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1. Introducao

A importancia de doencas e pragas na cultura do algodoeiro
no Brasil aumenta a cada ano, em razao das perdas provocadas
pela acao dos patogenos e da necessidade de implantacao de me-
didas preventivas e/ou curativas que elevam o custo de produ-
cao. Das pragas, as trés espécies de fitonematoides que causam
danos e perdas econdmicas a cultura, em ordem de importancia:
Meloidogyne incognita (nematoide-das-galhas), Rotylenchulus
reniformis (nematoide reniforme) e Pratylenchus brachyurus
(nematoide das lesoes radiculares).
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No Brasil, atualmente, o manejo de fitonematoides em algo-
doeiro é realizado preferencialmente por meio de rotacao de cul-
turas e uso de variedades com niveis intermediarios de tolerancia.
O controle quimico com nematicidas, utilizado no passado, nao se
aplica a realidade atual da cotonicultura brasileira, em razao de
sua ineficacia e dos danos ambientais causados por esses produ-
tos. Portanto, o uso de variedades resistentes é considerado a ma-
neira mais eficaz, de baixo custo e de menor dano ambiental para
controle de doencas e pragas. Infelizmente, ha poucas cultivares
comerciais de algodoeiro com niveis satisfatorios de resisténcia
aos nematoides e com bom potencial de producao e qualidade de
fibra adequada, o que se deve principalmente a falta de material
genético com altos niveis de resisténcia e desempenho agronémi-
co aceitavel para uso nos programas de melhoramento, ao desco-
nhecimento da heranca desse carater e também a dificuldade em
selecionar material com alto nivel de resisténcia.

Ha altos niveis de resisténcia ao nematoide-das-galhas e ao ne-
matoide reniforme em material nao adaptado e em espécies silves-
tres de algodoeiro, que sdo fontes de genes para os melhoristas.
Avangos na area da genética molecular e na identificacdo de mar-
cadores moleculares associados aos loci de resisténcia permitiram
a recente disponibilizacio de linhagens de elite, com altos niveis de
resisténcia a um ou outro nematoide, e, em alguns casos, a ambos.

2. Fontes de resisténcia aos fitonematoides do algodoeiro
para o melhoramento

2.1 Fontes de resisténcia ao nematoide-das-galhas

Por conta da importancia para a cotonicultura mundial, nume-
rosos trabalhos procuraram identificar fontes de resisténcia ao ne-
matoide-das-galhas em acessos de algodoeiro herbaceo e em outras
espécies do género Gossypium (Robinson & Percival, 1997; Robin-
son et al., 2004; Starr et al., 2010; Mota et al., 2013). Nos Estados
Unidos, caracterizaram-se trés principais fontes de resisténcia ao
nematoide-das-galhas em algodoeiro herbéceo: as variedades Aca-
la NemX e Stoneville LA887 e 0 acesso Auburn 623 RNR.

A fonte de resisténcia moderada da cultivar Acala NemX é de
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origem desconhecida; a resisténcia moderada da cultivar Stone-
ville LA887 é oriunda do acesso Clevewilt 6, enquanto o alto nivel
de resisténcia do acesso Auburn 623 RNR é oriundo da segregacao
transgressiva do cruzamento entre dois acessos moderadamen-
te resistentes, Clevewilt 6 e o silvestre Wild Mexican Jack Jones
(Shepherd, 1974; Robinson et al., 2001). A resisténcia do acesso
Auburn 623 RNR foi incorporada a diversas linhagens melhora-
das por cruzamento, gerando a série de linhagens “M” (M-120
RNR, M-240 RNR, M-315 RNR etc.) (Shepherd, 1982; Robinson
et al., 2001).

Apesar de apresentarem altos niveis de resisténcia ao nema-
toide-das-galhas, essas linhagens nunca foram lancadas como va-
riedades por serem agronomicamente inferiores (Koenning et al.,
2001). Recentemente, foi lancada a linhagem GA 120R1B3, que
combina o alto nivel de resisténcia encontrado no acesso M-120
RNR, derivado de Auburn 623 RNR, e a qualidade de fibra igual a
de materiais comerciais (Davis et al., 2011).

