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Resumo — Recentemente, foi descoberta uma raga do nemat6ide-de-cisto-da-soja (NCS; Heterodera
glycines) que apresentou a capacidade de quebrar aresisténcia da cultivar Hartwig, até entdo considera-
da resistente a todas as ragas conhecidas do nematéide. Essa populacdo foi coletada no Municipio de
Sorriso, Estado do Mato Grosso, e foi caracterizada como raca4. Para verificar a diversidade genética
entre esta e outras populagbes pertencentes as ragas 4 e 9, foi feita uma caracterizacdo molecular pela
técnica de marcadores moleculares RAPD. Foram utilizadas nove populagtes do NCS, das quais quatro
apresentavam a capacidade de parasitar ‘Hartwig'. Foi verificado que as popul acfes capazes de parasitar
‘Hartwig’ foram bastante diferentes das demais. Por meio de andlise de agrupamento, com base nas
distancias genéticas encontradas, foram obtidos trés grupos: o primeiro, constituido por individuos
classificados como raga 4, mas que ndo parasitam ‘Hartwig'; 0 segundo, constituido por quatro popu-
lacBes capazes de parasitar ‘Hartwig’, e o terceiro, por apenas uma populacdo, classificado como
raca 9, e que também ndo parasita ‘Hartwig'. Este estudo confirmou que a populagédo de NCS, encon-
trada em Sorriso, é geneticamente distinta das demai s popul agdes da raga 4 encontradas e constitui uma
novaraga, denominada 4*.

Termos paraindexacao: Heterodera glycines, variagdo genética, marcadores moleculares, polimorfismo.

Molecular characterization of soybean cyst nematode populations
with different parasitism index to the Hartwig cultivar

Abstract — Recently, a new race of soybean cyst nematode (SCN) (Heterodera glycines) was discov-
ered, which breaks the resistance of cultivar Hartwig, resistant to all known races of SCN. This
population was obtained from soybean plants collected in the Sorriso county, state of Mato Grosso,
Brazil, and is characterized as race 4. To verify if this isolate was different from others classified as
races 4 and 9, their genetic diversity was anadyzed by using the RAPD technique. Nine populations of
SCN were analyzed, and only four populations were able to parasitize soybean plants cultivar Hartwig.
Based on this study, it was verified that the populations that break Hartwig resistance were different
from the other populations. Based on cluster analysis, the populations were separated into three
groups. Race 4 populations were placed in the first group, while the race 9 population was placed in
the second group and those capable of bresking cultivar Hartwig's resistance were placed in group
three. This work confirms that the SCN population found in Sorriso is different from other isolates
classified as race 4, and was called race 4*.

Index terms: Heterodera glycines, genetic variation, molecular markers, polymorphism.
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regides produtoras de soja do Pais; foram
identificadasasragas 1, 2,3,4,5,6,9,10e 14, ea
raca 3 éamaisdifundida (Embrapa, 1998). Por essa
grande variabilidade, o monitoramento da ocorrén-
cia e a distribuicdo das diferentes racas deste
fitonematoide, emtodo o Brasil, séo feitos como ati-
vidade de rotina no laboratério de nematologia da
Embrapa-Centro Nacional de Pesguisade Soja, que
subsidia a orientacdo de melhoristas engajados no
desenvolvimento de novas cultivares resistentes.
Recentemente, no Municipio de Sorriso, MT, foi

coletada uma populacdo de NCS, quefoi classifica
dacomo raga 4, de acordo com o esquemade carac-
terizacdo proposto por Riggs & Schmitt (1988).
No entanto, foi verificado que essa populagdo era
capaz de parasitar a cultivar de soja Hartwig (Dias
et al., 1998). Estefoi o primeiro relato, em nivel mun-
dia, de umapopulacdo de campo de NCS com capa-
cidade paraquebrar aresisténciadacultivar Hartwig,
considerada resistente a todas as ragas conhecidas
do NCS. Estacultivar apresentagenesderesisténcia
oriundosdaPl 437654, também resistenteatodasas
racasdo NCS, mas que ndo teve suaresisténciaque-
brada por estapopulacéo (Diaset al., 1998). A cultivar
Hartwig vem sendo amplamente utilizada como fon-
te de genes de resisténcia a este parasita em todo o
mundo, inclusive no Brasil, pois é a Unica fonte de
resisténcia disponivel para a raga 4, presente nos
estados de Goiés, Mato Grosso e Mato Grosso do
Sul. O aparecimento dessanovapopul agdo tornaain-
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damais complicado o controle deste nematéide nes-
sas regides.

