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SELECAO DE GENOTIPOS DE ACEROLEIRA ASSISTIDA
POR MARCADORES ISOENZIMATICOS VISANDO A RESISTENCIA
A Meloidogyne incognita RACA 2!

JACKELINE GADE DEARAUJO ROSSITER?, ROSIMAR DOSSANTOSMUSSERS, LUIZA SUELY SEMEN MARTINS,
ELVIRA MARIA REGISPEDROSA®, JEANEEMILLI DEMEDEIROS

RESUMO-A cultura da aceroleira despertou um grande interesse do mercado consumidor, tendo em vista o ato teor de vitamina C
(&cido ascérbico), que variaentre 1.325 a2.250 mg por 100 mL de suco. Com aexpansdo dacultura, surgiram problemasfitossanitarios,
entre 0s quais ainfeccdo das raizes da aceroleira por nematdides. Os produtos quimicos utilizados no controle dos nemat6ides séo
agressivos a0 meio ambiente, e a selecdo de gendtipos resistentes e tolerantes constitui-se na melhor alternativa para a solugdo do
problema. O trabalho foi desenvolvido em casa de vegetagdo com 18 gendtipos de aceroleira, com o objetivo de encontrar gendtipos
resistentes e tolerantes a Meloidogyne incognita raga 2 assistida por marcadores isoenzimaticos, para indicar plantas destinadas a
porta-enxerto. A avaliagdo foi realizada 60 dias apds a inoculagdo mediante andlise das varidveis. nimero de ovos por planta e por
gramaderaiz, indice de galhas e massade ovos, biomassafrescarelativado sistemaradicul ar e biomassafrescarelativadaparte aérea.
Os resultados permitiram identificar o genétipo 023-CMF como menos suscetivel, e os genétipos 027-CMF e 035-CMF, como mais
suscetiveis. Estudos realizados através da el etrof orese i soenzimética com os sistemas o esterase, fosfatase &cida e peroxidase, 20; 40
€60 dias apds ainoculagdo com ovos de M. incognita raga 2, possibilitaram rel acionar a expressdo de proteinas com a suscetibilidade.
Osgendtipos mai s préximos geneticamente, com indicede similaridade 0,941, foram 027-CMF e 026-CM F, 046-CMF e 026-CMF, e 041-
CMF e 026-CMF. O menor indice de similaridade genética (0,115) foi observado entre os genétipos 002-SPE e 036-CMF.

Termos para indexacao: porta-enxerto, nematéide, isoenzimas.

GENOTYPE SELECTION OF BARBADOS CHERRY USING ISO-ENZYMATIC MARKERS
FOR RESISTANCE TO Meloidogyne incognita race2

ABSTRACT - The culture of the Barbados cherry has increased great interest in the consuming market, in view of high levels of
vitamin C, each 100ml of juice has contents of 1,325mg / 2,250mg of vitamin C (Ascorbic acid).With the increase of the plantations
phytosanitary problems appeared, such as infection of the roots for nematodes. The utilisation of chemical products for controlling
nematodes is unsafe for the environment, therefore the election of resistant and tolerant genotypes is the best solution for this
problem. The work was developed in greenhouse, with eighteen genotypes of Barbados cherry aiming to find resistant genotypes to
Meloidogyne incognita race 2, marked with iso-enzymatic markers, indicating plants destined for rootstock. Sixty days after the
inoculation, the evaluation of the variables began: amount of eggs per plant and weight of root, index of galls and eggs mass, fresh
biomass relativeto theroot systems, fresh biomassrelativeto the aeria part. The results permitted to identify the genotype 023-CMF
as the less susceptible and the genotypes 027-CMF and 035-CMF as the most susceptible. Studies carried out through iso-enzymatic
electrophoresis with the systems o -esterase, acid phosphatase and peroxidase. Twenty, forty and sixty days after the inoculation
with eggs of M. incognita race2, madeit possibleto rel ate the expression of proteinswith the susceptibility. The genotypes genetically
closer, with index of similarity 0.941 are: 027-CMF and 026-CMF, 046-CMF and 026-CMF and 041-CMF and 026-CMF. The lesser
indices of genetic similarity 0.115 are: genotypes 002-SPE and 036-CMF.

Index terms: rootstock, nematode, isoenzymes.

podem fornecer 720 a4.540 unidadesinternacionais de vitamina

INTRODUCAO

A cultura da aceroleira (Malpighia emarginata D. C.)
despertou grande interesse dos produtores e do mercado
consumidor em razdo do ato teor de vitaminas e compostos
benéficos do fruto, como antioxidantes, detectados na década
de 40 por Asenjo (1959). Os carotendides presentes na acerola

A por 100 gramas de fruto, enquanto a concentragdo de vitamina
Cpodevariar entre 1.325 e 2.250 mg por 100 mL de suco (Assiset
a., 2001).

