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RESUMO

O Heterodera glycines, também conhecido como Nematoide de Cisto da Soja (NCS), desde sua detecgdo
no Brasil na safra 1991/1992, vem se configurando entre os problemas fitossanitarios que dificultam a
obtencdo de elevados rendimentos na cultura da soja (Glycine max), devido a sua capacidade de
disseminacdo e a elevada variabilidade de ragas fisioldgicas. Identificar corretamente a raga fisioldgica
desse nematoide presente na area de cultivo € o primeiro passo para o emprego correto e seguro das
cultivares resistentes, a fim de evitar a pressao de selecdo de novas ragas. Diante dessa problematica,
objetivo do presente estudo foi a caracterizacdo genética, de populagdes de Heterodera glycines
provenientes de municipios produtores de soja, da regido da Estrada de Ferro (estado de Goias) em ragas
e também a caracteriza¢cdo molecular empregando marcadores de RAPD. Os estudos foram conduzidos
no IF Goiano — campus Urutai, em Urutai — GO. Incialmente foram realizadas coletas de amostras de
solo (em areas comerciais de cultivo de soja) nos municipios da regido da Estrada de Ferro e
posteriormente, analise nematologica para confirmar a presenga do NCS no in6culo a ser multiplicado
em casa de vegetagdo. Para o teste de raga, o experimento foi arranjado em DIC com 30 (populacdes do
NCS) x 6 (diferenciadoras de soja) com dez repeticdes. As sementes das diferenciadoras de soja (Pickett,
Peking, PI88788, PI90763, Hartwig e Lee) foram pré-germinadas em bandejas células. No momento do
transplantio dessas diferenciadoras para tubetes (contendo apenas areia autoclavada), realizou-se a
inoculag@o (4000 ovos e juvenis de segundo estadio) de cada populagdo do NCS. Trinta dias apos a
inoculagdo foi avaliado o nimero de fémeas sobre cada diferenciadora para calcular o indice de fémeas
(IF%) de acordo com a metodologia de Riggs & Schmitt (1988). Para a caracterizacdo molecular,
utilizou-se 28 primers RAPD e a extragdo de DNA foi realizada pelo método CTAB 2%. A seguir,
quantificou o DNA através de comparagdes visuais das bandas geradas em gel de agarose (0,8%) corado
com brometo etidio (0,5 mgL™"). As reagdes de RAPD foram montadas para um volume final de 25 pL,
compostas de 10mM Tris-HCL (pH 8,3), 50 mM KCI, 2,4 mM de MgCl, 100 uM de cada
deoxiribonucleotideo, 0,4 pM do “primer”, 1 U de enzima Taq DNA polimerase, e 30 ng de DNA. As
reacoes de PCR foram feitas em termociclador e os produtos amplificados foram separados por
eletroforese horizontal, em gel de agarose 1,2% contendo brometo de etidio, e submerso em tampao
TBE (0,09 M Tris-Borato; 0,002 M EDTA). Os dados de RAPDs obtidos foram avaliados de forma
binaria, atribuindo valores de (1) para presenca e (0) auséncia da banda amplificada para cada primer. A
matriz binaria foi usada para estimar a distdncia genética entre as populacdes com base na
dissimilaridade de Jaccard. A analise de agrupamento com base na matriz de dissimilaridade genética
calculada foi obtida pelo método de Ward utilizando o programa estatistico R versdo 3.0.3. Foram
encontradas 9 ragas fisiologicas distintas de Heterodera glycines em municipios da regido da Estrada de
Ferro (Estado de Goiés). No municipio de Orizona, foram constatadas as racas 3, 6, 9 ¢ 10. Em
Vianopolis as racas encontradas foram a 3 e 10. J4 em Silvania e Leopoldo de Bulhoes, detectou-se as
racas 3 ¢ 1 em ambos municipios. As ragas 3, 4+, 6, 10 e 14+ foram detectadas em Ipameri. Em Campo
Alegre de Goias identificou as racas 6, 13, e 14. J4 em Gameleira de Goias e Cataldo, detectou apenas a
raga 3. Dos 28 primers RAPD, apenas 10 foram polimorficos entre as populagdes do NCS e o restante
ndo amplificaram ou tiveram baixa amplifica¢do do fragmento de DNA. O uso de marcadores RAPD
permitiu verificar diferencas no conjunto génico que compoe diferentes racas do Heterodera glycines.
Foram obtidos cinco grupos geneticamente distintos entre os acessos populacionais de H. glycines
provenientes de municipios da regido da Estrada de Ferro, cuja variabilidade genética entre eles foi
elevada.

Palavras-chave: nematoide de cisto da soja; marcadores de RAPD; polimorfismo; teste de raca.
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ABSTRACT

