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Apresentacao

A goiabeira € uma importante cultura no cenario do agronegdcio nacional e
com grande aceitagdo dos seus frutos no mercado externo, contudo, obser-
va-se que nao estdo disponibilizadas muitas informagbes sobre a cultura,
principalmente sobre materiais genéticos resistentes a doengas, se compa-
rado a outras culturas.

Da goiaba pode-se originar produtos como sucos, doces, geleias entre ou-
tros. O mais popular é a goiabada, comercializada de Norte a Sul do Brasil.
Nos Estados Unidos, vem sendo comercializado um ketchup a base de goia-
ba, o que atesta o potencial de exploragao da fruta.

A cultura da goiabeira é atacada por varias doengas como bacteriose, fer-
rugem e nematoide-das-galhas. Na pds-colheita, as mais comuns sao an-
tracnose, pinta-preta e podridao-estilar. Como existe potencial de exploragao
da fruta, é necessaria a realizagdo de pesquisas para desenvolver materiais
resistentes a doengas com o objetivo de evitar e ou reduzir o uso de agrotéxi-
cos, uma das exigéncias dos mercados, principalmente o externo.

Neste trabalho é apresentado um panorama dos resultados de pesquisas
realizadas na Embrapa Semiarido em parceria com outras intuigcbes para oti-
mizar o melhoramento genético da goiabeira e desenvolver variedades resis-
tentes a doengas, uma das premissas para o sucesso da cultura.

Pedro Carlos Gama da Silva
Chefe-Geral da Embrapa Semiarido
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Introducao

A goiabeira (Psidum guajava L.) € uma importante cultura, principalmente,
nas areas irrigadas do Nordeste brasileiro. Entretanto, os estados da Bahia
e de Pernambuco se destacam na produgdo da fruta que se destina, em
maior parte, ao mercado nacional para consumo in natura e a industria para
producéo de sucos, geleias, doces, sorvetes, além de outros produtos mais
novos como o “guatchup”. Nas condigdes climaticas do Nordeste, 0 manejo
da poda possibilita a produgéo de frutos de alta qualidade em qualquer épo-
ca do ano. Em 2011, o Nordeste apresentou a maior em produgéo, seguida
pelo Sudeste. No periodo de 2011 a 2014, Pernambuco se destacou como o
segundo estado em producgdo de goiaba, perdendo apenas para o Estado de
Sao Paulo no ranking nacional. Referente a drea colhida, a regido Nordeste
foi a primeira na escala nacional de 2011 a 2014 (Agrianual, 2017).

A produgao de goiaba no Nordeste brasileiro, principalmente no Submédio do
Vale do Sao Francisco, apresenta destaque nacional. Porém, a ocorréncia de
problemas fitossanitarios tem prejudicado a produgéo e inviabilizado vérias
areas de cultivo (Flori; Castro, 2009). Dentre os fitopatdgenos que atacam
a cultura, os nematoides do género Meloidogyne, detectados em goiabeiras
cultivadas no Nordeste brasileiro (Moura; Moura, 1989), figuram como sérios
limitantes ao desempenho das plantas. O nematoide, descrito como Meloi-
dogyne enterolobii Yang & Eisenback (sin. M. mayaguensis) é considerado
como agente causal do declinio-da-goiabeira (Carneiro et al., 2001). Em tra-
balhos subsequentes, o declinio-da-goiabeira foi considerado uma doenga
complexa por haver interacédo do nematoide-das-galhas com Fusarium sola-
ni, um fungo habitante do solo (Gomes et al., 2011).

O nematoide e o fungo, juntos, estao associados a um declinio generalizado
da planta. Nas raizes, a formacao de galhas e apodrecimento compdem os
sintomas primarios da doenga. Na parte aérea, observam-se alteragdo no
formato dos frutos e na coloragéo dos galhos. Em fase mais avangada do pa-
rasitismo, é frequente ocorrer a morte da planta afetada (Gomes et al., 2011;
Miranda et al., 2011; Biazatti et al., 2016).