Com o desenvolvimento e expansdo da cultura da
aceroleirano Brasil, a utilizagdo dos porta-enxertos resistentes e
tolerantes a patdgenos habitantes de solo tornou-se uma
necessidade. Em levantamentos realizados €M areas produtoras
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no Brasil, foi identificado como principal problemadaaceroleira,
0s nematdides do género Meloidogyne. Neste género, foram
identificadas as espécies M. incognita ragas 1; 2; 3 e 4, M.
Jjavanica e M. arenaria raga 2 (Ferraz et al., 1989).

O nematdide das galhas é um fitopatdgeno que causa
danosdeimportanciaecondmica (I nternational Board Plant Genetic
Resourges, 1986), e suainfestacdo prejudica a absorcdo de &gua
enutrientes, gerando sintomas de enfraquecimento na parte aérea
esistemaradicular (Choudhury & Choudhurdy, 1992). A diagnose
é facilmente realizada por meio de andlise do solo e raizes, e 0s
danos podem ser confundidos com outros problemas de ordem
fisiolégica, aexemplo de deficiéncianutricional, estresse hidrico,
pelaocorrénciade pragas e outras doencas (Ritzinger & Ritzinger,
2005). Nasraizes, 0ssintomas caracterizam-se por engrossamentos,
galhas e os sinais pela presenca de massas de ovos (Ritzinger &
Ritzinger, 2005).

A interag8o planta-patégeno envolve mecanismos
bioquimicos, onde os genes de alerta de defesa da planta séo
ativados, resultando na sintese de novos compostos e no
aumento da atividade enzimatica (Moraes, 1998). Estudos
isoenziméticos sdo utilizados em casos de estresse bidtico ou
abi6tico por estarem rel acionados ao entendimento das mudancgas
metabdlicas e mecanismos de defesa desencadeados nas plantas
(Torggler etal., 1995).

A técnica de eletroforese com isoenzimas, que é definida
como diferentes formas molecul ares de uma mesma enzima, que
ocorrem num mesmo organismo, com afinidade por um mesmo
substrato, fornece um meio de avaliacdo da variagdo genética
(Ferreira & Grattapaglia, 1998). Essa técnica é considerada de
custo baixo e de 6timos resultados, sendo que os polimorfismos
enziméti cos estdo mais proximos daexpressdo fenotipicafinal do
gue os polimorfismos de DNA, por serem um produto
intermediario daexpressdo do gene (Torggler et a., 1995).

Marcadoresisoenzimaticostém sido utilizados paraavaliar
ateragdes enziméticas em plantas parasitadas por nemat6idesem
varios patossistemas, estando esterase, fosfatase acida e
peroxidase entre as isoenzimas mais estudadas (Assis, 2006).

O objetivo deste trabalho foi iniciar a busca em 18
gendtipos de acerolado Banco Ativo de Germoplasma pertencente
aUFRPE, quanto aresisténcia etolerénciaa M. incognita raga 2
assistida por marcadores isoenziméticos com a atividade das
isoenzimas esterase, fosfatase é&cida e peroxidase, para indicar
plantas destinadas a porta-enxerto, visando, num futuro préximo,
amelhoria na producdo de mudas comerciais.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Departamento de
Agronomiadasede daUFRPE, ondeforam testados 18 genétipos
de aceroleira, sendo 17 do Banco Ativo de Germoplasma da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) eumameatriz
independente (Tabela 1).

Estacas semilenhosas foram coletadas entre 0 82 e 0 10°
no, apresentando dois pares de fol has e doisinternddios (Musser,
2001). As estacas foram mantidas em estufa para a emissdo do
sistema radicular por 58 dias em substrato (areia lavada, carvéo

vegetal e esterco de galinha, na proporcdo 10:1:1 v/v).
Posteriormente, as estacas foram transplantadas para sacos de
polietileno de 20 x 25 cm, com capacidade para dois quilos,
contendo substrato comercia e solo fumigado com brometo de
metila(3:1v/v).