Heterodera glycines, also known as Soybean Cyst Nematode (SCN), since it is detected in Brazil in the
1991/1992 crop, has been confusing among the phytosanitary problems that make it difficult to obtain
high yields in soybean (Glycine max) due to their capacity of dissemination and the high variability of
physiological races. To correctly identify the physiological race of this nematode present in the
cultivation area is the first step for the correct and safe use of the resistant cultivars in order to avoid the
selection pressure of new breeds. In view of this problem, the objective of the present study was the
genetic characterization of populations of Heterodera glycines from soybean producing municipalities
of the region of the Estrada de Ferro (state of Goias) in races and also the molecular characterization
employing RAPD markers. The studies were conducted at the Goiano IF - Urutai campus, in Urutai -
GO. Soil samples (in soybean commercial areas) were collected in the municipalities of the region of
the Estrada de Ferro and later, a nematological analysis was performed to confirm the presence of NCS
in the inoculum to be multiplied in a greenhouse. For the race test, the experiment was arranged in DIC
with 30 (NCS) populations x 6 (soybean differentiators) with ten replicates. The seeds of the soybean
differentiators (Pickett, Peking, PI88788, P190763, Hartwig and Lee) were pre-germinated in cell trays.
At the moment of the transplanting of these differentiators for tubes (containing only autoclaved sand),
inoculation (4000 eggs and juveniles of second stage) of each SCN population was carried out. Thirty
days after inoculation, the number of females on each differentiator was calculated to calculate the
female index according to the methodology of Riggs & Schmitt (1988). For the molecular
characterization, 28 RAPD primers were used and DNA extraction was performed by the 2% CTAB
method. It then quantified the DNA by visual comparisons of bands generated on agarose gel (0.8%)
stained with ethidium bromide (0.5 mgL'). The RAPD reactions were assembled to a final volume of
25 pl, composed of 10 mM Tris-HCL (pH 8.3), 50 mM KCI, 2.4 mM MgCl 2, 100 uM of each
deoxyribonucleotide, 0.4 uM of the " primer ", 1 U of Taq DNA polymerase enzyme, and 30 ng of DNA.
PCR reactions were done in a thermal cycler and the amplified products were separated by horizontal
electrophoresis, 1.2% agarose gel containing ethidium bromide, and submerged in TBE buffer (0.09 M
Tris-Borate, 0.002 M EDTA). The RAPD data obtained were evaluated binary, assigning values of (1)
for presence and (0) absence of the amplified band for each primer. The binary matrix was used to
estimate the genetic distance between populations based on Jaccard dissimilarity. The clustering analysis
based on the calculated genetic dissimilarity matrix was obtained by the Ward method using the
statistical program R version 3.0.3. There were found 9 distinct physiological races of Heterodera
glycines in municipalities of the region of the Estrada de Ferro (State of Goias). In the municipality of
Orizona, races 3, 6, 9 and 10 were found. In Vianopolis, races 3 and 10 were found. In Silvania and
Leopoldo de Bulhdes, races 3 and 1 were detected in both municipalities. Races 3, 4+, 6, 10 and 14+
were detected in Ipameri. In Campo Alegre de Goias, he identified races 6, 13 and 14. In Gameleira de
Goias and Cataldo, he detected only race 3. Of the 28 RAPD primers, only 10 were polymorphic among
the NCS populations and the rest did not amplify or have had low amplification of the DNA fragment.
The use of RAPD markers allowed to verify differences in the gene pool that compose different breeds
of Heterodera glycines. Five genetically distinct groups were obtained among the population accesses
of Heterodera glycines from municipalities of the region of the Railroad, whose genetic variability
among them was high.

Key words: soybean cyst nematode; RAPD markers; polymorphism; race test.



INTRODUCAO

O Heterodera glycines Ichinohe (1952), também conhecido como nematoide de cisto da
soja (NCS), desde sua detec¢ao no Brasil na safra 1991/1992 (Lima et al., 1992; Lordello et al.,
1992; Monteiro & Morais, 1992) vem se configurando entre os problemas fitossanitarios que
dificultam a obtencdo de elevados rendimentos na cultura da soja (Glycine max (L.) Merril)).
Nos locais onde foi detectado o NCS, os prejuizos nas lavouras foram significativos, variando
de 10 a 100% (Sinclair, 1982; Silva, 1998). Dhingra et al. (2009) alertaram que as perdas de
produtividade de graos podem atingir 90%, em combinagdo com o grau de infestacdo e raga do
nematoide, fertilidade do solo e suscetibilidade do cultivar.

A adocao de estratégias de manejo, em areas de cultivo com a presenga do nematoide
de cisto da soja, faz-se necessdria para manter a viabilidade econdmica da sojicultura.
Atualmente, as principais estratégias de manejo tém sido baseadas em: rotagdo de culturas
(Rigss & Schmitt, 1993; Yorinori, 2000), manejo do solo (Dhingra et al. 2009; Embrapa, 2015)
e uso de cultivares resistente (Embrapa, 2015). Embora a utilizagdo de cultivares resistente tem
sido 0 método de controle mais empregado no manejo do H. glycines devido a sua praticidade
de utilizacao e viabilidade econdmica (Niblack et al., 2002), deve-se estar atento as escolhas
dos materiais resistentes a serem utilizados no manejo.

Tais materiais apresentam diferentes niveis de resisténcia ao NCS, o que permite que o
nematoide supere com facilidade a resisténcia dessas cultivares devido a sua alta variabilidade
genética (Young, 1996; Li et al., 2004; Brucker et al., 2005). No Brasil, essa variabilidade tem
se mostrado maior comparada a outros paises; das dezesseis ragas fisiologicas descrita por
Riggs & Schmitt (1988) do H. glycines, ja foram encontras as ragas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 14,
além da 4 +, 9+ e 14+ (Dias et al., 2006 & Asmus et al., 2012). Sendo as trés ultimas referentes
a ragas que diferem das ragas 4, 9 e 14 classicas, pela habilidade de parasitar a cultivar norte-
americana Hartwig, até entdo considerada resistente a todas as ragas (Dias et al., 2009).

Nos estados brasileiros de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, a evolucao de
racas com genes adicionais de parasitismo tem acontecido de forma muito rapida (Dias et al.,
2010). A saber que a reproducdo desse nematoide ¢ por anfimixia, aliada a copulagdo da fémea
com vdarios machos da espécie (Triantaphyllou & Esbenshade, 1990), promove grande
variabilidade genética dentro espécie. Dessa forma, o manejo do H. glycines somente pelo uso
de cultivares resistentes e uso seguido da mesma fonte de resisténcia, faz com que o patogeno

supera com facilidade a resisténcia dessas cultivares (Dias et al., 2009) o que muitas vezes nao



impede a manutencao do indculo na area. Assim, promove pressao de selecao sobre a populago
e selecionando individuos capaz de parasitar o sistema radicular dessas cultivares (Dias et al.,
1998).