O uso de nematicidas, de cultivares resistentes ou tolerantes, inclusive de
porta-enxertos com essa caracteristica, e a rotagao de culturas com plantas
resistentes sdo as estratégias mais comumente empregadas no manejo de
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areas infestadas com nematoides. No entanto, para a cultura da goiabeira,
ainda nao existem métodos de controle efetivos. Este fato é agravado pelo
elevado risco de disseminagao do patégeno por meio de mudas e imple-
mentos agricolas contaminados. Os nematicidas disponiveis no Brasil sdo de
natureza sistémica, pertencentes aos grupos quimicos dos carbamatos e or-
ganofosforados, que sao altamente toxicos ao ser humano e ao ambiente e,
de modo geral, sdo ineficientes no controle de M. enterolobii. Até o momento,
ndo existem nematicidas registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (Mapa) para utilizagdo na cultura da goiabeira (Halbrendt;
LaMondia, 2004; Agrofit, 2017).

Genotipos com grau maximo de resisténcia, considerados imunes, seriam
ideais para uso como porta-enxertos. Todavia, ndo sendo encontrado um ge-
nétipo com a caracteristica de imunidade, recomenda-se utilizar outros que
apresentem resisténcia, pois os genétipos com essa caracteristica possuem
a capacidade de desenvolvimento satisfatério, mesmo quando infectados
e, por isso, podem ser considerados uma alternativa viavel de manejo. Nao
existem cultivares de goiabeiras resistentes a M. enterolobii. Algumas espé-
cies de aragazeiro demonstraram resisténcia ao nematoide-das-galhas da
goiabeira (Carneiro et al., 2007; Almeida et al., 2009; Biazatti et al., 2016;
Castro et al., 2017), mas o menor desenvolvimento das plantas em condi¢des
semiaridas e a incompatibilidade de enxertia observada a campo impossibi-
litaram o uso dessa espécie como porta-enxerto de cultivares comerciais de
goiabeira.

Arotacao de culturas é muito eficiente e bastante difundida para o controle de
varias doencgas e pragas. Entretanto, ndo é recomendada para o0 manejo de
areas cultivadas com goiabeiras infectadas por nematoides, pois o aspecto
perene da cultura limita o alcance de sucesso (Halbrendt; Mondia, 2004).

Em funcdo da importancia do tema, n&do s6 para o Nordeste, mas para todo
o Brasil, varias sdo as pesquisas, desenvolvidas por diferentes institui¢coes,
visando a solucionar o problema causado pelo nematoide-das-galhas a cul-
tura da goiabeira. Sendo assim, esta publicagdo tem como objetivo reunir
dados de pesquisa, gerados pela Embrapa Semiarido em parceria com ou-
tras instituicdes de pesquisa e ensino, que abordam a utilizagao de recursos
genéticos, bioldgicos e bioquimicos para controle de M. enterolobii em goia-
beira. Sdo resultados de pesquisa basica publicados, trabalhos finalizados
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com eficacia comprovada, bem como dados preliminares obtidos a partir de
atividades em andamento. Os dados apresentados servem para mostrar o
avango da pesquisa nesta linha tematica, a contribuigdo da Embrapa Semi-
arido na obtengao destes resultados e novas abordagens que poderéo ser
exploradas para que as pesquisas que envolvem este tema se desenvolvam
cada vez mais.

Recursos genéticos para o manejo de Meloido-
gyne enterolobii

A colecgao de Psidium spp. da Embrapa Semiarido

A Embrapa Semiarido possui uma colegao de Psidium, que contém 118 aces-
sos de goiabeira e 40 de aragazeiros. Os acessos que compdem a colegao
foram coletados em 35 regides ecogeograficas, definidas com base no Zo-
neamento Agroecoldgico do Nordeste e em mapas de vegetacdes do Brasil,
de dez estados brasileiros, sendo eles: Maranh&o (25 de goiabeira e um de
aragazeiro), Piaui (trés de goiabeira e um de aragazeiro), Sergipe (12 de
goiabeira e dois de aragazeiro), Bahia (dez de goiabeira e sete de aragazei-
ro), Pernambuco (nove de goiabeira e quatro de aragazeiro), Rio Grande do
Sul (cinco de goiabeira e cinco de aragazeiro), Rondbnia (15 de goiabeira
e cinco de aragazeiro), Roraima (sete de goiabeira e quatro de aragazeiro),
Goias (17 de goiabeira e sete de aragazeiro) e Amazonas (15 de goiabeira e
quatro de aragazeiro) (Santos et al., 2008; Silva et al., 2010).

