas (Figura 4 E,F,G,H). Observagdes das radicelas coloridas com
fuscina acida demonstraram a presenca de J2s no meristema apical aos 2 DAI
(Figura 4A), enquanto que as secgoes histolégicas coradas com azul de toluidina

aos 4 DAl revelaram a presenca de J2s no cértex das plantas, a caminho do cilindro
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central, causando desorganizagao celular (Figura 4B). Aos 7 e 9 DAI foi possivel
observar nas raizes coloridas com fuscina acida, que os J2s ja estavam presentes
no cilindro central (Figura 4C) e aos 11 e 16 DAI foram observados J2s em fase de
alimentagao (Figura 4D). Aos 18 DAI, muitos J3/J4 ja tinham estabelecido sitios de
alimentagao, com seis a 14 células gigantes (dependendo do plano do corte) de
aspecto normal; numerosos nucleos, citoplasma denso e alguns vacuolos foram
observados em seu interior (Figuras 4 E e F). Pequenas galhas apareceram nessa
ocasido e J3 e J4 antes de se transformarem em fémeas ja alargavam as regides
dos vasos. Estas células gigantes apresentavam-se com membranas espessas,
sobretudo aos 28 DAI (Figuras 4 G.) Galhas contendo fémeas que se localizavam
dentro do cilindro central foram observadas aos 34 DAI. Nessa ocasido, o
desenvolvimento de fémeas causou dano mecanico nos tecidos do parénquima
vascular, causando o rompimento do cortex da raiz e expondo as massas de ovos

no exterior das raizes infectadas aos 45DAl.
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Figura 4: Raizes de Gossypium hirsutum suscetiveis (genétipo FM966) inoculadas com
Meloidogyne incognita raca 3. A, C e D: radicelas coradas com fuccina acida. B,E e F,G e
H: secgbes coradas com azul de toluidina. Bar = 20um. N = nematoide, cg = célula gigante,

co = cortex, vc = vacuolo, nu = nucleo, cc = cilindro central.
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5.2.2 Ainteracdo incompativel

As radicelas examinadas e coradas com fuscina acida e aproximadamente
8.500 cortes coloridos com azul de toluidina demonstraram que os J2s de M.
incognita ragca 3 foram capazes de penetrar nas raizes do genotipo resistente. As
observagdes microscopicas no acesso Algodao del Pais n® 3 aos 7 DAI mostraram
alguns J2 na regiao do cilindro central da raiz. Uma fluorescéncia de cor alaranjada
foi observada na microscopia UV e, nos mesmos locais, células fortemente corada
pelo azul de toluidina (Figura 5 A,B). Aos 9 DAI, pbde-se observar J2 penetrando no
cilindro central, uma fluorescéncia de coloracdo amarelada esteve relacionada a
penetracdo do nematoide (Figura 5 C); pode-se observar também a presenca de
células com citoplasma necrosado devido a penetracao do J2 (Figura 5 D). Aos 11 e
21 DAI, uma fluorescéncia azul clara se intensificou na luz UV e, nos mesmos locais,
células foram fortemente coloridas pelo azul de toluidina, circundando
completamente o corpo do nematdide e impedindo completamente a formacao de
células gigantes em muitos cortes (Fig. 5 E,F,G,H). As estruturas do nematoide
também se mostraram degeneradas. Aos 21-29 DAI foi também observada a
formagao de algumas células gigantes em menor nimero, umas com nucleos, outras
sem, mas com membranas celulares que nao desenvolveram completamente o
espessamento secundario. Nesse momento, pode-se observar ao lado dessas
células, a presenca de J3 e/ou J4 completamente deformados (provavelmente mal
nutridos devido a presenca de vacuolos internos) (Figura 5 I). Aos 29 dias foram
observadas células gigantes com conteudo completamente degenerado (Figura 5J)
e nematoides completamente deformados. Nao foram encontrados adultos aos 34 e