Sendo assim, identificar corretamente a raga fisioldgica desse nematoide presente na
area ¢ o primeiro passo para o emprego correto e seguro das cultivares resistentes, a fim de
evitar a pressdo de sele¢do, visto que esse nematoide possui grande variabilidade genética
(Riggs & Schmitt, 1993). No entanto, esses testes sao de dificil realizagdo, pois podem demorar
meses, além de envolver linhagens de soja diferenciadoras (Pickett, Peking, PI 88788, P1 90763,
Lee — padrao de suscetibilidade, Hartwig — padrao de resisténcia) ndo adaptadas para as nossas
condi¢cdes edafoclimaticas (Riggs & Schmitt, 1988).

Estudos sobre a diversidade genética dentro espécie H. glycines ainda sdo escassos e,
em fun¢do da variabilidade genética apresentada pela espécie, tais estudos se fazem necessarios.
Através dos avancos na area de biologia molecular foi possivel o desenvolvimento de técnicas
de caracterizagdo molecular. Neste contexto, a técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) vem sendo utilizada em analises de diversidade genética de diferentes tipos de
fitopatogenos (Cobb & Clarkson, 1993; Faleiro et al., 1998). O RAPD se baseia na amplificacao
de fragmentos de DNA com o uso de “primers” de sequéncia arbitraria se destaca
principalmente pela facilidade e simplicidade das analises.

Abdelnoor et al. (2001) verificaram a diversidade genética entre populagdes de
H.glycines, utilizando marcadores RAPD observaram que as populacdes caracterizadas como
raca 4 e 9 (ndo parasitaram a Hartwig) sdo geneticamente distintas das racas 4+ e 9+ (parasitam
a Hartwig). Dessa forma, esses autores afirmaram que com tais marcadores ¢ possivel verificar
diferencas no conjunto génico que compde diferentes ragas desse nematoide. Silva et al. (2000),
estudando a possivel variacdo genética entre dezesseis populacdes do NCS, mostraram que os
marcadores de RAPD podem ser empregados nos estudos de variabilidade genética entre
populagdes e dentro das racas do nematoide e também, utilizados para o monitoramento da

dindmica populacional desse patogeno.



OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi a caracterizagdo genética, de populacdes de Heterodera
glycines provenientes de municipios produtores de soja, da regido da Estrada de Ferro no Estado de

Goias em ragas e também a caracterizagdo molecular empregando marcadores de RAPD.



MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos, em ambiente protegido, no Instituto Federal Goiano —
campus Urutai no municipio de Urutai — GO, tendo como suporte o Laboratoério de Fisiologia Vegetal e
do Parasitismo e o Laboratorio de Genética Molecular (LaGeM) ambos da propria institui¢do. No
primeiro momento realizou-se coletas de amostras de solo (5 kg de solo por amostra), na profundidade
de 0-20 cm, em areas comerciais de cultivo de soja, nos municipios da Regido da Estrada de Ferro — GO
(Figura 1). Foram amostrados no minimo trés propriedades distintas por municipio e foram retiradas as
coordenadas geograficas das areas amostradas (Tabela 1) e encaminhadas para o laboratorio para realizar

uma analise nematolédgica e confirmar a presenga do nematoide de cisto no inoculo a ser multiplicado.

500 1000 km

Figura 1. Regido da Estrada de Ferro no Estado de Goias. Urutai, GO.

Tabelal. Localizagdo das amostras de solo coletadas para multiplicagdo do inoculo de Heterodera

glycines e quantificagdo de cistos viaveis para compor a populacdo inicial. Urutai, GO.

Amostras coletadas Municipio Coo\:::/lenadas geograslflcas v(i:él\igi);*
Orizona 1 48,22592 16,58397 6
Orizona 2 48,1151 16,52163 52
Orizona 3 Orizona 48,08596 16,5006 37
Orizona 4 48,08595 16,50066 100
Orizona 5 48,11774 16,505301 6

Viandpolis 6 48,2716,6 16,53531 72
Viandpolis 7 Vianépolis 48,18593 16,3446,7 313

Vianopolis 8 48,16247 16,40027 169




Vianopolis 9 48,24557 16,50595 241
Vianopolis 10** 48,491395 16,781386 10
Silvania 11 48,677974 16,674365 12
Silvania 12 48,677758 16,65622 96
Silvania 13** 48,663515 16,658895 43
Silvania 14 Silvania 48615235 16713996 49
Silvania 15 48,615741 16,715755 45
Silvania 16 48,614301 16,712219 32
Leopoldo de Bulhdes 17t 48,800542 16,681599 28
Leopoldo de Bulhbes 18 48,47354 16,39114 194
Leopoldo de Bulhes 19 Leggf}}ggsde 48729424  16,639343 11
Leopoldo de Bulhdes 20 48,731473 16,650823 9
Leopoldo de Bulhfes 21**1 48,715556 16,643514 2
Ipameri 22 48,17433 17,424684 59
Ipameri 23 48,17444 17,33882 10
Ipameri 24 Ipameri 48,12539 17,29189 47
Ipameri 25 48,12549 17,53294 85
Ipameri 26 48,07433 17,424631 269
Campo Alegre de Goiés 27 47,43203 17,42144 56
Campo Alegre de Goias 28 47,49325 17,36303 136
Campo Alegre de Goias 29 Campo Alegre 47,52033 17,30003 27
Campo Alegre de Goias 30t 4751513 17,2914 196
Campo Alegre de Goias 31t 47,48176 17,36254 103
Gameleira de Goias 32 48,35431 16,26196 90
Gameleira de Goias 33**! Gameleira de 48,43292 16,2214 12
Gameleira de Goias 34**! Goias 48,38231 16,27595 41
Gameleira de Goias 35! 48,39365 16,31351 2
Cataldo 36**! 47,926855 18,183692 126
Cataldo 38 Catalio 47,900372  18,305498 52
Cataldo 39**1 47,903 18,305391 158