No Brasil, a base dos trabalhos iniciais conduzidos pelo IAC
para incorporacao de resisténcia ao complexo nematoide-das-ga-
lhas e mancha de fusarium foi a cultivar Auburn 56 (Gridi-Papp
et al., 1984), que apresenta resisténcia moderada a M. incognita.
Esse trabalho permitiu a obtencao de cultivares com resisténcia
moderada ao complexo nematoide-Fusarium (cultivares IAC 17,
IAC 20, IAC 23 e IAC 24). Porém, Auburn 56 possui apenas resis-
téncia moderada e foi substituida por material com alto nivel de
resisténcia. Atualmente, os diversos programas de melhoramento
do Brasil estao utilizando a linhagem Auburn 623 RNR — ou ma-
terial derivado dela — como fonte de altos niveis de resisténcia.

2.2 Fontes de resisténcia ao nematoide reniforme

Até o momento, nao se identificaram fontes de resisténcia ao
nematoide reniforme na espécie G. hirsutum. Apo6s exaustiva bus-
ca em 1.866 acessos primitivos de G. hirsutum e 907 de G. barba-
dense, nenhum deles apresentou resisténcia completa (Robinson
et al., 2004). Entretanto, alta resisténcia foi encontrada em um
ou mais acessos de G. longicalyx J. B. Hutch. & B .J. S. Lee, G.
somalense (Giirke) J. B. Hutch., G. stocksii Mast., G. arboreum L.
e G. barbadense L. (Yik & Birchfield, 1984).
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Quatro acessos de G. longicalyx impediram a reproducao do
nematoide e foram classificados como imunes (Yik & Birchfield,
1984). A resisténcia presente em G. longicalyx foi introgredida
em cultivares comerciais de algodoeiro (Robinson et al., 2007)
e, como consequéncia, foram desenvolvidas as linhagens LON-
REN-1 e LONREN-2 (Bell et al., 2014). Apesar de nao permitirem
a multiplicacao do nematoide, essas linhagens sofrem danos nas
raizes pela penetracdo de juvenis em solos com alta infestacao de
R. reniformis, o que leva a um desenvolvimento inicial mais lento,
com ciclo da cultura alongado (Sikkens et al., 2011). Logo, essa
fonte de resisténcia foi abandonada.

Cinco acessos de G. barbadense (GB-49, GB-13, GB-264, GB-
171 e GB-713), foram classificados como resistentes por reduzirem
drasticamente a reproducao de R. reniformis, principalmente o
acesso GB-713 (Robinson et al., 2004). Por conta do alto nivel de
resisténcia encontrado nesse acesso, ele foi utilizado para trans-
ferir tais genes de resisténcia para G. hirsutum, o que resultou no
desenvolvimento da linhagem BARBREN-713 (Bell et al., 2015).

Além de G. longicalyx e G. barbadense, também encontrou-se
resisténcia ao nematoide reniforme nas espécies diploides G. ari-
dum (Sacks & Robinson, 2009) e G. arboreum (Avila et al., 2005;
Sacks & Robinson, 2009; Erpelding & Stetina, 2013).

3. Marcadores moleculares e selecao assistida por
marcadores

Apesar de fontes de resisténcia ao nematoide-das-galhas e ao
nematoide reniforme terem sido identificadas ha décadas, so re-
centemente que material melhorado ou linhagens avangadas com
altos niveis de resisténcia e desempenho agronémico comparéavel
ao de variedades atualmente no mercado foram postos a disposi¢ao
dos melhoristas. A falta do conhecimento das bases genéticas da
resisténcia aos nematoides, como a grande dificuldade em selecio-
nar material resistente — e nao simplesmente tolerante — tem sido
um obstaculo de dificil superacdo. Selecionar para resisténcia aos
nematoides a campo, em condi¢des de infestacdao natural, é inefi-
ciente, por conta de o inéculo naturalmente presente no solo ser
distribuido de forma desigual, havendo assim a possibilidade de
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ocorrerem “escapas’, ou seja, plantas que nao foram expostas ao
patogeno. Em vez disso, a selecao operada em condigoOes controla-
das é muito mais precisa, mas extremamente trabalhosa. Plantas
semeadas em casa de vegetacao ou em telado devem ser individual-
mente inoculadas e avaliadas, o que impede o uso generalizado e
em grande escala dessas metodologias de selecao.