Avaliacio dos genétipos quanto a resisténcia e tolerancia
ao nematoide

O indeulo foi preparado a partir de raizes de tomateiro
infectadas por M. incognita, raca 2. Para tal, as raizes foram
cuidadosamente retiradas do substrato, lavadas em agua corrente
e cortadas em pequenos fragmentos, seguindo-se a extracdo de
ovosconformeatécnicadescritapor Hussey & Barker (1973). Em
seguida, a suspensdo foi imediatamente passada em peneiras de
200 e 500 Meshes, tipo “US Standard Series’. Osovosretidos na
peneira de 500 Meshes foram lavados em &gua corrente para a
remogao dos residuos de hipoclorito de sbdio e transferidos, com
agjudade umapipeta, paraum Becker de 100mL . Dessasuspenszo,
retiraram-se amostras para a contagem dos ovos em caixas
calibradas. A concentracdo da suspensdo foi gjustada para 2.000
ovogmL.

A inoculagdo dos nematdides foi realizada apds 60 dias
do plantio, através da disposi¢do de 18.000 ovos por planta,
colocados em trés pequenas depressdes de 2 cm de profundidade
a0 redor do colo da planta. Os tratamentos foram representados
pelos gendtipos, sendo repetidos quatro vezes. As plantas
receberam regasdiérias. A técnicaadotadafoi amesmadaobtencéo
doindculo (Hussey & Barker, 1973). Dessasuspensao, retiraram-
se aliquotas para a contagem dos ovos em caixas calibradas.

Os parémetros avaliados ap6s 60 dias da infecgdo dos
gendtipos em relagdo ao parasitismo por M. incognita foram:
exame do sistemaradicular, avaliando o indice de galhas (IG) e
indice de massa de ovos (IMO) através da escala de notas do
International Meloidogyne Project (IMP), utilizada por Taylor &
Sasser (1978). As reagBes dos hospedeiros foram enquadradas
nos parametros estabel ecidos por Sasser (1980). O delineamento
utilizado foi o inteiramente casuaizado, em arranjo fatorial de 18 x
2, correspondendo a 17 gendtipos e uma matriz independente, e
dois tratamentos de inoculagdo (com ou sem infestacdo de M.
incognita) e quatro repeticoes. Cadaparcelaeraformadapor uma
planta. Paraavaliar areproducéo do nematdide, foram estimados
0 nimero de ovos por sistema radicular (OSR) e o nimero de
ovospor gramaderaiz (OGR). Paralelamente, foram determinadas
a biomassa fresca relativa da parte aérea (BFRPA) e a biomassa
frescarelativa do sistemaradicular (BFRSR), através darelacéo
BFRPA=BFPAI/BFPANI e BFRSR=BFSRI/BFSRNI. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia, e as médias, separadas
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Os dados
de BFRPA e BFRSR foram transformados em V(X+1) antesda
andlise, enquanto os dados de IMO, OSR e OGR foram
transformados paralog, (x+1).

Analises isoenzimaticas

As analises isoenzimaticas foram conduzidas no
Laboratorio de Genética, do Departamento de Biologiada UFRPE,
guando seretiraram 3 folhas em cada col eta, realizadaa0; 20; 40
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e 60 dias ap6s a infestaco.

Para a extrag8o das enzimas, foi usado 0,3 g de folhas
previamente lavadas em égua corrente, e 0 excesso de &gua,
retirado com papel toaha. Durante 0 processo de extragdo, as
amostras permaneceram a baixa temperatura para evitar a
desnaturacd@o de proteinas e, conseqllentemente, a perda da
aividade enzimética. A trituracdo foi manual, em amofariz de
porcel ana, com auxilio denitrogénio liquido. Ao materia macerado,
foram adicionados 2,5 mL de solucéo extratora[sacarose (0,2M) 2
g, PVP-40(2,56%) 2 g; EDTA (5%) 1 g; 2-mercaptoetanol (0,2%) 1
mL e tamp&o A (1,2 g hidroxido de litio, 11,89 g &cido bérico e
1.000 mL de &gua destilada) e Tampéo B (1,6 g &cido citrico
(0,008M), 6,69 Tris(0,05M) €1.000 mL deéguadestilada) 2,5mL
(2 mL:9 mL)]. A adicdo de sacarose e 2-mercaptanol teve por
finalidade proteger as enzimas contra efeitos de metabdlicos
secundariosliberados pelarupturadostecidos (Scandalios, 1969).
As amostras foram centrifugadas a 4.000 xg por 5 min a 4 °C.
Aliquotas de 10 puL de cada amostra foram aplicadas aos pocos
dosgéis. Osgésdepoliacrilamidaa7%AA/BIS (acrilamidaebis
acrilamida-solugdo-estoque a 30%) foram preparados com a
homogeneizacdo de 17 mL da solugéo-estoque de acrilamida e
bis-acrilamidaem 7 mL detamp&o borato delitio0,2M, pH 8,3e67
mL de tamp?o tris-citrato 0,2 M, pH 8,3. A mistura, foram
adicionados 75 uL de TEMED (tetrametildiamina) e 0,75 mL de
persulfato de amdniaa 18%. Em seguida, amisturafoi vertidano
molde de vidro até a polimerizacdo completa e colocada numa
cuba horizontal contendo tampéo borato delitio 0,2 M, fazendo-
se uso de tecido perfex como ponte de conexéo.