Avancos na &rea de biologia molecular permiti-
ram o desenvolvimento de técnicas de caracteriza-
¢do molecular. Entre as vériastécnicas hoje disponi-
veis, 0 RAPD (Welsh & McCleland, 1990; Williams
et al., 1990) vem sendo utilizado com freqliénciapara
analises de diversidade genética de diferentes tipos
de fitopatégenos (Cobb & Clarkson, 1993;
Folkertsmaet a., 1994; Fabreet d., 1995; Silvaet .,
1995; Faleiroet a., 1998). O RAPD utilizaatécnica
dareacdo em cadeladapolimerase (PCR) (Saiki et dl.,
1985) e se baseianaamplificacdo de fragmentos de
DNA com o uso de “primers’ de sequénciaarbitr&
ria. Estetipo de marcador se destaca principalmente
pelafacilidade e simplicidade das andlises.

Com base no resultado encontrado por Diaset al.
(1998), objetivou-se, nestetrabalho, avaliar adiver-
sidade genética entre algumas populagcdes do NCS
gue ndo parasitam acultivar Hartwig, e apopul agdo
encontradaem Sorriso.

Material e Métodos

Coleta e identificacdo de populacdes do NCS

Foram avaliadas nove populagdes do NCS (Tabela 1),
as quais foram mantidas em soja, sob condi¢bes de casa de
vegetagcdo, na Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de
Soja (CNPS0). As populagdes de 1 a 6 foram coletadas

Tabela 1. Indice de parasitismo (%) de populagdes de Heterodera glycines inoculadas na série diferenciadora de soja

para a identificagdo de racas'?.

Populagdo  Origem Cultivares diferenciadoras Raga?
Pickett Peking PI 88788 Pl 90763 Hartwig Lee
1 Chapadéo do Céu, GO 136,8 46,9 24,8 32,1 0,0 100 4
2 Chapadao do Céu, GO - Mara 46,1 15,7 11,5 19,2 0,0 100 4
3 Faz. Cantinho do Céu, GO 97,1 33,6 25,3 51,6 0,0 100 4
4 Faz. Padréo, MS 73,9 22,2 154 30,3 0,0 100 4
5 Campos de Julho, MT 72,5 16,2 31 2,9 0,0 100 9
6 Sorriso, MT-1 43,1 17,5 17,0 11,8 10,2 100 4"
7 Sorriso, MT-2 42,1 39,0 16,7 10,4 20,3 100 4"
8 Sorriso, MT-3 32,8 17,1 9,5 6,3 25,8 100 g
9 Sorriso, MT-4 83,3 41,5 21,0 62,5 414 100 4*

(MOs valores dos indices de parasitismo foram calculados com base na média de fémeas presentes em cinco repeticdes de cada diferenciadora.
(@0 sind + indica as ragas que apresentam a capacidade de se multiplicar na cultivar Hartwig.
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diretamente de plantas de soja em lavouras infestadas por
Heterodera glycines, e as populagdes 7, 8 e 9 foram origi-
nadas da populacdo 6. Essas populacdes foram avaiadas
para determinacdo de raca conforme eram recebidas no
laboratério de nematologia da Embrapa-CNPSo.

Para a determinacéo do indice de parasitismo (IP) de
cada populacdo, foram colocadas para germinar em arela,
sementes de cultivares de soja diferenciadoras de ragas
(‘Pickett’, ‘Peking’, Pl 88788 e PI 90763), da cultivar
Lee-68 (padréo de suscetibilidade) e da cultivar Hartwig.
Doisdiasapdsaemergéncia, asplantulasforam transferidas
para vasos de argila com capacidade de 500 g, contendo
mistura de solo e areia na proporcdo de 1:2, previamente
tratada com brometo de metila. Para a avaliagdo de cada
populacdo, foram usadas cinco repeti¢des de cada gendtipo
(diferenciadoras, ‘Lee-68' e ‘Hartwig'), mantidas em deli-
neamento inteiramente casualizado, em casa de vegetacao.
A inoculagdo em cada populacdo foi feita um dia apds o
transplante, com a aplicagéo de 4 mL de uma suspensdo de
ovos (1.000 ovos/mL). Trinta dias ap6s a inoculagéo, a
parte aérea de cada planta foi eliminada, e o sistema
radicular, cuidadosamente arrancado, posto em peneira de
20 mesh acoplada sobre uma de 60 mesh e lavado sob jato
forte de &gua. Asfémeas retidas na peneira de 60 mesh
foram transferidas para um papel-filtro e quantificadas em
microscopio estereascopico. O indice de parasitismo de
cada genétipo foi calculado pela formula:

_ Numero médio defémeas nadiferenciadora
NUmero médio defémeas em 'Lee- 68'

IP x 100

As ragas foram determinadas conforme o esquema pro-
posto por Riggs & Schmitt (1988) e posteriormente por
Dias et a. (1998) para as populactes que se multiplicam
na cv. Hartwig.