* = fémea do nematoide morta com ovos retidos em seu interior
** = populagdo amostrada que nao realizou a caracteriza¢do molecular
! = populacdo que nao realizou a caracterizagdo em raga

Caracterizacio genética em raca de populacées de H. glycines

Para determinacdo de racas de H. glycines foram utilizadas populagGes provenientes de oito
municipios produtores de soja (Gameleira de Goids, Leopoldo de Bulhdes, Silvania, Viandpolis,
Orizona, Ipameri, Campo Alegre de Goiés, Cataldo) da regido da Estrada de Ferro (estado de Goias). O

delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 6 (linhagens



diferenciadoras de soja) x 29 (popula¢des de H. glycines coletadas nos municipios supracitados) com
dez repeticdes. E importante ressaltar que as populagdes que ndo atingiram a quantidade suficiente de
indculo (4.000 ovos e juvenis de segundo estadio (J2) do nematoide) ndo foram avaliadas (Tabela 1).

Para a conducéo do experimento utilizou-se as linhagens de soja diferenciadoras Pickett, Peking
(P1548402), P1 88788 e a P1 90763, 0 qual permite a caracterizacdo de até 16 racas (Riggs & Schmitt,
1988), a cultivar ‘Lee’ 74 foi utilizada com padrio de suscetibilidade e a Hartwig como padrdo de
resisténcia (Niblack et. al., 2002). Amostras de solo contendo cistos de H. glycines foram coletadas em
areas naturalmente infestadas (Tabela 1) foram acondicionadas em vasos de ceramica e semeadas
sementes de soja (BRS Valiosa RR) suscetivel ao nematoide (Embrapa, 2014) para multiplica-los
durante trinta dias. Depois os sistemas radiculares das plantas foram submetidos & extra¢éo das fémeas
e posteriormente de ovos, seguindo a metodologia proposta por Tihohod (2000) para obtencdo da
suspencao de ovos +J2 do nematoide a serem inoculadas.

As sementes das linhagens diferenciadoras de soja foram pré-germinadas em bandejas células,
preenchidas com substrato para planta, e transplantadas para tubetes contendo apenas areia autoclavada
a 120 °C por 20 minutos. No momento do transplantio, foi realizada a inoculagdo (Riggs & Schmitt,
1988) das populagbes de H. glycines, no periodo mais fresco do dia, com auxilio de uma pipeta
automatica. Foram inoculados por plantula, uma suspensdo contendo 4.000 ovos + J2 do nematoide.

Os tubetes foram mantidos em casa de vegetacdo e, trinta dias apds a inoculagdo se fez a
avaliacdo do nimero de fémeas presentes no sistema radicular de cada diferenciadora. No laboratdrio,
a parte area das plantas foram descartadas e as raizes foram lavadas sob jato forte de agua sob conjunto
de peneiras de 20 e 60 Mesh (Tihohod, 2000) para extrair as fémeas dos sistemas radiculares. Em
seguida, o material retido na peneira de 20 Mesh foi descartado e o que ficou retido na peneira de 60
Mesh foi recolhido em um béquer (com auxilio de uma pisseta) e filtrado em papel filtro sobre uma
calha telada (Andrade et al., 1995). Em seguida, esse material filtrado foi encaminhado a um
microscépio estetoscdpio, com aumento de 15 x, para quantificar o nimero de fémeas do nematoide.

A designacdo das ragas, proposta por Riggs e Smith (1988), se da em fun¢do do ndmero de
fémeas que se desenvolve sobre cada linhagem diferenciadora, em relacdo ao nimero encontrado no
cultivar padrdo Lee 74. Desse modo, para cada uma das diferenciadoras € calculado o indice de fémeas
(IF). Se a diferenciadora apresentar um IF inferior a 10%, ela é classificada como resistente (-). No
entanto, se apresentar um IF maior ou igual a 10%, € tida como suscetivel (+).

Portanto, determinou-se as reacdes nas diferenciadora com base no IF, onde IF = (nimero médio
de fémeas presente a diferenciadora / nimero médio de fémeas presente a cultivar ‘Lee’ 74)*100%. O
IF foi utilizado para caracterizar a raca de cada populacdo avaliada, de acordo com Riggs & Schmitt
(1988).



Caracterizacdo molecular de populacées de H. glycines

A caracterizacdo molecular das populagdes de H. glycines foi realizada através de 28 “primers”
de RAPD (Tabela 2) previamente selecionados. O alto nimero de fragmentos amplificados por primer
foi utilizado como critério para a selecéo dos primes com base na literatura (Silva et al., 2000; Abdelnool
etal., 2001; Lax et al., 2003).

Tabela 2. Rela¢do dos “primers” de RAPD e suas sequéncias de nucleotideos, utilizados para a
caracterizacdo de populagdes de Heterodera glycines provenientes de municipios da regido da Estrada
de Ferro (Goias). Urutai, GO.