A multiplicagao foi realizada por sementes, sendo cada acesso representado
por seis individuos, no espacamento de 4 m x 4 m, em Petrolina, PE (Santos
et al., 2008, Silva et al., 2010). Além disso, amostras de sementes de cada
acesso foram coletadas e armazenadas em camara fria, caso haja necessi-
dade do reestabelecimento da colegédo, bem como para intercambio de mate-
rial com outras instituicdes de pesquisa (Silva et al., 2010).

Os 118 acessos de goiabeira e 40 de aragazeiros dessa colegao foram carac-
terizados morfologicamente por meio da utilizacdo de 40 descritores UPOV,
constatando-se diferencas entre os espagos das nervuras das folhas, tama-
nhos e cores de frutos entre aragazeiros e goiabeiras (Santos et al., 2008).
Parte da colecao foi caracterizada molecularmente por meio da utilizagao de
dez marcadores microssatélites, resultando na elaboragdo de um dendro-
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grama da dissimilaridade genética entre 54 acessos de Psidium, coletados
em dez estados brasileiros, analisados com 67 alelos de dez marcadores
microssatélites (Oliveira et al., 2009; Silva et al., 2010). Ainda nesse senti-
do, realizou-se a caracterizagao proteica, dos teores de agucares totais, dos
soélidos soluveis, da acidez titulavel e vitamina C de 70 acessos da colecao
(Corréa et al., 2009a, 2009b).

A cultivar BRS Guaraga

A cultivar BRS Guaraga € um hibrido resultante de um unico cruzamento
entre o acesso Gua161PE (Psidium guajava) e o acesso Ara138RR (Psidium
guineense), realizado em Petrolina, PE, no ano de 2010. A hibridacao foi con-
firmada por marcadores de DNA e por caracteres morfolégicos, como nervura
das folhas (Santos et al., 2017; Souza et al., 2018).

Em avaliagdes realizadas no campo, 120 dias apds a inoculagao com sus-
pensao contendo 10.000 ovos e juvenis de Meloidogyne enterolobii, plantas
do BRS Guaraga, com 15 cm a 20 cm de altura apresentaram fator de re-
producéo zero e auséncia de galhas no sistema radicular. Amostras de solo
coletadas em 22 plantas do BRS Guaraga, apos 5 anos de transplantio para
0 campo com presenca endémica do patdgeno, apresentaram auséncia total
de juvenis de segundo estadio (J2), fase infectiva do nematoide. Em avalia-
¢Oes realizadas 24 meses apos o transplantio em quatro areas de produtores
em Petrolina, PE, o nimero de J2 no sistema radicular da cultivar Paluma foi
530 vezes maior que o0 nimero encontrado no sistema radicular do BRS Gua-
raga. De 45 plantas enxertadas no BRS Guaraga, apenas uma apresentou
declinio visual moderado devido ao ataque do patégeno, enquanto o declinio
variou de severo a total, tendo resultado na morte de 15 plantas de ‘Paluma’.
Em colheitas realizadas 30 meses apds o transplantio em areas de produto-
res, as cultivares Paluma e Pedro Sato, enxertadas no BRS Guaraca, apre-
sentaram boa producéo, com cerca de 40 toneladas de frutos por hectare, o
que foi dez vezes maior que a cultivar Paluma sem enxerto. O didmetro do
caule e a largura do dossel foram maiores para as cultivares enxertadas no
hibrido em comparagéo com aquelas sem enxerto (Santos et al., 2017; Souza
etal., 2018).

Essa cultivar foi registrada no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abaste-
cimento (Mapa) com RNC 35849 (Santos et al., 2017). O BRS Guaraga tem
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mostrado resisténcia ao patégeno e alta compatibilidade de enxertia com ‘Pa-
luma’ e ‘Pedro Sato’, além de nao apresentar custos elevados na obtencao
de mudas e ser agrondmica e ambientalmente seguro e viavel. Atualmente,
se constitui uma opgéao disponivel, com eficiéncia comprovada e economica-
mente viavel para contornar o problema do nematoide das galhas da goiabei-
ra (Santos et al., 2017; Souza et al., 2018).