A migracdo eletroforética foi conduzida a 4°C, a um
potencia de 40V, até que a linha de fronte atingisse 7,0 cm em
direcéo ao pdlo positivo, marcadacom azul de Bromofenol. Paraa
resolucdo dos sistemas enziméticos, adotaram-se o0s
procedimentos baseados nametodol ogia proposta por Scandalios
(1969) e/ou Alfenas (1998), com algumas modificacdes.

Para revelacdo de o-esterase (a-EST), os géis foram
corados, usando-se 3,0 mL de o-naftil acetato 1%, em acetona
50%; 40 mg de fast blue RR salt; 50 mL de tampéo fosfato de
sodio monobasico 0,2 M; pH 4,2; 10 mL de tampéo fosfato de
sodio dibasico 0,2 M; pH 9,2; e 40 mL de &gua destilada, sendo
em seguida incubados por 2 horas, no escuro, a 30°C. Para a
revelacdo de fosfatase &cida (ACP), fez-se uso de 100 mg de o-
naftil fosfato &cido de sodio; 100 mg defast garnet GBC salt; 1 mL
de MgCl, a1%; e 100 mL de tampao acetato de sodio 0,2 M; pH
5,0. Em seguida, os géis foram incubados a 30°C por 2 horas. O
sistemaperoxidase (PO) foi revelado usado-se 0,065 g de 3-amino-
9-etilcarbazole; 5,0 mL dedimetilformamida; 2mL deCaCl,; 4 gotas
de H,0, a30%; e 85 mL de tampao acetato de sodio 0,05 M; pH
5,0. A coloragdo ocorreu no escuro a temperatura de 30°C, por 2
horas. Nas cubas, para as corridas eetroforéticas, foi utilizado
tamp&o borato de litio 0,2 M; pH 8,3 para as trés enzimas
estudadas. Todos os géis, apos a coloragéo, foram lavados,
fixados (em solucdo contendo &lcool metilico, &cido acético e
aguadestiladanaproporcéo de 1:1:1v/v) por 20 minutos, avaliados
para a confecgdo dos zimogramas e, em seguida, fotografados.

A interpretac@o dos zimogramas foi realizada através da
identificacdo de bandas em loci génicos relacionados com o

parasitismo. Os geno6tipos foram analisados usando-se o
coeficientedeNel & Li (1979), atravésdo programaNTSY S-pc
(Numerical Taxonomy and Multivariater Analysis System, VErsSa0
1.70, Exeter software, NY, USA) e a arvore filogenética gerada
usando-se aop¢do UPGMA (Unweighted Pair — Group Method,
Aritmetic Average).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliagdo darelacdo do parasitismo do nematéide M.
incognita raga 2, para as variaveis BFRPA e BFRSR (Tabela 1),
ndo foi verificado diferenca significativa, possivelmente devido
aos atos coeficientes de variagdo, mostrando assim que esse
pardmetro de avaliagio ndo foi decisivo paraaescolhade material,
geneticamente resistente a M. incognita raga 2. Esses resultados
confirmam os obtidos por Gomes et a. (2000), trabalhando com
aceroleirae M. javanica.

De maneirageral, os genétipos ndo diferiram em relacéo
201G IMO, OSR e OGR (Tabelal), exceto o gendtipo 018-CMF,
gue apresentou 1 G<3, diferindo significativamente dos gendtipos
005-APE, 025-CMF, 027-CMF e 041-CMF. O gen6tipo 023-CMF
apresentou OSR significativamente menor do que 027-CMF e
035-CMF, sem diferir dosdemais.