Nos ultimos anos, novas ferramentas baseadas em analise do
DNA foram desenvolvidas para contornar essas limitacoes, em
particular no caso de caracteres de dificil avaliacao fenotipica,
como é o caso da resisténcia aos nematoides. Diferencas nas se-
quencias do DNA de plantas individuais refletem diferencas no
comportamento — resisténcia ou suscetibilidade a uma doenca
ou patdgeno — dessas plantas. Uma vez que uma alteracao na se-
quencia do DNA, ou polimorfismo, pode ser associada a uma mo-
dificacdo do carater, sera possivel selecionar plantas no genotipo
— a sequéncia do DNA — e nao mais no fenétipo — a expressao do
carater. Os chamados marcadores moleculares permitem detec-
tar e revelar de forma simples o polimorfismo entre individuais,
e, portanto, podem ser utilizados para prever o comportamento
destes. Assim, um marcador molecular associado a resisténcia a
uma doenca ou aos nematoides pode ser utilizado para selecionar
material resistente sem necessidade de avaliacao fenotipica. A se-
lecao assistida por marcadores (SAM) refere-se a metodologias de
selecao baseadas na deteccao de polimorfismos na sequencia de
DNA que expliquem variac¢oes na expressao dos caracteres.

Diversas técnicas, ou tipo de marcadores moleculares, tém
sido desenvolvidas para revelar os polimorfismos de sequéncia e
sao utilizadas em rotina na selecao assistida por marcadores. Os
microssatélites, ou marcadores SSR (do inglés Simple Sequence
Repeat) (Figura 1), sao sequéncias simples repetidas, presentes
no genoma das plantas. O polimorfismo entre dois individuais se
da pelo namero diferente de repeticoes presentes nestes. Nesse
caso, o tamanho (nimero de bases) de um alelo pode ser asso-
ciado a resisténcia (188 pares de bases, no exemplo da Figura
1), enquanto que o alelo associado a suscetibilidade apresenta
tamanho diferente (178 pares de bases, no exemplo da Figura 1).
Selecionando os individuos que apresentam o alelo de 188 pares
de bases, é possivel selecionar plantas que serao resistentes a
doenca a que o marcador SSR esta associado.
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Figura 1. Exemplo de deteccéo
de polimorfismo com o uso
de um marcador do tipo 1?8 A
SSR. Cada conjunto de picos A ' ",38
representa o tamanho da
sequéncia repetitiva presente.
A - Amostras heterozigotas, 188
ainda em processo de segrega- /
¢ao com ambos os alelos (178 ey . ; ' -
e 188bp). B - Amostras com um 178
alelo especifico (188bp), que 1
poderia estar ligado a resistén- A C
cia. C - Amostra que apresenta | ... L
um segundo alelo (178bp), que b
poderia ser de suscetibilidade. "
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Figura 2. Exemplo de detecg&o de polimorfismo com o uso de um marcador SNP. Os gru-
pos de pontos representam alelos diferentes. Amostras em vermelho (A) indicam um alelo
especifico, que poderia estar ligado a resisténcia. Em azul (C), as que apresentam um
segundo alelo, que poderia estar ligado a suscetibilidade. Por fim, as amostras em verde
(B) correspondem a plantas heterozigotas, ainda em processo de segregacao.
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O segundo tipo de marcador comumente utilizado na SAM é
o SNP (do inglés Single Nucleotide Polymorphism) (Figura 2).
Os SNPs sao polimorfismos de base tinica presentes naturalmente
nas sequéncias de DNA. Essas modificacoes de sequéncia podem
ser responsaveis por determinado carater, ou simplesmente as-
sociados a ele. Em ambos os casos, a presenca de uma base par-
ticular em uma localizacao particular da sequéncia de DNA pode
ser usada para prever o comportamento (resistente — pontos em
vermelho, ou suscetivel — pontos em azul na Figura 2) frente a
uma doenca ou patdgeno.