45 DA
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No acesso Algodao Del Pais n°3 houve um atraso na penetragdo e
desenvolvimento dos J2s (7-21 dias) em relagdo ao acesso suscetivel. Isso
demonstra que se trata de uma resisténcia pds-infeccional, que bloqueou ou
dificultou o desenvolvimento apds a penetracdo. Embora a penetragao tenha sido
semelhante nas duas cultivares, os J2s que penetraram o acesso Algodao del Pais
n° 3, ndo conseguiram se desenvolver em fémeas adultas. Esse resultado também
foi observado por McClure et al. (1974) com a cultivar moderadamente resistente
Clevewilt 6-3-5 e por Anthony et al. (2005) no cafeeiro resistente IAPAR 59 em
relacdo a M. exigua. Entretanto, a penetragao reduzida em plantas resistentes € um
fendmeno relativamente comum na interagao planta-nematoide, como em cenoura
a M. javanica (Huang, 1986), soja a M.incognita (Niblack et al., 1986), pimenta a
Meloidogyne spp. (Bleve-Zacheo et al., 1998, Pegard et al., 2005) e amendoim a M.
arenaria raga 1 (Anwar & McKenry, 2002, Proit et al., 2008).

A resposta de incompatibilidade pds-penetracdo nas raizes de Algodao del
Pais n° 3 foi considerada, inicialmente, como uma defesa bioquimica muito ativa que
bloqueou o desenvolvimento e reproducdo do nematoide. Essa resposta de
incompatibilidade pode ser considerada como wuma classica reacdo de
hipersensibilidade (RH). Essa RH foi observada com mais intensidade nos estagios
de infeccdo de 7 a 21 dias. Diversos trabalhos mostraram que a RH é responsavel
pela resisténcia ao nematoide em outras espécies de plantas, como em tomate
(Dropkin, 1969), fumo (Ghannam et al. 2005), café (Rodrigues et al., 2000 e Anthony
et al. 2005), pimenta (Pegard et al., 2005) e amedoim (Proit et al. 2008). A RH, no
acesso resistente de G. barbadense, envolveu formagdes necroéticas fortemente

coloridas pelo azul de toluidina, que limitaram a alimentacao e o desenvolvimento do
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nematoide. Entre as moléculas que contribuem para a defesa da planta contra os
nematoides e outros patdgenos estdo os compostos fendlicos (Bajaj & Mahajan,
1997; Bingefors, 1982; Giebel, 1970; Huang & Rhode, 1973; Kaplan, 1978; Milne et
al 1965; Nicholson & Hammerschmidt, 1992; Paulson & Webster, 1972, Pegard et
al., 2005). Neste estudo, os cortes histoldgicos observados sob a luz UV mostraram
uma associagao entre compostos fendlicos que aparecem autoflourescentes no
acesso resistente Algodao del Pais n° 3. Esses compostos revelavam um cor
amarelo ou laranja e se acumularam dentro e nas paredes dos tecidos infectados
das raizes resistentes proximos aos nematoides. Essa fluorescéncia foi observada
em estagios iniciais da infecgao, intensificando-se dos 7-21 dias ao redor dos J2s.
Pegard et al. (2005) também observou esses resultados para os J2s, identificando o
acido clorogénico como o principal composto fendlico presente nos extratos de
raizes resistentes de pimentdo, inoculadas com os nematoides. De acordo com
Chang (1969) e Macaron (1975), o acido clorogénico prejudica a sobrevivéncia do
nematoide e os produtos da oxidagcado deste fenol reduziram significativamente o
consumo de oxigénio pelos mesmos.

Um outro interessante fendmeno foi observado nas raizes do acesso
resistente: a presenca de pequenos sitios de alimentacido ao lado de areas com RH.
Enquanto células gigantes na cultivar suscetivel foram facilmente reconhecidas pelo
aumento de tamanho, presenca de nucleos e vacuolos, no acesso resistente essas
células se apresentavam com citoplasma de aspecto degradado e membranas bem
menos espessas. Observacdes semelhantes foram feitas por Carneiro et al. (2005)
para o gendtipo de algodoeiro resistente IAC 96/414. Esses sitios de alimentagao