As fémeas do NCS utilizadas para extragdo de DNA
foram coletadas em tubo Eppendorf, na quantidade apro-
ximada de 50-100 fémeas brancas de cada populacéo, e
congeladas a-20°C.

Extracido de DNA

O DNA das fémeas de cada populagéo foi extraido
conforme 0 método descrito por Doyle & Doyle (1990),
com algumas modificagdes. as fémeas foram maceradas
diretamente no tubo Eppendorf; a concentracdo de CTAB,
no tampao, foi de 1%; a concentracdo de 3-mercaptoetanol ,
no tampdo, foi de 0,1%; PVP 1% foi adicionado ao tam-
p&o. O DNA obtido foi quantificado em espectrofotdmetro
a 260 nm, conforme descrito por Sambrook et al. (1989) e
estocado a -20°C.
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Anilise de RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA)

Foi utilizado um total de 21 “primers’ decameros
(Operon Technologies) (Tabela?2) para amplificar o DNA
extraido de cada uma das nove populages do nemat6ide-
de-cisto-da-soja. A mistura da reacdo de amplificagdo
(25 pL) era composta de 10 mM Tris-HCI (pH 8,3),
50 mM KCI, 2,4 mM de MgCl,, 100 uM de cada
deoxiribonucleotideo, 0,4 UM do “primer”, uma unidade
da enzima Taq DNA polimerase (Gibco BRL), e 30 ng de
DNA. As reacOesforam feitas em um termociclador Perkin
Elmer 9600 (Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT), progra-
mado para 45 ciclos de 15 segundos, a 94°C, 30 segundos
a 35°C, e 1 minuto a72°C. Os produtos de amplificacéo
foram separados por eletroforese horizontal, em gel de
agarose 1,2% contendo brometo de etidio, e submerso em
tamp&o TBE (0,09M Tris-Borato; 0,002M EDTA). O gel
foi fotografado com filme polaréide 667 (abertura: 8;
tempo: 1 segundo) sob iluminacéo de UV.

Analise comparativa dos perfis de RAPD

Os dados obtidos foram registrados na forma de pre-
senca (+) ou auséncia (-) de bandas. Asdistancias genéti-

Tabela 2. Relagdo dos “primers’ de RAPD e suas seqiién-
cias de nucleotideos, utilizados para a caracterizagdo de
nove populages de Heterodera glycines.

“Primer” Seqiiéncia (5-3)
OPAA-02 GAGACCAGAC
OPAC-01 TCCCAGCAGA
OPAC-02 GTCGTCGTCT
OPAC-03 CACTGGCCCA
OPAC-04 ACGGGACCTG
OPAC-05 GTTAGTGCGG
OPAC-06 CCAGAACGGA
OPAC-07 GTGGCCGATG
OPAC-08 TTTGGGTGCC
OPAC-09 AGAGCGTACC
OPAC-10 AGCAGCGAGG
OPAC-11 CCTGGGTCAG
OPAC-12 GGCGAGTGTG
OPAC-14 GTCGGTTGTC
OPAC-19 AGTCCGCCTG
OPAC-20 ACGGAAGTGG
OPAD-02 CTGAACCGCT
OPAD-11 CAATCGGGTC
OPAD-18 ACGAGAGGCA
OPAG-10 ACTGCCCGAC
OPAG-20 TGCGCTCCTC
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cas entre as populacdes foram calculadas com base no
complemento do coeficiente de similaridade de Nei e Li
(Nei & Li, 1979). Com base nas distancias genéticas obti-
das, foi elaborada a andlise de agrupamento, pelo método
da variancia minima, utilizando o programa estatistico
SAEG (Euclides, 1983).