Espécies vegetais antagonicas a Meloidogyne spp.

Apbs a eliminagéo das goiabeiras infectadas por M. enterolobii numa area de
campo localizado no Nucleo 10, do Perimetro Irrigado Senador Nilo Coelho,
em Petrolina, PE, foi feita a aracdo, gradagem e demarcagao das parcelas
experimentais para se avaliar a eficiéncia de amendoim (Arachis hypogaea),
capim-elefante (Penissetum purpureum cv. Napier e P. purpureum cv. Napier
Roxo), capim-colonido (Panicum maximum cv. Mombagca) e milho (Zea mays
cv. BRS Caatingueiro), consideradas plantas ndo hospedeiras de diversas
espécies de Meloidogyne spp.

Apesar das baixas populagdes de juvenis de segundo estadio (J2) do nema-
toide no solo por ocasiao de instalagdo do experimento, observou-se que os
numeros médios de ovos e J2 em raizes de tomateiro (Lycopersicon esculen-
tum cv. Santa Clara), utilizado em bioteste conduzido em casa de vegetagéo,
com solo coletado nas parcelas experimentais, variou de 120 (capim-colo-
niao) a 3.413,3 (milho). Estes resultados indicam que o cultivo de plantas
antagonistas a M. enterolobii pode ser eficiente na desinfestagdo do solo,
porém, um periodo de cultivo maior da planta antagonista se faz necessario
(Santana et al., 2009). Além disso, o consorcio de estratégias com a expo-
sicdo do solo ao sol podera aumentar a eficiéncia de controle do patégeno.
Onde a irrigacéo for possivel, maior eficiéncia podera ser alcangada, pois a
irrigacao induz a eclosao de maior numero de J2 que, posteriormente, sera
eliminado pela exposi¢ao ao sol.

Prospecc¢ao de novas espécies de Psidium resistentes a Me-
loidogyne enterolobii

A busca por novas espécies que apresentem resisténcia a M. enterolobii é
uma atividade constante em projetos que visam a prospecc¢ao de recursos
genéticos com potencial para controle do nematoide-das-galhas da goiabei-
ra. Novos materiais estdo sempre sendo coletados e avaliados quanto a sua
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resisténcia ao patégeno. Castro et al. (2017), visando avaliar a reacédo de
Psidium spp. a M. enterolobii, observaram que, 7 meses apds a inoculagao
das plantas com ovos do nematoides, ocorreu a formagao de galhas em todo
o sistema radicular apenas em P. guavaja ‘Paluma’, que é suscetivel ao ne-
matoide. Em P. grandifolium e em P. cattleianum, oriundos do estado de S&o
Paulo e em P, cattleianum, proveniente do estado do Parana, nao foi observa-
do o desenvolvimento de galhas radiculares. Ao final das analises, observou-
-se que as trés espécies de aragazeiro avaliadas apresentaram fatores de
reprodugao iguais ou muito proximos a zero e foram consideradas resisten-
tes. No entanto, nas raizes da goiabeira ‘Paluma’, o fator de reprodugao do
nematoide foi maior que 1, o que caracteriza a suscetibilidade ao patégeno.
O acesso de Psidium cattleianum, proveniente de Marialva, no Parana, apre-
sentou fator de reprodugao igual a zero. Nos acessos de Psidium grandifo-
lium e de P. cattleianum, oriundos de Jaboticabal, Sdo Paulo, os fatores de
reprodugao foram iguais a 0,004 e a 0,003, respectivamente.

Esses resultados demonstram que os aragazeiros avaliados tém potencial
para serem utilizados no desenvolvimento de porta-enxertos resistentes ao
declinio-da-goiabeira, apesar de muitos deles apresentarem incompatibili-
dade de enxertia com a goiabeira ‘Paluma’. O material vegetal avaliado se
encontra instalado no Campo Experimental de Bebedouro, Petrolina, PE e
servira de base para novas analises nesta linha de pesquisa. Esta colegao,
composta atualmente por cinco genotipos de Psidium spp., devera ser incor-
porada ao BAG de Psidium.