pouco diferenciados foram frequentemente associados a nematoides deformados,
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que foram observados nos estadios J3/J4. Dessa maneira, dois mecanismos de
resisténcia diferentes foram observados no algodoeiro G. barbadense. Resultados
similares foram observados para o cafeeiro IAPAR 59 com relagdo a M. exigua.
Quanto a cultivar de G. hirsutum (M-315), utilizada como padréo de resisténcia neste
ensaio, estudos histopatdlogicos detalhados n&o foram realizados, mas foi
evidenciado uma reducéao e atraso do desenvolvimento dos J2s, atraso do ciclo de
vida do nematoide e na formacao dos sitios de alimentacao, sendo formadas poucas
fémeas e poucas galhas (Jenkins et al., 2005). Entretanto, raizes de M 315 tratadas
com fuscina acida apds 28 DAI mostraram que os J2 n&o tinham evoluido até o
estadio J4, como havia ocorrido na testemunha, M8. Sintomas de raizes necrosadas
também foram observadas aos 35 dias na planta resistente (Wubben et al, 2008).
Esses resultados sugerem um mecanismo RH, mas mais estudos deverdo ser
realizados para esclarecer os mecanismos de resisténcia presentes no acesso M315
De acordo com Robinson et al. (2001), estudos sobre resisténcia e
reprodugdo do nematoide indicam uma rica fonte de genes de resisténcia a M.
incognita presentes no germoplasma de Gossypium, especialmente nas espécies
tetrapldides G. hirsutum e G. barbadense e na espécie dipléide G. arboreum. Devido
as diferentes origens do material genético testado neste trabalho, é bem provavel
que diferentes genes de resisténcia estejam presentes nos diferentes acessos
selecionados (Robinson et al., 2004).
Embora um numero similar de J2s tenham penetrado o gendtipo resistente
(Algodao del pais n°3) e suscetivel (FM 966), a maior parte dos J2 ndo conseguiram
se desenvolver no gendtipo resistente. O mesmo ocorreu para outros acessos de

G. hirsutum resistente e suscetivel (Jenkins et al., 2005). Este trabalho sugere que
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o0 gendtipo Algodao del Pais n°3 (G. barbadense) apresenta dois tipos de
mecanismos de resisténcia. Um tipo, que bloqueia o desenvolvimento do J2 através
da RH e o outro, que impede o desenvolvimento dos J3/J4 em fémeas adultas e
causam ma formacédo das células gigantes e deformidades caracteristicas nos
nematoides. Essas observagdes diferem um pouco das de Jenkins et al. (2005). De
acordo com os estudos realizados por esses autores, a expressao da resisténcia ao
nematoide das galhas no algodoeiro M-315 (G. hirsutum) foi associada com dois
periodos importantes no desenvolvimento do ciclo de vida dos nematoides: 1°) o
periodo de transigdo dos J2 para o estadio J3/J4 e 2°) o periodo que compreende
da transicdo de J4 para fémeas adultas sem ovos para o estadio de fémeas
maduras com ovos. A primeira fase estd de acordo com os resultados deste
trabalho. Mas na segunda, nao foram praticamente observadas fémeas e sim J3/J4,
completamente degenerados ao lado de células gigantes mal formadas. Essa
hipétese concorda com o modelo proposto por McPherson et al. (2004), que relata
a presenga de dois genes de resisténcia na cultivar resistente M-315, um deles
dominante derivado do acesso Auburn 623 (gene Mi-C11) no cromossomo 11 e o
outro recessivo que seria derivado da cultivar moderadamente resistente Clevewilt
6-1 (Mi-C07) no cromossomo 7 (Shen et al., 2006). No caso do Algodao del Pais n°
3 , provavelmente, devem ocorrer também ao menos dois genes de resisténcia, o
primeiro de agao inicial ligado a reagdo de hipersensibilidade e o segundo mais

tardio ligado a degeneracéao dos J3/J4 e a ma formagao das células gigantes.
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Figura 5: Seccdes de raizes de Gossypium barbadenses (acesso Algodao del Pais n° 3)

inoculadas com Meloidogyne incognita raga 3. A, C, E e G: sec¢des nado coradas
observadas a UV. B, D, F, H, | e J: sec¢bes coradas com azul de toluidina. Bar = 20um. N

= nematoide, cg = célula gigante, co = cortex, RH= rea¢ao de hipersensibilidade.
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6 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou uma grande variabilidade entre os acessos de
Gossypium spp quanto a resisténcia e suscetibilidade ao nematoide das galhas
Meloidogyne incognita raca 3.