Marcadores moleculares sao herdaveis, o que permite, no caso
de caracteres de controle genético simples, inferir quais individuos
de uma descendéncia expressarao o carater desejado. Além disso,
a selecao baseada no DNA oferece numerosas vantagens quando
comparada a selecao fenotipica. A principal é sua independén-
cia em relacdo a fatores ambientais e externos. Dessa forma, nao
¢é preciso inocular as plantas com o organismo causador de uma
doenca para selecionar as plantas resistentes. Da mesma forma, as
resistentes podem ser selecionadas em qualquer estagio de cres-
cimento; inclusive sementes podem ser selecionadas antes de se-
rem semeadas. Dessa forma, a implantacao da selecao assistida por
marcadores permite maior precisao e economia de tempo.

Outra vantagem desse procedimento é a possibilidade de se-
lecionar material para diversos caracteres (resisténcia a diversas
doencas e patégenos) simultaneamente. Assim, em apenas uma
analise molecular, é possivel selecionar plantas resistentes ao ne-
matoide-das-galhas, ao nematoide reniforme e a diversas doen-
cas, como a doenca azul e a mancha angular — sem necessidade
de inocular ou desafiar as plantas a serem testadas com os pat6-
genos causadores das doencas. Finalmente, o uso de marcadores
moleculares para selecdo, em particular o uso dos marcadores
SNP, permite selecionar material rapidamente e com precisao em
escala impossivel de alcancar com a selecao fenotipica. Milhares
de pontos de genotipagem — cada um correspondente a avaliacao
de um individual para a reacao de resisténcia/suscetibilidade a
uma determinada doenca ou a um determinado patégeno — po-
dem ser gerados em pouco tempo.

E por todas essas razdes que a selecio assistida por marcado-
res tem sido incorporada de forma rotineira aos programas de
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melhoramento. Anteriormente reservada a poucas empresas ca-
pazes de financiar e montar infraestruturas onerosas, a sele¢io
assistida por marcadores “democratizou-se” nos ultimos anos por
conta da diminuicao dos custos envolvidos.

4. Identificacao de marcadores moleculares associados a
resisténcia aos nematoides em algodoeiro

Um dos pré-requisitos importantes para que os marcadores
moleculares sejam utilizados com eficiéncia nos programas de
melhoramento é eles estarem intimamente associados ao fendti-
po de resisténcia. A associagao entre a presenca do alelo de resis-
téncia no locus marcador (188 pares de bases na Figura 1; ponto
vermelho na Figura 2) e o fenétipo de resisténcia tem de ser per-
feita, mesmo quando se trabalha com grandes populacoes. A falta
dessa associacao pode resultar na selecdo de “falsos positivos”,
individuos apresentando o alelo de resisténcia para o marcador,
mas demostrando suscetibilidade ao patogeno.

Por conta da grande dificuldade em selecionar material resis-
tente a nematoides por meio da selecio fenotipica, diversos tra-
balhos tiveram como objetivo a identificacdo de marcadores mo-
leculares associados a resisténcia ao nematoide-das-galhas e ao
nematoide reniforme.