Primers Sequéncia (orientacdo 5'-3") Primers Sequéncia (orientacéo 5'-3")
OPAA-02 GAG ACCAGAC OPAC-02 GTCGTCGTCT
OPAC-12 GGC GAG TGT G OPA-13 CAGCACCCAC
A-05 CACCAGGTG A OPA-07 GAA ACG GGT G
OPA-06 GGTCCCTGAC A-03 AAG ACCCCTC
A-01 CCCAAGGTCC OPAC-14 GTCGGTTGTC
OPAC-07 GTG GCC GAT G AT-04 AAT CGG CTG
OPA-18 AGGTGACCGT OPAC-04 ACG GGACCTG
OPA-11 CAATCGCCGT OPA-10 GTGATCGCAG
OPAC-03 CACTGGCCCA OPA-08 GTGACGTAGG
OPA-03 AGT CAGCCAC OPAC-11 CCTGGGTCAG
OPAC-01 TCC CAG CAG A OPAC-19 AGT CCGCCTG
OPA-02 TGCCGAGCTG OPAD-02 CTGAACCGCT
OPAD-11 CAATCGGGTC OPAC-06 CCAGAACGGA
OPA-17 GACCGCTTGT OPAC-09 AGA GCG TACC

O DNA gendmico foi obtido a partir de fémeas de H. glycines extraidas dos sistemas radiculares
das plantas de soja, de cada populacdo, seguindo a metodologia de Tihohod (2000). Uma quantidade de
50-100 fémeas brancas de H. glycines de cada populacdo foram coletadas em tubo Eppendorf de 2 mL
e congeladas a -20 °C até o momento da extracdo. Vale ressaltar que as populagfes que nao tiveram essa
quantidade de espécimes do nematoide ndo comp0s o teste, por esse motivo, foram avaliadas apenas 31
populacdes do NCS (Tabela 1). A extracdo do DNA foi feita usando tampédo CTAB a 2% conforme a
metodologia proposta por Doyle & Doyle (1990), com modificaces: as fémeas foram maceradas
diretamente no tubo Eppendorf em nitrogénio liquido (N2) com o auxilio de esferas de inox (6 mm).

O DNA extraido, das 31 populacdes do NCS, foi quantificado através de comparac@es visuais
das bandas geradas de uma série de concentragdes conhecidas de DNA fago A (50, 100 e 200 ng) em
géis de agarose (0,8%) e corados com brometo de etidio (0,5 mgL-1) (Figura 2). Em seguida, 0 DNA

foi diluido em &gua milliq para concentracéo de uso de 10 nguL™ e estocados a -20 °C.



Figura 2. Fotografia do gel de agarose (0,8 %), cuja a “seta” destaca o DNA fago A, para quantificacdo
do DNA extraido de populagdes de Heterodera glycines, provenientes de municipios da Regido da

Estrada de Ferro, por comparagdo com 0 DNA fago A (50, 100 e 200 ng). Urutai, GO.

As reacoes de RAPD foram montadas para um volume final de 25 pL, compostas de 10mM
Tris-HCL (pH 8,3), 50 mM KClI, 2,4 mM de MgCl,, 100 uM de cada deoxiribonucleotideo, 0,4 uM do
“primer”, 1 U de enzima Taq DNA polimerase, e 30 ng de DNA. As reacdes de PCR foram feitas em
termociclador e programado com desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 mim, seguidos de 45 ciclos
composto por: desnaturacdo a 94 °C porl5 segundos, anelamento a 35 °C por 30 segundos e extensdo a
72 °C por 1 minuto. Por fim, uma extenséo final a 72 °C por 5 mim. Os produtos de amplificacdo foram
separados por eletroforese horizontal, em gel de agarose 1,2% contendo brometo de etidio, e submerso
em tampédo TBE (0,09 M Tris-Borato; 0,002 M EDTA).

Os dados de RAPDs obtidos foram avaliados de forma binaria, atribuindo valores de (1) para
presenca e (0) auséncia da banda amplificada para cada primer. A matriz binaria foi usada para estimar
a distancia genética entre as populacdes com base na dissimilaridade de Jaccard. A analise de
agrupamento com base na matriz de dissimilaridade genética calculada foi obtida pelo método de Ward
utilizando o programa estatistico R versdo 3.0.3 (R Core Team, 2014).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os anos de 2016 ¢ 2018 foi realizado levantamento da distribuicao do nematoide de cisto
da soja em municipios da regido da Estrada de Ferro (estado de Goias) (Tabela 1) e, posteriormente, a
identificacdo de suas respectivas racgas fisioldgicas. Do total de 48 amostras de solo coletadas em onze
municipios, para avaliacado inicial da presenca do nematoide, em torno de 77% das amostras continham
cistos (Tabela 1), demostrando de forma clara a alta capacidade de disseminagdo deste patégeno em
lavouras de soja (Silva et al., 1999).

As populagdes do NCS, em estudo (77% das amostras), apresentaram ragas distintas (Tabela 3),
totalizando 8 ragas (1, 3, 4+, 6, 9, 10, 14 ¢ 14+), o que indica habilidades diferentes deste patdogeno em
relacdo ao parasitismo e sua capacidade de se desenvolver e reproduzir em cultivares suscetivel (Niblack

et al., 2002).

Tabela 3. indice de fémeas — IF (%) de populagdes de Heterodera glycines, provenientes de municipios
da regido da Estrada de Ferro (GO), inoculadas em linhagens diferenciadoras de soja para identificagdo

de ragas fisiologicas do nematoide. Urutai, GO.