A resisténcia do acesso Algodao del Pais n° 3 atrasou o ciclo de M. incognita
raca 3 e foi associada a dois mecanismos de resisténcia pos-infectivos, bioquimicos,
que provocaram uma resposta de hipersensibilidade aos 7-21 DAI, relacionada a
compostos fendlicos, os quais, aparentemente foram responsaveis por bloquear o
desenvolvimento dos J2 a J3 e/ou J4 e destes para fémeas adultas com ovos. Um
segundo mecanismo causou a formagao de células gigantes degeneradas ao lado
de J3/J4 deformados, provavelmente mortos.

Embora o acesso Algodédo del Pais n° 3 n&o tenha sido imune, o fator de
reproducdo foi muito baixo e ndo foram observadas fémeas aos 34/45 DAI. Isso

significa que um numero muito baixo de fémeas pdde se formar.
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7 PERSPECTIVAS PARA ESTUDOS FUTUROS

Estudos futuros visardo a caracterizagdo bioldgica e genética da resisténcia
(expressdo génica) nos acessos de algodoeiro identificados como altamente
resistentes a M. incognita raga 3, assim como a identificacdo de marcadores
moleculares associados a resisténcia para auxiliar a introgressao da resisténcia em
genotipos melhorados.

Estudos complementares buscardo a analise dos compostos fendlicos das
raizes do acesso suscetivel (FM966) e resistente (Algodao del Pais n° 3), inoculados
e ndo inoculados através da técnica de analise de cromatografia dos compostos
fendlicos, a fim de esclarecer com mais detalhes, as substancias quimicas
envolvidas no mecanismo de resisténcia encontrado nos acessos de Gossypium

spp. analisados neste trabalho.
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ANEXOS

RESUMO DA ANALISE ESTATISTICA

Algodéo: fator de reproducéo

The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
rep 8 12345678
gen 32 AS0110 AS0188 AS0189 AS0190 AS0190Montpellier AS0191

AlgodaoDelPais3 Auburn56 CNPAGO China-3-9 Clevewilt-6 DeltaOPal
DeltaPene61 FM966 FaiMui Guazuncho?2 Hinterracial-1 Hinterracial-2
Hinterracial-3 Hinterracial-4 HildMexicanJackJones LA887 LARN1032
M315 MT121Bulk6 MT123-3 SemiAspero-Huanunco TX-25-1 TX-25-2
TX-25-3 TX-25-4 VH8-4602

Number of Observations Read 255
Number of Observations Used 255

Dependent Variable: fr

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 38 36463.70107 959.57108 6.78 <.0001
Error 216  30574.35627 141.54795
Corrected Total 254 67038.05733

R-Square Coeff Var Root MSE fr Mean

0.543925 170.3891 11.89739 6.982484
Source DF Type | SS Mean Square F Value Pr>F
rep 7 933.93779 133.41968 0.94 0.4745
gen 31 35529.76328 1146.12140 8.10 <.0001
Source DF Type lll SS Mean Square F Value Pr>F
rep 7 944.48736 134.92677 0.95 0.4665
gen 31 35529.76328 1146.12140 8.10 <.0001
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Algodéo: fator de reproducéo

The GLM Procedure
Dependent Variable: Ifr

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value
Model 38 56.93822644  1.49837438 20.29
Error 216 15.94846370 0.07383548

Corrected Total 254 72.88669013

R-Square Coeff Var Root MSE

0.781188 53.55940 0.271727
Source DF Type | SS Mean Square  F Value
rep 7  0.29596932 0.04228133 0.57
gen 31 56.64225711 1.82716958 24.75
Source DF Typelll SS Mean Square F Value
rep 7 0.29825777  0.04260825 0.58
gen 31 56.64225711 1.82716958 24.75

Pr>F
<.0001

Ifr Mean
0.507337

Pr>F
0.7778
<.0001

Pr>F
0.7742
<.0001
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