Resultados e Discussao

Das nove populagbes estudadas, sete se caracte-
rizaram como sendo raga 4, eduas, raca 9 (Tabela 1),
mas somente as popul agdes 6, 7, 8 e 9 apresentaram
capacidade de multiplicacdo na cultivar Hartwig, o
gue era o esperado, pois as amostras 7, 8 e 9 sdo
originadas da popula¢&o inicialmente coletada em
Sorriso, MT (amostra6). No entanto, uma dessas
populacdes, a 8, apesar de ser obtidaa partir deuma
populacdo caracterizadacomo raga 4, caracterizou-
secomo raga 9, diferentemente dasdemais, cujaca
racterizacdo confirmou ser araga 4. Essa mudanca
de raca decorreu, provavelmente, da subjetividade
do préprio teste de determinacdo de ragas, que é
baseado no esquemade Riggs & Schmitt (1988). Esse
esguema postula que as ragas sejam determinadas
com base nos indices de parasitismo observados em
guatro diferenciadoras com relagdo a um suscetivel
padréo, em geral acultivar Lee-68. No entanto esses
indices podem ser bastante influenciados por diver-
sosfatores, como temperatura, preparo doinéculo e
heterogeneidade das sementes (Riggs et al., 1988).
Além disso, as populacdes de NCS ndo sdo linhas
puras, mas uma misturade individuos com diferen-
tes combinacBes génicas, que podem ser afetados
dediferentes maneiras por fatores externos, osquais
podem favorecer determinados individuos e
desfavorecer outros. Assim, o que vai determinar a
raca de cada populacdo sera o fenétipo médio apre-
sentado por ela. Variages ha congtitui ¢do genotipica
de ragcas do NCS ja foram verificadas também por
outrosautores (Riggset a.,1988; Young, 1996), ees-
tudos para padronizacdo de procedimentostém sido
desenvolvidos parareduzir avariabilidade entre tes-
tesderaca (Riggs & Schmitt, 1991). Apesar dapa-
dronizac8o utilizadaem todos ostestes, adetermina-
¢80 das racas das nove populacBes utilizadas foi
realizada em diferentes épocas, a medida que eram
recebidas no laboratorio. O mesmo ocorreu com as
populacdes obtidas a partir da populagdo 6. Isto
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provavelmenteinfluiu paraamudancaderaca, visto
gue a temperatura da casa de vegetacdo e o0 solo
utilizado ndo eram exatamente os mesmos. Para as
popul agBes que apresentam a capacidade de se mul-
tiplicar na cv. Hartwig, adesignacéo daracafoi se-
guidado sinal (+), de acordo com asimbologiaado-
tadapor Diaset a. (1998).

Comos21 “primers’ utilizados, foram obtidos 126
produtos de amplificacdo (bandas no gel de agarose)
gue apresentaram altareprodutibilidade e resol ucéo,
com umamédiade seisbandas por “primer” . Das 126
bandas obtidas, 89 foram polimérficas, ou sgja, apre-
sentaram diferencas pel o menos entre duas popul a
¢Oes, e as 37 restantes apresentaram 0 mesmo pa-
drdo em todas as popul agbes. O tamanho das ban-
dasvariou entre 360 € 2.250 pb (Figura 1).

A distnciagenéticaentre as populacbesdo NCS
variou de 0% a 45,0%, de acordo com o resultado
das amplificagBes (Tabela 3). Aquelas populacbes
classificadas como raga 4*, e portanto, capazes de
parasitar a cultivar Hartwig, foram diferentes das
demais populacBes classificadas como raca 4.
O mesmo aconteceu com a populacdo classificada
como raga 9*. Estafoi diferente dapopulagéo classi-
ficada como raca 9 (disténcia de 42,3%) e bastante
semelhante as outras populacdes que se reprodu-
zemem ‘Hartwig' (disténciamédiade 1,9%), mos-
trando, assim, que, apesar deter havido mudancana
caracterizacdo daraca, a populacdo continuou com
a caracteristica de ‘quebra’ da resisténcia da
cv. Hartwig e com um gendtipo muito semel hante ao
das populacdes daraca 4*.

De acordo com as distancias genéticas obtidas,
foi possivel realizar umaanalise de agrupamento en-
tre as nove populagdes, o que permitiu a formagdo
detrésgrupos(Figura 2). O primeiro grupo foi com-
posto com as quatro popul agdes classificadas como
raca 4. No segundo grupo ficaram as populacbesclas-
sificadas como raca 4* eraca 9*. No terceiro grupo
ficou apopulacdo 5, classificadacomo raga 9, mos-
trando que € bastante diferente dos outros dois gru-
pos. Esta populacdo mostrou-se também bastante
diferente da classificada como raga 9*. Dentro dos
grupos, houve muito pouca variagdo. Entre popul a
¢Oes ordenadas no primeiro grupo, as distancias
genéticas variaram de 0,7% a 2,1%, ao passo que
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entre as populagtes do grupo 2 as distancias varia-
ram de 0% a 3,2%. Entre popul agBes de grupos dife-
rentes, adistanciaficou muito mais evidente. Entre
osgrupos 1 e 2, adistanciamédiaficou em 33,54%.
Entre os grupos 1 e 3, a disténcia média ficou em
34,02%, e entre os grupos 2 e 3, adistancia média
ficou em 42,55%.