Espécies presentes nessa colegéo de Psidium foram avaliadas quanto a pe-
netracdo, desenvolvimento, reprodugao e respostas celulares induzidas nas
raizes por M. enterolobii, por meio de um trabalho realizado pela Embrapa
Semiarido em parceira com a Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE). As plantas foram avaliadas aos 5, 10 e 20 dias apds a inoculagao
(DAI) para a penetragao e desenvolvimento e aos 60 DAI para a reprodu-
¢éo do nematoide. Psidium cattleianum, P. friedrichstalianum e P. guineense
se comportaram como resistentes ao nematoide e P. guajava confirmou sua
suscetibilidade. Durante o periodo experimental, em relagdo as analises his-
tolégicas, observou-se que M. enterolobii ndo completou o ciclo de vida nas
espécies resistentes que apresentaram sitios de alimentagdo pouco desen-
volvidos (Sousa et al., 2017).
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Em outra parceria entre a Embrapa Semiarido e a Universidade Estadual de
Feira de Santana (Uefs), situada em Feira de Santana, no estado da Bahia,
foi avaliada a reagao a M. enterolobii de acessos de aragazeiros classificados
em Psidium guineense, P. schenchianum e Psidium sp. em comparagao com
P. guajava ‘Paluma’ sob trés densidades de indculo do nematoide. As meno-
res amplitudes do fator de reproducéo do nematoide, nas trés densidades de
inéculo avaliadas, foram observadas num acesso de aragazeiro de espécie
nao identificada, proveniente da localidade denominada Caldeirdo da Serra,
no municipio de Uaua, BA (Oliveira, 2017).

Com este trabalho, observou-se, ainda, que a taxa de reprodugédo do nema-
toide no sistema radicular de cada planta apresentou redugao para a maioria
dos acessos a medida que as densidades de indculo aumentaram, com pou-
cos acessos mostrando tendéncia contraria nas duas densidades maiores.
Assim, concluiu-se que a avaliagédo do processo de reprodugado do nematoide
em acessos de Psidium quanto a resisténcia a M. enterolobii deve ser men-
surada em diferentes densidades do inéculo.

Respostas moleculares de Psidium spp. ao Meloidogyne
enterolobii

Entre as abordagens adotadas para a prospecgéo de fatores relacionados
com a resisténcia a M. enterolobii, esta sendo realizada a prospecgédo de
proteinas diferencialmente expressas em Psidium spp. por meio de uma par-
ceria entre a Embrapa Semiarido e a Universidade Estatual do Norte Flumi-
nense Darcy Ribeiro (Uenf). Para estas avaliagbes, foram utilizadas plantas
de aragazeiro ‘Costa Rica’ cultivadas em casa de vegetagdo, como espécie
resistente, e goiabeira ‘Paluma’, como espécie suscetivel.

As proteinas totais de raizes foram extraidas utilizando-se tampao de extra-
¢ao de proteinas (Tris HCI 0,1 M, pH 8,0 e NaCl 0,5 M) na propor¢ao de 1:2
(um de amostra para 2 de tampao). Os extratos foram transferidos para tubos
e centrifugados a 20000 g durante 20 minutos a 4 °C. Apos a centrifugagao,
0 sobrenadante das amostras foi transferido para outro tubo para posterior
quantificagdo, sendo a das proteinas realizada segundo a metodologia de-
senvolvida por Bradford (1976).

O perfil das proteinas extraidas foi analisado por eletroforese em gel de polia-
crilamida sob condi¢des desnaturantes, segundo método de Laemmli (1970).
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Foi utilizado material liofilizado de seis amostras para a analise do perfil das
proteinas. Um gel SDS-PAGE 12% foi carregado com 50 g de proteina e foi
submetido a eletroforese durante 4 horas, sendo corado com corante Coo-
massie Blue R durante 5 minutos e transferido para solugao descorante. Fo-
ram detectadas trés proteinas (Mr ~ 29, 22 e 15 kDa) expressas, exclusiva-
mente, em raizes de plantas resistentes, aos 20 dias de infecgdo (Resende
et al., 2016).