4.1 Marcadores moleculares associados a resisténcia ao
nematoide-das-galhas

A primeira fonte de altos niveis de resisténcia ao nematoide-
-das-galhas identificada foi o acesso Auburn 623 RNR (Shepherd,
1974; Robinson et al., 2001). Ainda hoje, ela é usada nos progra-
mas de melhoramento visando resisténcia a M. incognita; eluci-
dou-se a herancga da resisténcia nesse acesso. Tal heranca é condi-
cionada por dois genes de efeito principal, um dominante e outro
com efeito aditivo (McPherson et al., 1995). A resisténcia foi trans-
mitida facilmente as linhagens derivadas de Auburn 623 RKN,
como M-315 RNR, M19-RNR, M25-RNR, M75-RNR, M78RNR,
M188-RNR e M487-RNR. Esses dois genes foram nomeados Mi1
(dominante) e Mi2 (aditivo) (McPherson et al., 2004). Varios tra-
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balhos subsequentes usando germoplasma derivado de Auburn
623 RNR chegaram as mesmas conclusoes (Zhou et al.,1999; Yn-
turi et al., 2006); adicionalmente, Ynturi et al. (2006) relataram
que ao menos um gene localizado no cromossomo 11 e outro no
cromossomo 14 estavam envolvidos na resisténcia.

Trabalhos conduzidos com uma fonte de resisténcia oriunda de
Auburn 623 RNR, a linhagem M-120 RNR, relatam que o marcador
SSR CIR316 est4 associado a resisténcia e localiza-se no cromossomo
11 (Shen et al., 2006). Utilizando outra linhagem oriunda de Auburn
623 RNR, outros marcadores SSR também foram identificados tanto
no cromossomo 11 (marcador BNL1231) quanto no cromossomo 14
(marcadores BNL3661, BNL3644 e BNL3545) (Ynturi et al., 2006).

Ao usar a abordagem de linhagens endogamicas recombinan-
tes (RILs), a fonte de resisténcia Auburn 623 RNR, um dos seus
genitores (Clevewilt 6), e uma cultivar suscetivel (Stoneville 213),
confirmou-se a associacdo do marcador CIR 316 com o gene de
resisténcia localizado no cromossomo 11. O alelo CIR 316_201
também foi encontrado em Clevewilt 6, e, nesse caso, a resis-
téncia ocorre por causa do menor numero de galhas produzidas
(Gutiérrez et al., 2010). O segundo gene de resisténcia, localizado
no cromossomo 14, esta associado a dois marcadores tipo SSR,
BNL3545-118 e BNL3661-185. Esses dois marcadores nao estao
presentes em Clevewilt 6, mas ocorrem em Wild Mexican Jack
Jones, o outro genitor de Auburn 623 RNR. Esse segundo gene
¢é responsavel pela reducao na producao de ovos por fémeas do
nematoide (Gutiérrez et al., 2010; He et al., 2014).

A identificacdo de marcadores moleculares associados a resis-
téncia para nematoide-das-galhas oriundos da fonte Auburn 623
RNR e linhagens derivadas e a confirmacao da associa¢ao intima
entre os marcadores e o carater de resisténcia constituem grande
avanco para o melhoramento. Os marcadores permitiram nao so-
mente confirmar a natureza do controle genético da resisténcia e
o efeito de cada um dos loci envolvidos na expressao da resistén-
cia, mas sao, sobretudo, ferramentas preciosas para auxiliar o me-
lhoramento visando a incorporacao de altos niveis de resisténcia a
M. incognita em material elite.

Os marcadores CIR 316, associado ao locus de resisténcia locali-
zado no cromossomo 11, e BNL 3661, no cromossomo 14, sao atual-
mente usados em rotina em diversos programas de melhoramento.
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4.2 Marcadores moleculares associados a resisténcia ao
nematoide reniforme

O desenvolvimento de material elite com resisténcia ao nema-
toide reniforme ¢é dificultado por nao haver fontes de resisténcia
em acessos de algodoeiro herbaceo. Os primeiros trabalhos visan-
do incorporar resisténcia ao nematoide reniforme valeram-se do
acesso silvestre diploide G. longicalyx como doador de resisténcia
(Robinson et al., 2007; Bell et al., 2014). Os marcadores molecula-
res SSR BNL 3279_114, BNL1066_156 e BNL836_ 215, localizados
no cromossomo 11 e associados ao gene de resisténcia Ren'*", res-
ponsavel pelo alto nivel de resisténcia, foram identificados (Dighe
et al., 2009) e utilizados para facilitar a introgressao da resisténcia
pelo processo de retrocruzamento. As linhagens resultantes, LON-
REN-1 e LONREN-2 (Bell et al., 2014), apresentaram rendimento
e qualidade de fibra muito semelhantes ao parental Fibermax 958,
com o adicional de reducao da populacao de nematoide reniforme
na taxa de 50-90% em ensaios a campo. No entanto, com frequén-
cia, essas mesmas linhagens também apresentaram nanismo e per-
da na produtividade; essa fonte de resisténcia foi abandonada pela
maioria dos programas de melhoramento.