Com relacdo a resposta enzimatica para os trés sistemas
estudados: &-esterase (a-EST), fosfatase &cida (ACP) e
peroxidase (PO), observou-se um total de oito regibes de bandas
polimorficas que foram identificadas e analisadas: cinco bandas
para o0 sistema o—esterase; uma banda para o sistema fosfatase
&cida, e duas bandas para o sistema peroxidase. De acordo com
Scandalios (1969), o sistema isoenzimatico de esterase €
congtituido por um complexo e heterogéneo grupo de enzimas
reativas com uma ampla gama de substratos especificos, sendo
as variantes destas proteinas encontradas em plantas, geralmente
monomeéricas ou diméricas (Weeden & Wendel, 1990), com alto
nivel devariabilidade (Gillespie & Langley, 1974), constituindo-
seum dos sistemas enziméticos mais polimorficos. A classificacgo
das esterases é feita de acordo com suas afinidades para a naftil
acetato, sua mobilidade em gel de acrilamida ou amido e sua
segiéncia de nucleotideos (Hemingway & Karunaratne, 1998).

Para o sistema a-esterase (Figura 1), foram observados
cinco regides de bandas anddicas, designadas a-Est-1, a-Est-2,
o-Est-3, o-Est-4 e a-Est-5. Nos gendtipos 001-SPE, 002-SPE e
003-APE, foram revel adas asregi 6es a-Est-3 e a-Est-4 em todos
os tratamentos, variando apenas na intensidade das mesmas
aos 40 dias apos a infecgdo, as quais apresentaram-se mais
intensas.

Nas testemunhas, os gendtipos 005-APE, 007-TPA, 015-
CPA, 025-CMF, 026-CMF, 027-CMF, 035-CMF, 036-CMF, 041-CMF
e a Matriz-PPE apresentaram as bandas o-Est-2 e a-Est-5; 0
gendtipo 018-CMF apresentou a banda o- Est-5; 0 genétipo 023-
CMF ndo revelou nenhuma banda; o gendtipo 024-CM

F revelou asbandas o-Est-2 e o-Est-4, e os gendtipo 036-
CMF e046-CMF revelaram asbandas o-Est-1, o-Est-2 e o-Est-5.

Aos 20 dias de infestagdo do solo com o nematdide,
nosgendtipos 005-APE, 015-CPA, 018-CMF, 025-CMF, 036-CMF
e a Matriz-PPE, foi revelada apenas a banda o-Est-5 e nos
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gendtipos024-CMF e 033-CMF apenasao-Est-2. Paraosdemais
gendtipos, foram detectadas as bandas o-Est-2 e o-Est-4. Nas
amostras col etadas aos 40 dias, os gendtipos 001-SPE, 002-SPE
e 003-APE revelaram as bandas o-Est-3 e a-Est-4, e os demais
gendtipos revelaram as bandas o-Est-2 e o-Est-5.

Nas col etas efetuadas aos 60 dias, nos gendtipos 005-
APE, 018-CMF, 023-CMF, 026-CMF, 041-CMF, 046-CMF ea
Matriz-PPE, foram reveladas as bandas o-Est-2 e o-Est-5; nos
gendtipos 015-CPA e 025-CMF, observou-se somente a banda
o-Est-5; no gendtipo 007-TPA e 035-CMF, foram reveladas as
bandas o-Est-1, a-Est-2 e a-Est-5, no 024-CMF, as bandas o-
Est-2, o-Est-4 e o-Est-5; ho 024-CMF e 027-CMF, as bandas o-
Est-2, o-Est-4 e o-Est-5; no 035-CMF, asbandas o-Est-1, o-Est-
2 eo-Est-5, eno 036-CMF, asbandas o-Est-4 e o-Est-5.

Os resultados observados por Gomes et al. (2004)
confirmaram expressdo de respostas de esterase em plantas de
bananeira com estresse salino de cinco locos semelhante aos
obtidos. Estudos realizados com citros revelaram expresséo de
esterase de apenas trés locos, sendo menor do que os demais
sistemas estudados (Oliveira & Radmann, 2005). A esterase é
umaenzimaenvolvidaem reaces de hidrélise de ésteres, estando
diretamente ligada ao metabolismo dos lipidios como os
fosfolipidios totais de membrana (Santos et al., 2005).