Populacio . IF (% IF (% IF (% IF (% IF (%

NCS Municipio Picg(et)t Pelgin; PI 8(87§8 PI 9(076)3 Har(twi)g Raga
1 Orizona 1 3,85 (-) 1,92 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 3
2 Orizona 2 16,96 (+) 0,00 (-) 0,00 (-) 2,68 (-) 9,82 (-) 6
3 Orizona 3 34,55 (+) 10,30 (+) 0,00 (-) 6,86 (-) 0,00 (-) 9
4 Orizona 4 27,03 (+) 12,61 (+) 0,00 (-) 6,31 (-) 0,00 (-) 9
5 Orizona 5 19,07 (+) 4,48 (<) 0,00()  10,82(+) 0,00 () 10
6 Vianopolis 6 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 3
7 Vianopolis 7 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 6,96 (-) 3
8 Vianopolis 8 19,22 (+) 9,61 (-) 3,15() 2568(F)  6,61(9) 10
9 Vianépolis 9 0,00 () 0,00 () 0,00 (-) 0,00 (-) 0,79 (-) 3
10 Vianopolis 10 3,49 (1) 0,00 () 2,95 () 0,54 () 0,00 (-) 3
11 Silvania 11 0,00 (-) 0,00 () 1,19 (9 0,00 (-) 0,00 (-) 3
12 Silvania 12 0,00 (-) 0,00 (-) 2,63 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 3
13 Silvania 13 0,00 (-) 0,00 (-) 2,94 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 3
14 Silvania 14 0,00 (-) 0,00 (-) 16,67 (+) 0,00 (-) 0,00 (-) 1
15 Silvania 15 0,00 (-) 0,00 (-) 0,66 (-) 0,00 (-) 0,66 (-) 3
16 Silvania 16 0,00 (-) 0,00 (-) 1,10 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 3
18 Igl‘;ﬁl%lgs"l‘;e 0,00 (-) 0,00 (-) 10,67 (+) 0,00 (-) 0,00 (-) 1

Leopoldo de
19 Bolhaes 19 0,00 () 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 3
Leopoldo de
20 Bolhaes 20 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 3
22 Tpameri 22 11 (+) 14,81 (+) 3,70 (+)  11,11(+) 1L,11(+) 4+
23 Ipameri 23 207,00 (+) 7,349 0,15 (-) 8,72 (-) 0,00 (-) 6
24 Ipameri 24 0,95 (-) 0,95 (-) 0,95 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 3
25 Ipameri 25 407,14 (+) 78,57 (+) 0,00 (-) 100,00 (+) 42,86 (+) 14+
26 Ipameri 26 36,52 (+) 5,12 (9) 034()  10,92(+) 0,00 (-) 10
27 CampoAlegre 301 (+)  4217(+) 1,20()  4217(+)  000() 14

27



10

28 Campg;‘legre 129,08 (+) 22,01 (+) 0,82()  2657(+)  0,00(-) 14

29 Camp‘z’;“egre 22,86 (+) 9,32 () 0,00 (-) 2,00 (-) 0,00 (-) 6
Gameleira de

32 NP 0,00 () 0,00 () 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 3

38 Cataldo 38 0,00 (-) 0,00 (-) 0,00 (-) 4,95 (-) 0,00 (-) 3

(-) = diferenciadora de soja RESISTENTE a populagdo avaliada
(+) = diferenciadora de soja SUSCETIVEL a populagéo avaliada

Essa variabilidade elevada das ragas neste estudo corrobora com Dias et al. (2010) quando
asseguraram que a evolucdo das racas do NCS, no Brasil, tem acontecido de forma muito rapida. O
panorama de distribui¢do de ragas do NCS no ano de 1994 apresentou apenas as ragas 3 ¢ 14 no estado
de Goias (Noel et al., 1994). Em Chapadao do Céu (estado de Goias), em 1999, foram encontradas as
ragas 3, 4, ¢ 6 (Silva et al., 1999). No levantamento da ocorréncia do NCS no Brasil, realizado por Dias
et al. (2004), foram relatadas a presenca das ragas 3 (Ipameri e Rio Verde), 9 (Jatai), 10 (Rio Verde) e
14 (Chapadao do Céu, Campo Alegre de Goias, Jatai e Mineiros). Na safra 2004/2005, foram relatadas
as ragas 3, 6, 10 e 14 no sudoeste goiano (Rio Verde, Montividiu e Jatai) (Baumgratz et al., 2005). Além
dessas ragas ja mencionadas anteriormente (exceto a raga 10), foi detectada também a raca 4 em
Mineiros, no sudoeste goiano, na safra de 2006/2007 (Ribeiro et al., 2006). Figueiredo (2008) identificou
a presenca das ragas 3, 5, 6 e 15 em Jatai no estado de Goias.

Ademais, notou-se que a raga com maior predominancia foi a 3 (50% das amostras) presente
em todos os municipios, exceto em Campo Alegre de Goids; seguida das racas 6 e 10 (ambas
representando 10% das amostras); as racas 1 e 9 (cada uma representando 6,7%) e finalmente as racas
4+, 14 e 14+ (3,3% das amostras cada raga). Para Silva et al. (1999) a predominancia da raca 3 expressa
o carater mais selvagem, uma vez que a maioria das populagdes apresentaram o indice de fémeas (IF%)
igual a zero em todas as diferenciadoras. Faz-se necessario ressaltar que as racas 4+ e 14+ se diferenciam
das racas 4 e 14 classicas, pela habilidade, dessas duas primeiras, de parasitar a cultivar norte-americana
Hartwig, até entdo considerada resistente a todas as ragas (Dias et al., 2004; Dias et al., 2009).

No municipio de Orizona, foram constatadas as ragas 3 (20% das amostras), 6 (20% das
amostras), 9 (40% das amostras) e 10 (20% das amostras). Em Vianopolis as ragas encontradas foram a
3 (80% das amostras) e 10 (20% das amostras). Ja em Silvania, detectou-se a raca 3 (83,3% das amostras)
e 1 (16,7% das amostras). Em Leopoldo de Bulhdes, também foram encontradas as racas 3 (66,7% das
amostras) ¢ 1 (33,3% das amostras). As ragas 4+, 6, 3, 14+ ¢ 10 (cada raga representaram 20% das
amostras) foram detectadas em Ipameri. Em Campo Alegre de Goias identificou as ragas 6 (25% das
amostras) e 14 (50% das amostras). J& em Gameleira de Goias e Cataldo, foi encontrada apenas a raga
3 (100% das amostras) em ambos municipios.