Mais recentemente, foram desenvolvidos marcadores mole-
culares associados a resisténcia ao nematoide reniforme oriun-
da do acesso de G. barbadense GB 713 (Gutiérrez et al., 2011). A
resisténcia do acesso GB 713, que deu origem a linhagem BAR-
BREN 713 (Bell et al., 2015), esta associada a trés QTLs, dois no
cromossomo 21 e um QTL no cromossomo 18, nomeados RenP*!,
Ren*™™ e Ren’™®3, respectivamente (Gutiérrez et al., 2011). Os
marcadores SSR BNL1551_162 e GH 132_199 estdo associados
a Ren"™ BNL4011_155 e BNL 3279 106 associados a Renb*? e
BNL 1721_178 e BNL 569_131, associados a Ren®® (Gutiérrez et
al., 2011). Na linhagem BARBREN 713, para a selecao assistida por
marcadores para o gene Ren2GB713, localizado no cromossomo 21
(Renbarb2), além do marcador tipo SSR BNL 3279_106, também
foi desenvolvido o marcador tipo SNP Gl-187401 (Bell et al., 2015).

Com a identificacdo dessa fonte de resisténcia ao nematoide re-
niforme e o desenvolvimento de marcadores SSR e SNP utilizaveis
para auxiliar a introgressao da resisténcia, espera-se que varieda-
des melhoradas sejam postas a disposi¢cao em futuro préximo.
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5. Consideracoes finais

Pelas particularidades das condi¢des ambientais a que esté su-
jeita a cultura algodoeira brasileira, o melhoramento genético do
algodoeiro — e particularmente aquele visando resisténcia a pa-
togenos e pragas — vem tendo grande importancia. Para algumas
doencas de alta relevancia, obtiveram-se avan¢os importantes por
meio do melhoramento “classico”. Todavia, no caso da resistén-
cia a M. incognita e R. reniformis, os principais nematoides res-
ponsaveis por danos e perdas econOmicas a cultura algodoeira,
os avancos foram mais lentos. A falta de fontes de altos niveis de
resisténcia ou do conhecimento das bases genéticas da resisténcia
e, sobretudo, a dificuldade em selecionar material resistente com
precisao e em escala suficiente sao dificuldades.

A disponibilizagdo recente de marcadores moleculares asso-
ciados a resisténcia presentes nas principais fontes de resistén-
cia aos nematoides-das-galhas e aos reniformes constitui pode-
rosa ferramenta que permitira superar as dificuldades. Enquanto
a selecao classica apresenta grandes dificuldades em explorar o
alto nivel de resisténcia ao nematoide-das-galhas identificado no
acesso Auburn 623 RNR desde 1974 (Shepherd, 1974), o uso de
marcadores moleculares tem sido fundamental no desenvolvi-
mento de linhagens melhoradas com altos niveis de resisténcia
(GA 120R1B3) (Davis et al., 2011). Da mesma forma, a selecao
assistida por marcadores permitiu desenvolver a linhagem BAR-
BREN-713, material com resisténcia ao nematoide-das-galhas e
ao nematoide reniforme (Bell et al., 2015).

Hoje em dia, os marcadores moleculares estao sendo incor-
porados a rotina por muitos programas de melhoramento, com
grandes beneficios. Entretanto, o potencial dos marcadores so-
mente serd alcancado se essa tecnologia estiver associada a esfor-
cos aplicados ao melhoramento classico e na identificacao e na ca-
racterizacao de novas fontes de genes ou loci a serem futuramente
incorporados aos programas de melhoramento.
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