Ao contrario do observado na espécie resistente, ndo foi verificicada a pre-
sencga de proteinas diferencialmente expressas em plantas suscetiveis, nem
mesmo entre plantas inoculadas e nao inoculadas com o nematoide, nem
entre os diferentes tempos de inoculagao testados. Esses resultados suge-
rem que as proteinas diferencialmente expressas podem estar relacionadas
com o processo de resisténcia a M. enterolobii, uma vez que foram expressas
apenas nas raizes da espécie resistente, em plantas inoculadas com o nema-
toide (Resende et al., 2016).

Como perspectivas deste trabalho, pretende-se efetuar o sequenciamento
das proteinas diferencialmente expressas em aragazeiro ‘Costa Rica’ e, pos-
teriormente, desenhar iniciadores baseados nessas sequéncias proteicas
para auxiliarem na prospeccéo de genes relacionados com a resisténcia ao
nematoide. A obtencdo das sequéncias das proteinas diferencialmente ex-
pressas também possibilitara a produgéo de anticorpos para a realizagdo de
ensaios com novas espécies de Psidium, buscando-se a caracterizagao do
material quanto a resisténcia a M. enterolobii.

Ainda com o objetivo de prospectar proteinas relacionadas com a resistén-
cia a M. enterolobii, a Embrapa Semiarido, em parceria com a Uenf e com
a Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), incluiu, em suas
pesquisas, a medigdo das atividades de enzimas relacionadas com o es-
tresse oxidativo e metabolismo fendlico, tais como polifenoloxidades (PPO),
peroxidases (POX), catalases (CAT), superdxido dismutase (SOD), fenilala-
nina amonia liase (PAL) e ascorbato peroxidase (APX). Algumas atividades ja
possuem resultados publicados e outras se encontram em andamento.

Em relacao a atividade das PPO nas raizes de Psidium spp., ndo houve efeito
dos tempos de inoculagédo avaliados (10, 20 e 30 dias antes da coleta) na
atividade desta enzima, tanto para goiabeira ‘Paluma’ (espécie suscetivel),
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quanto para aragazeiro ‘Costa Rica’ (espécie resistente), pois a atividade, nos
tempos avaliados, em cada espécie, nao diferiu das respectivas testemunhas
nao inoculadas. Entretanto, foi observado efeito significativo das espécies
utilizadas para a atividade dessa enzima, que foi maior em aragazeiro ‘Costa
Rica’, quando comparado com goiabeira ‘Paluma’. Nas PPOs, também néo
foi observado efeito significativo dos tempos de inoculagdo avaliados na ati-
vidade de peroxidases nas raizes, tanto na goiabeira ‘Paluma’, quanto no
aragazeiro ‘Costa Rica’, pois a atividade nestes tempos, para cada espécie,
nao diferiu entre si nem das respectivas testemunhas nao inoculadas. Além
disso, também nao foi observado efeito das espécies de Psidium utilizadas
na atividade de POXs, pois esta foi estatisticamente igual entre o aragazeiro
‘Costa Rica’ e a goiabeira ‘Paluma’ (Ribeiro et al., 2015).

Foram realizados ensaios enzimaticos para a medi¢cdo da atividade da en-
zima CAT em raizes de Psidium spp., inoculadas e nao inoculadas com o
nematoide, aos 10, 20 e 30 dias apos a inoculacdo (DAI); CAT, POX e APX
em tecidos de raizes e folhas aos 26 DAI. Os ensaios enzimaticos foram
realizados em triplicatas utilizando-se material refrigerado a -80 °C. Houve
diferenga significativa apenas na atividade da APX aos 26 DAl em tecidos
de raizes, que foi maior em aragazeiro ‘Costa Rica’, quando comparado com
goiabeira ‘Paluma’ (Figura 1).