De acordo com Figueiredo (2008) a existéncia de mais de um tipo e raca do H. glycines, indica
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que os cultivares de soja utilizadas pelos produtores rurais, em plantios comerciais, exerceram
significativa pressao de selec@o sobre as populagdes de NCS existentes. Rao-Arelli (1992) explicou que
isso acontece em decorrer da maioria dos materiais de soja resistentes tem genes de Peking (ragas 1, 3 ¢
5), PI88788 (racas 3 e 14) ou de ambas, acompanhado do cultivo por mais de dois anos de uma cultivar
de soja resistente. Essa condicdo, mencionada anteriormente, ¢ suficiente para alterar sua frequéncia
génica do patoégeno, tornando-se assim outra raga que nao reconhece aquela variedade de soja como
resistente (Santos, 2014). E certo que o manejo do NCS nessa regido deve-se pensar em aderir a rotagio
de culturas e outras ferramentas de manejo, e ndo apenas o uso exclusivo do controle genético.

Dos 28 “primers” de RAPD testados (Tabela 2) 18 “primers” ndo amplificaram ou tiveram baixa
amplificacdo de fragmento de DNA: OPAC-01, OPA-02, OPAD-11, OPA-17, OPAC-02, OPA-13, OPA-
07, A-03, OPAC-14, AT-04, OPAC-04, OPA-10, OPA-08, OPAC-11, OPAC-19, OPAD-02, OPAC-06 ¢
OPAC-09. Embora em outros estudos com o NCS, estes “primers” apresentaram amplificagdo com pelo
menos 3 bandas polimoérficas por “primers” (Silva et al., 2000; Abdelnool et al., 2001; Lax et al., 2003).
As causas dessa baixa amplificacdo sd@o desconhecidas, uma vez que o DNA extraido era de boa
qualidade, sem sinais de degradag@o e contaminacao de polissacarideos.

Neste contexto, apenas 10 “primers” apresentaram polimorfismo, que resultaram 50 produtos
de amplificacdo (bandas no gel de agarose), com média de cinco bandas por “primers” sendo 46 bandas

polimorficas (Tabela 4) e as 4 bandas restantes apresentaram o mesmo padréo em todas as populagoes.

Tabela 4. Relacdo dos “primers” de RAPD e nimero de bandas (polimorficas e monomorficas)

amplificadas e reveladas em gel de agarose a 1,2 % sob a luz UV.

. A Bandas
Primers  Sequéncia 5'-3' - -
polimorficas monom@rficas
OPAA-02 GAGACCAGAC 8 0
OPAC-12 GGCGAGTGTG 4 1
A-05 CACCAGGTGA 1 0
OPA-06 GGTCCCTGAC 2 0
A-01 CCCAAGGTCC 5 1
OPAC-07 GTG GCCGATG 8 1
OPA-18 AGGTGACCGT 5 0
OPA-11 CAATCGCCGT 3 0
OPAC-03 CACTGGCCCA 7 0
OPA-03 AGTCAGCCAC 3 1
total 46 4
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total de

bandas 50

Os acessos populacionais do NCS por municipios apresentaram um elevado isolamento genético
conforme o valor médio da dissimilaridade de Jaccard calculado a partir das médias das distancias
genéticas, variando de 0,64 entre as populagdes de Viandpolis e Ipameri, a 0,82 entre as populagdes
Silvania e Catalao (Tabela 5). Ainda ressalta que nao houve uma correlacdo positiva entre as distancias
genéticas entre os gendtipos das populacdes e as distdncias geograficas (distribuigdo espacial) das

mesmas.

Tabela 5. Matriz da média de dissimilaridade genética entre as populagdes de Heterodera

glycines, por municipio de coleta, calculada com base no coeficiente de Jaccard. Urutai, GO.

Origem das populagdes Ori. Via. Sil.  Leo. Ipa. Cam. Gam. Cat.
Viandpolis (Via.) 0,74

Silvania (Sil.) 0,77 0,73

Leopoldo de Bulhges (Leo.) 0,81 0,77 0,66

Ipameri (Ipa.) 0,66 0,64 0,67 0,73

Campo Alegre de Goias (Cam.) 0,75 0,79 0,81 0,79 0,70
Gameleira de Goias (Gam.) 0,75 0,74 0,76 0,73 0,66 0,71
Cataldo (Cat.) 0,77 0,77 0,82 0,80 0,72 0,74 0,70

Este elevado grau de dissimilaridade entre as populacdes de H. glycines de cada municipio pode
ser retratada na analise de agrupamento (método de Ward), com a formagao de dois grupos principais
G1 (com menor variabilidade genética em racgas) e G2 (com maior variabilidade genética em ragas)
distintos entre si (Figura 2). O G1 foi constituido pelas populagdes advindas de Silvania e Leopoldo de
Bulhdes, onde estavam presentes apenas as ragas 1 e 3; enquanto que o G2 (formado por dois subgrupos,
G2.1 e G2.2), sendo o G2.1 constituido com as populagdes dos municipios de Orizona, Viandpolis,
Ipameri (ragas 3, 6, 9, 10, 4+ 14+) e 0 G2.2 com as de Campo Alegre de Goias, Gameleira de Goias ¢
Cataldo (ragas 3, 6 ¢ 14) (Figura 3).
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Figura 3. Dendograma originado a partir das médias de dissimilaridade das populacdes de Heterodera

glycines de cada municipio avaliado. Urutai, GO.