A enzima fosfatase acida (Figura 2) tem funcdo de
hidrolisar os fosfomonoésteres de um grande nimero de reagcBes
gquimicasvegetais, entre as quais aformagdo de sacarose durante
afotossintese (Tanksley, 1983). Essa enzima apresentou apenas
umaregido de banda (Acp-1), aqual ndofoi ativadanos gendtipos
015-CPA, 036-CMF e na Matriz-PPE das testemunhas. Aos 20
dias, com a presenca do patégeno, os gendtipos 015-CPA e 036-
CMF mostraram bandas que voltaram a ter atividade, e os
gendtipos 001-SPE e 002-SPE ndo demonstraram atividade. Aos
40 dias, 0 gendtipo 002-SPE voltou ater atividade, e 0 024-CMF,
025-CMF e 036-CMF ndo revelaram aAcp-1. Aos 60 dias, todos
0s gendtipos revelaram a banda em questdo. Este nimero de
alelos expressos é inferior ao encontrado por outros autores,
como Gomeset a. (2004), comtrésaelos, eMaoneet a. (2006),
com trés e quatro aelos, ao estudarem padrfes isoenzimaticos
de fosfatase &cida em banana e arroz, respectivamente. Estudos
realizados com plantas de alpinia, parasitadas por M. incognita,
revelaram alta expressdo de fosfatase acida, que diferiu
acentuadamente de plantas ndo-parasitadas (Assis, 2006). A
fosfatase écida é considerada um excelente marcador devido a
sua atividade para genes de resisténcia em plantas (Zhong et al.,
1999); no entanto, a participacdo dessa enzima ha patogénese
ou resposta da planta a infec¢do ndo esta clara (Assis, 2006).

A peroxidase tem importante funcdo metabdlica na
regulacdo ibnica, ajuste osmotico e producdo de NADPH,
participadafotorrespiracéo e atuanafixagéo de CO,, sendo cada
fungdo dependente da localizagdo da enzima dentro da planta
(mitocdndrias, peroxissomas ou cloroplastos) (Alfenas, 1998). A
atividade dessa enzima (Figura 3) nas plantas-controle s revelou
uma regido de banda (Pol), entretanto sem atividade para os
gen6tipos 001-SPE, 002-SPE, 003-APE, 005-APE, 007-TPA e018-
CMF. Nas coletas efetuadas aos 20 dias ap6s a infestagdo do
solo, os gendtipos 001-SPE, 005-APE, 023-CMF, 035-CMF ea

Matriz-PPE apresentaram atividade das bandas Pol e Po2, os
gendtipos 002-SPE e 015-CPA revel aram abanda Po2 e osdemais
mostraram atividade da banda Pol.

Aos 40 dias de exposicdo ao solo infestado nos
gendtipos001-SPE, 002-SPE, 007-TPA, 023-CMF, 035-CMF e 041-
CMF foram reveladas as bandas Pol e Po2, nos gendtipos 005-
APE, 015-CPA, eaMatriz-PPE identificou-se abanda Po2 e hos
demais & banda Pol. Aos sessenta dias de exposi¢éo, a presenca
do patégeno levou a ativacdo das bandas Pol e Po2 nos
gendtipos 001-SPE, 007-TPA e 035-CMF, enquanto nos gendtipos
002-SPE, 005-APE e 015-CPA somente abanda Po2 foi detectada,
e nos demais gendtipos, apenas a banda Pol.

Em estudos conduzidos por Lopes et a. (2002), foram
expressos dois locos para peroxidase, quando avaliava a
estimativa dataxa de cruzamento em aceroleiras. Mellon (1991)
relata que alteragdes nos niveis de peroxidase e distribuicdo de
isoformas sdo conhecidas por acompanhar processos de
mecanismos de defesa dos hospedeiros a patégenos, como
lignificagdo e suberizacdo.

Quanto ao comportamento dos trés sistemas
isoenzimaticos estudados frente a resposta da planta a presenca
do patégeno, e considerando o gendtipo 023-CM F como 0 menos
suscetivel, constatou-se que, no sistema esterase, a presenca
do patégeno ativou as bandas o-Est-2 e o-Et-5 que ndo estavam
presente na testemunha. No sistema peroxidase, a presenca do
patégeno ativou a regido de banda Po2, mas a mesma ndo foi
ativa aos 60 dias apds a inoculagdo no sistema fosfatase &cida,
ndo sendo possivel relacionar as bandas reveladas com a
resposta da planta ao patégeno.

Na andlise de agrupamento (Figura 4), foi observada a
distribuicdo dos 18 gendtipos em grupos de maior e menor
proximidade genética. De acordo com o dendrograma, 0s genes
expressos pelas isoenzimas analisadas permitiram separar 0s
gendtipos em dois grandes grupos. O primeiro formado pelos
gendtipos 001-SPE, 002-SPE, 003-APE, 005-APE, 015-CPA ea
Matriz-PPE, e o segundo, formado pelos demais gendtipos. No
segundo grupo, encontram-se, em subgrupos diferentes, o
genotipo 023-CMF, considerado o menos suscetivel, e 0s
gendtipos 027-CMF e 035-CMF, identificados como os mais
suscetiveis, segundo a quantidade de ovos por sistema radicular
(OR).