180- 40-
160- 361
= 1 32-
g140 .
o
& 120+
g) 24 -
100-
% 20-
< 80-
g 16-
£ 60-
> 12-
o
< 40- 84
" mm i N
0- 0-
NI I NI I NI I NI I
ACR PAL ACR PAL

Figura 1. Atividade enzimatica de ascorbato peroxidase (APX) nos tecidos radiculares e
foliares aos 26 dias ap6s a inoculagédo (DAI). Comparagao dos niveis da enzima APX nos
tecidos de folhas (a) e raizes (b) entre as espécies de aragazeiro (Psidium sp.) ‘Costa Rica’
(ACR) vs. goiabeira (Psidum guajava L.) ‘Paluma’ (PAL), dos grupos controle (Nao Inoculado
— NI) e submetido ao estresse bidtico pela inoculagdo com Meloidogyne enterolobii (Inocu-
lado — 1), aos 26 DAI. Barras simbolizam o desvio padrédo. Teste Anova — Tukey (p<0,05).
Fonte: Arautjo (2016).
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As atividades relacionadas a prospecgao de proteinas com potencial para
controle de M. enterolobii se encontram em andamento na Uenf, Campos
dos Goytacazes, RJ. Apenas a espécie resistente (aragazeiro ‘Costa Rica’)
foi testada até o momento, tanto para a expressao diferencial de proteinas,
quanto para a medigao de enzimas relacionadas com o estresse oxidativo
e metabolismo fendlico. Espera-se concluir esses estudos para a espécie
citada, bem como iniciar atividades nesse sentido com outras espécies que
apresentem resisténcia comprovada ao nematoide, incluindo diferentes tem-
pos de inoculagao.

Com o intuito de compreender a resposta transcricional de Psidium spp. a
inoculagdo com nematoide M. enterolobii, RNAs extraidos de uma espécie
resistente (aragazeiro ‘Costa Rica’) e outra espécie suscetivel (goiabeira ‘Pa-
luma’) foram sequenciados com a utilizagao da plataforma Illlumina.

Essa atividade foi realizada em parceria com a UFRN e foram utilizadas ra-
izes e folhas de plantas resistentes e suscetiveis, inoculadas e nao inocula-
das com o nematoide, na extragdo de RNA. Primeiramente, a extragédo de
RNA total foi realizada por método a base de fenol e cloreto de litio. Um dos
primeiros problemas encontrados foi a obtengdo de um RNA de qualidade.
O material extraido foi analisado, tanto em gel de agarose quanto em espec-
trofotdmetro, e foi constatado que a baixa qualidade do RNA total extraido
das plantas ndo estava associada com inoculagcdo com o nematoide, mas,
provavelmente, ao fato de a espécie apresentar muitos compostos fendlicos,
ou outros metabdlicos secundarios e/ou polissacarideos que poderiam pre-
judicar a precipitacdo dos acidos nucleicos (Loomis, 1974; Salzman et al.,
1999, Diaz-de-Ceri et al., 2016).

Em seguida, foram testados quatro kits comerciais, gerais ou especificos
para plantas, os quais ndo resultaram em boa qualidade das amostras de
RNA e reprodutibilidade do protocolo. Die e Roman (2012) enfatizam a impor-
tdncia dessa qualidade para experimentos de gRT-PCR e sequenciamento
de RNA. Sendo assim, foram testados novamente protocolos a base de fenol
e cloreto de litio, normalmente utilizados para plantas que apresentavam alto
teor de compostos fendlicos (Kiefer et al., 2000; Azevedo et al., 2003; Gasic
et al., 2004; Muoki et al., 2012). Entre os protocolos testados, o que resultou
em melhor reprodutibilidade qualidade do RNA total extraido foi aquele com
a adaptacédo de um tampao de extragéo (0,2 M Tris-HCI pH 5; 0,1 M LiCl; 5
mM EDTA, 1/10 V SDS 10%). O material macerado em nitrogénio liquido foi
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misturado ao tampao de extragédo adaptado, que foi centrifugado e o sobrena-
dante transferido para um novo tubo. A este sobrenadante foi adicionado um
volume de uma solugao de 6 M LiCl, o qual foi mantido a 4 °C por 16-18 horas.
Decorrido este tempo, o material foi centrifugado, o sobrenadante descartado
€ o precipitado formado foi ressuspenso em 1 mL de solugao 3 M LiCl. Poste-
riormente, o material foi centrifugado, o precipitado formado foi ressuspenso
em agua ultrapura previamente tratada com DEPC, centrifugado e o sobrena-
dante transferido para um novo tubo onde foi adicionado 1/10 volume de 3 M
Acetato de Sadio, e dois volumes de etanol 100%. Este material foi misturado
e mantido em freezer -80 °C por 15 minutos, depois centrifugado, lavado com
etanol 70%, seco e ressuspenso em agua ultrapura previamente tratada com
DEPC. Finalmente, as amostras passaram por um tratamento com DNase |
para eliminar possivel contaminacdo com DNA gendmico.