OPAC-03
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Alguns* primers’ mostraram um padréo bem se-
mel hante entre todos os individuos estudados, en-
guanto outros apresentaram bandas exclusivas para
cada grupo obtido. Algumas bandas inclusive dis-
criminaram popul agBes que parasitam ‘ Hartwig' das
gue ndo parasitam (Figural). No entanto, ndo se
pode afirmar que essas bandas podem ser utilizadas

OPAC-04

- — ----!
- —:- — ;
——r—% § F 3§ F

Figura 1. Andlise de RAPD com os “primers’ OPAC-03 e OPAC-04 de nove populacbes de Heterodera glycines.
Amostras 1 a 3: raga4*; amostra 4: raca9*; amostras 5 a 8: raga4; amostra 9: raga9; M: marcador de peso molecular
(DNA lambda digerido com as enzimas EcoR |, Hind 111 e BamH 1). Os tamanhos de algumas bandas do marcador estéo
dispostos a esquerda da foto em pares de bases (pb). A seta (a) indica uma banda que separou as populages que se
multiplicam na cultivar Hartwig das que ndo se multiplicam, (b) uma banda especifica para raga4, e (c) uma banda
especifica para raca9.

Tabela 3. Matriz de distncias genéticas obtidas entre nove populagdes de Heterodera glycines.

Origem da 1 2 3 4 5 6 7 8 9
popul agao™ (racad) (raga4) (raga4d) (racad) (raca9) (raga4™) (racad’) (raga9”) (raga4’)
1 -
2 0,70 -
3 0,70 1,40 -
4 1,40 2,10 2,10 -
5 33,80 35,20 33,30 33,80 -
6 33,80 32,90 32,90 33,80 45,00 -
7 35,10 34,20 33,30 35,10 41,00 3,20 -
8 33,80 32,90 32,00 35,10 42,30 3,20 2,50 -
9 33,30 32,40 31,50 34,60 41,90 3,30 2,50 0,00 -

(M1: Chapaddo do Céu, GO; 2: Chapaddo do Céu, GO - Mara; 3: Fazenda Cantinho do Céu, GO; 4: Fazenda Padréo, MS; 5: Campos de Julho, MT;
6: Sorriso, MT-1; 7: Sorriso, MT-2; 8: Sorriso, MT-3; 9: Sorriso, MT-4.

Pesg. agropec. bras., Brasilia, v. 36, n. 2, p.331-337, fev. 2001



336

Porcentagem

SBERBSBRRVBIIINSIBIRVBLLLCBEERIELYR

=

Figura 2. Dendrograma originado da andlise de agrupa
mento de nove populagdes de Heterodera glycines a partir
de marcadores RAPD. A andlise foi feita pelo método da
varidncia minima com base nas distancias genéticas. Ori-
gem das populagbes: 1: Chapaddo do Céu, GO;
2: Chapaddo do Céu, GO-Mara; 3: Fazenda Cantinho do
Céu, GO; 4: Fazenda Padréo, MS; 5: Campos de Julho,
MT; 6: Sorriso, MT-1; 7: Sorriso, MT-2; 8: Sorriso,
MT-3; 9: Sorriso, MT-4.

paraacaracterizacdo racial, pois o nimero detestes
realizadosfoi muito reduzido. Apenasficou eviden-
ciado que as popul agdes classificadas em umames-
ma raca apresentam varias regides gendmicas co-
muns. Um estudo mais compl eto, envolvendo todas
as ragas jaidentificadas no Brasil, provenientes de
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amostras de todas as regifes onde este nematéide
ocorre, jaestasendo realizado. Com isso, seré possi-
vel verificar arelacdo destaraca 4* comtodasasde-
mais etalvez confirme apossibilidade do uso destes
marcadores na caracterizacdo deracasdo NCS.

Conclusoes

1. A técnicade RAPD permite verificar diferen-
¢as no conjunto génico que compde diferentes ra-
¢as do nemat6ide-de-cisto-da-soja.

2. As populagdes originadasde Sorriso, MT, que
conseguem se multiplicar na cultivar Hartwig (ra-
cas 4" e 9%), sdo geneticamente diferentes das de-
mai s popul agdes, que ndo sdo capazes de tal multi-
plicacdo (racas 4 €9).
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