Os indices de similaridade genética entre os gendtipos
expressos pela percentagem de variantes idéntica em cada par
comparado, em relacdo ao numero total encontrado, séo
mostrados na Tabela 2. O menor indice de similaridade genética
(0,115) foi observado entre os gendtipos 002-SPE e 036-CMF. Os
gendtipos mais proximos geneticamente, com indice de
similaridade 0,941, foram 027-CMF e 026-CMF, 046-CMF e 026-
CMF, e041-CMF e026-CMF.

As diferentes respostas dos gendtipos, expressas pela
presencado patdgeno, identificadas por avaliagbes morfol gicas,
fisiol 6gicas e moleculares, mostraram que, mesmo pertencentes
amesma espéci e botanica, apresentam altavariabilidade genética,
ao ponto de possibilitar a indicagdo de gendtipos resistentes a
nematdides para futuros trabal hos de melhoramento genético da
aceroleira
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TABELA 1 - Biomassafrescarelativadaparte aérea (BFRPA), biomassafrescarelativado sistemaradicular (BFRSR), indice de galhas
(1G), indice de massade ovos (IMO), indice de ovos por sistemaradicular (OSR) eovos por gramaderaiz (OGR) de 18
gendtipos de aceroleirainoculados com M. incognita raga 2, apbs 60 dias da infestagdo.

GENOTIPO BFRPA BFRSR 1G IMO OSR OGR
001-SPE (1) 0,83 a* 0,90 a 4,00 ab 2,63a 11185,95 ab 1386.,96 a
002-SPE (2) 1,33 a 2,00 a 3,93 ab 331a 16788,80 ab 2665,44 a
003-APE (3) 0,89a 1,67 a 4,65 ab 393a 22156,35 ab 1397,55 a
005-APE (5) 292a 5,17 a 5,00 a 4,65a 41718,49 ab 7458,67 a
007-TPA (7) 1,50 a 1,66 a 4,48 ab 3.24a 17055,38 ab 2180,57 a
015-CPA (15) 0,75a 0,60 a 4,00 ab 246a 3377,12 ab 337712 a
018-CMF (18) 1,33a 0,90 a 291 b 2,30a 3198,37 ab 602,17 a
023-CMF (23) 1,25a 1,03 a 4,23 ab 2,72a 2596,36 b 653,30 a
024-CMF (24) 294 a 2,00 a 4,65 ab 331a 6129,55 ab 613,47 a
025-CMF (25) 1,19a 2,11a 5,00 a 393a 28636,32 ab 3151,85a
026-CMF (26) 1,50 a 1.33a 4,00 ab 246a 5291,37 ab 748,50 a
027-CMF (27) 1,10a 1,37 a 5,00 a 395a 65647,52 a 5503,71 a
033-CMF (33) 4,92 a 1,40 a 3,47 ab 3,00a 6413,68 ab 1015,50 a
035-CMF (35) 1,22 a 0,96 a 4,48 ab 390a 78183,88 a 11057,70 a
036-CMF (36) 1,27 a 1,58 a 4,48 ab 395a 10350,43 ab 1322,72 a
041-CMF (41) 0,89 a 0,58 a 4,73 a 340a 5961,19 ab 1002,64 a
046-CMF (46) 2,50a 1,50 a 3,90 ab 246a 17204,15 ab 2433,09 a
Matriz-PPE (M) 0,38a 1,44 a 4,31 ab 4,00 a 50424,37 ab 6992,65 a

CV % 26,10 31,42 7,19 13,83 11,56 16,09

* Médias seguidas da mesma letra em cada coluna ndo diferem significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. Os dados BFRPA
e BFRSR foram transformados em\/(x+1 ) , sendo apresentados os dados originais. Os dados IMO, OSR e OGR foram transformados em log, (x+1), sendo
apresentados os ant log dos dados originais.

TABELA 2 - Similaridade genética observada entre 18 gendtipos de aceroleira obtidas pela expressdo das isoenzimas o—esterase,
fosfatase acida e peroxidase, apés 60 dias da infestacdo.