Entre os acessos populacionais de H. glycines, foi revelado a formagdo de cinco grupos
genotipicos distintos (Figura 4), agrupados com mais de 60% de dissimilaridade entre eles, confirmando
a variabilidade entre as ragas do patogeno (Riggs & Schmitt, 1988). O primeiro grupo foi composto por
trés populagdes classificadas como ragas 4+, 9 e 14. O segundo grupo foi constituido por seis
populagoes, caracterizada como ragas 1 e 3. No terceiro grupo foram agrupadas sete populagdes,
representado pelas ragas 3, 6, 10. O quarto grupo, também foi constituido por sete populagdes e pelas
ragas 3, 9 e 10. E por fim o quinto grupo abrangeu oito populagdes sendo composto pelas ragas 3, 6, 10,

14 e 14+.
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Figura 4. Dendograma de dissimilaridade genética de 31 populagdes de Heterodera glycines,
provenientes de municipios da regido da Estrada de Ferro (Goias) com base no indice de Jaccard,

estimado a partir de 10 “primers”. Urutai, GO.

Esperava-se, que dentro dos grupos genotipicos (Figura 4) ndo tivesse variagdo das ragas
fisioldgicas do patogeno, como abordou estudo de Abdelnoor et al. (2001) que obtiveram trés grupos
distintos, sendo que no primeiro grupo continham populagdes classificadas como raca 4; no segundo
grupo ficaram as popula¢des que parasitaram a Hartwig e no terceiro, enquadrou a raga 9. No entanto,
esses conjuntos de acessos populacionais do NCS de ragas distintas, apareceram no mesmo grupo,
sugerindo que eles sejam similares geneticamente em alguns /ocus, podendo até compartilhar regides
em comum. Isto ¢ justificavel, uma vez que a técnica de RAPD amplifica diferencas ao acaso e, nesta
analise, ndo tenha sido suficientemente sensivel para detectar tal diferenca particular.

Diante do exposto notou-se que esses grupos gerados a partir das distancias genéticas, embora
continham racas diferentes no mesmo nivel, eles compartilhavam em comum, caracteristicas peculiares
ao seu parasitismo nas diferenciadoras: as populagdes do G1, todas apresentaram a habilidade de
parasitar as diferenciadoras Pickett e Peking; os acessos agrupados em G2 envolve as populacdes que
ndo parasitam as diferenciadoras Pickett, Peking, PI 90763 e Hartwig; ja em G3 e G4 se caracterizam
pelas populagdes que ndo hospedam nas diferenciadoras PI 88788 e Hartwig; por sua vez, as populagdes

do G5 nenhuma conseguem parasitar a PI 88788 (Tabela 6).
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Tabela 6. Parasitismo das popula¢des de Heterodera glycines provenientes de municipios da Regido da

Estrada de Ferro no Estado de Goias, nas diferenciadoras de soja utilizadas no teste de raca proposto por

Riggs & Schmitt (1988). Urutai, GO.

Grupos . Pickett Peking PI88788 PI90763  Hartwig
genotipicos Populacio Raga
NCS + - + - + - + - + -
22 22 22 22 22 22 4+
G1 4 4 4 4 4 4 9
28 28 | 28 | 28 28 28 14
19 19 19 19 19 191 3
17 -
18 18 18] 18 18 18] 1
G2 12 12 12 12 12 12| 3
14 14 14 14 14 141 1
16 16 16 16 16 l16] 3
6 6 6 6 6 6 3
29 29 29 29 29 291 6
32 32 32 32 32 32| 3
G3 8 8 8 8| 3 8] 10
20 20 20 20 20 20 3
11 11 11 11 11 11 3
30 30 30 30 30 30 13
1 1 1 1 1 1 3
3 3 3 3 3 3 9
7 7 7 7 7 3
G4 9 9 9 9 9 9 3
15 15 15 15 15 151 3
5 5 51 5 51 10
24 24 24 24 24 24| 3
2 2 2 2 2 2 6
27 27 27 27| 27 27 14
G5 26 26 26 26| 26 26 10
38 38 38 38 38 38 3
25 25 25 25| 25 25 14+
23 23 23 23 23 23 6

+ = diferenciadora ¢ SUSCETIVEL a populagdo do NCS

- = diferenciadora ¢ RESISTENTE a populagdo do NCS

A saber que ndo ha correlag@o positiva entre as distancias geograficas (distribui¢@o espacial) e

as distancias genéticas (gendtipos semelhantes), subentende-se que ¢ através dos mecanismos de

disseminagdo (garantido pelos cistos) do H. glycines, aliado ao compartilhamento de maquinarios e

implementos agricolas, sem a manutencdo de limpeza nos mesmos (afim de ndo levar torrdes de terra
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que contenham o in6culo do NCS de um local para outro), entre os produtores rurais de diferentes
municipios e, a utilizagdo de cultivares resistentes por varios anos consecutivos, que estao promovendo

a variabilidade de ragas desse patdgeno nessa na regido da Estrada de Ferro.
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CONCLUSOES

Foram encontradas 8 ragas fisiologicas distintas (1, 3, 4+, 6, 9, 10, 14 e 14+) de Heterodera
glycines em municipios da regido da Estrada de Ferro (Estado de Goiés).

No municipio de Orizona, foram constatadas as ragas 3, 6, 9 ¢ 10. Em Vianopolis as ragas
encontradas foram a 3 e 10. J4 em Silvania e Leopoldo de Bulhdes, detectou-se as ragas 3 ¢ 1 em ambos
municipios. As ragas 3, 4+, 6, 10 e 14+ foram detectadas em Ipameri. Em Campo Alegre de Goias
identificou as ragas 6, ¢ 14. Ja em Gameleira de Goias e Cataldo, detectou apenas a raga 3.

Foram obtidos cinco grupos geneticamente distintos entre os acessos populacionais de H.
glycines provenientes de municipios da regidao da Estrada de Ferro, cuja variabilidade genética entre eles

foi elevada.
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