A qualidade do RNA total extraido foi verificada em: a) espectrofotémetro,
que revelou a razao A260/A280 com valores satisfatorios (1,85 - 1,9); b) gel
de agarose 2%, apresentando numero reduzido de bandas e/ou o rastro (Fi-
gura 2); e c) por meio do equipamento Bioanalyzer 2000, para a avaliagdo da
integridade, qualidade e quantidade dos RNAs extraidos, fornecendo uma
pontuagéo de integridade (RIN — RNA Integrity Number) para cada amostra,
com valores variando de 1 a 10. Os valores de RIN obtidos foram de 8,0 na
espécie resistente (aragazeiro ‘Costa Rica’) inoculada; 6,9 na espécie resis-
tente ndo inoculada; 7,3 na espécie suscetivel (goiabeira ‘Paluma’) inoculada
e 7,5 na espécie suscetivel ndo inoculada.

L 2 =03 A5G e Tae 84910 Figura 2. Gel de agarose 2%
—— = — T S com padrdo de amostras de

= - Sl g = i RNA total extraidos de folhas
de Psidium spp. Observa-se a
presenga de DNA gendmico,
- e R S ~— R das bandas padrao de RNA 28S

R

—

e 18S e, abaixo do RNA 18S,
a presenca de RNA ribossomal
1-4: espécie suscetivel (goia-
beira ‘Paluma’) inoculada; 5-10:
espécie resistente (aragazeiro
‘Costa Rica’) inoculado; 11-14:
espécie suscetivel (goiabeira
‘Paluma’) ndo inoculada; 15-16:
espécie resistente (aragazeiro
‘Costa Rica’) ndo inoculado.
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A quantidade de RNA total obtida de raizes foi insuficiente para a realizagcao
do sequenciamento de RNA, tendo sido utilizado apenas RNA de folhas nesta
etapa. Os dados estdo sendo analisados utilizando-se diferentes ferramentas
de bioinformatica, e encontram-se em andamento na UFRN, Natal, RN.

Consideracoes finais

Vérias sdo as abordagens adotadas na tentativa de controlar o nematoide
das galhas da goiabeira. A prospeccao de espécies de Psidium que apresen-
tem resisténcia ao nematoide € uma atividade constante, pois a busca por
novas fontes de resisténcia é necesséria para programas de melhoramento
genético, visando a contornar problemas de quebra de resisténcia genética
na planta, para a prospeccao de fatores relacionados a resisténcia ao pa-
tégeno, bem como para a busca de espécies resistentes que apresentem
compatibilidade de enxertia com goiabeiras.

Em estudos realizados pela Embrapa Semiarido e seus parceiros, o melho-
ramento genético foi utilizado para a obtengéo de hibridos resultantes do cru-
zamento entre goiabeiras e aragazeiros, gerando plantas resistentes ao ne-
matoide e compativeis para enxertia com goiabeiras. A prospecc¢éo de fatores
relacionados a resisténcia ao nematoide esta sendo realizada por meio da
analise de proteinas e de transcritos diferencialmente expressos em plantas
resistentes. O estudo de espécies antagdnicas e a rotacdo de culturas indi-
cou que estas estratégias sozinhas e pelo tempo em que foram avaliadas nao
foram suficientes para promover o efetivo controle do nematoide-das-galhas
da goiabeira. A consorciagdo de medidas de controle e a avaliagdo por tem-
pos maiores sdo necessarias para a obtengao de resultados mais precisos.

Como perspectivas para a prospecg¢ao de fatores relacionados a resisténcia
a M. enterolobii, espera-se avaliar outras espécies de Psidium que apresen-
tem resisténcia ao nematoide; otimizar protocolos para a extragcdo de RNA de
raizes de Psidium spp.; incluir diferentes tempos de inoculagdo com o nema-
toide e prospectar novos fatores que apresentem potencial para superar os
problemas de incompatibilidade de enxertia entre espécies de Psidium.
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