GENOTIPO 1 2 3 5 7 15 13 23 24 25 26 27 33 35 36 41 46 M
001-SPE (1) 1,000

002-SPE (2) 0,823 1,000

003-APE (3) 0,722 0,667 1,000

005-APE (5) 0240 0250 0200 1,000

007-TPA (7) 0259 0222 0269 0737 1,000

015-CPA (15) 0,160 0,217 0,120 0,750 0,550 1,000

018-CMF (18) 0,208 0,167 0,333 0,647 0,722 0,444 1,000

023-CMF (23) 0,280 0,240 0,292 0,631 0,700 0,526 0,706 1,000

024-CMF (24) 0292 0,200 0,364 0428 0,571 0333 0,556 0,631 1,000

025-CMF (25) 0,208 0,120 0,273 0,555 0,631 0,529 0,733 0,611 0,647 1,000

026-CMF (26) 0,185 0,148 0,292 0,631 0,789 0,526 0813 0,778 0,722 0,813 1,000

027-CMF (27) 0222 0,185 0,333 0,600 0,750 0,500 0,765 0,737 0,778 0,765 0,941 1,000

033-CMF (33) 0222 0,185 0,333 0,524 0,750 0428 0,667 0,650 0,778 0,667 0,833 0,889 1,000

035-CMF (35) 0,286 0,250 0,250 0,750 0,900 0,650 0,650 0,800 0,591 0,650 0,800 0,762 0,762 1,000

036-CMF (36) 0,200 0,115 0,261 0450 0,524 0,500 0,588 0,500 0,611 0,800 0,667 0,722 0,631 0,545 1,000

041-CMF (41) 0,222 0,185 0,280 0,684 0,842 0,579 0,765 0,833 0,684 0,765 0,941 00889 0,789 0,850 0,631 1,000
046-CMF (46) 0,178 0,143 0,280 0,600 0,750 0,500 0,765 0,737 0,684 0,765 0,941 0,889 0,789 0,762 0,722 0,889 1,000
Matriz-PPE(M) 0,208 0,120 0,120 0,647 0,550 0,625 0,529 0,611 0,474 0,625 0,611 0,579 0,500 0,650 0,588 0,667 0,579 1,000
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FIGURA 1 - Zimogramadaisoenzimao-esterase de 18 genétipos de aceroleira[ 001-SPE(1); 002-SPE(2); 003-APE(3); 005-APE(5); 007-
TPA(7); 015-CPA(15); 018-CMF(18); 023-CMF(23); 024-CMF(24); 025-CM F(25); 026-CM F(26); 027-CMF(27); 033-
CMF(33); 035-CMF(35); 036-CM F(36); 041-CMF(41); 046-CMF(46) e Matriz-PPE(M)] parasitados por Meloidogyne
incognita raga 2, nos periodos de coletaA (20 dias), coleta B (40 dias) e coleta C (60 dias), apos ainfestacéo do solo.
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FIGURA 2 - Zimogramadaisoenzimafosfatase acidade 18 gendtipos de aceroleira[ 001-SPE(1); 002-SPE(2); 003-APE(3); 005-APE(5);
007-TPA(7); 015-CPA(15); 018-CMF(18); 023-CM F(23); 024-CMF(24); 025-CM F(25); 026-CM F(26); 027-CMF(27); 033-CM F(33); 035
CMK(35); 036-CMF(36); 041-CMF(41); 046-CMF(46) e Matriz-PPE(M)] parasitados por Meloidogyne incognita raga2, nos periodos
de coletaA (20 dias), coleta B (40 dias) e coleta C (60 dias), apds ainfestagéo do solo.
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FIGURA 3 - Zimogramadaisoenzima peroxidase de 18 gendti pos de acerol eira[ 001- SPE(1); 002-SPE(2); 003-APE(3); 005-APE(5); 007-
TPA(7); 015-CPA(15); 018-CMF(18); 023-CMF(23); 024-CMF(24); 025-CM F(25); 026-CM F(26); 027-CMF(27); 033-
CMF(33); 035-CMF(35); 036-CM F(36); 041-CMF(41); 046-CMF(46) e Matriz-PPE(M)] parasitados por Meloidogyne
incognita raga 2, nos periodos de coletaA (20 dias), coleta B (40 dias) e coleta C (60 dias), apos ainfestagéo do solo.
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FIGURA 4 — Dendrograma de 18 genétipos de aceroleira, construido a partir dos produtos da revelagéo das isoenzimas o—esterase,
fosfatase acida e peroxidase, usando o método de agrupamentos UPGMA.

CONCLUSAO

1-Na andlise da biomassa fresca relativa da parte érea e
do sistemaradicular, ndo foi encontrado diferenca significativa,
provavelmente devido o estudo ter sido feito em apenas um
ciclo de reproducgéo do nematéide.

2-0 gendtipo 023-CMF destacou-se como o maistolerante
a infeccao por ovos do nematoide, podendo assim ser
recomendado aos produtores de acerola.
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